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Resumo

Dentre as doencas parasitarias existentes, a esquistossomose, causada pelo parasito Schistosoma
mansoni, ¢ a segunda principal causa de morbidade no mundo depois da malaria. No presente

trabalho, foi demonstrada a criagdo de uma base de dados genomica de S. mansoni

(http://SchistoDB.net) para integra¢do de diferentes tipos de dados e andlises. O principal objetivo
para constru¢do de tal base de dados foi selecionar candidatos a alvos terapé€uticos. Dentre as
diversas analises efetuadas, a predi¢do de vias metabodlicas foi utilizada como principal fator na
busca de candidatos. Estes resultados serviram como incentivo para que fossem testadas in vivo
quatro drogas com mecanismo de acdo descrito para outros organismos. Dentre as quatro drogas
testadas, Alopurinol, Metotrexado, Pravastatina e Trimetoprima, duas apresentaram reduc¢do no
nimero de vermes adultos, quais sejam Alopurinol (30,5%) e Metotrexato (35,7%). Dessa forma,
foi demonstrada efetividade na sele¢do de candidatos a alvos terapéuticos utilizando a técnica de
integracdo de dados, além de serem disponibilizadas na Internet uma lista com os candidatos
encontrados e uma base de dados genomica de S. mansoni, as quais poderdo ser utilizadas como

fonte de informacdes para diferentes pesquisas em esquistossomose.

il


http://SchistoDB.net/

Abstract

Schistosomiasis, caused by the parasite Schistosoma mansoni, is the second main cause of
morbidity in the world among parasitic diseases, right after malaria. In the present research work,

we describe the construction of a genomic database for S. mansoni (http://SchistoDB.net) aiming to

integrate different data types and analyses. The main purpose for this database implementation was
to enable data mining of candidate therapeutic targets. Among several different analyses, prediction
of metabolic pathways was central towards finding candidates. These findings propelled us to
conduct in vivo tests for drugs with known mechanisms of action. Among four tested drugs,
Alopurinol, Metotrexado, Pravastatin and Trimethoprim, two resulted in decreased adult worm
rates, Alopurinol 30.5% and Methotrexate 35.7%. In conclusion, we demonstrate that selecting
candidate therapeutic targets by using data integration and mining was effective. In addition, a
candidate list and a S. mansoni genome database, a rich and useful resource for the international

research community, were made available online.
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I - INTRODUCAO

A esquistossomose ¢ uma doencga parasitaria que infecta principalmente individuos de
paises em desenvolvimento tropicais e subtropicais. O parasito causador da doenca pertence
ao género Schistosoma, sendo S. mansoni a Unica espécie causadora da esquistossomose no
Brasil (Bergquist, 2002). Atualmente, as estratégias de controle da esquistossomose dependem
quase que totalmente da utilizacdo de uma tnica droga disponivel para tratamento em massa,
o praziquantel (PZQ) (Chitsulo et al., 2000). O tratamento ¢ eficaz, administrado em dose
unica por via oral e tem resultado satisfatorio na diminui¢do da morbidade. Porém, a
prevaléncia da doenca permanece praticamente inalterada em muitas regides endémicas
devido, na maioria dos casos, aos altos niveis de reinfeccdo de individuos ja tratados (WHO |

Schistosomiasis. Disponivel em: <http:/www.who.int/mediacentre/factsheets/fs115/en/

index.html>. Acesso em 1 de abril de 2009). Adicione-se a isso, o fato de o PZQ nao ser
eficaz contra todos os estagios de desenvolvimento presentes no hospedeiro humano, cujas
evidéncias demonstram diferentes graus de resisténcia (Pica-Mattoccia, 2004b). A
Organizagdo Mundial de Satde tem incentivado o estudo da gendmica como uma nova
abordagem para o desenvolvimento de medidas de controle do parasito. Tal abordagem
possibilita um entendimento mais profundo da biologia destes organismos, de forma a auxiliar
no processo de busca por novos candidatos para diagndstico da doenga, vacinas e alvos de
drogas (Degrave et al., 2001).

O processo de descoberta de novos compostos ¢ complexo e multidisciplinar, o qual
requer conhecimento sobre a biologia e genoma do organismo, quimica e metabolismo de

drogas e aspectos clinicos da doenga. A abordagem gendmica ¢ uma das principais


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs115/en/index.html
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs115/en/index.html
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs115/en/

responsaveis pela explosdao no volume de dados gerados por pesquisadores, evidenciada pelos
bancos de dados e literatura cientificos. A expectativa é que tamanha quantidade de dados
pudesse levar a um aumento significativo no nimero de drogas descobertas. Nao obstante, em
uma revisdo do processo de descoberta de drogas produzido pelo GAO — US Government
Accountability Office (US Government Accountability Office, 2006), foi relatado que novas
tecnologias como gendmica e high-throughput screening apresentaram aumento significativo
dos custos de investigagdo sem aumento correspondente no nimero de drogas disponiveis.

Nesse contexto, a técnica de integracdo de dados pode otimizar a exploracdo desses
recursos no intuito de melhor selecionar candidatos a alvos terapéuticos (Loging et al., 2007).
Historicamente, a tecnologia de integracdo de dados tem sido considerada um problema de
Tecnologia da Informagao - TI, o que subestima o desafio cientifico e gerencial que realmente
representa (Searls, 2005).

Esse projeto busca demonstrar tanto a eficacia da utilizacdo da tecnologia de
integracao de dados quanto possiveis novas drogas para o combate a esquistossomose. Sao
descritas abordagens computacionais, direcionadas para a identificacdo de hipoteses passiveis
de comprovagdo em laboratdrio, especificamente, a busca de candidatos a alvos terapéuticos

contra S. mansoni.



I - FUNDAMENTACAO TEORICA

Dentre as doengas parasitdrias existentes, a esquistossomose ¢ a segunda principal
causa de morbidade no mundo depois da maldria (Chitsulo et al., 2000). De acordo com a
Organizagdo Mundial de Saude, a esquistossomose ¢ endémica em 74 paises sendo que 80%
dos individuos infectados vivem na Africa (Figura 1) (TDR, 2005). Estimativas sugerem que
mais de 600 milhdes de individuos estejam sob risco de infec¢do e que existam 200 milhdes
de infectados. Por ano, ocorrem aproximadamente 11 mil mortes diretamente relacionadas a
esquistossomose. A doenga atinge principalmente criancas e adolescentes com faixa etaria
entre 10 e 19 anos. Quando infectadas, criancas tém seu potencial cognitivo
consideravelmente diminuido, podendo haver comprometimento da memoria e da capacidade

de processar dados, com efeito ainda mais grave naquelas subnutridas (Ezeamama et al.,

S mansoni

Shaematobium
M Sintercalatum

S japonicum
B Smekongi

Mixed S hadematobium/S mansoni
[ Great rivers and lakes

Figura 1: Distribuigdo global da esquistossomose

S. mansoni: Africa subsaariana, Brasil, Suriname, Venezuela, Caribe, Egito e Peninsula Arabe; S. haematobium:
Africa subsaariana, Egito, Sudio, Magrebe e Peninsula Arabe; S. japonicum: China; Mindanau, provincia de
Leyte e algumas ilhas das Filipinas e Indonésia; S mekongi: Laos e Camboja; S. intercalatum: Africa ocidental e
central (Gryseels et al., 2006).
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2005; Jukes et al., 2002).

A esquistossomose acomete populagdes pobres que vivem perto de cole¢des de agua
contaminada pelo parasito, particularmente lagos, rios e canais de irrigagao (Steinmann et al.,
2006). Para essas populacdes, a agua é necessaria para atividades diarias como cozinhar e
lavar ou para fins de geracdo de renda como agricultura e pesca. As doengas tropicais
acometem, principalmente, paises subdesenvolvidos, onde os recursos de satde publica sdo
muito escassos ¢ voltados primariamente para outras doencas como a malaria, sindrome da
imunodeficiéncia adquirida -AIDS e tuberculose (TDR, 2005).

Dentre as espécies do género Schistosoma que causam esquistosomose no homem, as
principais sdo S. mansoni, S. japonicum e S. haematobium. Outras espécies, tais como S.
intercalatum, S. mekongi, S. mattheei e S. malayensis, também tem sido relatadas como
infectantes (McManus et al., 1993).

A espécie S. mansoni ocorre principalmente na Africa e América Latina (Figura 1)
(Gryseels et al., 2006). A infec¢do causada por essa espécie ¢ denominada esquistossomose
mansodnica ou intestinal, devido a localizagdo dos parasitos nas vénulas da parede do intestino
grosso, sigmoide e reto, com sintomas predominantemente intestinais (TDR, 2005). Estima-se
que existam mais de 6 milhdes de pessoas infectadas pela esquistossomose mansdnica no
Brasil, o que o torna o pais mais afetado na América Latina (Katz et al., 2000).

Sendo S. mansoni foco do nosso estudo, faz-se necessario tecer algumas consideragoes
acerca de sua biologia, aspectos da terapéutica da doenca e genoma do parasito para que,

finalmente, a integragdo de banco de dados na busca de alvos terapéuticos seja demonstrada.



2.1 — Schistosoma mansoni

O trematddeo S. mansoni possui um ciclo bioldgico que alterna entre hospedeiros
intermedidrios e definitivos. O seu hospedeiro intermediario ¢ o caramujo do género
Biomphalaria (Davis, 1984). Nele, milhares de cercérias sdo produzidas por um unico
esporocisto durante a reprodu¢do assexuada, as quais sdo liberadas de forma intermitente. A
saida das cercarias do hospedeiro intermediario ¢ induzida pela luz, ocorrendo,
preferencialmente, nas horas mais claras do dia. Quando matura, a cercaria sai do caramujo
para a agua apta a infectar hospedeiros vertebrados. Uma vez que ndo se alimentam, as
cercarias 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 transformacdo em esquistossomulos.

Apds permanecerem na pele por aproximadamente 72h, os esquistossdomulos iniciam o
processo de migracdo através do corpo de seu novo hospedeiro, caso ndo sejam destruidos
pelos mecanismos de defesa do mesmo. Por meio da circulagdo, os esquistossomulos chegam
ao coragdo direito e em seguida aos pulmdes em torno de 4 dias, tornando-se mais longos e
delgados, o que facilita a sua migracdo através da rede vascular pulmonar. Do pulmao, os
esquistossdmulos voltam ao coracdo e sdo enviados pela circulagdo geral a todas as partes do
corpo do hospedeiro. Somente quando alcangam o sistema porta intra-hepatico, sdo capazes
de completar seu desenvolvimento (Rollinson, 1988). Quatro semanas apo6s a infec¢do, a
maioria dos vermes encontra-se adulta e pronta para se acasalar. Acasalados, deslocam-se
ativamente contra a corrente circulatoria do sistema porta e migram para as veias mesentéricas
pélvicas. Os vermes adultos tem, aproximadamente, um centimetro em comprimento, sao

delgados, longos e caracterizados por terem duas ventosas (Rollinson, 1988). A fémea ¢ mais



fina, cilindrica e longa que o macho, existindo também diferengas fisiologicas e antigénicas
entre macho e fémea (Aronstein et al., 1984). A fémea depende do contato com o macho para
completar a sua maturagdo (Loverde et al., 1991). O par permanece em constante associacao e
a fémea se localiza no canal ginecéforo do macho. Cerca de 340 ovos de S. mansoni sao
liberados por casal de vermes por dia em ratos infectados, sendo este niimero maior em
primatas (Cheever et al., 1994). Os vermes alimentam-se de plasma e células do sangue
venoso do hospedeiro definitivo (Rollinson, 1988).

A produgdo de ovos comega 30 a 40 dias apos a infecgdo. No momento da oviposigao,
o desenvolvimento embrionario € ainda incompleto, requerendo mais seis ou sete dias para
completar-se. A expectativa de vida dos ovos maduros ¢ de, aproximadamente, 20 dias. Os
ovos sao eliminados no ambiente por meio das fezes de individuos infectados (Rollinson,
1988). Os ovos eliminados nas fezes do hospedeiro eclodirdo, se encontrarem condi¢des
adequadas como 4gua fresca, temperatura morna, baixa hipotonicidade e iluminagdo
adequada, liberando assim o miracidio de dentro da casca do ovo (Rollinson, 1988). Uma vez
que o ovo ¢ rompido em agua fresca, o miracidio emerge e comega a nadar ativamente. Os
miracidios morrem caso a expulsdo nao se complete dentro de trés semanas apds a oviposicao.
O miracidio penetra no hospedeiro intermediario especifico por movimentos rotatorios e agao
litica (Rollinson, 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, 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, 1988) (Figura 2).
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Figura 2: Ciclo biolégico de S. mansoni

(1) Sob condigdes otimas, os ovos eclodem e liberam os miracidios (2) que nadam e penetram no caramujo,
hospedeiro intermediario especifico (3). Os estagios no caramujo incluem duas geracdes de esporocistos (4) e a
producdo de cercarias (5). Ao abandonar o caramujo, as cercarias infectantes nadam, penetram na pele do
hospedeiro humano (6), e perdem sua cauda bifurcada e tornam-se esquistossomulos (7). Os esquistossomulos
migram através de diversos tecidos e desenvolvem-se até atingirem a veia porta onde se acasalam (8, 9). Vermes
adultos, nos humanos, residem nas vénulas mesentéricas em varias localizagdes (10). S. mansoni ocorre mais
frequentemente nas veias mesentéricas superiores que drenam o intestino grosso (B). As fémeas depositam ovos
nas pequenas vénulas dos sistemas porta e perivesical. Os ovos sdo movidos progressivamente para o lumen do
intestino e sdo eliminados com as (d) fezes (1) INFORME-NET DTA Schistosoma mansoni/Esquistossomiase.

Disponivel em: <http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/hidrica/IF_ ESQUIOS5.htm>. Acessado em: 6 de abril de
2009).

Muitos dos ovos de S. mansoni ndo ultrapassam a parede intestinal do hospedeiro
definitivo, sendo levados a d6rgdos e tecidos pela corrente sanguinea. A presenca destes ovos
nos tecidos resulta na formagdo de granulomas, resultantes da resposta do sistema imune do
hospedeiro. A resposta de hipersensibilidade retém antigenos citotoxicos ao redor dos ovos,
mas causa danos ao tecido, sendo o principal responsavel pela manifestacdo clinica da

esquistossomose cronica (Katz et al., 1986).


http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/hidrica/IF_ESQUI05.htm

2.2 — Terapéutica da esquistossomose

Atualmente, o controle da esquistossomose ¢ feito por meio da utilizagdo de drogas e
tem sido considerado uma medida de controle eficaz, embora existam altos indices de
reinfeccdo em areas endémicas. A importancia das drogas ndo se limita ao tratamento da
infeccdo e controle da morbidade; sdo também utilizadas para controle da transmissdo da
doenga. A OMS recomenda a utilizagdo do PZQ e oxamniquina para controle da
esquistossomose, sendo o praziquantel a droga de escolha (WHO | Schistosomiasis.

Disponivel em: <http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs115/en/index.html>. Acesso em

1 de abril de 2009).

A opgao da Organizagdo Mundial de Satde pelo PZQ se deve a sua eficicia contra
todas as espécies de Schistosoma que infectam o homem, sua alta taxa de cura, baixa toxidade
e baixo custo. O PZQ é um p6 de cor branca, sabor amargo e sua temperatura de fusdo varia
entre 136° ¢ 140° C. E um composto estavel em condi¢des normais e praticamente insolivel
em agua, porém solivel em etanol e em alguns solventes organicos como o cloroférmio (Cioli
et al., 2003). O pico de ag¢do do PZQ ocorre entre 1 ¢ 2 horas apos administracdo e sua
eliminagdo ocorre essencialmente por meio da urina e fezes, sendo que mais de 80% da droga
sdo eliminados apds 24 h (Cioli et al., 2004).

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 ¢
de 60% a 90%, causando reducdo do niimero de ovos de 90% a 95%, dependendo do nivel de
infeccdo (de Silva et al., 1997). A eficacia do PZQ depende da idade e sexo do parasito,
sendo os vermes fémeas menos sensiveis ao PZQ (Pica-Mattoccia et al., 2004a). O tratamento

com PZQ pode causar efeitos colaterais transitorios como vOmito, cdlicas e diarreia. A
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frequéncia e a gravidade dos efeitos colaterais produzidos pelo PZQ estdo diretamente
relacionadas com a intensidade da infecc¢do (Stelma et al., 1995).

A maior desvantagem do PZQ ¢ a sua baixa eficacia contra as formas jovens de
Schistosoma (Gryseels et al., 2001). Algumas alternativas tem sido propostas para solucionar
tal problema, como a associa¢do de PZQ com artemeter, uma droga efetivamente utilizada no
tratamento da maldria e ativa contra as formas juvenis de schistosomas (Utzinger et al., 2001).

Evidéncias acerca da resisténcia do parasito ao PZQ tem levantado questdes sobre o
uso da droga, bem como de outras para o tratamento da esquistosomose, o que poderia torna-
las intteis ao longo do tempo. Investigagdes recentes demonstraram casos de parasitas
resistentes ao PZQ no Senegal e Egito, bem como de resisténcia induzida em condigdes de
laboratério (Doenhoff et al., 2008) incluindo evidéncias relatadas pelo nosso grupo (dados
ndo publicados).

Existem, ainda, grupos de pesquisa envolvidos no desenvolvimento de vacinas contra
a esquistossomose. A possibilidade de desenvolvimento de uma vacina contra a
esquistossomose ja foi demonstrada em camundongos (Aitken et al., 1987) e em babuinos
(Kariuki et al., 2004). Na tentativa de repetir esses resultados com antigenos recombinantes,
pesquisadores desenvolveram varios candidatos a vacina, mas nenhum produziu um nivel alto
ou completo de protegdao (Wilson et al., 2006). Ainda que muito tenha se aprendido sobre o a
resposta imune contra esquistossomose, métodos tradicionais ndo geraram os resultados
esperados e novas abordagens serdo necessarias para o desenvolvimento de vacinas contra o
S. mansoni (Hokke et al., 2007; Loukas et al., 2007; Wilson et al., 2004).

Tendo em vista os novos dados gerados por pesquisas sobre o genoma deste parasito
e investigagoes realizadas a luz de abordagens computacionais, novas medidas de controle

poderdo ser encontradas.



2.3 — O genoma de Schistosoma mansoni

O projeto genoma de S. mansoni foi iniciado pela OMS em 1994 com a premissa de
que a descoberta de genes, desenvolvimento de mapas cromossOmicos, sequenciamento
genomico completo e andlise gendmica seriam as abordagens mais promissoras para a
identificacdo de novos alvos para drogas, vacinas e ferramentas diagndsticas.

O parasito S. mansoni tem um genoma haploide de aproximadamente 363 mbp
contidos em 7 pares de cromossomos autossdmicos € um par de cromossomos sexuais Z ¢ W
(Berriman et al., 2009).

O sequenciamento de transcritos de S. mansoni iniciou-se em 1992 por meio de um
projeto colaborativo entre instituigdes brasileiras, financiado por agéncias nacionais (Franco
et al., 2000). Posteriormente, dois grandes projetos brasileiros de sequenciamento do
transcriptoma de S. mansoni foram realizados. A partir de 1994, a OMS financiou a Rede
Genoma de Schistosoma para descoberta de novos genes com o objetivo de identificar novos
alvos para o desenvolvimento de drogas e vacinas. Durante este periodo, a comunidade
cientifica mundial produziu aproximadamente 16.000 ESTs (Oliveira et al., 2001)

No que concerne aos projetos de sequenciamento de transcritos de S. mansoni, 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 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 gendomica formada por instituicdes do Estado de Minas Gerais que caracterizou o

transcriptoma de diferentes estdgios de desenvolvimento do parasito a partir da geragdo de,
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aproximadamente, 42.500 ESTs 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 et al., 2004). As ultimas versoes
do sequenciamento gendmico e todas as analises efetuadas estdo disponiveis nos bancos de
dados online GeneDB (GeneDB. Disponivel em: <http://genedb.org>. Acessado em: 10 de
maio de 2009) e SchistoDB (Zerlotini et al., 2009), cujas informag¢des foram recentemente
aceitas para publicagdo pelo periédico Nature (Berriman et al., 2009).

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 genomico 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 localizagao
cromossomal de 43% da montagem genomica utilizando-se hibridizagdo in situ foi

identificada (Berriman et al., 2009)

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 analises mais aprofundadas.
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2.4 — Integracao de bancos de dados na busca de candidatos a alvos terapéuticos

A descoberta de drogas ¢ um processo complexo dividido em muitas etapas que
englobam diferentes areas como Biologia ¢ Quimica, além de exigir conhecimento sobre
metabolismo e observagdo clinica na relagdo parasito-hospedeiro. Todas essas areas tem
produzido grandes quantidades de dados, particularmente, a area genOmica. A grande
variedade de recursos in silico disponiveis para a pesquisa na area biologica é vista como
promissora para promover o processo de descoberta de drogas. A expectativa era de que essa
explosdo de dados fosse levar a um aumento proporcional no nimero de drogas disponiveis;
entretanto, tal correlagdo ndo foi observada (US Government Accountability Office, 2006).

Para atingir esse objetivo, cientistas da computagdo tém utilizado a técnica de
integracao de dados. Estdo em foco técnicas de analise em alta escala que podem ser iniciadas
independentemente de experimentos em laboratorio e aplicadas para varias doengas. A
utilizagdo dessas abordagens no processo de descoberta de drogas tem evidenciado a
contribuicdo das técnicas in silico e servem também para destacar a necessidade de
colaboragdo com as areas biologicas (Loging et al., 2007).

Visto que o processo de descoberta de drogas ¢ multidisciplinar, podemos exemplificar
diferentes tipos de dados que se inter-relacionam e podem ser integrados por meio da
utilizagdo do gene como chave principal (Searls, 2005). Diferentes resultados de analise de
expressdo de genes como microarranjo, SAGE, gel 2D ou espectrometria de massa sdo
frequentemente relacionados utilizando-se identificadores de genes. Outro exemplo, seria o
produto génico que pode ser relacionado em cascata com uma enzima, a enzima com uma
reacdo e a reacdo com uma droga inibidora.

A falta de padronizag¢do ¢ um dos fatores que mais dificultam a integracao de dados
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provenientes de diferentes experimentos ¢ grupos de pesquisa. Grande parte do trabalho de
um bioinformata consiste em converter os diferentes formatos de dados para que sejam
efetivamente integrados. A criagdo de vocabularios controlados (Eilbeck et al., 2005) e
ontologias (Harris et al., 2004) tem contribuido consideravelmente para a integragdo de dados.
A terminologia biologica ¢ frequentemente ambigua. Uma mesma palavra pode ser utilizada
para descrever mais de um objeto. Ontologias possibilitam conceitualizagdo de informagdes e
facilitam tanto a comunicacdo entre pesquisadores quanto a utilizagdo dessas informagdes por
computadores.

A integracdo de dados ¢ um elemento-chave na condugdo de investigagdes cientificas
das atuais plataformas de pesquisa, que possibilita processar analises complexas. Contudo,
considerar a técnica de integracdo de dados como exclusiva da area de tecnologia da
informagao subestima o desafio cientifico e gerencial que realmente representa, uma vez que
requer mudangas metodologicas e culturais significativas nas abordagens de analise de dados
(Searls, 2005).

No presente trabalho, foi efetuada a selecdo de candidatos a alvos terapéuticos de S.
mansoni utilizando-se a técnica de integragdo de dados. Para verificagdo da eficacia dessa
metodologia, foram efetuadas buscas na literatura cientifica sobre os alvos encontrados e
testes de drogas. Os achados nos incentivaram a testar quatro drogas, cujos mecanismos de
acdo eram conhecidos, para que sua atividade esquistossomicida fosse avaliada in vivo. Foram
disponibilizadas na Internet uma lista com os candidatos encontrados e uma base de dados
genomica de S. mansoni, as quais poderdo ser utilizadas como fonte de informagdes para

diferentes pesquisas em esquistossomose.
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III - OBJETIVOS

3.1 — Objetivo geral

Identificar genes de S. mansoni candidatos a alvos terapéuticos € novos compostos por

meio da integracdo e mineracao dos dados gendmicos do parasito.

3.2 — Objetivos especificos

1. Criar um banco de dados com as informagdes do genoma do parasito;
2. Predizer vias metabolicas com base no proteoma predito;
3. Selecionar candidatos a alvos terapéuticos com base na anotagdo dos genes;

4. Validar experimentalmente os melhores genes candidatos a alvos terapé€uticos.
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IV — MATERIAIS & METODOS

4.1 — Construcio do banco de dados genémico de S. mansoni

Para construir a base de dados, foi escolhido o esquema de integracdo 'Genomics
Unified Schema' (GUS — http://gusdb.org) (Davidson et al., 2001). O GUS é um esquema de
tabelas que contém um framework de aplicacdo integrado que foi desenvolvido para
armazenar, integrar, analisar e publicar dados gendmicos. Nesse esquema de tabelas podem
ser incluidos dados gendmicos, de expressdo génica, de agrupamentos de transcritos,
protedmicos, entre outros. Além disso, o esquema GUS utiliza vocabulario controlado e
ontologias para garantir integridade de referencial dos tipos de dados. O framework de
aplicagdo foi desenvolvidlo em PERL (About Perl — perl.org. Disponivel em:

<http://www.perl.org/about.htmI>. Acessado em: 6 de abril de 2009) e oferece mapeamento

objeto-relacional e uma API (dpplication Programming Interface), utilizada para facilitar a
criagdo de programas para carga dos dados. O GUS conta ainda com um kit de
desenvolvimento web (WDK — Web Development Kit) desenvolvido utilizando a tecnologia

JSP (JavaServer Pages Technology. Disponivel em: <http:/java.sun.com/products/jsp/>.

Acessado em: 6 de abril de 2009) para publicagdo dos dados.

A documentacgdo para o GUS, a API para carga dos dados e 0 WDK estdo disponiveis
na internet (GUS: The Genomics Unified Schema. Disponivel em: <http:/gusdb.org>.
Acessado em: 7 de mail de 2009) e nas proximas sessdes serdo descritos topicos chave na

implementa¢do de um banco de dados genomico.
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4.1.1 — Estrutura do banco de dados

O principal objetivo do esquema de banco de dados GUS ¢ oferecer uma completa
representacao do dogma central da biologia (Gene > RNAs > Proteinas) e, ao mesmo tempo,
atender os requisitos necessarios para uma eficiente integracdo dos dados. Um diagrama
entidade-relacional que representa o dogma central foi produzido pelos idealizadores do GUS
(Figura 3). A equipe de desenvolvimento também disponibiliza uma pagina de internet que
permite navegar por todas as tabelas, chamado Gus Schema Browser (gusdb.org | Schema

Browser. Disponivel em: <http://gusdb.org/SchemaBrowser>. Acessado em: 7 de maio de

2009).
IDoTS::NA
Location
DolS:: DoTS:: . DoTS::
Gene GeneFeature "| NASequence

L) 7 \ /
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Gene Instance DoTS:: DoTS NA
Category _ ExonFeature Location
parent_id
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R Proti Transiaeg " pnsen
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A
IDoTS:AA
DoTS: Location
Protein Instance
Category

Figura 3: GUS - Diagrama entidade-relacional do dogma central da biologia

Diagrama que representa o dogma central da biologia, produzido pelos desenvolvedores do GUS (GUS: The
Genomics Unified Schema. Disponivel em: <http://gusdb.org>. Acessado em: 7 de mail de 2009) ¢ obtido de
http://www.gusdb.org/wikiresc/Schema/centralDogmaFEr.jpg. Os quadrados representam entidades e os losangos

representam uma relacdo entre duas entidades. *DoTS (Database of Transcribed Sequences)
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O GUS possui uma grande variedade de tabelas relacionadas ao armazenamento de
sequéncias e suas caracteristicas. Dentre essas tabelas, duas sdo utilizadas para o
armazenamento de sequéncias (DoTS::NASequence ¢ DoTS::AASequence) e duas para
caracteristicas das sequéncias (DoTS::NAFeature ¢ DoTS::AAFeature). Como o esquema NA
(nucleotideos) e AA (aminoacidos) sdo conceitualmente similares, sera descrito apenas o NA.

As tabelas pertencentes ao esquema NA s3o usadas para armazenar sequéncias
nucleicas. Sequéncias de nucleotideos podem atingir tamanhos consideravelmente grandes,
portanto foram adotadas medidas especiais para manipulagdo deste tipo de dado tanto na
camada objeto-relacional quanto na estrutura das tabelas do banco de dados.

As caracteristicas sdo ligadas as suas sequéncias através do identificador
(na_sequence id). Cada sequéncia pode ter varias caracteristicas, como por exemplo, os
exons. O GUS contém uma tabela adicional para a especificagdo da localizagdo de
caracteristicas dentro da sequéncia (DoTS::NALocation). Uma determinada caracteristica
pode estar ligada a multiplas localizagdes, o que indica que ela pode ser encontrada em todas
as localizagdes especificadas.

Em um banco de dados genomico completo existirdo ligagdes representando o dogma
central da biologia. As principais tabelas que representam esse relacionamento sao
DoTS::GeneFeature, DoTS::ExonFeature, DoTS::RNAFeature e
DoTS::Translated A AFeature, para armazenamento de caracteristicas de genes, exons, RNA e
proteinas, respectivamente.

As caracteristicas 'exons' pertencem diretamente a uma Unica caracteristica 'gene'. Se
existem multiplas formas de splicing, entdo alguns exons podem se sobrepor. Porém nao
devem existir exons que possuem posi¢des iniciais e finais idénticas associados a0 mesmo

gene. Podemos entdo notar que a posi¢do inicial do gene é a mesma posi¢ao inicial do seu
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primeiro exon e a posi¢do final do gene, a mesma posicao final do seu ultimo exon. Se
existirem informagdes adicionais sobre promotores, sitios de iniciacdo de transcrigdo, etc.,
entdo a posicdo inicial do gene pode ser expandida para também abranger essas
caracteristicas.

Cada RNA pertence a um Unico gene. O conjunto especifico de exons que compdem
um RNA s3o ligados através da tabela DoTS::RnaExonFeature e sua localizagdo ¢
determinada através da posigao inicial do primeiro exon e da posicao final do ultimo exon. A
camada objeto-relacional permite a constru¢do de uma sequéncia de RNA (ou proteina)
dinamicamente a partir da sequéncia gendmica, porém ¢ recomendado o armazenamento da
copia da sequéncia.

Por ultimo, seguem algumas informagdes sobre a traducdo de RNA para proteina.
Muitas proteinas sdo formadas a partir da traducdo direta de RNA para proteina. O GUS
suporta esse processo no qual a tabela DoTS::TranslatedAAFeature ¢ ligada a tabela
DoTS::RNAFeature para indicar qual RNA originou aquela sequéncia.

A tabela DoTS::NALocation contém varias colunas que sdo usadas para armazenar
informagdes presentes no formato utilizado pelo GenBank (Benson et al., 2000). Nessa tabela,
as colunas mais importantes sdo: start min, start max, end min e end max. Esses campos sao
utilizados para indicar a posi¢cdo de uma determinada caracteristica em uma sequéncia e dessa
forma ¢ permitido uma certa 'incerteza'. Uma posi¢cdo sé ¢ considerada exata se o campo
start_min e start max contém exatamente o mesmo valor. Quando um dos campos ¢ deixado
em branco ou contem um valor divergente do outro, a posi¢ao exata pode estar em qualquer
lugar entre 'min' e 'max'. As posi¢des sdo sempre especificadas na fita positiva, portanto a
posicdo inicial de uma determinada caracteristica sempre sera menor que a sua posi¢do final.

A diregdo da fita é determinada através da utilizagdo do campo 'is_reversed'.
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4.1.2 — A camada objeto-relacional PERL

A camada de objetos PERL oferece mapeamento objeto-relacional do banco de dados.
Dessa forma, o acesso ao banco de dados ¢ feito através da utilizacdo de classes que mapeiam
todas as tabelas e, principalmente, obedecem aos relacionamentos garantido de certa forma a
integridade da base. A eficiéncia dessa camada para a extra¢ao dos dados ¢ limitada, por isso
foi criada uma segunda camada para publicagdo dos dados.

Uma das grandes vantagens da utilizagdo dessa camada objeto-relacional ¢ um sistema
embutido de proveniéncia e controle de versdes. Toda vez que um plugin PERL ¢ utilizado
para o armazenamento de um determinado conjunto de dados, registros adicionais sao
também armazenados em tabelas especificas que identificam qual o plugin e sua versdo, os
parametros utilizados, a data e a hora da execucdo, qual usuario executou, entre outras
informagades.

Ao longo deste projeto, varios plugins para carga de dados foram desenvolvidos.
Existem dois repositorios principais de plugins: o Supported que contém plugins
desenvolvidos pela equipe do GUS e o Community que contém plugins desenvolvidos pela
comunidade de usuérios. Existe ainda um repositorio adicional de plugins chamado ApiDB

(ApiDB Repository. Disponivel em: <https://www.cbil.upenn.edu/svn/apidb>. Acessado em: 7

de abril de 2009) que ¢ mantido pelo grupo que desenvolve o EuPathDB (EuPathDB : The
Eukaryotic Pathogen genome resource. Disponivel em: .http://eupathdb.org>. Acessado em: 7
de abril de 2009). Nesses repositorios podem ser encontrados plugins capazes de carregar
dados contidos em arquivos que utilizam os principais formatos conhecidos, como FASTA,
EMBL e Genbank, além de resultados de analises computacionais como BLAST, BLAT e

InterProScan.

19


http://eupathdb.org/
https://www.cbil.upenn.edu/svn/apidb

Ap6s a fase inicial de planejamento dos dados que serdo armazenados, normalmente
se constroi um arquivo no formato XML que especifica a localiza¢ao dos dados, o plugin que
sera utilizado para cada tipo de dado e seus respectivos parametros. Uma rotina que interpreta
esse arquivo XML ¢ executada e durante esse processo sdo gerados logs individuais para cada
um dos plugins, contendo as saidas padrio e eventuais mensagens de erro na execucao de
cada um deles.

Todos os arquivos de dados s3o replicados em um repositorio local que permanece
intocavel e também sdo gerados logs durante o processo de criagdo desse repositdrio. Dessa
forma, tem-se uma copia local de cada conjunto de dados carregado que pode ser utilizada
para fins diversos como replicagdo do banco e auditoria. O repositorio criado pode também
ser util na eventual criagdo de um banco de dados de outro organismo, ja que os arquivos de
dados referentes a ontologias e bases de dados externas de proteinas, enzimas, estruturas,

entre outros estardo disponiveis localmente.
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4.1.3 — Carga dos dados

A primeira etapa da constru¢do da base de dados SchistoDB foi a importacdo de
vocabularios controlados e ontologias (Tabela 1). Os vocabularios controlados sdo utilizados
para garantir integridade referencial. Por exemplo, ao invés de armazenar o nome da espécie
de um determinado organismo, ¢ armazenado o codigo da espécie obtido da base de
taxonomia. As bases de dados de ontologia sdo utilizadas com o mesmo propdsito; por
exemplo, ndo sdo armazenados os tipos de sequéncia, mas os codigos dos tipos encontrados

na base de ontologia de sequéncias.

Tabela 1: Vocabularios controlados e ontologias

Tipo de dado / Plugin Origem

Taxonomia / NCBI Taxonomy (Wheeler et al., 2000)

GUS: :Supported: :Plugin: :LoadTaxon

Ontologia de sequéncias / Sequence Ontology (Karen Eilbeck ef al., 2005)
GUS: :Supported: :Plugin: : InsertSequenceOntologyOBO

Ontologia de Genes / Gene Ontology (Harris et al., 2004)

ApiCommonData: :Load: :Plugin::InsertGOEvidenceCodesFromObo

ApiCommonData::Load: :Plugin: :InsertGOTermsFromObo
Base de dados de nomenclatura de enzimas / Expasy (Bairoch, 2000)

GUS: :Community: :Plugin::LoadEnzymeDatabase

O SchistoDB prové acesso a versao 4.0 da montagem do genoma de S. mansoni, cepa
Puerto Rico (El-Sayed et al., 2004; Haas et al., 2007), obtida do WTSI — Wellcome Trust
Sanger Institute ¢ ao genoma mitocondrial, cepa NMRI (Le et al., 2000), obtida do NCBI —
National Center for Biotechnology Information. A atual versdo do SchistoDB contém

oligonucleotideos (Verjovski-Almeida et al., 2007) utilizados no microarranjo de 44 mil

21



oligos da Agilent e todas as ESTs de S. mansoni disponiveis no NCBI - DBEST mapeados no

genoma (Tabela 2).

Tabela 2: Bases de dados de sequéncias e anotagdes de S. mansoni

Tipo de dado / Plugin Quantidade Origem
Genoma completo / 19.022 scaffolds WTSI (El-Sayed ef al., 2004; Haas et al., 2007)

GUS: :Supported: :Plugin: :InsertSequenceFeatures

Genoma mitocondrial / 1 scaffold NCBI (Le et al., 2000)

GUS: :Supported: :Plugin::InsertSequenceFeatures

ESTs (Expressed Sequence Tags) / 205892 ESTs NCBI DBEST

ApiCommonData: :Load: :Plugin::InsertDbESTFiles
Microarranjo da Agilent / 41.967 oligos (Verjovski-Almeida et al., 2007)

GUS: :Supported: :Plugin::LoadFastaSequences

Nas Tabelas 1 e 2, foram listados ndo somente os dados que foram carregados, mas
também o nome do plugin utilizado. A execugdo desses plugins ocorreu de forma
sistematizada através da utilizagdo de um arquivo XML (Material Suplementar online.

Disponivel em: <http://bioinfo.cpqrr.fiocruz.br/content/2009/06/10/material-suplementar-tese-

de-adhemar-zerlotini-neto>. Acessado em: 10 de junho de 2009) que define, dentre outras
diretivas, a localiza¢do do arquivo de dados, o plugin, sua localizagdo e parametros. A Figura
4 apresenta uma se¢ao do arquivo XML, onde podem ser visualizadas todos as diretivas para

carga de dados. O arquivo XML ¢ também utilizado para exibicdo dos dados carregados na

pagina Data Sources do SchistoDB (http://SchistoDB.net).
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<resource resource="InterproscanData" version="14.1"
plugin="ApiCommonData: :Load: :Plugin: :InsertInterproDomainDbs"
displayName="InterPro Database"
publicUrl="http://www.ebi.ac.uk/interpro” s
category="Proteome"
url="ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/interpro/iprscan/DATA/"
dbCommit="@dbcommit@">
<wgetArgs>--tries=5 --no-parent --no-directories --no-host-directories --cut-dirs=5 --accept=iprscan_DATA 14.1.tar.gz</wgetArgs>
<unpack>tar xzf @downloadDir@/InterproscanData/iprscan DATA 14.1.tar.gz</unpack>
<unpack>rm -f @downloadDir@/ InterproscanData/iprscan_DATA_14.1.tar.gz</unpack=
<unpack=cp /scratch2/adhemar/schistodb20/tmpFiles/insertInterpro-config.xml @downloadDir@/InterproscanData/iprscan/data/</unpack=>
<unpack>fixSuperfamily @downloadDir@/InterproscanData/iprscan/data/</unpack>
<pluginArgs> --inPath @downloadDir@/InterproscanData/iprscan/data/ </pluginArgs=
<description>
<! [CDATAL
InterPro, from the <a href="http://www.ebi.ac.uk/">European
Bioinformatics Institute</a>, is a curated database of
protein families, domains and functional sites in
which identifiable features found in known proteins
can be applied to unknown protein sequences.
<p=InterPro is formed by collating protein domains
from a set of approximately a dozen public protein
domain databases into functionally equivalent groups.
The groups are given InterPro names and possibly
assigned one or more Gene Ontology term.
11>
</description>
<publication pmid="15608177"/>
</resource>

Figura 4: Se¢do do arquivo XML de carga dos dados

Essa figura mostra a entrada para carregamento do banco de dados InterProScan. Em cada entrada desse arquivo
XML sido especificados o nome (resource), a categoria (category) ¢ a localiza¢do do arquivo de dados (url),
os parametros para o comando de download desse arquivo (wgetArgs), o plugin para carga do arquivo e sua
localizacdo (plugin), os parametros do plugin (wgetArgs), comandos para eventual pds processamento do
arquivo de dados (unpack), o identificador da publica¢do do arquivo de dados no PubMed (pmid) e a descri¢ao
do arquivo de dados (description).
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4.1.4 — Analises computacionais dos dados

O SchistoDB contém diversas analises computacionais dos dados de S. mansoni, com
o intuito de mais detalhadamente caracterizar as sequéncias e confirmar as anotacdes dos
genes preditos. Bases de dados adicionais foram importadas para possibilitar algumas das

analises (Tabela 3).

Tabela 3: Bases de dados utilizados para analises computacionais

Tipo de dado / Plugin Origem

Dominios de proteinas / InterPro (Mulder & Rolf Apweiler, 2008)
ApiCommonData: :Load: :Plugin: :InsertInterprobDomainDbs

Proteinas ndo-redundantes / NCBI (Benson et al., 2000)
ApiCommonData: :Load: :Plugin: :LoadNothing

Drogas / Kegg Drug (Kanehisa et al., 2008)
SchistoDBData: :Load: :Plugin::LoadKeggDrugDatabase

Genes Ortologos / OrthoMCL (Chen et al., 2006)

ApiCommonData: :Load: :Plugin::InsertOrthologousGroups

ApiCommonData: :Load: :Plugin::InsertPhylogeneticProfile

Estruturas de proteinas / RCSB PDB (Kouranov et al., 2006)

GUS: :Supported: :Plugin::LoadFastaSequences

Foram efetuadas analises de similaridade utilizando o software BLAST (Altschul et
al., 1997) de sequéncias do genoma de S. mansoni com a base de dados de proteinas nao
redundantes do NCBI (NR); do proteoma predito com a base de dados (NR) e com a base de
dados de estruturas de proteinas (RCSB PDB). Adicionalmente, foi realizada analise para
identificacao de janelas abertas de leitura (ORFs) no genoma e calculado o conteado ACGT.

Utilizando o proteoma predito, foram localizados os dominios e familias de proteinas,

presenca do peptideo sinal, os dominios transmembrana, os termos da ontologia de genes
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(GO) e também calculado o peso molecular e o ponto isoelétrico de cada uma das proteinas.
Apds a predigdo das vias metabolicas que serd detalhada na sessdao 4.2, foram atribuidos EC
numbers (Enzyme Comission Number) as proteinas e essa informacdo foi posteriormente
carregada no SchistoDB.

As ESTs foram clusterizadas utilizando o software cap3 (Huang et al., 1999) para
minimizar a redundancia desse conjunto de dados.

Para execucdo e carga sistematizada de todas as analises acima descritas foram criados
varios programas PERL que s3o executados a partir de um arquivo principal, chamado
schistoAnalysis (Material Suplementar online. Disponivel em:

<http://bioinfo.cpqgrr.fiocruz.br/content/2009/06/10/material-suplementar-tese-de-adhemar-

zerlotini-neto>. Acessado em: 10 de junho de 2009). A Figura 5 apresenta uma sec¢ao deste
arquivo que mostra os comandos para analise de proteinas e carregamento dos resultados do
software InterProScan que foi utilizado para predi¢ao de familias, dominios e termos do Gene
Ontology. Para cada linha de comando executada sdo gerados dois arquivos de log que

contém a saida padrao ¢ a saida de erro da execu¢do do comando.
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HHbHE InterPro #HHHHE

&createlprscanDir(smgr, "SmansoniAnnotatedProteins.fsa");

&copyFilesToComputeCluster($mgr,"iprscan");

&startIprScanOnComputeCluster($mgr, "SmansoniAnnotatedProteins.fsa", "apidb", 1);

#HHE Load InterPro #HEHH

smgr->waitForCluster("Iprscan of SmansoniAnnotatedProteins", "waitSmansoniAnnotatedProteins-iprscan");

&copyFilesFromComputeCluster($mgr, "SmansoniAnnotatedProteins.fsa","iprscan");

my $insertInterproConfig = "/scratch2/adhemar/schistodb20/pipeline/Downloads/InterproscanData/iprscan/data/insertInterpro-config.xml”;

my $interpro version = "14.1";

&loadIprscanResults(smgr, "SmansoniAnnotatedProteins.fsa”, "INTERPRO", $interpro version, $insertInterproConfig);

Figura 5: Se¢do do arquivo de execucdo e carregamento de analises

createlprscanDir: cria um diretorio contendo a sequéncia de proteinas que sera analisada
copyFilesToComputeCluster: copia o diretorio criado para o cluster de computadores
startlprScanOnComputeCluster: inicia a analise do InterProScan no cluster de computadores
waitForCluster: finaliza o programa ¢ pede para reinicia-lo quando terminada a analise
copyFilesFromComputeCluster: copia o arquivo de resultados para a maquina local
loadIprscanResults: carrega o resultado no banco de dados
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4.1.5 — Integracio dos diferentes tipos de dados

A maior vantagem da utilizagdo de bancos de dados relacionais ¢ justamente a
possibilidade de integrar diferentes tipos de dados. A integracdo de dados € o processo de se
combinar dados provenientes de diferentes fontes e, dessa forma, oferecer ao usuario uma
visdo unificada do conjunto de dados. Na constru¢do do SchistoDB foi utilizada uma
abordagem de integragdo de dados conhecida como /local-as-view. Nessa abordagem ¢
necessario que o esquema tabelas e seus relacionamentos estejam especificados no banco de
dados local para que os dados sejam extraidos do arquivo de dados original para as tabelas
adequadas (Lenzerini, 2002).

O principal conjunto de dados armazenado ¢ o genoma de S. mansoni, dessa forma,
todos os outros conjuntos de dados foram relacionados/integrados ao genoma ou com 0s
genes preditos. Os demais tipos de dados puderam ser integrados ao genoma por meio da
similaridade entre as sequéncias ou por meio do cdédigo identificador do dado como chave
primaria do relacionamento.

A maioria dos relacionamentos foram efetuados com base no resultado da analise de
similaridade das sequéncias. Utilizando-se o software BLAST (Altschul et al., 1997), foram
integrados ao genoma os seguintes conjuntos de dados: proteinas nao-redundantes (NCBI
NR), estruturas de proteinas (RCSB PDB) e 44K Agilent Oligoarray. Ja as ESTs e os
agrupamentos de ESTs foram alinhadas ao genoma utilizando o software BLAT (Kent, 2002).
Ao navegar pelo banco de dados o usudrio pode obter informacdes estatisticas sobre a
similaridade (score) e a probabilidade do alinhamento ter ocorrido ao acaso (evalue) de cada
um dos alinhamentos. Dessa forma o usuario pode avaliar o nivel de identidade entre as

sequéncias para inferir se as moléculas sao homdlogas.
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Os demais dados foram integrados através de codigos de identificacdo, o que garante
total integridade relacional. Os genes preditos de S. mansoni foram caracterizados como
pertencentes a grupos de genes ortdlogos pelos desenvolvedores do OrthoMCL (Chen et al.,
2006) e a analise foi importada para o SchistoDB, utilizando-se o identificador do gene como
chave primaria do relacionamento.

A base de dados de drogas Kegg Drug (Masoudi-Nejad et al., 2007) foi carregada e os
alvos dessas drogas foram associados aos genes preditos de S. mansoni que o t€ém mesmo EC
number do alvo original. Dessa forma foi possivel identificar enzimas ortélogas de S.

mansoni que sdo potenciais alvos de drogas descritos para outros organismos.
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4.1.6 — Publicacao dos dados

O GUS WDK (GUS Web Development Kit) foi utilizado na criagdo da interface para a
extragdo e publicagdo do conteudo do banco de dados. O GUS WDK foi desenvolvido com o
objetivo de acelerar a produg¢do de websites para mineragdo de dados gendmicos através da
criagdo de uma camada objeto-relacional que utiliza a tecnologia JSP.

A utilizacdo de um website desenvolvido com esse WDK ocorre basicamente em trés
etapas: 1) o usuario executa uma questdo fornecendo os devidos parametros (Question page);,
2) uma tela com os relatorios dos resultados ¢ apresentada (Summary page); 3) ao clicar em
algum dos resultados ¢ exibida uma pagina com todas as informagdes sobre o determinado
tipo de dado (Record page).

A descrigdo de todo o conteudo de cada uma das paginas se concentra em um arquivo
no formato XML (Material Suplementar online. Disponivel em:

<http://bioinfo.cpqrr.fiocruz.br/content/2009/06/10/material-suplementar-tese-de-adhemar-

zerlotini-neto>. Acessado em: 10 de junho de 2009). Esse arquivo ¢ dividido em sessdes que
descrevem e controlam o funcionamento de cada uma das paginas. Para a Question page ha
uma sessdo que contém todas as perguntas (Questions) e consultas (Queries) que serao
disponibilizadas, bem como especificagdes dos campos de entrada e colunas que serdo
exibidas na pagina de resultados (Summary page) (Figura 6). As informagdes contidas tanto
na Summary page quanto na Record page sdo obtidas em uma parte especifica do arquivo
XML (Attributes). Todo acesso ao banco de dados ¢ feito através desse arquivo, porém as
partes que compdem a Record page sdo descritas em um arquivo auxiliar para cada um dos

tipos de dados.
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O GUS WDK possibilita que todas as consultas (queries) efetuadas sejam
armazenadas em tabelas cache de forma a diminuir a execu¢do no banco de dados e
consequentemente o tempo de resposta para o usuario. Quanto mais o banco ¢ utilizado, mais
rapido sera o seu desempenho ja que o resultado das consultas efetuadas estara armazenado

em tabelas cache.

<!-- GeneQuestions.GenesBySinglelocusTag -->
<question name="GeneBySinglelocusTag"
category="0ther Attributes"
displayName="1D"
queryRef="GeneFeaturelds.GeneBySinglelLocusTag"
summaryAttributesList="1location text,product,gene type,contig"
recordClassRef="GeneRecordClasses.GeneRecordClass">
<summary=
Find a gene by its ID.
</summary=
<description=
<! [CDATA[
Find a gene by its EMBL locus tag ID.
The search is case insensitive.
Wild card searches, e.g. 'Smp ©001*', are permitted.
11>
</description=>
</question>

<!-- GeneFeaturelds.GeneBySinglelLocusTag --=>
<s5qlQuery name="GeneBySinglelLocusTag" displayName="By Gene ID" isCacheable='true'>
<paramRef ref="params.locus tag"/>
<column name="source id" /=
<sql>
<! [CDATAL
SELECT g.source id
FROM dots.genefeature g,
dots.transcript t
WHERE g.na feature id = t.parent id (+)

AND
LOWER(g.source id) LIKE TRIM(LOWER(REPLACE('$$locus tagss', '*', '%')))
OR LOWER(t.protein id) LIKE TRIM(LOWER(REPLACE('$$locus tag$s', '*', '%'))) ||'%'
) and g.source id is not null
11>
</sql>
</sqlQuery>

Figura 6: Se¢do do arquivo XML de configuragdo do WDK

Essa se¢do apresenta a entrada para a busca 'Find genes by Gene ID' e sua respectvia query SQL. A entrada que
define os atributos da pergunta (Question) contém os pardmetros para sua identificagdo e caracterizacdo (name,
category, displayName, queryRef, recordClassRef, summary e description), bem como a lista de
colunas que serdo exibidas na pagina de resultados (summaryAttributeList). A entrada que define os
atributos da sqlQuery que sera executada no banco de dados também contém pardmetros para sua identificagao e
caracterizagdo, além da guery SQL (name, displayName, isCacheable, paramRef, column e sql).
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Outra funcionalidade contida no GUS WDK ¢ o histdrico de consultas efetuadas pelos
usuarios. Essas consultas podem ser visualizadas na pagina de resultados ou baixadas em
formato 'texto separado por virgula' enquanto a sessdo estiver ativa. A pagina de histérico ¢é
uma das ferramentas mais importantes do banco de dados. Através dela torna-se possivel

combinar diferentes consultas para obtencdo de resultados mais refinados.
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4.2 — Predicao das vias metabolicas com base na anotacio dos genes

Utilizando a anotagdo dos genes foi possivel efetuar a predi¢do computacional das vias
metabolicas de S. mansoni. Para tal, foi utilizado o software PathwayTools desenvolvido pelo
SRI International (Karp et al., 2002).

O PathwayTools utiliza como referéncia para suas predi¢des uma base de dados de
vias metabolicas e enzimas, conhecida por MetaCyc (Caspi et al., 2008). As vias metabolicas
contidas no MetaCyc sdo extraidas da literatura e elucidadas experimentalmente.

Para predicdo das vias metabdlicas, o PathwayTools oferece um componente
conhecido como Pathologic. Para utilizé-lo, foi necesséario desenvolver um script PERL que
convertesse o arquivo de anota¢do obtido no formato EMBL para o formato Genbank, de
forma que fossem atendidas as especificagdes do Pathologic. Os campos utilizados na
predicdo sdo: CDS (genes que codificam uma proteina), tRNA (genes que codificam um RNA
transportador), rRNA (genes que codificam um RNA ribossomal) e misc RNA (genes que
codificam outros RNAs), sendo que os atributos para esses campos sdo: gene (nome do gene),
EC number (identificador da reagdo), product comment (comentarios sobre o produto do
gene), locus_tag (identificador da localizagdo genomica), gene_comment (comentarios sobre
o gene), note (notas adicionais), alt name (nomes alternativos do gene), product (nome da
proteina que o gene codifica), pseudo (informagdo se o gene ¢ um pseudogene) e db_xref
(identificador para um banco de dados externo).

Na primeira etapa, conhecida como trial parse, o arquivo foi preliminarmente
analisado no intuito de se validar o formato. Nessa fase, além de serem exibidas mensagens
para cada campo que foi localizado durante o processo, ¢ exibido um pequeno relatério que

nos indica o nimero de genes encontrados, de EC numbers e de produtos.
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Na segunda etapa, conhecida como automated build, o banco de dados de vias
metabolicas foi efetivamente construido utilizando-se basicamente os atributos EC number e
produto. O processo de predi¢cdo das vias metabolicas ocorre através da inferéncia da presenca
das reagdes catalizadas com base no produto dos genes anotados. Se um EC number foi
atribuido ao produto do gene, entdo o software infere a presenga da reagdo com base neste
identificador. Caso contrario, o software compara o produto do gene com um extenso
dicionario de nomes de enzimas para, entdo, inferir a presenca da reagao.

Apds esse processo, foram submetidas ao Hole Filler (Green et al., 2004) todas vias
metabolicas que continham enzimas ausentes (/oles), ou seja, enzimas que ndo foram
localizadas através de seus atributos. O Holle Filler ¢ um médulo do Pathologic utilizado para
localizar enzimas ausentes nas vias metabolicas através de andlise similaridade de sequéncia.
Para inferir a presenga de tais enzimas, esse mddulo gera um arquivo contendo todas as
sequéncias de proteinas obtidas do UNIPROT (UniProt Consortium, 2008) que se referem ao
EC number das enzimas ausentes, independentemente do organismo a que elas pertencem.
Utilizando o software BLAST (Altschul et al., 1997), as sequéncias de enzimas do UNIPROT
sdo comparadas com todas as enzimas contidas no arquivo de anotacdo. Ao final desse
processo, ¢ exibida uma janela contendo todas as inferéncias feitas pelo Hole Filler para que
sejam manualmente confirmadas.

Relatérios da inferéncia da presenca das enzimas por EC number, nome ou
similaridade de sequéncia sdo automaticamente gerados. Contudo essa informagao pode ser

obtida individualmente para cada uma das enzimas durante a navegagao pelo banco de dados.
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4.3 — Seleciio dos candidatos a alvos terapéuticos com base na anotacio dos genes

A construcdo da base de dados de vias metabolicas nos permitiu efetuar, entre outras
andlises, a busca por enzimas que catalizam reagdes chokepoints. O termo chokepoint foi
cunhado por Yeh e colaboradores (Yeh et al., 2004) ao se referir a reagdes que unicamente
consomem ou produzem um especifico substrato ou produto. Espera-se que a inibigdo de uma
enzima que consome um substrato Unico resulte na acumulacdo desse substrato,
potencialmente toxico para a célula e que a inibigdo de uma enzima que produz um composto
unico resulte em inani¢do, o que potencialmente desequilibraria funcdes celulares. Essa
analise pdde ser efetuada diretamente no software PathwayTools utilizando-se um plugin
fornecido pelo proprio SRI International (Chokepoint Analysis Tool. Disponivel em:
<http://bioinformatics.ai.sri.com/ptools/chokepoint/chokepoint-analysis.html>. Acessado em:
4 de junho de 2009).

Inicialmente, o plugin agrupa todos os metabdlitos a serem examinados, coletando-os
a partir de das reagdes presentes em vias metabdlicas e reagdes isoladas que utilizam apenas
pequenas moléculas como metabolitos. Sdo também consideradas reagcdes presentes em vias
que utilizam substratos macromoleculares, como proteinas que estdo sendo modificadas.

O algoritimo busca localizar dois tipos de reagdes chokepoint. (a) Reagdes R1 em que
apenas uma rea¢ao produz determinado metabolito M e ao menos uma reagao consome M. (b)
Reagdes R2 em que apenas uma reagdo consome determinado metabdlito M e ao menos uma
reagdo produz M. Dado que uma reagdo chokepoint ¢ definida como sendo a tnica reagdo que
consome ou produz um determinado metabolito, isso implica que para encontrar uma reagao
chokepoint, todas as reagdes que envolvem M devem ser unidirecionais. As reagdes que

atendem aos critérios listados sdo reunidas em um relatério e disponibilizadas para o usuario.
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4.4 — Busca na literatura sobre informacées dos genes selecionados

Foi realizada uma extensa busca na literatura utilizando-se a base de dados do PubMed
(PubMed Overview. Disponivel em: http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/corehtml/query/static/
overview.html>. Acessado em: 6 de maio de 2009) no intuito de encontrar artigos cientificos
referentes a caracterizagao e testes de drogas das enzimas que catalizam reagdes consideradas
chokepoint. Tal pesquisa foi efetuada utilizando-se o software PubMatrix (Becker et al., 2003)
para recuperacao dos artigos relacionados com os termos pesquisados. Essa ¢ uma ferramenta
de mineragdo de texto que disponibiliza uma tabela de frequéncia de coocorréncia dos nomes
das enzimas versus os termos modificadores: drugs, parasites e Schistosoma mansoni. O
resultado da busca ¢ apresentado no formato HTML, onde as frequéncias sdo /inks para a lista
de artigos.

A partir da tabela de resultados obtida utilizando-se o PubMatrix, foram analisados
todos os artigos cientificos nos quais foi constatada a co-ocorréncia do nome da enzima e os
termos drugs e Schistosoma mansoni, com o objetivo de se identificar trabalhos que relatam
atividade esquistossomicida de drogas que atuam nas enzimas selecionadas. Foram ainda
analisados todos os artigos nos quais foi constatada a co-ocorréncia do nome da enzima e o
termo Schistosoma mansoni, com o objetivo de se identificar trabalhos que relatam a

caracterizacdo dessas enzimas em S. mansoni.
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4.5 — Validacao experimental dos melhores candidatos

Com a finalidade de confirmar os resultados da andlise computacional foi efetuado
um teste de eficacia de 4 das drogas que atuam em enzimas que catalizam reac¢des chokepoint
ndo testadas anteriormente contra S. mansoni. As drogas Alopurinol (A8003-5G), Metotrexato
(M9929-25MG), Pravastatina Sodica (P4498-25MG) e Trimetoprima (T7883-5G) foram
adquiridas da empresa Sigma-Aldrich Brasil Ltda. Através de revisdo da literatura sobre
experimentos que utilizaram essas drogas em camundongos, foi estabelecida a méxima
dosagem. Tal busca foi efetuada utilizando-se o PubMed, onde buscou-se localizar artigos que
apresentaram a co-ocorréncia dos termos mouse e o nome da droga.

Para o teste da eficacia, 60 camundongos suicos albinos fémeas (~25g) foram
infectados com 80 = 10 cercarias de S. mansoni cepa LE, por via subcutanea seguindo as
orientagdes do Comité de Etica para uso experimental de animais. Apos 40 dias da data de
infec¢do, grupos de aproximadamente 10 animais foram tratados com uma dose Unica via oral
de cada uma das drogas e entdo sacrificados e perfundidos 10 dias apds o tratamento. Os
camundongos foram sacrificados por fratura cervical. Foi entdo aberta a cavidade peritoneal e
feita a ligadura da veia renal e a sec¢do da veia porta, para permitir a extragdo dos vermes.
Com o auxilio de uma agulha acoplada a um pipetador automatico foi injetada solugdo salina
a 0,85% na aorta descendente procedendo-se a perfusdo das veias mesentéricas e coleta dos
vermes (Pellegrino et al., 1956). O mesmo procedimento foi efetuado com o grupo controle,
que ¢ compreendido de camundongos infectados e ndo tratados, 40 dias apo6s a data de
infeccdo. A comparagdo do nimero de vermes entre os grupos tratados e o grupo controle nos
permite avaliar a atividade terapéutica. Foi efetuado o teste T-Student para avaliar se a

diminui¢do do niimero de vermes foi estatisticamente significativa.
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V — RESULTADOS & DISCUSSAO

5.1 — Banco de dados genomicos de S. mansoni

Existem diversos repositorios de dados gendmicos na Internet. Porém, cada um desses
repositorios utiliza diferentes formatos e normalmente nao hd integracdo direta com os
demais. No presente estudo, o primeiro passo para a investigagdo em escala gendmica do
parasito foi criar uma base de dados relacional que proporcionasse integracdo dos diversos
tipos de dados e analises.

O banco de dados criado no decorrer desse projeto, SchistoDB (http://SchistoDB.net)
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Figura 7: Pagina inicial do banco de dados SchistoDB

Na pégina inicial do SchistoDB, aproximadamente 30 diferentes buscas estdo disponiveis para possibilitar

buscas nos dados de S. mansoni, além de acesso a ferramentas como BLAST, Genome Browser, Sequence

Retrieval Tool. As buscas podem ser combinadas através do 'Query History' ampliando consideravelmente a

capacidade de filtragem dos dados.
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(Zerlotini et al., 2009) (Figura 7), foi publicado no periédico Nucleic Acids Research e
oferece varias formas de busca e acesso as informag¢des contidas na base, além de um relatorio
para cada tipo de dado contendo detalhes das anotagdes e das analises efetuadas.

Estdo disponiveis aproximadamente 30 campos para filtragem dos dados, além de
ferramentas para busca por similaridade nas sequéncias depositadas - BLAST, para download
em larga escala de diferentes conjuntos de dados - Sequence Retrieval Tool e para navegagao
através do genoma de forma grafica — Genome Browser (Stein et al., 2002).

Para cada um dos tipos de dados cadastrados, uma pagina contendo detalhes das
anotagdes e analises efetuadas estd disponivel. Por exemplo, ao acessar a pagina de um
determinado gene, podemos encontrar o nome ¢ o identificador do mesmo, sua posi¢ao
genomica, a descri¢do da proteina codificada e uma representagdo grafica da sua localizagao
genomica gerada pelo Gbrowse, o qual possibilita ampla navegagao na regido onde o gene se
encontra. Além disso, € possivel visualizar outros tipos de dados que se alinham a essa regiao
como ESTs, agrupamentos de ESTs, resultados de BLAST, oligonucleotidios e ORFs.
Também estdo disponiveis tabelas contendo resultados de atribuigdes computacionais de EC
numbers, termos do Gene Ontology e drogas conhecidas por atuar na reagdo especificada pelo
EC number em outros organismos. Na pagina em questdo, estdo ainda disponiveis analises
computacionais, por meio de representacdo grafica gerada pelo Gbrowse, efetuadas com o uso
da proteina traduzida, como resultados de BLAST contra o banco de dados de proteinas nao-
redundantes do NCBI e de InterProScan, o qual identifica familias e dominios proteicos,
regides transmembrana e peptideos sinais. Ao final da pagina, links para estruturas do PDB e
as sequéncias do gene, mRNA e da proteina estdo disponibilizados (Figura 8).

Todas as consultas efetuadas podem ser acessadas por meio de uma pagina de historico

ou obtidos em formato “texto separado por virgula” enquanto a sessdo estiver ativa.
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Figura 8: Exemplo de relatorio dos genes

Cada gene possui uma pagina que contém 1) nome e identificador; posi¢do gendmica; produto; 2)
representacgdo grafica da localizagdo genomica e outros tipos de dados associados como ESTs, resultados de
BLAST, oligonucleotidios e ORFs; 3) EC numbers; termos do Gene Ontology; drogas; 4) representagdo
grafica da proteina traduzida e resultados de BLASTP e InterProScan; 5) estruturas do PDB; e sequéncias.



Utilizando-se a pagina de histdrico torna-se possivel combinar diferentes consultas para
obten¢do de resultados mais especificos. Por exemplo, apds executar trés consultas na pagina
inicial, tais como genes que possuem homologos no banco de dados de estruturas
tridimensionais, genes que sdo alvos de drogas em outros organismos e genes que tem ESTs
alinhadas, podemos acessar a pagina de historico e, entdo, combind-las para que sejam
exibidos apenas genes com as trés caracteristicas consultadas (Figura 9).

Para a constru¢do do SchistoDB, varios esquemas de bancos de dados genomicos
poderiam ser utilizados como o Chado (Mungall et al., 2007), o Atlas (Shah et al., 2005) ou o
BioWareHouse (Lee et al., 2006). O esquema GUS foi escolhido por sua ampla estrutura de
armazenamento, normalizagdo, analise e publica¢do de dados. Foi também considerado o fato
de que varios bancos de dados gendmicos de organismos parasitas utilizam o GUS, como o
PlasmoDB (Aurrecoechea et al., 2009), o CryptoDB (Heiges et al., 2006), o ToxoDB (Gajria
et al., 2008), o ProtozoaDB (Davila et al., 2008) e o TcruziDB (Agiiero et al., 2006), o que
pode proporcionar futura integracdo por meio de web services com o objetivo de efetuar
analises comparativas.

O GUS nao apresenta documentacdo suficiente para uma facil implementagdo de um
novo banco de dados. Toda a estrutura e componentes estdo relacionados na documentagio
online (GUS: The Genomics Unified Schema. Disponivel em: <http://gusdb.org>. Acessado
em: 7 de mail de 2009), porém os detalhes de utilizagdo ¢ execugdo de rotinas somente sdo
descritos utilizando-se os comandos de “ajuda” dos plugins durante a fase de implementagao.
Para se obter conhecimento avangado, faz-se necessario o contato com os idealizadores do
esquema e utilizacdo de foruns online. Vale destacar que o conteudo presente na sessiao
Materiais ¢ Métodos (4.1) referente a estrutura da base de dados, carga, analise e publicagao

dos dados ndo pretende substituir a documentagao oficial, mas apenas oferecer detalhes sobre
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Figura 9: Capturas de tela do SchistoDB mostrando consultas combinadas
A partir da tela inicial, usuarios podem executar diferentes consultas e um relatério sera exibido para cada uma
delas (Summary Page). Pode-se fazer download dos resultados ou combina-los através da tela de historico

(Query History).
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o processo de implementagdo e vantagens de utiliza¢ao dessa estrutura.

No intuito de possibilitar a reprodutibilidade da base de dados durante este projeto,
disponibilizamos os principais arquivos de configuracio que especificam os dados carregados,
as analises efetuadas e as consultas disponiveis (Material Suplementar online. Disponivel em:
<http://bioinfo.cpqrr.fiocruz.br/content/2009/06/10/material-suplementar-tese-de-adhemar-
zerlotini-neto>. Acessado em: 10 de junho de 2009). Apds a instalacdo e configuragdo do
GUS, o usudrio tera acesso a um banco de dados de exemplo, conhecido por wdkToySite.
Pode-se, entdo, utilizar os arquivos de configuracdo citados para efetuar o carregamento e
analise dos dados, com os mesmo parametros definidos neste projeto, bem como
disponibilizar as mesmas consultas. E importante destacar que em adi¢do aos pacotes
fornecidos pela distribuicao padrao do GUS, foram incluidos diversos plugins que podem ser
encontrados nos repositorios Community e ApiDB.

A construcdo da atual versdo SchistoDB consumiu aproximadamente 3 meses de
processamento computacional utilizando-se um cluster de 100 computadores apenas para a
analise das sequéncias. Dentre as andlises efetuadas, as que tém maior custo computacional
sdo a analise de similaridade da sequencia gendmica contra as proteinas nao-redundantes do
NCBI, a busca por familias/dominios de proteinas e a clusterizacao das ESTs.

O SchistoDB, além de ser utilizado para a busca de genes candidatos a alvos
terapéuticos nesse projeto, também tem sido utilizado para auxiliar pesquisas sobre
esquistossomose realizadas pelo nosso grupo. Este banco de dados esta disponivel na Internet
para toda a comunidade cientifica (Figura 10) e tem sido utilizado e referenciado por
pesquisadores de diferentes grupos (Bergquist, 2008; DeMarco et al., 2009; Schramm et al.,

2009; Bayne, 2009).
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Figura 10: Estatisticas de acesso ao SchistoDB a partir de 2008

Viev
% New Visits Bounce Rate
32.06% 33.23%
Site Avg: 31.99% (0.23%) Site Avg: 33.23% (0.00%)
Country/Territory contribution to total: Visits | v
13.02%

A figura apresenta um grafico de nimero de acessos por més e por localizag@o dos usuarios (“Google Analytics,”

[Pagina de Internet]).
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5.2 — Predicao das vias metabolicas de S. mansoni

A anotacdo dos genes nos permitiu efetuar a predicdo computacional das vias
metabolicas de S. mansoni. Foi utilizado o software PathwayTools desenvolvido pelo SR/
International (Karp et al., 2002), que possibilitou a criacdo de uma base de dados integrada ao

SchistoDB por conven¢do nomeada SchistoCyc (http://SchistoCyc.SchistoDB.net).

Foram identificadas 112 vias metabolicas ¢ 607 reacdes enzimaticas. Um relatorio
online, onde estdo listadas todas as vias metabolicas, reagdes, enzimas € compostos, bem
como informagdes sobre a inferéncia da presenga de cada uma das enzimas (por EC number,
nome ou similaridade), pode ser encontrado no SchistoCyc.

A Figura 12 apresenta o diagrama das vias preditas gerado pelo SchistoCyc que pode
ser acessado pela Internet. Como exemplo, foi selecionado um componente da via glicolitica
e, dessa forma, disponibilizada uma janela contendo a miniatura da via em questdo,
informagdes adicionais e /inks para a pagina da via e do composto. Ao selecionar o nome da
via, o usudrio ¢ redirecionado para uma pagina que contém informacdes especificas sobre a
predicdo de cada uma das reagdes, genes que codificam enzimas, compostos e a direcdo das
reacdes (Figura 11).

Apo6s a construcdo do banco de dados de vias metabdlicas, foi possivel efetuar a
analise de identificacdo de reacdes chokepoint, utilizada no presente projeto para selecdo de
candidatos a alvos terapéuticos. Adicionalmente, essa base de dados permite comparar o
metaboloma predito com o de outros organismos e visualizar resultados de experimentos de
expressdo génica, protedmicos ou metabolomicos. A comparagdo de metabolomas por meio
do PathwayTools (Comparative analysis) pode ser feita de forma grafica, nos quais sdo
destacadas as enzimas comuns entre os organismos no diagrama de vias metabolicas ou de

forma tabular em nivel de vias, enzimas, reagdes ou compostos. J4 a ferramenta de
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Figura 12: Visdo geral das vias metabdlicas contidas no SchistoCyc

O diagrama gerado pelo programa PathwayTools contém um representacdo esquematica das vias metabdlicas
preditas, permitindo acesso e visualizagdo das vias, reagdes, enzimas e compostos. Selecionando-se um
determinado composto, ¢ disponibilizada uma janela com informagodes adicionais e /inks para a pagina da via em
questdo, para a pagina do composto e para a versdo formatada para impressao.
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If an enzyme name is shown in bold, there is experimental evidence for this enzymatic activity.

Synonyms: Embden-Meyerhof pathway , glucose degradation , Embden-Meyerhof-Parnas pathway , EMP pathway , glycolysis (plastidic)
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The reaction and any enzyme that catalyzes it (if one has been identified) is unigue to this pathway

Figura 11: Exemplo da predicdo da via glicolitica pelo PathwayTools

Essa figura apresenta parte do diagrama gerado pelo software PathwayTools referente a via glicolitica. Estdo
contidas as rea¢des que compdem a via, os EC numbers, os identificadores dos genes, a formula do composto e
a direcdo das reagdes. Todos os elementos desse diagrama sdo links que levam para uma pagina que contém
informagodes detalhadas de cada um deles. Logo abaixo do diagrama se localiza uma miniatura que indica se a
reacdo estd presente no organismo (verde), se foi predita por similaridade de sequéncia (azul), se esta ausente
(preto) e se é uma reacdo chokepoint (laranja).
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visualizacdo de resultados de experimentos (Omics viewer) utiliza uma escala de cores para
destacar a concentragdo de enzimas em experimentos protedmicos ou a concentragdo de
compostos em experimentos metaboldomicos no diagrama de vias metabolicas, enzimas
codificadas por genes diferencialmente expressos em experimentos de expressao génica.
Bader e colaboradores publicaram um metabanco de dados chamado PathGuide, o
qual categoriza informagdes e links para diversos programas e bancos de dados relativos a
constru¢do de vias metabolicas e de sinalizacdo (Bader et al., 2006). Ap6s analises de algumas
ferramentas disponiveis, foi selecionado o software PathwayTools produzido pela SRI
International, por oferecer de forma unificada ferramentas para predi¢do de vias com base em
anotacdo genomica, publicacdo de dados na Internet, edi¢do/curadoria dos dados, visualizagao
em forma de diagrama, andlise comparativa e analise de balanco de fluxo. Essas
caracteristicas foram cruciais para a escolha do PathwayTools para o nosso estudo, além do
amplo canal de comunicagdo proporcionado por seus desenvolvedores tanto para

esclarecimento quanto para implementacao de novas funcionalidades e corre¢do de erros.
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5.3 — Sele¢ao de candidatos a alvos terapéuticos

A construcdo de uma base de dados de vias metabdlicas nos permitiu efetuar, entre
outras analises, buscas por enzimas que catalizam reagdes chokepoints, ou seja, reagdes que
unicamente consomem ou produzem um substrato especifico ou produto (Figura 13). Foram

identificados 120 alvos potenciais de drogas com base nesse critério (Anexo 9.1).

lipoate acetyltransferass NE-(1ipogl)lysine

dihydrolipoanide H*
dehydrogenaze,
putative: 0z puruvate
Sip_04E740 dehydrogenase: Smp_002010
1,8,1,4 NAD* 1.2.4.1
lkfnate acetyltransferase lipoate acetyltransferase hE-
ME-{dihydral ipoyl Jly=sine (S-acetyldihydrol ipoyl i lysine

coenzyme A

N

R y1-Con
lipoate
acetyltransferase:
Smp_DEE410

2,2,1.12
Figura 13: Exemplo de reagdes chokepoint
Essa figura mostra a via de biossintese de acetil-COA a partir do piruvato. Todas as trés reagdes sdo consideradas
chokepoint. A reagdo catalizada pela dihidrolipoamida desidrogenase (verde) ¢ considerada chokepoint por ser a
Unica reagdo que consome seu substrato, mas nao por produzir piruvato. Ja as outras reacdes (azul) sdo as Unicas
que consomem e produzem seus respectivos metabolitos.

Um relatério online das enzimas que catalizam reacdes chokepoints foi gerado, o qual
pode ser encontrado na pagina de Internet do SchistoCyc. Nesse relatorio, as reagdes estao
agrupadas por vias metabodlicas, e informagdes sobre os genes que codificam enzimas,
ortologia com sequéncias do organismo hospedeiro, similaridade com modelos 3D de

proteinas e drogas que atuam nessas enzimas em outros organismos estao integradas.
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Por meio do identificador EC number, foram selecionadas todas as enzimas que

catalizam reagdes chokepoint e que sao alvos de droga em outros organismos presentes na

base de dados Kegg Drugs (Tabela 4). No total, foram encontradas 35 drogas que atuam em

oito diferentes enzimas, sendo que apenas 19 dessas drogas foram aprovadas pelo FDA

(Tabela 5).

Tabela 4: Relacdo de enzimas que catalizam reagdes chokepoint e que sdo alvos de droga com

base no Kegg Drugs.

Enzima

EC Number Gene

Kegg ID - Droga

Dihidrofolato redutase

Hydroximetilglutaril-CoA redutase
(NADPH)

L-amino4cido-aromatico
descarboxilase

Dopamina-f-monooxigenase
Diidroorotato oxidase

Orotidina-5'-fosfato descarboxilase

Isoleucina--tRNA ligase

Alcool desidrogenase

1.5.1.3

1.1.1.34

4.1.1.28

1.14.17.1
1.3.3.1

4.1.1.23
6.1.1.5

1.1.1.1

Smp 175230

Smp 138590

Smp_135230

Smp_163900
Smp_078730

Smp_050540

Smp_041600
Smp_129650

Smp_171580

DO01142 - Sulfadimetoxina

D02472 - Atovaquone - proguanil hidroclorido
D02487 - Cloroguanido hidroclorido
DO02115 - Metotrexato sddico
D00285 - Cotrimoxazol

DO00145 - Trimetoprima

D00142 - Metotrexato

D02448 - Pirimetamina - sulfadoxina
D00447 - Sulfametoxazol

D00488 - Pirimetamina

D03771 - Diaveridina

D03942 - Edatrexato

D06238 - Trimetrexato

D02258 - Atorvastatina calcica hidrato
DO01915 - Rosuvastatina calcica
DO01862 - Pitavastatina calcica
DO00887 - Atorvastatina calcica
D00892 - Fluvastatina sodica
D00889 - Cerivastatina sddica
D00893 - Pravastatina sodica
D00359 - Lovastatina

D00434 - Sinvastatina

D03601 - Crilvastatina

D03643 - Dalvastatina

D03816 - Tenivastatina calcica

D00253 - Carbidopa hidrato - levodopa
DO01653 - Benserazida hidroclorida
D00558 - Carbidopa

D03082 - Benserazida

DO03787 - Nepicastato hidroclorida

D02472 - Atovaquone - proguanil hidroclorido
DO03154 - Brequinar sédico

D00224 - Alopurinol

DO01076 - Mupirocina
D02195 - Mupirocina calcica

D00707 - Fomepizol
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Tabela 5: Relacdo de drogas que atuam em enzimas que catalizam reag¢des chokepoint, nome
de identificacdo no FDA e agdo farmacologica.

Droga Nome FDA Aciao Farmacologica
DO01142 - Sulfadimetoxina Agente anti- infectante
D02472 - Atovaquone Malarone Agente anti malaria
D02487 - Cloroguanido hidroclorido Malarone Agente anti malaria

D00142 - Metotrexato
DO02115 - Metotrexato soédico

D00285 - Cotrimoxazol
DO00145 - Trimetoprima
D02448 - Pirimetamina - sulfadoxina
D00447 - Sulfametoxazol
D00488 - Pirimetamina
D03771 - Diaveridina

D03942 - Edatrexato

D06238 - Trimetrexato

D02258 - Atorvastatina célcica
DO01915 - Rosuvastatina calcica
DO01862 - Pitavastatina calcica
DO00887 - Atorvastatina calcica
DO00892 - Fluvastatina calcica
DO00889 - Cerivastatina célcica
DO00893 - Pravastatina célcica

D00359 - Lovastatina

D00434 - Sinvastatina

D03601 - Crilvastatina

D03643 - Dalvastatina

D03816 - Tenivastatina calcica
D00253 - Carbidopa hidrato - levodopa
D01653 - Benserazida hidroclorido
DO00558 - Carbidopa

D03082 - Benserazida

DO03787 - Nepicastato hidroclorido
DO03154 - Brequinar sédico

D00224 - Alopurinol

D01076 - Mupirocina
D02195 - Mupirocina calcica

D00707 - Fomepizol

Metotrexato sodico

Septra, Bactrim
Trimetoprima

Fansidar

Daraprima

Lipitor

Crestor
Lipitor

Lescol

Lovastatina,
Mevacor

Sinvastatina, Zocor

Lodosin

Altoprev,

Alopurinol, Ziloprim

Mupirocina,
Centany

Antizol

Bactroban,

Agente antineoplasico - anti metabolico -
Agente imunossupressor

Agente antibacteriano sintético
Agente antibacteriano sintético
Agente anti malaria

Agente anti- infectante

Agente antiparasita

Agente antibacteriano

Agente Antineoplasico

Agente antineoplasico - anti metabolico
Anti hiperlipidémico

Anti hiperlipidémico

Anti hiperlipidémico

Anti hiperlipidémico

Anti hiperlipidémico

Anti hiperlipidémico

Anti hiperlipidémico

Anti hiperlipidémico

Anti hiperlipidémico

Anti hiperlipidémico

Anti hiperlipidémico

Anti hiperlipidémico

Agente antiparkinsoniano

Agente antiparkinsoniano

Agente antiparkinsoniano

Agente antiparkinsoniano
Tratamento de insuficiéncia cardiaca

Agente antineoplasico - anti metabdlico -
Agente imunossupressor

Agentes que afetam o metabolismo

Agente antibacteriano

Inibidor da alcool desidrogenase
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No presente trabalho, os principais critérios de sele¢do de candidatos a alvos
terapéuticos foram a identificacdo de genes que codificam enzimas que catalizam reagdes
chokepoint e a identificacdo de drogas aprovadas pelo FDA que atuam no gene homologo de
outros organismos. Critérios como identificagdo da presenca do gene no organismo
hospedeiro, identificagdo da estrutura tridimensional homoéloga, evidéncias de transcri¢do ou
essencialidade do gene podem ser utilizados no intuito de se selecionar candidatos a alvos
terapéuticos em organismos parasitas.

Os dados sobre ortologia provenientes do OrthoMCL, por exemplo, sdo normalmente
utilizados para inferéncia de fungdo com base na anotagdo em outras espécies € como fonte de
dados para andlises de distancia evolutiva. Tais dados poderiam ser utilizados para se
selecionar genes que atendessem a alguns dos critérios supra citados, como a presenca no
organismo hospedeiro ou a inferéncia de sua essencialidade com base no fenétipo identificado
em organismos evolutivamente proximos. Em um trabalho recente, do qual nosso grupo
participou, Caffrey e colaboradores selecionaram candidatos a alvos terapéuticos contra S.
mansoni por meio da identificagdo de ortélogos que possuiam fenodtipos deletérios em
organismos evolutivamente proximos como Caenorhabditis elegans (Caffrey et al., 2009).
Neste trabalho, andlises por similaridade de sequéncia para inferéncia de homologia foram
realizadas, sendo que os dados contidos no OrthoMCL poderiam ter sido utilizados para

poupar tal processamento computacional.
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5.4 — Busca na literatura por informacoes sobre os genes selecionados

O Anexo 9.2 apresenta resultados da busca na literatura fornecidos pelo programa
PubMatrix. Esta tabela contém a frequéncia de co-ocorréncia das enzimas que catalizam
reacdes chokepoint e os termos modificadores. A utilizagdo do sofiware PubMatrix limitou-se
a obten¢do automatizada de uma lista contendo os /inks para todos artigos que atendessem aos
crittrios da busca. A ferramenta utilizada para pesquisa na literatura facilitou,
consideravelmente, a localizacdo e o acesso aos artigos. A auséncia de ferramentas de analise
estatistica para avaliagdo de relevancia e correlacdo dos resultados ndao foi de grande
importancia ja que os artigos encontrados foram analisados. O Anexo 9.3 apresenta o
resultado da inspe¢do dos artigos encontrados, no qual foram listados os artigos que relatam
atividade esquistossomicida de determinadas drogas e artigos que relatam a caracterizacao das
enzimas selecionadas em S. mansoni.

A verificagdo da literatura selecionada por meio do PubMatrix mostrou que algumas
das 120 enzimas que catalizam reac¢des chokepoint foram caracterizadas experimentalmente e
sdo alvos de droga tanto em S. mansoni quanto em outros organismos, indicando a eficicia da
metodologia utilizada. Nos paragrafos seguintes, listamos artigos que demonstram
experimentos , nos quais foi relatada a inibi¢do de enzimas que catalizam reagdes chokepoint
em S. mansoni.

Na via metabdlica do Mevalonato (Figura 14), quase todas as reacdes sdo chokepoint.
A via do Mevalonato estd presente em todos os eucariotos superiores € em diversas bactérias,
além de ser parte integrante da supervia de biossintese de colesterol. Desta via, a enzima 3-
hidroximetilglutaril-coenzima A redutase (HMG-CoA redutase, 1.1.1.34) foi amplamente

estudada (Rajkovic et al., 1989; Vandewaa et al., 1989). Foi demonstrado que a inibi¢do dessa
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Figura 14: Diagrama da via de mevalonato que contém a enzima HMG-CoA redutase (1.1.1.34)

enzima ¢ acompanhada pela interrupgao da producao de ovos pela fémea e pela reducao da
eficiéncia de glicosilagdo de proteinas (Chen et al., 1991; Chen et al., 1990). Chen e
colaboradores também demonstraram que essa enzima ¢ significativamente diferente da
homologa em mamiferos € que sua inibi¢ao utilizando a droga Mevinolin tem efeito
esquistossomicida. Em outros trabalhos, Aratijo e colaboradores demonstraram significativa
diminui¢do do numero de ovos nos intestinos de animais tratados com a droga Lovastatina
(Aragjo et al., 2002), conhecida por produzir um inibidor competitivo da HMG-CoA redutase,
além de demonstrarem a atividade dessa droga associada com praziquantel e oxaminiquine
(Aragjo et al., 2008a). De fato, pode-se notar que as drogas que atuam nessa enzima sao anti
hiperlipidémicas (Tabela 4), ou seja, drogas que inibem a biossintese de colesterol. Em um
trabalho recente, Stanley e colaboradores demonstraram os efeitos da presenga de S. mansoni
e seus ovos no colesterol circulante de camundongos (Stanley et al., 2009). Foi demonstrado

que a diminui¢do do colesterol circulante ¢ mediada por fatores liberados dos ovos de S.
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mansoni por meio de injecao intraperitonial de ovos e fatores derivados.

A enzima L-DOPA descarboxilase (4.1.1.28) tem um papel importante na via
metabodlica de biossintese de catecolaminas (hormoénios liberados pela glandula adrenal)
(Figura 15). Essa enzima ¢ conhecida por descarboxilar 5-hidroxitriptofano e L-DOPA em S.
mansoni ¢ sua inibi¢do pode apresentar efetividade terapéutica contra esquistossomose (Catto,
1981). Metildopa, uma droga utilizada no tratamento de hipertensdo, responsavel pela
inibi¢do da enzima homologa em mamiferos, foi testada e os resultados demonstraram efeitos
inibidores em S. mansoni. Catto e colaboradores infectaram camundongos com 50 cercarias
cada e os trataram com 200 mg/kg de Metildopa. Um numero reduzido de vermes adultos foi

quantificado no momento da perfusdo (7-8 semanas).

tyrozine hydroxylase:

Smp_t07E30
1,14,1E.2
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grosing 4.1.1,28
dopamine beta
hgdroxylase, putatives:
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2.1.1.28 1,14,17.1 v
adrenal ine-+ nioradrenal ine- dopamine
S—adenozyl-L-homocysteine S—adenozyl-L-methionine L-dehydro-azcorbate L-azcorbate
Hal ]

Figura 15: Diagrama da via de biossintese de catecolaminas que contém a enzima LDOPA descarboxilase
(4.1.1.28)

A via glicolitica (Figura 11) contém 4 enzimas que catalizam reacdes chokepoint. Uma
delas, a fosfofrutoquinase (2.7.1.11), conhecida por catalizar a transferéncia de um fosfato
para a frutose-6-fosfato, foi bastante estudada (Mansour et al., 2000; Ding et al., 1994). Foi
descrita sua inibi¢do por antimoniais, como tartarato de potassio e antimonio e o stibofen (Su
et al., 1996; Bueding et al., 1957).

A via de degradacdo de triptofano (Figura 16) contém duas enzimas que catalizam

reacdes chokepoint. Uma delas, a quinureninase (3.7.1.3), foi estudada por Amer e

54



colaboradores (Amer et al., 1968) e seus achados indicam que o tratamento com tartaro

emético inibe essa reacao.

arylformamidase:
Smp_123750
1,13,11,11 3.5.1.9 1,14,15.9
L-truptophan7N—Formglkgnureninc /- \ L ynurenine /- \ #2-hydroxy-L-kynurenine
+ kynureninase, ll
02 Hzﬂ formate HATIFH HADF pUtative: Smp_0234?0
tz Hzl 3.7.1.3
—alanine
1,13,11.6
2-amino-3-carboxynuconate semialdehgdeT}hgdmxganthranilate
Oz

Figura 16: Diagrama da via de degradagdo de triptofano que contém a enzima quinureninase (3.7.1.3)
Em conclusdo, a sobreposicao de dados da literatura com nossos achados de ensaios in

silico demonstraram a viabilidade da abordagem utilizada.
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5.5 — Validacao experimental dos melhores candidatos

Drogas conhecidas por atuar em enzimas de outros organismos identificadas como
candidatas a alvos terapéuticos em S. mansoni, utilizando a técnica de integra¢do de dados,
foram testadas no presente trabalho com o objetivo de se avaliar a existéncia de atividade
esquistossomicida. A dosagem de cada uma das drogas foi determinada através de revisdao da
literatura cientifica na qual foram selecionados artigos que demonstravam a utilizacdo das

drogas em questdo em testes in vivo em camundongos (Tabela 6).

Tabela 6: Méaxima dosagem encontrada na literatura cientifica

Droga Dosagem Referéncia
Alopurinol 300mg/kg (Horiuchi et al., 2000)

Metotrexato 20mg/kg (Horie et al. 1998)
Pravastatina 100mg/kg (Thelen et al. 2006)
Trimetoprima 25mg/kg (Keith et al. 1989)

A Tabela 7 mostra o resultado do experimento in vivo para avaliagdo de atividade
esquistossomicida. Merecem destaque as drogas Alopurinol e Metotrexato que apresentaram
respectivamente 30,5% e 35,7% de reducao no niimero de vermes encontrados em relagdo ao
grupo controle (P<0,05). A taxa de reducdo ndo foi estatisticamente significativa para as
demais drogas. A taxa de redugdo foi calculada de acordo com a equagdo utilizada por Cioli

(Cioli et al., 2004):

no. médio de vermes no grupo controle —no. médio de vermes no grupo tratado %

R 100
no. médio de vermes no grupo controle

% reducdo=
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Tabela 7: Resultado do experimento de eficacia das drogas em S. mansoni

Droga Dosagem Camundongos Média de Vermes Taxa de Reducio
(mg/kg) Tratados Examinados (%)

Alopurinol 300 10 4 25,25 30,5
Metotrexato 20 10 8 23,38 35,67
Pravastatina 65 8 7 32,57 10,35
Trimetoprima 25 20 14 36,25 0,23
Controle 0 9 9 36,33 0

Este ¢ um resultado muito interessante quando levadas em consideragdo as taxas de
reducdo de vermes adultos alcangadas com PZQ, droga mundialmente usada no combate a
esquistossomose nos dias atuais. Em dois testes de drogas recentemente publicados, foi
observado que 200mg/kg de PZQ reduziu o nimero de vermes em aproximadamente 30,3%
(Araujo et al., 2008a) e 23,0% (Araugjo et al., 2008b). Dados anteriores a estes, provenientes
de um experimento em maior escala demonstrou que o PZQ, apresentou aproximadamente
50% de redugdo no numero de vermes com dosagens de aproximadamente 100 mg/kg (Cioli
et al., 2004). Essas informagdes sdo apenas de carater ilustrativo. Para se definitivamente
obter uma comparacdo com PZQ seria necessaria a implementa¢do de um grupo controle PZQ
no experimento.

Uma caracteristica importante do PZQ ¢ sua baixa toxicidade para o hospedeiro
vertebrado. As drogas selecionadas no presente estudo precisam ser investigadas mais
detalhadamente para inferéncia de tal propriedade. Apesar do experimento nos mostrar
indicios de atividade esquistossomicida, devemos levar em consideracdo que tais drogas
foram originalmente desenvolvidas para outros propositos.

O Alopurinol reduz a produc¢do de acido urico por meio da inibigdo de reagdes
bioquimicas que precedem sua formacdo. Sua principal utilizacdo € no tratamento de

hiperuricemia (DailyMed: About DailyMed. Disponivel em:
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<http://dailymed.nlm.nih.gov/dailymed/about.cfm>. Acessado em: 10 de maio de 2009).

O Metotrexato ¢ um antimetabdlito usado no tratamento de cancer ¢ doencas
autoimunes, inibindo a enzima 4acido f6lico redutase (1.5.1.3), integrante da via de
metabolismo de 4cido folico (DailyMed: About DailyMed. Disponivel em:
<http://dailymed.nlm.nih.gov/dailymed/about.cfm>. Acessado em: 10 de maio de 2009).

E importante destacar que esse experimento tem o objetivo exclusivo de,
preliminarmente, demonstrar acdo esquistossomicida dos compostos escolhidos e nao
pretende sugerir novas abordagens para a terapéutica da esquistossomose. Esse projeto se
limita a primeira fase do processo de descoberta de drogas, conhecida como descoberta de
alvos.

Para se obter informagdes concretas sobre a eficacia de compostos sdo necessarios
testes in vivo para se determinar a correta dosagem e a toxicidade dos mesmos.
Adicionalmente, as técnicas computacionais de modelagem molecular e docking de pequenas
moléculas podem ser utilizadas. Tais técnicas permitem manipular a estrutura quimica do
composto para aumentar sua afinidade com a enzima do parasito e, consequentemente,
diminuir afinidade com a enzima do hospedeiro vertebrado, no intuito de minimizar a
toxicidade.

O processo de busca de novas indicagdes para drogas existentes, como demonstrado
no presente trabalho, é conhecido como reposicionamento de drogas. A grande vantagem da
utilizagdo de tal abordagem se deve ao fato de as drogas em questdo ja serem amplamente
estudas e caracterizadas, além de terem sido aprovadas para uso clinico pelos oOrgaos
regulamentadores (Ashburn et al., 2004). Considerando-se que o custo de desenvolvimento de
novas drogas ¢ consideravelmente alto e ndo tem atingido os resultados esperados, tal

processo tem sido amplamente praticado pela industria farmacéutica.
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VI — CONCLUSOES

« O banco de dados construido (SchistoDB) tem sido utilizado por pesquisadores de
todo o mundo e temos recebido contatos solicitando a implementacdo de alteragdes e
novas funcionalidades.

« Além das informagdes genOmicas, também estdo disponiveis informagdes sobre o
metabolismo do parasito, obtidas através da predigdo computacional das vias
metabolicas.

« O banco de dados construido (SchistoDB) facilita execucao de diversas analises além
da busca de candidatos a alvos terapéuticos, como: filogenia, gendmica comparativa,
caracterizacdo de proteinas, protedmica e expressao génica.

+ A metodologia descrita demonstrou que a técnica de selecdo de genes candidatos a
alvos terapéuticos por meio da integracdo de dados relativos ao genoma pode muito
contribuir no processo de direcionamento de recursos para experimentos laboratoriais.

« Além de obtermos indicios de atividade esquistossomicida de duas drogas por meio de
experimentos in vivo, demonstramos que a metodologia descrita apresenta eficacia na
diminui¢do do numero de genes candidatos a alvos terapéuticos para um numero

consideravel de experimentacao laboratorial.
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VII - LIMITACOES & PERSPECTIVAS

A principal limitacdo da utilizagdo da técnica de integragdo de dados na pesquisa esta
no fato dessa técnica ser totalmente dependente da existéncia de conhecimento prévio dos
dados que compdem a base. Em outras palavras, ndo ¢ possivel descobrir uma nova droga
utilizando tal técnica, mas sim obter indicagdes sobre potenciais alvos e também possiveis
novos usos para drogas que tem seu mecanismo de acdo descrito. Nao ¢ possivel descobrir
uma nova via metabolica, apenas inferir a existéncia de vias metabolicas ja caracterizadas.

Por outro lado, as vantagens da técnica de integra¢do de dados sdo o baixo custo de
implementagdo e, especialmente, a possibilidade de re-execu¢do de todo o processo com
regularidade, com objetivo de se integrarem as informacgdes disponiveis mais atualizadas. Vale
destacar que a metodologia da presente investigagdo pode ser muito util para andlise de dados
experimentais, visto que a publica¢do de tais resultados tem aumentado exponencialmente e
de forma sistematica e estruturada.

A metodologia apresentada demonstra ainda grande potencial para diminui¢do dos
custos de experimentos em laboratorio. Com base em informacdes sobre o genoma e
metabolismo do parasito, sobre o genoma do hospedeiro e sobre drogas, torna-se possivel
priorizar os candidatos a alvos terapéuticos aumentando as chances de sucesso nos primeiros
experimentos.

Esperamos em breve oferecer novas versdes do SchistoDB integrando diferentes tipos
de dados, como resultados de expressdo génica, marcadores populacionais e genomica

comparativa com outras espécies do género Schistosoma.
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IX - ANEXOS

9.1: Relacdo de enzimas que catalizam reacdes chokepoint

Enzima EC Number Genes Drogas

RXN66-221 4.1.1.28 1 4
Isoleucine--tRNA ligase* 6.1.1.5 2 2
Dihydroorotate oxidase 1.3.3.1 1 2
Dihydrofolate reductase 1.5.1.3 1 13
Hydroxymethylglutaryl-CoA reductase (NADPH) 1.1.1.34 1 12
Dopamine-beta-monooxygenase 1.14.17.1 1 1
Orotidine-5'-phosphate decarboxylase 4.1.1.23 1 1
RXN-7700 1.1.1.1 1 1
6-phosphogluconolactonase* 3.1.1.31 5 0
DTDPKIN-RXN* 2.74.6 5 0
[Acyl-carrier protein] S-malonyltransferase* 2.3.1.39 4 0
Acetyl-CoA carboxylase* 6.4.1.2 4 0
Cytochrome-c oxidase* 1.9.3.1 4 0
Phenylalanine decarboxylase* 4.1.1.53 4 0
carbamoyl-phosphate synthetase (glutamine-hydrolysing)* 6.3.5.5 3 0
Ethanolaminephosphotransferase™® 2.7.8.1 3 0
Valine--tRNA ligase* 6.1.1.9 3 0
20XOGLUTARATEDEH-RXN* 2 0
3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] synthase* 2.3.1.41 2 0
Acetolactate synthase* 2.2.1.6 2 0
Cytidylate kinase* 2.7.4.14 2 0
folylpolyglutamate synthetase* 6.3.2.17 2 0
FORMYLTHFGLUSYNTH-RXN* 6.3.2.17 2 0
Glutamate--cysteine ligase* 6.3.2.2 2 0
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase* 2.3.3.10 2 0
Lactoylglutathione lyase* 44.1.5 2 0
phosphatidate cytidylyltransferase* 2.7.7.41 2 0
Phosphoglycerate kinase* 2723 2 0
PNKIN-RXN* 2.7.1.- 2 0
PNPOXI-RXN* 1.43.5 2 0
Porphobilinogen synthase* 42.1.24 2 0
RXN-8488* 1.14.18.- 2 0
RXN-8489* 1.10.3.- 2 0
RXN-8623* 1.10.3.- 2 0
RXNO-2161%* 6.1.1.11 2 0
Thymidylate kinase* 2.74.9 2 0
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Transketolase*

long-chain-fatty-acid--CoA ligase*
3-dehydroquinate dehydratase
3-dehydroquinate synthase
3-HYDROXY-KYNURENINASE-RXN
3-oxoacyl-[acyl-carrier protein] reductase
3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase
S-aminolevulinic acid synthase
6-phosphofructokinase

Acetyl-CoA C-acetyltransferase

Acetyl-CoA C-acyltransferase

Aconitate hydratase
ACONITATEHYDR-RXN

Adenylosuccinate lyase

adenylosuccinate synthetase
Aminomethyltransferase

Arylformamidase

Aspartate carbamoyltransferase
Branched-chain amino acid aminotransferase
CDP-diacylglycerol--glycerol-3-phosphate 3-phosphatidyltransferase
Chitobiosyldiphosphodolichol alpha-mannosyltransferase
Cholinephosphate cytidylyltransferase
Coproporphyrinogen oxidase

Cytidine deaminase

dCTP deaminase

Deoxyribose-phosphate aldolase
Dihydrolipoamide S-acetyltransferase
Dihydroorotase

Dimethylallyltransferase
Diphosphomevalonate decarboxylase
Dolichyl-phosphate beta-D-mannosyltransferase
dUTP pyrophosphatase
Ethanolamine-phosphate cytidylyltransferase
Ferrochelatase

Fumarate hydratase

Galactokinase

GDP-mannose 4,6-dehydratase
geranyltranstransferase
Glucosamine-1-phosphate N-acetyltransferase
Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase
glutathione synthetase

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (phosphorylating)
Glycine amidinotransferase

Glycine dehydrogenase (decarboxylating)
Glycogen (starch) synthase

2.2.1.1
6.2.13
42.1.10
4234
3.7.13
1.1.1.100
2.5.1.19
2.3.1.37
2.7.1.11
2.3.1.9
2.3.1.16
4213
4213
4322
6.3.4.4
2.1.2.10
3.5.1.9
2.1.3.2
2.6.1.42
2.7.8.5
2.4.1.142
2.7.7.15
1.3.3.3
3.545
3.54.13
4124
2.3.1.12
3523
2.5.1.1
4.1.1.33
2.4.1.83
3.6.1.23
2.7.7.14
4.99.1.1
42.1.2
2.7.1.6
42.1.47
2.5.1.10
2.3.1.157
1.1.1.49
6.3.2.3
1.2.1.12
2.1.4.1
1.4.42
2.4.1.11

S O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O o O O O o O o o oo oo o o o oo o o o o o o o o o<
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GMP synthetase (glutamine-hydrolysing)
GTP cyclohydrolase I
Hydroxymethylbilane synthase
Isopentenyl-diphosphate delta-isomerase
Malate dehydrogenase
Mannose-1-phosphate guanylyltransferase (GDP)
Methylcrotonyl-CoA carboxylase
Mevalonate kinase

Orotate phosphoribosyltransferase
Phosphatidylserine decarboxylase
Phosphomannomutase

Phosphopyruvate hydratase
phosphoribosylformylglycinamidine synthetase
Pyrroline-5-carboxylate reductase
Pyruvate dehydrogenase (lipoamide)
ribulose phosphate 3-epimerase
RXN-5462

RXN-5463**

RXN-5464**

RXN-5465%%*

RXN-5466**

RXN-5470%*

RXN-7908

RXN-7909

RXN-8629

RXNO-1132

RXNO0-2921

RXNO-947**

RXNO0-949**

Selenide,water dikinase
shikimate-kinase

Threonine dehydratase

Transaldolase

Ubiquinol--cytochrome c reductase
UDP-glucose 4-epimerase

UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase

UDP-N-acetylglucosamine--dolichyl-phosphate N-acetylglucosaminephosphotransferase

Uroporphyrinogen decarboxylase
uroporphyrinogen-III synthase

6.3.5.2
3.5.4.16
2.5.1.61
5332
1.1.1.37
2.7.7.22
6.4.1.4
2.7.1.36
2.4.2.10
4.1.1.65
5.42.8
42.1.11
6.3.53
1.5.1.2
1.2.4.1
5.1.3.1
2.4.1.132

4.2.1.96
1.5.1.34
1.8.1.4
1.8.1.4
6.3.2.17

2793

2.7.1.71
43.1.19
2212

1.10.2.2
5.1.32

2.7.7.23
2.7.8.15
4.1.1.37
4.2.1.75

S O O O O O O O O O O O O O O O O o o o o o oo o o o o o o o o o o o <o o o o o<

* A existéncia de mais de um gene que codifica para determinada enzima se deve ao fato de terem ocorrido
duplicagdes génicas ou erro de anotacdo/montagem.

** Existem algumas reagdes que ndo continham EC Number até a data de publicagdo da base de dados de vias

metabolicas de referéncia, MetaCyc. Informagéo obtida no manual do software PathwayTools.
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9.2: Tabela de frequéncia da co-ocorréncia dos termos pesquisados na literatura

Enzimas Drugs Parasites  Schistosoma mansoni
hmg-CoA reductase 1181 13 7
L-DOPA decarboxylase 292 1 0
dihydrofolate reductase 636 411 1
Orotidine 5'-phosphate decarboxylase 10 9 2
6-phosphofructokinase (Phosphofructokinase) (Phosphohexokinase) 64 22 8
glutathione synthetase 340 64 4
phosphoglycerate kinase 48 27 3
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 72 17 6
adenylosuccinate lyase 4 3 1
ubiquinol-cytochrome C reductase 112 35 1
cytochrome C oxidase 487 341 15
carbamoyl-phosphate synthase 17 19 3
Orotidine 5'-phosphate decarboxylase 10 9 2
carbamoyl-phosphate synthase 17 19 3
Aspartate transcarbamylase 35 13 3
glutamate cysteine ligase 80 17 1
glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 0 0 0
glycogen synthase 255 15 5
dolichol-phosphate mannosyltransferase 1 4 1
Enolase (2-phosphoglycerate dehydratase) (2- phospho-D-glycerate 0 3 0
l-lactate dehydrogenase 1635 262 26
Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit gamma 1 0 0
kynureninase 7 1 1
Isoleucyl tRNA synthetase 3 0 0
dopamine beta hydroxylase 225 1 0
dihydroorotate dehydrogenase 38 23 0
aromatic amino acid decarboxylase 205 6 0
aspartate aminotransferase 1813 242 47
l-serine dehydratase 7 1 0
GTP cyclohydrolase I 20 6 0
S-aminolevulinic acid synthase 56 4 0
GDP mannose-4,6-dehydratase 0 0 0
aspartate ammonia lyase 6 1 0
L-phenylalanine decarboxylase 321 1 0
Cytidine aminohydrolase 93 9 0
phosphatidylglycerophosphate synthase 1 0 0
adenylosuccinate synthetase 6 2 0
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+adenylosuccinate+synthetase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+adenylosuccinate+synthetase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+adenylosuccinate+synthetase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+phosphatidylglycerophosphate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+phosphatidylglycerophosphate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+phosphatidylglycerophosphate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+Cytidine+aminohydrolase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+Cytidine+aminohydrolase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+Cytidine+aminohydrolase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+L-phenylalanine+decarboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+L-phenylalanine+decarboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+L-phenylalanine+decarboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+aspartate+ammonia+lyase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+aspartate+ammonia+lyase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+aspartate+ammonia+lyase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+GDP+mannose-4,6-dehydratase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+GDP+mannose-4,6-dehydratase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+GDP+mannose-4,6-dehydratase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+5-aminolevulinic+acid+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+5-aminolevulinic+acid+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+5-aminolevulinic+acid+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+GTP+cyclohydrolase+I
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+GTP+cyclohydrolase+I
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+GTP+cyclohydrolase+I
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+l-serine+dehydratase
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+carbamoyl-phosphate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+carbamoyl-phosphate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+carbamoyl-phosphate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+cytochrome+C+oxidase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+cytochrome+C+oxidase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+cytochrome+C+oxidase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+ubiquinol-cytochrome+C+reductase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+ubiquinol-cytochrome+C+reductase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+ubiquinol-cytochrome+C+reductase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+adenylosuccinate+lyase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+adenylosuccinate+lyase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+adenylosuccinate+lyase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+Glyceraldehyde-3-phosphate+dehydrogenase+(GAPDH)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+Glyceraldehyde-3-phosphate+dehydrogenase+(GAPDH)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+Glyceraldehyde-3-phosphate+dehydrogenase+(GAPDH)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+phosphoglycerate+kinase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+phosphoglycerate+kinase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+phosphoglycerate+kinase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+glutathione+synthetase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+glutathione+synthetase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+glutathione+synthetase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+6-phosphofructokinase+(Phosphofructokinase)+(Phosphohexokinase)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+6-phosphofructokinase+(Phosphofructokinase)+(Phosphohexokinase)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+6-phosphofructokinase+(Phosphofructokinase)+(Phosphohexokinase)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+Orotidine+5'-phosphate+decarboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+Orotidine+5'-phosphate+decarboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+Orotidine+5'-phosphate+decarboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+dihydrofolate+reductase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+dihydrofolate+reductase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+dihydrofolate+reductase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+L-DOPA+decarboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+L-DOPA+decarboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+L-DOPA+decarboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+hmg-CoA+reductase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+hmg-CoA+reductase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+hmg-CoA+reductase

selenophosphate synthase
choline-phosphate cytidylyltransferase
glucosaminephosphotransferase
galactokinase

pyridoxine kinase

2-oxoglutarate dehydrogenase
pyrroline-5-carboxylate reductase
acetyl-CoA C-acyltransferase
transketolase

acetolactate synthase

glycine amidinotransferase

seryl-tRNA synthetase
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase
cytidylate kinase

acetyl-CoA carboxylase

malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase
GMP-synthase

folylpolyglutamate synthase
acetyl-CoA carboxylase
lactoylglutathione lyase
folylpolyglutamate synthase
phosphomannomutase
long-chain-fatty-acid CoA ligase
gdp-mannose pyrophosphorylase
udp-n-acteylglucosamine pyrophosphorylase
deoxyribose-phosphate aldolase
mannose-1-phosphate guanyltransferase
farnesyl-pyrophosphate synthetase
udp-glucose 4-epimerase

ferrochelatase

acetolactate synthase

3-dehydroquinate dehydratase
3-dehydroquinate synthase
uroporphyrinogen decarboxylase
uroporphyrinogen-III synthase
dihydropteridine reductase
pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase
porphobilinogen deaminase
porphobilinogen synthase

aconitase

coproporphyrinogen III oxidase

phosphatidylserine decarboxylase

26
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+phosphatidylserine+decarboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+phosphatidylserine+decarboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+phosphatidylserine+decarboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+coproporphyrinogen+III+oxidase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+coproporphyrinogen+III+oxidase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+coproporphyrinogen+III+oxidase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+aconitase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+aconitase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+aconitase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+porphobilinogen+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+porphobilinogen+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+porphobilinogen+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+porphobilinogen+deaminase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+porphobilinogen+deaminase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+porphobilinogen+deaminase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+pterin-4-alpha-carbinolamine+dehydratase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+pterin-4-alpha-carbinolamine+dehydratase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+pterin-4-alpha-carbinolamine+dehydratase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+dihydropteridine+reductase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+dihydropteridine+reductase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+dihydropteridine+reductase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+uroporphyrinogen-III+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+uroporphyrinogen-III+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+uroporphyrinogen-III+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+uroporphyrinogen+decarboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+uroporphyrinogen+decarboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+uroporphyrinogen+decarboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+3-dehydroquinate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+3-dehydroquinate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+3-dehydroquinate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+3-dehydroquinate+dehydratase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+3-dehydroquinate+dehydratase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+3-dehydroquinate+dehydratase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+acetolactate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+acetolactate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+acetolactate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+ferrochelatase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+ferrochelatase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+ferrochelatase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+udp-glucose+4-epimerase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+udp-glucose+4-epimerase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+udp-glucose+4-epimerase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+farnesyl-pyrophosphate+synthetase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+farnesyl-pyrophosphate+synthetase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+farnesyl-pyrophosphate+synthetase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+mannose-1-phosphate+guanyltransferase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+mannose-1-phosphate+guanyltransferase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+mannose-1-phosphate+guanyltransferase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+deoxyribose-phosphate+aldolase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+deoxyribose-phosphate+aldolase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+deoxyribose-phosphate+aldolase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+udp-n-acteylglucosamine+pyrophosphorylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+udp-n-acteylglucosamine+pyrophosphorylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+udp-n-acteylglucosamine+pyrophosphorylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+gdp-mannose+pyrophosphorylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+gdp-mannose+pyrophosphorylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+gdp-mannose+pyrophosphorylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+long-chain-fatty-acid+CoA+ligase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+long-chain-fatty-acid+CoA+ligase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+long-chain-fatty-acid+CoA+ligase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+phosphomannomutase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+phosphomannomutase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+phosphomannomutase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+folylpolyglutamate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+folylpolyglutamate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+folylpolyglutamate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+lactoylglutathione+lyase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+lactoylglutathione+lyase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+lactoylglutathione+lyase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+acetyl-CoA+carboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+acetyl-CoA+carboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+acetyl-CoA+carboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+folylpolyglutamate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+folylpolyglutamate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+folylpolyglutamate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+GMP-synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+GMP-synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+GMP-synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+malonyl+CoA-acyl+carrier+protein+transacylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+malonyl+CoA-acyl+carrier+protein+transacylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+malonyl+CoA-acyl+carrier+protein+transacylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+acetyl-CoA+carboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+acetyl-CoA+carboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+acetyl-CoA+carboxylase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+cytidylate+kinase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+cytidylate+kinase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+cytidylate+kinase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+seryl-tRNA+synthetase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+seryl-tRNA+synthetase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+seryl-tRNA+synthetase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+glycine+amidinotransferase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+glycine+amidinotransferase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+glycine+amidinotransferase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+acetolactate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+acetolactate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+acetolactate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+transketolase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+transketolase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+transketolase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+acetyl-CoA+C-acyltransferase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+acetyl-CoA+C-acyltransferase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+acetyl-CoA+C-acyltransferase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+pyrroline-5-carboxylate+reductase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+pyrroline-5-carboxylate+reductase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+pyrroline-5-carboxylate+reductase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+2-oxoglutarate+dehydrogenase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+2-oxoglutarate+dehydrogenase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+2-oxoglutarate+dehydrogenase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+pyridoxine+kinase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+pyridoxine+kinase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+pyridoxine+kinase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+galactokinase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+galactokinase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+galactokinase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+glucosaminephosphotransferase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+glucosaminephosphotransferase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+glucosaminephosphotransferase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+choline-phosphate+cytidylyltransferase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+choline-phosphate+cytidylyltransferase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+choline-phosphate+cytidylyltransferase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=schistosoma+mansoni+AND+selenophosphate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=parasites+AND+selenophosphate+synthase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&term=drugs+AND+selenophosphate+synthase

isopentenyl-diphosphate delta isomerase
diphosphomevalonate decarboxylase
deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase
cytidine and deoxycytidylate deaminase
ribulose-5-phosphate-3-epimerase
kynurenine aminotransferase
6-phosphogluconolactonase
hormone-sensitive lipase
ethanolaminephosphotransferase
ethanolamine-phosphate cytidylyltransferase
nucleoside diphosphate kinase

thymidylate kinase

3-dehydroquinate synthase

Shikimate kinase

pyridoxamine 5'-phosphate oxidase
mevalonate kinase

valyl-tRNA synthetase
farnesyl-pyrophosphate synthetase
alpha-1,3-mannosyltransferase

betal,4 mannosyltransferase

hydroxymethylglutaryl-CoA synthase
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9.3: Tabela contendo os artigos analisados

Enzima

Referéncia Bibliografica

hmg-CoA reductase

L-DOPA decarboxylase

dihydrofolate reductase

Orotidine 5'-phosphate
decarboxylase

6-phosphofructokinase
(Phosphofructokinase)
(Phosphohexokinase)

phosphoglycerate kinase

Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase
(GAPDH)

adenylosuccinate lyase

ubiquinol-cytochrome C
reductase

cytochrome C oxidase

PMID: 2813388 - Molecular cloning and sequence analysis of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
coenzyme A reductase from the human parasite Schistosoma mansoni.

PMID: 1905241 - Purification and characterization of 3-hydroxymethylglutaryl-coenzyme A
reductase of Schistosoma mansoni: regulation of parasite enzyme activity differs from
mammalian host.

PMID: 2123968 - Antischistosomal action of mevinolin: evidence that 3-hydroxy-
methylglutaryl-coenzyme a reductase activity in Schistosoma mansoni is vital for parasite
survival.

PMID: 16512462 - Recombinant Schistosoma mansoni 3-hydroxymethylglutaryl-coenzyme-A
reductase has different inhibitor kinetics compared to the mammalian host enzyme.

PMID: 8501588 - Characteristics of phenol oxidase of Schistosoma mansoni and its functional
implications in eggshell synthesis

PMID: 7669109 - Electrophoretical and histochemical characterization of Schistosoma
mansoni phenol oxidases

PMID: 3100949 - Possible eggshell protein gene from Schistosoma mansoni

PMID: 6970143 - Schistosoma mansoni: decarboxylation of 5-hydroxytryptophan, L-dopa,
and L-histidine in adult and larval schistosomes

PMID: 417162 - Phenol oxidase activity: induction in female schistosomes by in vitro
incubation

PMID: 8759145 - Biogenic monoamines in the freshwater snail, Biomphalaria glabrata:
influence of infection by the human blood fluke, Schistosoma mansoni

PMID: 4401788 - Comparative properties of schistosomal and filarial dihydrofolate reductases

PMID: 6090897 - Enzymes of uridine 5'-monophosphate biosynthesis in Schistosoma mansoni
PMID: 6111750 - The enzymes of pyrimidine biosynthesis in a range of parasitic protozoa and
helminths

PMID: 7984171 - Cloning and characterization of a cDNA encoding phosphofructokinase
from Schistosoma mansoni.

PMID: 10840980 - Schistosoma mansoni phosphofructokinase: immunolocalization in the
tegument and immunogenicity.

PMID: 8898332 - Purification, kinetics and inhibition by antimonials of recombinant
phosphofructokinase from Schistosoma mansoni.

PMID: 13446367 - The relationship between inhibition of phosphofructokinase activity and
the mode of action of trivalent organic antimonials on Schistosoma mansoni.

PMID: 7477104 - Cloning of the gene for phosphoglycerate kinase from Schistosoma mansoni
and characterization of its gene product

PMID: 7591063 - Immune response to Schistosoma mansoni phosphoglycerate kinase during
natural and experimental infection: identification of a schistosome-specific B-cell epitope.
PMID: 14516923 - In vitro cellular and humoral responses to Schistosoma mansoni vaccine
candidate antigens

PMID: 1484556 - Complete sequence of the Schistosoma mansoni glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase gene encoding a major surface antigen

PMID: 10712729 - Production of Sm37-GAPDH, a major therapeutical target in human
schistosomiasis.

PMID: 12392914 - Adenylosuccinate lyase of Schistosoma mansoni: gene structure, nRNA
expression, and analysis of the predicted peptide structure of a potential chemotherapeutic
target.

PMID: 9297698 - Gene linkage and steady state RNAs suggest trans-splicing may be
associated with a polycistronic transcript in Schistosoma mansoni

PMID: 8522764 - Cytochemical localization of cytochrome c oxidase activity in mitochondria
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carbamoyl-phosphate
synthase

Orotidine 5'-phosphate
decarboxylase

carbamoyl-phosphate
synthase

Aspartate transcarbamylase

glutamate cysteine ligase

glucose-6-phosphate 1-
dehydrogenase

glycogen synthase

dolichol-phosphate
mannosyltransferase

Enolase (2-
phosphoglycerate
dehydratase) (2- phospho-
D-glycerate hydro-lyase)

l-lactate dehydrogenase

Isocitrate dehydrogenase
NAD] subunit gamma

kynureninase

carbamoyl-phosphate
synthase

in the tegument and tegumental and parenchymal cells of the trematodes Echinostoma
trivolvis, Zygocotyle lunata, Schistosoma mansoni, Fasciola gigantica and Paragonimus ohirai

PMID: 45544 - Glutamine-dependent carbamoyl-phosphate synthetase and control of
pyrimidine biosynthesis in the parasitic helminth Schistosoma mansoni.

PMID: 6111750 - The enzymes of pyrimidine biosynthesis in a range of parasitic protozoa and
helminths.

PMID: 2312224 - Pyrimidine salvage pathways in adult Schistosoma mansoni
PMID: 6090897 - Enzymes of uridine 5'-monophosphate biosynthesis in Schistosoma mansoni

PMID: 45544 - Glutamine-dependent carbamoyl-phosphate synthetase and control of
pyrimidine biosynthesis in the parasitic helminth Schistosoma mansoni.

PMID: 15469699 - Activity of some hepatic enzymes in schistosomiasis and concomitant
alteration of arylsulfatase B.

PMID: 6111750 - The enzymes of pyrimidine biosynthesis in a range of parasitic protozoa and
helminths.

PMID: 14966568 - Vanin-1(-/-) mice show decreased NSAID- and Schistosoma-induced
intestinal inflammation associated with higher glutathione stores.

PMID: 2533355 - Hybrids between Schistosoma mansoni and S. rodhaini: characterization by
isoelectric focusing of six enzymes
PMID: 8595093 - Effect of schistosomal infection and its treatment on some key enzymes of
glucose metabolism in mice livers.

PMID: 6821318 - Glycogen synthase of Schistosoma mansoni: a preliminary report
PMID: 6789597 - Glycogen synthase of Schistosoma mansoni: a preliminary report
PMID: 6804614 - Effect of Schistosoma mansoni on glycogen synthase and phosphorylase
from Biomphalaria glabrata (mollusca)

PMID: 2304487 - Substrate cycling between glucose 6-phosphate and glycogen occurs in
Schistosoma mansoni

PMID: 11959028 - Dolichol phosphate mannose synthase is differentially expressed in male
and female worms of Schistosoma mansoni

PMID: 17606306 - Excretory-secretory proteome of larval Schistosoma mansoni and
Echinostoma caproni, two parasites of Biomphalaria glabrata

PMID: 9297698 - Gene linkage and steady state RNAs suggest trans-splicing may be
associated with a polycistronic transcript in Schistosoma mansoni

PMID: 7665603 - RNA trans-splicing in flatworms. Analysis of trans-spliced mRNAs and
genes in the human parasite, Schistosoma mansoni.

PMID: 738760 - Purification, immunochemical and biological characterization of malate
dehydrogenase of Schistosoma mansoni

PMID: 365558 - Schistosoma mansoni: antigenic characterization of malate dehydrogenase
isoenzymes and use in the defined antigen substrate spheres (DASS) system

PMID: 729691 - Schistosoma mansoni: purification and characterization of malate
dehydrogenases

PMID: 5542938 - Variations in malate dehydrogenase isoenzymes of Schistosoma mansoni
PMID: 5137636 - Alteration of Schistosoma mansoni malate dehydrogenase isoenzymes on
passage in the laboratory

PMID: 4199254 - Enzyme levels in cercariae and adult Schistosoma mansoni
PMID: 3150324 - Effect of immature Schistosoma mansoni worms on hamsters' plasma
enzymes.

PMID: 5683509 - Studies with tryptophan metabolites in vitro. Kynurenine metabolism in
kidneys of mice infested with Schistosoma mansoni

PMID: 6111750 - The enzymes of pyrimidine biosynthesis in a range of parasitic protozoa and
helminths.
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9.4: Artigo — SchistoDB: a Schistosoma mansoni genome resource
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9.5: Artigo — The genome of the blood fluke Schistosoma mansoni.
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