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INTRODUCAO

O Schistosoma mansoni é o parasita trematddeo responsavel por causar a doenga conhecida
por esquistossomose. Seu ciclo de vida passa por dois hospedeiros, o molusco Biomphalaria
glabrata (hospedeiro intermedidrio) e por pequenos mamiferos € o ser humano (hospedeiros
definitivos), além de ser um ciclo bastante complexo devido as mudangas genéticas e morfologicas,
que auxiliam no mecanismo de escape do parasito em relacdo ao sistema imunoldgico do
hospedeiro[1, 2]. Essas mudangas envolvem metilagdo de histonas que sdo essenciais para
regulacdo do estado da cromatina [2]. Neste caso, a Heterochromatin Protein 1 (HP1) ¢ um
importante co-regulador, inicialmente descoberta em estudos envolvendo Drosophila sp., e que
sugeriu/inferiu que a proteina desempenha diferentes fungdes [3]. No entanto, a principal funcio
desempenhada pela proteina ¢ como fator de transcricdo, sendo responsavel pela regulagdo da
expressao génica, e pelo estado repressivo da cromatina [4]. A proteina HP1 faz parte da familia de
proteinas chromobox, porém além de possuir o dominio cromo, tem um segundo dominio na sua
cauda C-terminal, chromo shadow, que direciona a HP1 para a heterocromatina [5]. Pesquisas
recentes de interactoma em cercarias, indicam que a HP1 tem um papel significativo para o
desenvolvimento do ciclo de vida do Schistosoma mansoni. Estes estudos também apontam a
presenga de regides de conservacdo de dominio entre diferentes espécies [6].

OBJETIVO

Investigar ¢ compreender o papel da proteina HP1 como modulador epigenético em
Schistosoma mansoni e criar um banco de dados contendo informagdes sobre as proteinas HP1
encontradas em diferentes organismos.



METODOLOGIA

Através do codigo de entrada da proteina HP1 de Schistosoma mansoni (Smp_179650), foi
obtido o formato FASTA da proteina através da interface do WormBase (WormBase Parasite), para
encontrar similaridade entre a proteina HP1 do parasito com os proteinas que seriam obtidas no
processo de triagem. Com isto, foi realizado uma triagem por meio do recurso NCBI (National
Center for Biotechnology Information) para selecionar possiveis proteinas HP1 de organismos
diferentes no database “Protein”. Os dados obtidos para pesquisa por “Heterochromatin protein 17,
foi selecionado apenas as proteinas que o cddigo de entrada inicia com XP ou NP, que passaram
pelo programa BLAST projetado no NCBI para andlise de similaridade de sequéncias dessas
proteinas com a proteina de Schistosoma mansoni. As proteinas que o programa encontrou
similaridades entre as sequéncias foram coletadas e organizadas em uma tabela no excel.

Feito isso, com o auxilio da interface do InterPro (Classification of protein families),
analisamos o formato FASTA de cada proteina selecionada com o objetivo de confirmar se essas
proteinas continham os dominios chromobox e chromo shadow. Com as informagdes obtidas pela
pesquisa, foi organizada uma nova tabela com a localizacao dos dominios na sequéncia FASTA,
juntamente com o codigo de entrada no InterPro.

Concluido a analise no InterPro, utilizamos o banco de dados UniProt (Base de
Conhecimento de Proteina Universal) para pesquisar os codigos de acesso de cada proteina que foi
selecionada na triagem, para coleta de dados funcionais. As proteinas que tinham uma fungao
descrita no banco de dados, foram organizadas em uma nova tabela, enquanto as que nao possuem
uma funcdo descrita, foram verificadas as publicagdes relacionadas a elas com o objetivo de sugerir
qual a possivel fun¢do que a proteina possui.

RESULTADO

Utilizando o formato FASTA da proteina HP1 do parasito Schistosoma mansoni na interface
do WormBase, realizamos uma andlise de similaridade de sequenciamento, comparando com as
proteinas registradas no NCBI, utilizando a ferramenta projetada pelo banco de dados, o BLAST.
Desta analise foi obtido possiveis proteinas HP1 de oito organismos: Cephus cinctus, Dermacentor
andersoni, Echinococcus granulosus, Fopius arisanus, Opisthorchis viverrini, Oryzias melastigma,
Rousettus aegyptiacus, Schistosoma haematobium e Trichogramma pretiosum.

As proteinas obtidas apenas da busca de similaridade de sequéncia de Schistosoma mansoni,
foram organizadas no excel com o nome cientifico do organismo, descri¢ao da proteina, E value,
porcentagem de identidade e o codigo de entrada. Foram selecionadas proteinas com o percentual
de identidade acima de 45%, esse valor indica a similaridade da sequéncia de aminoédcidos com a
sequéncia do organismo modelo. Este conjunto de informagdes contribuem para a confiabilidade
dos dados e diminui as duvidas relacionadas as proteinas [7]. Neste contexto, o E value também
desempenha um importante papel para a confiabilidade dos dados, quando o valor ¢ mais proximo
de zero (0), maior a confiabilidade do alinhamento [8].

Diante disso, foi necessario realizar um novo refinamento devido ao resultado insuficiente
de proteinas obtido da andlise de similaridade da proteina do organismo modelo, para obter mais
proteinas para as futuras comparagdes. Através do NCBI e a ferramenta BLAST, foi realizada a
pesquisa por novos organismos com possiveis proteinas HP1. Dessa forma, obtivemos um total de
108.036 resultados do banco de dados, no entanto somente 171 foram analisados, permanecendo as
proteinas de organismos que ndo eram repetidos e que possuiam similaridade com a proteina HP1
de Schistosoma mansoni, levando em consideracdo os cddigos de entrada NP/XP, por serem codigos
relacionados a uma proteinas.


https://parasite.wormbase.org/index.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ebi.ac.uk/interpro/
https://www.uniprot.org/
https://www.uniprot.org/

Diante disso, foi necessario realizar um novo refinamento devido ao resultado insuficiente
de proteinas obtido da analise de similaridade da proteina do organismo modelo, para obter mais
proteinas para as futuras comparagdes. Através do NCBI e a ferramenta BLAST, foi realizada a
pesquisa por novos organismos com possiveis proteinas HP1. Dessa forma, obtivemos um total de
108.036 resultados do banco de dados, no entanto somente 171 foram analisados, permanecendo as
proteinas de organismos que ndo eram repetidos e que possuiam similaridade com a proteina HP1
de Schistosoma mansoni, levando em consideracao os codigos de entrada NP/XP, por serem codigos
relacionados a uma proteinas. Deste refinamento, selecionamos 47 proteinas (Tabela 01) de
organismos diferentes, sendo duas (2) espécies de Lucilia sp. € Rhagoletis sp., quatro (4) espécies
de Plasmodium sp., dezenove (19) espécies de Drosophila sp., e Agrilus pomonella, Culex
quinquefasciatus, Folsomia candida, Glossina fuscipes, Loa loa, Melanaphis sacchari, Musca
domestica, Neurospora crassa, Plutella xylostella, Rhagoletis sp. Tetranychus urticae. No entanto,
ao analisarmos estas proteinas na interface do InterPro, para identificar os dominios chromo e
chromo shadow na sequéncia FASTA, dois dominios que conferem a confiabilidade de uma
proteina HP1 [5], onze (11) proteinas foram descartadas por ndo conter os dois dominios (Tabela
02). Esses resultados sdao extremamente relevantes para realizagdo das comparacdes entre as
proteinas selecionadas. As proteinas que continham ambos os dominios, tiveram cada dominio
respectivamente identificado no formato FASTA e registrado em um arquivo docs. No caso dos
organismos que possuiam mais de uma espécie selecionada (Drosophila, Plasmodium, Rhagoletis ¢
Lucila), a sequéncia FASTA eram predominantemente iguais entre as espécies, com uma minima
diferenca na localiza¢ao dos dominios chromo e chromo_shadow.

Contudo, para ser melhor avaliado ¢ necessario entender a funcdo que cada uma dessas
proteinas possuem, e para isso utilizamos o UniProt para verificar os dados funcionais das
proteinas. Consequentemente, a grande maioria das proteinas ndo foram encontradas no banco de
dados com seu cddigo de acesso, resultando no descarte de trinta e trés (33) proteinas, uma vez que
ndo seria possivel utiliza-las. Como forma de contornar essa dificuldade e ter pelo menos cinco (5)
proteinas para comparar, foi feito uma revisdo bibliografica na literatura disponivel para encontrar
mais possiveis proteinas HP1 de outros organismos que foram estudados. Desta revisdo
bibliografica foram obtidas quatro (4) proteinas de organismos diferentes: Drosophila melanogaster,
Homo sapiens, Mus musculus e Plasmodium falciparum. Com estes resultados foi verificado os
dados funcionais no UniProt, porém apenas a proteina de Homo sapiens € Mus musculus tinham
funcdo descrita. Para ndo perder as outras proteinas selecionadas uma nova revisao bibliografica foi
feita, desta vez utilizando as publicacdes relacionadas a proteina dos organismos: Schistosoma
mansoni, Neurospora crassa, Plasmodium falciparum, Drosophila melanogaster e Drosophila
mojavensis (Tabela 03). Por meio desta revisao, foi possivel sugerir uma fungao para estas proteinas
(Tabela 04). E importante ressaltar que, mesmo a proteina HP1 desempenhe diferentes fungdes,
devido a sua alta conservagdo dos dominios chromo e chromo shadow entre organismos, o
esperado € que a fungdo seja a mesma ou parecida [4, 6].

Diante desses resultados, foi feita uma busca para obter a estrutura tridimensional dessas
proteinas no banco de dados PDB (RCSB PDB: Homepage), que irdo ser comparados com a estrutura
do organismo modelo. Com esta comparagao sera possivel analisar como a proteina HP1 interage com

as marcas epigenéticas H3K9me3 e H2K27me3. Estudos corroboram que a metilagdo da histona 3 nas
lisinas 9 e 27 ¢ uma marca epigenética que esta relacionada ao silenciamento génico, em contrapartida, a
acetilacdo da lisina 9 ¢ uma marca da eucromatina que facilita o processo de transcri¢ao [2]

DISCUSSAO
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Os resultados possibilitaram aprimorar o refinamento da HP1 em diferentes organismos e
através dos dados obtidos no NCBI e na revisdo bibliografica, o e-value nos permitiu observar a
confiabilidade dos dados do alinhamento [7]. Com os dominios chromo e chromo shadow
devidamente identificados na sequéncia, corroborando com a confiabilidade da proteina devido a
HP1 ser uma proteina da familia cromobox e ter o dominio chromo, além de na cauda C-terminal
ter o dominio chromo shadow [5]. Através desse refinamento, conseguimos sugerir a fungdo das
proteinas que nao tem uma fun¢ao descrita no PDB com base nas publicag¢des relacionadas a elas.
Estes resultados vao possibilitar a compreensdo da funcao dessas proteinas, como as modificagdes
pos-traducionais afetam o organismo modelo Schistosoma mansoni, além de conseguirmos estudar
as interagdes entre HP1 e as marcas epigenéticas H3K9me3 e K2K27me3.

CONCLUSAO.

Nao ¢ possivel concluir alguma hipotese acerca das interagdes envolvendo a HP1 como
modulador epigenético em Schistosoma mansoni, além que a HP1 parece desempenhar fungdes
parecidas em diferentes organismos, estando relacionada a regulagdo génica e ao estado repressivo
da cromatina. Apds concluirmos a etapa de comparagao das estruturas tridimensionais das proteinas
HP1, seja possivel inferir uma hipotese como essas interagdes ocorrem e quais as suas implicagdes
no organismo modelo Schistosoma mansoni.

ANEXOS.
Tabela 01: Proteinas selecionadas ( & Proteinas selecionadas )

e Tabela 02: Possiveis proteinas HP1 ( &= Possiveis HP1 )

e Tabela 03: Refinamento final. ( &% Refinamento final )

e Tabela 04: Fungdes ( E Fungdes Proteinas )
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