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“God is most glorified in us when we are most satisfied in Him. Our happiness
is not the highest good, but pursuing the highest good will always result in our
greatest happiness in the end. We should pursue this happiness, and pursue it with
all our might. The desire to be happy is a proper motive for every good deed, and if

you abandon the pursuit of your own joy you cannot love man or please God.”

John Piper
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Resumo

Almeida, G.T. Efeitos do pareamento no perfil de expressao génica do parasita
Schistosoma mansoni, 2010, 123 paginas. Tese (Doutorado) — Programa de POs
Graduacdo em Bioquimica. Instituto de Quimica. Universidade de Séao Paulo, Séo
Paulo.

Esquistossomose €é uma doenca cronica e debilitante. Schistosoma
representa a Unica classe de trematdédeos com vida didica. Um continuo pareamento
com o macho é essencial para a maturacdo sexual do sexo feminino. Fémeas
adultas provenientes de infecgbes uni-sexuadas sdo subdesenvolvidas, apresentam
atrofia do tamanho e um sistema reprodutivo imaturo. Para estudar os mecanismos
envolvidos no pareamento de vermes adultos foram utilizadas duas plataformas de
microarranjos distintas: uma composta por 4 mil sondas de cDNA dupla fita
produzida pelo nosso grupo de pesquisas e outra composta por 44 mil sondas de
oligonucleotideos desenhadas pelo nosso grupo e produzida pela empresa Agilent
Technologies.

Com a plataforma de 4 mil sondas detectamos 113 transcritos
diferencialmente expressos em fémeas adultas mantidas separadas de seus
respectivos pares durante 24 horas de cultivo in vitro quando comparadas com
fémeas adultas pareadas; para 10 destes genes obtivemos uma confirmacéo
adicional da expressao diferencial por transcricdo reversa fita especifica seguida de
PCR em Tempo Real. Observamos também os efeitos do pareamento no perfil de
expressao génica de machos adultos mantidos separados de seus respectivos pares
durante 24 horas de cultivo in vitro; foram encontrados 152 transcritos
diferencialmente expressos.

Com a plataforma de 44 mil sondas foi detectada a expressao de 5.798 genes

transcricionalmente ativos em verme adulto, em um conjunto de 19.907 genes
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anicos representados nesta plataforma. A analise do conjunto de genes “no match”
mostrou que em 156 genes ocorria expressdo senso e anti-senso; para 6 destes
transcritos obtivemos uma confirmacédo adicional da expressdo nas duas fitas por
transcricao reversa fita especifica seguida de PCR em Tempo Real.

Adicionalmente foram identificados 2717 transcritos diferencialmente
expressos em fémeas separadas de seus respectivos pares durante 13 dias de
cultivo in vitro, quando comparadas com fémeas mantidas pareadas. Para as
analises com machos separados durante 13 dias foram encontrados 243 transcritos
diferencialmente expressos.

Por fim, realizamos estudos com o objetivo de observar 0os genes que podem
estar correlacionados com o contato fisico do pareamento (macho e fémea) e genes
gue podem ser regulados pela possivel difusdo de proteinas e horménios secretados
no meio, para 0os quais a mudanca do nivel de expressdo ndo dependa da
necessidade de contato entre 0 macho e a fémea. Sabe-se que o contato direto da
fémea com o macho é necessério para manter a atividade reprodutiva feminina e
observamos que o re-pareamento pode restabelecer o perfil de expressao génica de
fémeas ou machos separados. Além disso, observamos que fémeas separadas e
depois mantidas na presenca do macho, porém sem re-pareamento, apresentam
uma expressao génica diferente das fémeas separadas e depois mantidas na
auséncia de machos, sugerindo que algum fator secretado pelo macho no meio
regula a expressdo. Este trabalho representa uma importante contribuicdo no
entendimento da relacdo macho-fémea em nivel molecular.

Palavras Chave: Schistosoma mansoni, expressdo ¢génica, pareamento,

microarranjos



Abstract

Almeida, G.T. Effects of pairing on the gene expression profiles of the parasite
Schistosoma mansoni, 2010, 123 pages. PhD Thesis - Graduate Program in
Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo.

Schistosomiasis is a chronic and debilitating disease. Schistosoma represents the
only class of trematodes with a dioecious life. A continuous pairing with the male is
essential for female sexual maturation. Adult females from uni-sexual infections are
underdeveloped, have body atrophy and an immature reproductive system. To study
the mechanisms involved in pairing of adult worms two microarray platforms were
used: one comprised by 4000 cDNA probes and printed by our research group and
another comprised by 44 000 oligonucleotide probes designed by our group and
printed by Agilent Technologies Company.

With the 4000-probes platform we detected 113 transcripts differentially
expressed in adult females kept separated from their mates during 24 hours in vitro
when compared with paired adult females; for 10 of these genes we obtained
additional confirmation of differential expression by Real Time RT-PCR. We also
observed the effects of pairing on the gene expression profile of adult males kept
separate from their mates during 24 hours in vitro, where we found 152 differentially
expressed transcripts.

With the 44 000-probes platform we detected the expression of 5798 genes in
adult worms, out of a set of 19 907 unique genes represented on this platform.
Analysis of the "no match" genes showed that 156 have transcription from the sense
and anti-sense strands; for 6 of them we obtained additional confirmation of
expression by strand specific Real Time RT-PCR.

Additionally, we identified 2717 differentially expressed transcripts in females

separated from their mates during 13 days in vitro when compared to females that



remained paired. In the analysis of males separated for 13 days we found 243
differentially expressed transcripts.

Finally, we performed a study aimed at observing genes which might be
correlated to physical contact pairing (male and female) and compared to genes that
might be regulated by the possible diffusion of secreted proteins and hormones in the
medium, for which the change of expression level does not depend on physical
contact between male and female. It is known that direct female-male contact is
needed to keep the female reproductively activity and we observed that repairing can
restore the gene expression profile of females or males that were kept separated.
Furthermore, we observed that females separated and then maintained in the
presence of male, but without re-pairing, have a different gene expression from the
separated females kept without males, suggesting that some male secreted factors
might be involved in gene regulation. This work represents an important contribution

to the understanding of male-female relation at the molecular level.

Keywords: Schistosoma mansoni, gene expression, pairing, microarrays
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Lista de abreviaturas e siglas

200KDa surf. Prot: Schistosoma mansoni 200 kDa surface protein (Proteina de
superficie de Schistosoma mansoni com 200kDa)

ABC1: ATP-binding cassette C1

ABC7: ATP-binding cassette, sub-family B, member 7, mitochondrial precursor
ATPDase2: ATP-diphosphohydrolase 1 (ATP difosfohidrolase 1)

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (Ferramenta de Busca por Alinhamento
Local Basico)

CA150: Schistosoma mansoni mRNA for transcriptional cofactor CA150 (mRNA de
Schistosoma mansoni para o co-fator transcricional CA150)

DALY: Disability-adjusted life years (Anos de vida ajustados por incapacidade)

DGC : Dystrophin-glycoprotein complex (Complexo distrofina-glicoproteina)

DMSO: Dimethyl Sulfoxide (Dimetilsulféxido)

DNA: Deoxyribonucleic Acid (Acido desoxirribonucléico)

EDTA: Ethylenediamine tetraacetic acid (Acido Etilenodiamino Tetra-acético)

EGTA: Ethylene glycol tetraacetic acid (Acido Rtileno Glicol Tetra-acético)

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay (Ensaio Imunoenzimatico Indireto em
Fase Sdlida)

EST: Expressed Sequence Tags (Etiquetas de Sequéncias Transcritas)

FAST: Falcon™ Assay Screening Test

FDR: False Discovery Rate (Taxa de Falsos Positivos)

GEO:Gene Expression Omnibus

Glu Synt: Glutamate synthase (Glutamato sintase)

GO: Gene Ontology (Ontologia Génica)



Xl

gpGaNTase-T7: n-acetylgalactosaminyltransferase (n-acetilgalactosamina
transferase)

HDAC: Histone Deacetylases (Histonas deacetilases)

HGPRTase: Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase (Hipoxantina-
guanina fosforibosil transferase)

HZ: Hemozoina

IHA: Indirect Hemagglutination Assay (Ensaio de hemaglutinacéo indireta)

IPA: Ingenuity Pathway Analysis

JNKS: c-Jun N-terminal kinases (c-Jun N-terminal Quinase)

LOWESS: Locally Weighted Scatterplot Smoothing (Regressdo Linear Local
Ponderada)

MAPK: Mitogen-activated protein kinases (Proteinas quinase ativadas por
mitégenos)

NCBI: National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional de Informacéo
Biotecnologica)

NMJ: Neuromuscular Junction (Jun¢cédo neuromuscular)

OC: Oligochromatographic (oligocromatogréafico)

ORF: Open Reading Frame (Fase de Leitura Aberta)

PBS: Phosphate buffered saline (Tampéao Fosfato Salino)

PCPTP1: receptor protein tyrosine phosphatase r (receptor da proteina tirosina
fosfatase r)

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reagdo em Cadeia da Polimerase)

PEPCK: phosphoenolpyruvate carboxykinase (fosfoenolpiruvato carboxiquinase)
RNA: Ribonucleic Acid (Acido ribonucléico)

RT: Reverse Transcription (Transcricdo Reversa)


http://www.ingenuity.com/products/pathways_analysis.html
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SAGE: Serial Analysis of Gene Expression (Andlise Serial de Expressao Génica)
SmAE:Schistosoma mansoni Assembled ESTs

SmMLC: Schistosoma mansoni myosin light chain (Cadeia leve de miosina de S.
mansoni)

SmZF1: Schistosoma mansoni zinc finger protein (Proteina de dedos de zinco de S.
mansoni)

TGF-B: Transforming Growth Factor-g (Fator B de crescimento transformante)

TSA: Trichostatin A (Trichostatina A)

TSP: Tetraspanin (Tetraspaninas)

TYR1: Tyrosinase 1 precursor mMRNA ( mRNA precursor de tirosinaquinase 1)

UTR: Untranslated Region (Regido N&o Traduzida)
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1. Introducéao

1.1.Histéria

Esquistossomose € uma doenca cronica e debilitante, que ocupa o segundo
lugar, perdendo apenas para a maléaria, em termos de morbidade e mortalidade
(Fenwick et al., 2009). E uma doenca parasitaria de ocorréncia mundial que esta
distribuida em 74 paises situados em trés continentes diferentes (América, Africa e

Asia) (Figura 1).

] Paises fareas com alto risco W= L~ .
deinfecc s — ;

[ ‘m'sglélmsmnlnixn
S risco de infeccio

{ w 0 1550 3,100 6,200 Kilometers
T

I, World Health

&_J Organization

©WHO 2009. All rights reserved

Figura 1 — Mapeamento dos paises/areas com risco de infeccdo por Schistosoma
Fonte: WHO, 2009

Por volta de 779 milhGes de pessoas residem em areas endémicas e estao
expostas ao risco de infecgcdo (Lammie et al., 2006; Steinmann et al., 2006), das
quais, 200 milhdes sdo acometidas pela esquistossomose. Metade dos pacientes
infectados é sintomatico e menos de 20 milhdes apresenta manifestacdes severas

da doenca (Steinmann et al., 2006). Estima-se que 200 mil mortes anuais sao
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decorrentes da esquistossomose (van der Werf et al., 2003). A esquistossomose €
responsavel por 1,7 (Morel, 2000; Utzinger et al., 2001) a 4,5 milh6es de anos de
vida ajustados por incapacidade (DALY’s - disability-adjusted life years)(WHO, 2002)
perdidos no mundo, um dos indices mais altos entre todas as doencas tropicais
negligenciadas. DALY é uma medida que pontua a intensidade da incidéncia de
incapacidade, para isso ela inclui os pesos do tempo gasto em cuidados com uma
saude debilitada, somando os anos de vida perdidos e os anos de vida vividos com
incapacidade (Murray e Lopez, 1997).

O patologista alem&o Theodore Maximilian Bilharz (1825-1862) foi o primeiro
a descrever a esquistossomose em seres humanos (Contis e David, 1996; Ross et
al., 2002). Ele realizou 400 necropsias em no Egito a fim de identificar parasitas
intestinais tropicais e subtropicais (Ramez e Ibrahim, 2008). De maio 1851 até junho
de 1853, Bilharz relatou através de diversas cartas a seu professor, Th. Von Siebold,
em Breslau, a descoberta de um parasita na regido das veias porta. Primeiramente,
pensou ser uma cercaria, mas posteriormente reconheceu ser um trematédeo com
sexos separados. Ele encontrou os ovos do parasita em pequenos calculos urinarios
e ovos calcificados em figados infectados. Os ovos foram descritos como tendo uma
casca fina e delicada com uma espicula. Bilharz foi capaz de identificar o ciclo de
vida do parasita em detalhe. O verme foi nomeado de Distomum (Schistosoma)
(Ramez e Ibrahim, 2008).

O médico e pesquisador responsavel pela descoberta do Schistosoma
mansoni no Brasil foi o cientista brasileiro Manuel Augusto Piraja da Silva (1873-
1961), que morreu antes mesmo que fosse descoberto, em 1980, um medicamento
para a doenca, o Praziquantel. Foi no dia 1° de agosto de 1908, no numero um da

Revista Brazil Médico, que Manoel Augusto Piraja da Silva, 35 anos de idade,
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publicou o primeiro trabalho sobre a esquistossomose no Brasil, intitulado

“Contribuigao para o estudo da Schistosomiase na Bahia” (Piraja da Silva, 1908).

1.2. Espécies e Distribuicdo Geografica

Existem trés principais espécies de Schistosoma que tém o ser humano como
hospedeiro definitivo: S. mansoni, S. japonicum e S. haematobium. Conforme o
mapa abaixo (Figura 2), a esquistossomose encontra-se concentrada na Africa sub-

saariana, onde existe pouco ou nenhum controle sobre a doenca.

Quase erradicada
Controles em larga escala
Sern controle ou controle limitado

Figura 2 - Status do controle da esquistossomose no mundo. Fonte: (van der Werf
et al., 2003)

O S. mansoni, é encontrado em muitos paises da Africa, América do Sul (Brasil,
Suriname e Venezuela), Caribe (incluindo Porto Rico, Santa Lucia, Guadalupe,
Martinica, Republica Dominicana, Antigua e Montserat) e em partes do Oriente

Médio Oriente (Figura 3).
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Figura 3 - DistribuicAo da esquistossomose mansbnica no mundo. Fonte:
(http://www.path.cam.ac.uk/~schisto/schistosoma/schisto_distribution.html)

O S. haematobium ¢é encontrado em grandes partes da Africa, partes da Arabia,
o Oriente Médio, provincia de Khuzestan no Ird, Madagascar e Ilhas Mauricias,
(Figura 4) enquanto que S. japonicum € encontrado no Extremo Oriente,

particularmente na China e nas Filipinas (Figura 5).
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Figura 4 - Distribuicho da esquistossomose haematobia no mundo. Fonte:
(http://www.path.cam.ac.uk/~schisto/schistosoma/schisto_distribution.html)

Figura 5 - Distribuicdo da esquistossomose japbnica no mundo. Fonte:
(http://www.path.cam.ac.uk/~schisto/schistosoma/schisto_distribution.html)

As duas primeiras espécies causam fibrose hepatica e intestinal cronica
enquanto a ultima, S. haematobium, afeta o trato urinéario e rins, bem como o
sistema reprodutivo (van der Werf et al., 2003).

No Brasil existem casos e focos registrados nos estados do Para, Maranhéo,
Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia,
Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Distrito Federal, Mato Grosso, Goias,

Séo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Figura 6).
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Figura 6 - Distribuicdo da esquistossomose no Brasil. (Fonte: Geréncia do Programa
Nacional de Controle da Esquistossomose/Secretaria de Vigilancia em Saude/MS.
1998)

Os primeiros focos de esquistossomose no estado de S&o Paulo ocorreram a
partir das migracdes, nas primeiras décadas do séc. XX e depois mais intensamente
na década de 70, de populacbes vindas de Estados do Nordeste (Bahia,
Pernambuco, Alagoas e Sergipe) e de alguns do Sudeste como Minas Gerais, as
quais se fixavam em areas sem infra-estrutura urbana, sem saneamento e com
colecdes hidricas com espécies de caramujos transmissores (CVE, 2009).

Da década de 70 até o presente, o Estado de S&o Paulo, em seus intensos

trabalhos realizados para prevencao e controle da doencga, conseguiu promover uma
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reducdo importante da doenca adquirida em suas colecfes hidricas por meio da
vigilancia, da assisténcia médica e medidas ambientais (CVE, 2009). Foram também
identificados e tratados os casos importados, isto €, aqueles residentes em territério
paulista, porém procedentes de outros Estados endémicos do Brasil (CVE, 2009).

Essa reducdo da doenca permite agora partir para um novo estagio de
controle e vigilancia, que é tentar eliminar a transmissado em suas cole¢des hidricas,
e com isso acabar com a doenca adquirida no Estado (CVE, 2009).

Na década de 80, cerca de 20 mil casos eram notificados a cada ano. Na
década de 90, esse numero baixou para pouco mais de 10 mil casos notificados ao
ano, e nos ultimos anos registra-se em média um total de 2 mil casos por ano, 10%
deles autéctones (CVE, 2009).

Dados de levantamento planorbidico — isto €, identificacdo da existéncia de
localidades com caramujos da esquistossomose - mostram que 248 municipios entre
0s 645 existentes no estado de Sdo Paulo, possuem criadouros das espécies
transmissoras em suas cole¢Bes hidricas, constituindo-se em potenciais focos de
risco a doencga, especialmente em locais com problemas de saneamento, em areas
de periferia urbana ou rurais (CVE, 2009).

Entre estes municipios, 170 registraram casos autoctones (contraidos no préprio
territdrio) nos ultimos cinco anos, sendo as regides de maior prevaléncia da doenca
as do Vale do Ribeira, Vale do Paraiba, Litoral Norte e Baixada Santista, Grande
Campinas e alguns municipios da Grande S&o Paulo, incluido o municipio de S&o

Paulo (CVE, 2009).

1.3.Sintomas

A esquistossomose mansoOnica apresenta-se inicialmente assintomatica na

maior parte das pessoas. Em alguns casos pode surgir eritema (vermelhiddo),


http://pt.wikipedia.org/wiki/Eritema
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reacao de sensibilidade com urticaria (dermatite cercariana) prurido e pele rosada ou
papulas na pele no local penetrado, que duram alguns dias (Rey, 2001). Sintomas
inespecificos como febre, calafrios, tosse e dores musculares podem comecar apos
1-2 meses da infeccdo. Podem também ocorrer sintomas predominantemente
intestinais (colicas intestinais, diarréia e/ou disenteria). Nas formas mais graves, ha
hepatoesplenomegalia, hipertensdo portal, formacdo de granulomas, fibrose
periportal, lesdes cardiopulmonares, dentre outras lesdes. Os sintomas da
esquistossomose sdo causados pela reacdo do organismo aos ovos produzidos

pelos vermes, e ndo pelos vermes em si (Rey, 2001).

1.4.0 ciclo da esquistossomose

A esquistossomose possui um ciclo de vida complexo que envolve um
hospedeiro intermediario, um molusco aquatico (do género Biomphalaria) e um
hospedeiro definitivo, vertebrado (homem e outros mamiferos) (Figura 7) (Hagan et
al., 2004). E causada por um parasita do género Schistosoma, podendo cinco
espécies parasitar o homem: S. haematobium, S. intercalatum, S. japonicum, S.
mansoni e S. mekongi. Na América a Unica espécie de interesse médico é a S.
mansoni (WHO, 2002).

O S. mansoni pertence a familia Schistosomatidae, classe Trematoda, subclasse
Digenea. Os trematdédeos do género Schistosoma distinguem-se dos outros Digenea
por apresentarem 0s sexos separados, diferentemente dos demais representantes

da subclasse, que séo hermafroditas (Rey, 2001).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Urtic%C3%A1ria
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dermatite
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Figura 7 — Ciclo de vida da esquistossomose. Fonte: CDC

Tipicamente 0 S. mansoni passa por cinco estagios larvarios (além do ovo):
miracidios, formas unicelulares ciliadas, que, apés a eclosdo do ovo em meio
liguido, nadam durante algumas horas em busca do molusco hospedeiro adequado
para o seu desenvolvimento; esporocisto priméario e esporocisto secundario,
formas unicelulares que se dividem assexualmente no interior do molusco, dando
mais tarde origem as formas multicelulares; cercéarias, que abandonam o molusco e
constituem a forma infectante para o homem e outros vertebrados (Rey, 2001).

As cercérias, com 500 um comprimento, sdo as formas larvares multicelulares
com caudas bifidas que abandonam o caracol e penetram a pele dos seres

humanos. Uma vez que se estabelece o contato da cercaria com na pele de seu
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hospedeiro vertebrado (homem) a cercaria inicia um processo ativo de penetracao
(Rey, 2001).

A capacidade invasora das cercéarias depende de um esforco mecanico de
penetracdo e da acdo quimica exercida pela secrecdo das glandulas cefalicas de
penetracdo. Nessa secre¢do encontram-se proteases, ou um complexo de enzimas
gue sao ativas contra as glicoproteinas da pele. Entre os extratos das camadas da
pele é aberto um tanel por onde penetra o corpo da cercéria, que deixa para tras sua
cauda destacada. A penetracdo demora 2 a 15 minutos, ao mesmo tempo em que
as cercarias se transformam em esquistossémulos, o ultimo estagio larvario (Rey,
2001).

A permanéncia do esquistossémulo na pele limita-se a dois ou trés dias, ao
fim dos quais o parasita, se ndo foi destruido pelos mecanismos de defesa do
hospedeiro, acaba por penetrar em um vaso cutdneo e € passivamente arrastado
pela circulacdo em direcédo aos pulmdes (Rey, 2001).

Do pulméo, os esquistossomulos vao para o coracdo e sao enviados pela
circulacao geral a todas as partes do organismo. O parasita comeca a se alimentar
de plasma sanguineo e migra entdo para a veia porta hepatica para completar seu
desenvolvimento e se tornar sexualmente maduro. Assim, no estado de vermes
adultos, migram para as vénulas da parede intestinal, preferencialmente as vénulas
do plexo hemorroidario superior e ramificacdes mais finas das veias mesentéricas,

particularmente da mesentérica inferior (Rey, 2001).

Os vermes adultos machos medem aproximadamente 1 cm (0,6-1,1 cm) de
comprimento e 0,1 cm de largura (Machado-Silva et al., 1995). Sdo brancos e
possuem uma ventosa oral e outra ventral. A parte externa do verme é composta por

uma bicamada dupla, que é continuamente renovada a medida que a camada
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externa, conhecida como o membrano-calice (membranocalyx), é descamada
continuamente (Braschi et al., 2006). O aparelho genital masculino € composto por
6-9 massas testiculares, situadas dorsalmente. Ha um canal deferente no inicio de
cada testiculo, que € ligado a um unico canal deferente, que se dilata para formar
um reservatorio, a vesicula seminal, localizada no inicio do canal ginecoforo. A
copula acontece por meio da coaptacdo dos orificios genitais masculino e feminino

(Rey, 2001).

A fémea tem um corpo cilindrico, mais longo e mais fino que o macho (1,2-1,6
cm de comprimento por 0,016 centimetros de largura). A fémea possui uma cor mais
escura, devido a presenca de hemozoina em seu tubo digestivo (Oliveira et al.,
2005); este pigmento é derivado da digestdo do sangue do hospedeiro. O ovéario &
composto por células hexagonais germinativas (ovocitos) com corddes de células
com um nucleo central; tais células apresentam diferentes estagios de maturacao
(Neves et al., 2005). O ovario é levemente lobulado e esta localizado na metade
anterior do corpo. Um pequeno oviducto conduz para o que continua para a tuba
uterina. Mais anteriormente, uma regido dilatada da tuba uterina é chamada de
ootipo, composto de células cilindricas com bases entrancadas e nucleos com

cromatina flacida. Apenas um dos ovos foi observado no Utero de cada vez. O Gtero

termina em um poro genital situado abaixo da ventosa ventral (Neves et al., 2005).

O tubo digestivo comeca na extremidade anterior do verme, na parte inferior
da ventosa oral. O tubo digestivo € composto por um eséfago que se divide em dois
ramos (direito e esquerdo) e que se reune em um Uunico ceco. Os intestinos

terminam cegamente, o que significa que ndo ha um anus.

As fémeas pdem seus ovos nas veias mesentéricas (Rey, 2001). Os ovos

sao elipticos com cerca de 60 um e tém uma espicula lateral afiada, que lesa os
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tecidos do hospedeiro quando séo expelidos. Os miracidios imaturos no seu interior

secretam enzimas que geram uma resposta imune ocasionando um granuloma.

Depois de atravessarem a parede dos vasos e a mucosa intestinal, e serem
evacuados com as fezes, os ovos, devem chegar a tempo util a alguma colecéo de
agua doce, eclodem e libertam suas larvas ou miracidios reiniciando seu ciclo

bioldgico.

1.5.Diagnostico e Tratamento

O diagnostico laboratorial da esquistossomose mansénica recomendado pela
OMS é o método de Kato-Katz (Katz et al., 1970; Katz et al., 1972) por ser um
método sensivel rapido e de facil execucdo. E feito através do diagnostico
coproscépico da presenca de ovos S. mansoni nas fezes do paciente. Ensaios
Soroloégicos - ELISA (Rabello, 1997; Pardo et al., 2007), FAST ELISA (Hancock e
Tsang, 1986), Dot ELISA (Rabello et al., 1993), indirect hemagglutination assay
(IHA) (Van Gool et al., 2002) e Immunoblot (Al-Sherbiny et al., 1999) — bem como
ensaios moleculares — PCR (Pontes et al., 2002; Abath et al., 2006), RT-PCR em
tempo real (Gomes et al., 2006; ten Hove et al.,, 2008) ou oligochromatographic -
PCR (OC-PCR) (Akinwale et al., 2008) podem ser usados como métodos auxiliares.

Atualmente, existem duas drogas disponiveis para o tratamento da infeccao
por S. mansoni, praziguantel e oxamniquina, Tais drogas sao consideradas
equivalentes em relacdo a eficacia e seguranca. Devido ao custo acessivel (U$ 0,30)
e a facil administracdo (dose Unica por via oral), praziquantel se apresenta mais
disponivel do que outros esquisonticidas (Hagan et al., 2004; Fenwick e Webster,

2006).
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A dose recomendada é: praziquantel, 60 mg/kg de peso corporal para
criancas até 15 anos de idade, e 50 mg/kg de peso corporal em adultos;
oxamniquina, 15 mg/kg para adultos e 20 mg/kg para criancas até aos 15 anos de
idade. O objetivo do tratamento é curar a doenca e evitar a evolugcédo da fase aguda
para a forma crénica da doenca.

Esta estratégia controla a morbidade, mas nado confere imunidade aos
pacientes tratados. Frequentemente os individuos tratados que vivem em regides
endémicas se re-infectam. Assim, a solucdo deste grande problema de salde
publica, além da implementacdo em larga escala de saneamento basico, reside no
desenvolvimento de novas terapias e/ou vacinas que possam ser acessiveis e

eficazes na populacdo mundial que vive em zonas endémicas.

1.6.A interacdo parasita-hospedeiro na esquistossomose

Esquistossomose €é provavelmente uma das doencas mais antigas da
humanidade. Sua cronicidade e transmissdo por contato com agua contaminada séao
adequadas para manter a infeccdo em porcdes relativamente pequenas e isoladas
de seres humanos e acompanhar a evolugdo humana. Sendo assim, acredita-se que
0 parasita e o hospedeiro co-evoluiram, limitando a morbidade e prevenindo a morte
do hospedeiro. Isso requer uma complexa interacdo parasita-hospedeiro para
manter o equilibrio e permitir a transmissdo continua do parasita sem efeitos

deletérios para o hospedeiro (King, 2001).

O parasita apresenta um sofisticado sistema de escape do sistema imune de
seus hospedeiros, o que Ihe permite habitar os vasos do sistema circulatorio, por

longos periodos. Uma das formas de escape envolve a expressédo de antigenos de
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superficie e modificacdo da resposta imune do parasita (Salzet et al., 2000). Ja foi
determinado que um dos fatores de modificacdo desta resposta se da através de um
mecanismo ativo de interferéncia do parasita na sintese de citocinas (Angeli et al.,
2001), ou através da inducdo da apoptose de células de defesa do hospedeiro
(Chen et al.,, 2002). Existe também interferéncia dos horménios do hospedeiro
definitivo no desenvolvimento do parasita, efetivada por meio de receptores para
horménios humanos existentes no parasita (Osman et al., 2006; Oliveira et al.,

2009).

1.7.Importancia do Pareamento na Maturacdo do Verme Adulto

Além de sua capacidade de viver por décadas no sistema sanguineo de seus
hospedeiros vertebrados, Schistosoma representa a Unica classe de trematodeos
com vida didica (Knobloch et al., 2006). Um continuo pareamento com o macho é
essencial para a maturacdo sexual do sexo feminino (Popiel e Basch, 1984; Kunz,
2001b; Grevelding, 2004) e para manter a atividade reprodutiva e produgéo de ovos
(Kunz, 2001b; LoVerde, 2002; Hoffmann, 2004).

Vermes adultos fémeas provenientes de infec¢cdes unissexuadas (“single-sex”)
séo subdesenvolvidos, apresentam atrofia do tamanho e um sistema reprodutivo
imaturo. Em particular, o vitelino, cujas células produzem os precursores da casca e
0s nutrientes do ovo, ndo é desenvolvido (LoVerde et al., 2009). No nivel molecular,
a sintese de DNA aumenta 4-5-vezes quando as fémeas de infec¢bes unissexuadas
sao re-pareadas com vermes machos, indicando atividade mitotica associada com o
desenvolvimento do vitelino (Knobloch et al., 2006). Macho e fémea possuem um
contato intimo ao longo de todo o canal ginecéforo do macho. Tal pareamento

ocorre quando ambos ainda sédo imaturos, quando a fémea se acomoda totalmente
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dentro do canal ginecéforo do macho (Platt et al., 1991). Tal associa¢do intima é
necessaria para o crescimento, o desenvolvimento reprodutivo e a producéao de ovos

continua.

1.8.Projeto Genoma e Transcriptoma do Schistosoma mansoni

O genoma do S. mansoni possui 363 milhdes de bases dispostas em oito
pares de cromossomos, sete pares autossémicos e um par de cromossomos sexuais
(Berriman et al., 2009). A fémea do S. mansoni é heterogamética (ZW), e o macho é
homogamético (ZZ). O sexo é determinado no zigoto por um mecanismo
cromossomal.

Os primeiros estudos estimavam gue 0 genoma possuisse um contetdo GC
de 34% (Hillyer, 1974); apresentava 4-8% de sequUéncias altamente repetitivas, 32-
36% sequéncias moderadamente repetitivas e 60% de sequéncia copia Unica
(Simpson et al., 1982). Numerosos elementos altamente ou moderadamente
repetitivos haviam sido identificados e sugeriam que 30% do DNA era repetitivo (Le
Paslier et al., 2000). Estimava-se que existiam 15-20.000 genes expressos.

Em 2000, a primeira biblioteca genémica de Schistosoma foi construida em
vetor BAC, a sequéncias das extremidades dos insertos de 93 clones foi
determinada, e a biblioteca com mais de 21 mil clones foi imobilizada em
membranas de nylon e usada para experimentos de hibridizacéo (Le Paslier et al.,
2000). Até 2003 haviam sido obtidas 16.813 sequéncias de fragmentos de genes
expressos (ESTs), um esfor¢co de alguns grupos no mundo, incluindo um consércio
internacional financiado pela OMS (Franco et al., 1995; Machado-Silva et al., 1995;

Franco et al., 1997; Rabelo et al.,, 1997; Santos et al., 1999; Merrick et al., 2003).
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Entre maio de 2001 e agosto de 2002 foram geradas 163.586 ESTs (Expressed
Sequence Tags) pelo projeto “Schistosoma mansoni EST Genome”, financiado pela
FAPESP e pelo CNPg, e as sequéncias foram tornadas publicas em 2003
(Verjovski-Almeida et al., 2003). Os ESTs foram agrupados em um conjunto néo-
redundante de 30.988 SmAEs (Schistosoma mansoni Assembled EST sequences).

Utilizando o conjunto dos dados de SmAEs gerados, foi estimado que cerca
de 92% dos 14000 genes previstos do Schistosoma mansoni tiveram fragmentos
sequenciados no projeto. Analises complementares indicam que varios destes genes
apresentam diversos padrdes de expressao nas diferentes fases do ciclo de vida do
parasita (Verjovski-Almeida et al., 2003). Este projeto gerou um repositorio de
grande potencial para selecdo e analise de genes criticos para o desenvolvimento e
sobrevivéncia do parasita, que ainda permanece bastante inexplorado.

Em 2009, foram publicados os genomas do S. mansoni e S. japonicum,
descrevendo 11.809 e 13.469 genes, respectivamente (Berriman et al., 2009; Zhou
Y, 2009). A andlise do genoma do S. mansoni destacou expansdes na familia das
proteases e deficiéncias no metabolismo de lipideos; ambas as observacdes podem
ser relacionadas diretamente ao ciclo de vida do parasita. Os resultados abrem

caminho para pesquisas sobre novos alvos de tratamento.

1.9.Tecnologia de Microarranjos no estudo do transcriptoma de S. mansoni

Microarranjos de cDNA sdo uma tecnologia promissora para uma maior
compreensao e elucidacdo da expressdo génica diferencial em diversos tecidos e
organismos que se apresentam em situacdes normais e patoldgicas. Esta tecnologia
possibilita uma visdo do funcionamento dos organismos como um todo, uma vez que

ela proporciona uma imagem da expressao de milhares de genes simultaneamente.
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A principal aplicacdo desta técnica, atualmente, € o monitoramento da expressao
génica para diagnaosticos, e para os estudos de farmacogendmica - desenvolvimento
de novas drogas, bem como uma maior compreensao dos pacientes que respondem
ou ndo a uma terapia, dentre outras aplicacfes (Heller, 2002).

Milhares de fragmentos de cDNA sdo depositados em alta densidade em
laminas de vidro, utilizando-se uma maquina robotizada (por exemplo o Generation
[l Microarrays Spotter™ da Amersham), que opera em alta velocidade e precisao,

produzindo assim as laminas.

As laminas com as sondas de cDNA depositadas e imobilizadas sao
hibridizadas com amostras de cDNA fita simples marcado fluorescentemente pela
incorporacdo de Cy3-dCTP ou Cy5-dCTP (Amersham Pharmacia Biotech). Este
altimo cDNA é gerado a partir do RNA extraido das células e tecidos nos quais se
deseja caracterizar o nivel de expressdao dos genes. Amostras que foram
submetidas a diferentes condicbes podem ser comparadas, possibilitando a
determinacao de padrdes de alteracdo na expressao génica em diversas condi¢coes.

Dois trabalhos pioneiros foram publicados utilizando a tecnologia de
microarranjo para analisar a expressao génica em larga escala de Schistosoma, um
deles realizado na Inglaterra por Hoffmann e equipe, descreve que através de
microarranjos de cDNA (com uma lamina que possuia sondas para 576 fragmentos)
foram identificados 16 novos genes relacionados a maturacao sexual, sendo que 12
destes genes eram associados a maturacdo sexual de fémeas e 4 novos genes
associados com machos adultos de S. mansoni (Hoffmann et al.,, 2002). O outro
trabalhno do mesmo grupo estudou a expressdo de genes de S. japonicum
(Fitzpatrick et al., 2004). Estes microarranjos foram construidos com fragmentos de

genes ja conhecidos anteriormente & aquisicdo dos 160.000 ESTs de S. mansoni
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Embora os estudos pioneiros tenham usado um repertoério limitado de genes
para a selecao das sondas, estudos mais recentes (DeMarco et al., 2006; Verjovski-
Almeida et al., 2007; Fitzpatrick et al., 2009) empregaram um maior repositorio de
informacdes de transcricdo para gerar mais sondas para as plataformas, permitindo
um maior repertério de genes testados em cada experimento.

O aumento na quantidade de informac&o genética disponivel, bem como o
desenvolvimento da tecnologia que permita um maior nimero de sondas a ser
depositado na lamina, permite que todos os genes de S. mansoni estejam
depositados na mesma plataforma.

O uso de microarranjos € um poderoso recurso a ser explorado para a analise
do transcriptoma do Schistosoma mansoni. A analise que ele possibilita &€ capaz de
evidenciar genes, vias de transducdo de sinal, vias metabdlicas vitais para o
desenvolvimento do parasita na relacdo parasito-hospedeiro, bem como
mecanismos de escape do parasita frente ao sistema imune do hospedeiro e
mecanismos de resisténcia frente a esquisonticidas. A compreensao destas vias e
mecanismos podera permitir um melhor entendimento das dificuldades de encontrar
uma terapia eficaz contra o parasita, além da indicacdo de outros candidatos para o

desenvolvimento de novas drogas e vacinas contra a esquistossomose.
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2. Objetivos

Os objetivos deste trabalho podem ser divididos em trés grupos:

2.1.Estudo do transcriptoma de vermes adultos de S. mansoni utilizando a

plataforma de oligonucleotideos com 44.000 (44K) elementos

2.2.Estudo dos efeitos do pareamento no perfil de expresséo génica de

vermes adultos utilizando a plataforma de 4K

Avaliar os efeitos em curto prazo do pareamento na expressao génica entre
vermes pareados ou mantidos separados de seu respectivo par durante 24
horas

Avaliar os efeitos em longo prazo do pareamento na expressao génica entre
vermes pareados ou mantidos separados de seu respectivo par durante 13

dias

2.3.Estudo dos efeitos da difusdo de proteinas e/ou hormdnios secretados

pelo macho no meio sobre o perfil de expressdao génica de fémeas
adultas e dos efeitos do contato fisico direto de vermes machos e

fémeas adultas utilizando a plataforma de 4 x 44K

Avaliar os genes possivelmente regulados pela difusdo de proteinas e
horménios secretados pelo macho no meio, para os quais a mudanca do nivel
de expresséo nao dependa da necessidade de contato direto entre 0 macho e

a fémea.
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e Avaliar os efeitos do re-pareamento na expressao génica entre vermes
mantidos pareados durante 13 dias ou mantidos separados por 6 dias e que

foram re-pareados durante os préximos 7 dias.

3. Metodologia

3.1.0Obtencao do Material Biologico

3.1.1. Cepa Utilizada

Neste trabalho, utilizamos a cepa LE de S. mansoni. Esta cepa foi isolada de
um individuo residente em Belo Horizonte e tem sido mantida pelo Laboratério de
Parasitologia do Instituto Adolfo Lutz, coordenado pela Dra Cibele Gargioni, através
de sucessivas infeccdes em moluscos da espécie Biomphalaria glabrata e hamsters

da espécie Cricetus auratus (Pellegrino e Katz, 1968).

3.1.2. Infeccao de Moluscos

Para manutencdo do ciclo de S. mansoni foram utilizados moluscos (B.
glabrata). Estes caramujos sdo originarios de exemplares capturados em Belo
Horizonte (Pellegrino e Katz, 1968).

Hamsters infectados com S. mansoni foram perfundidos e seus figados
coletados, para a obtencdo de ovos do parasita. Tais figados foram
homogeneizados e triturados junto a 100 mL de PBS. A suspenséao foi dividida em
dois calices de Hoffman e deixada parar decantar durante 30 minutos. O
sobrenadante foi removido e 50 mL de agua foram usados parar ressuspender o
pellet, o calice foi deixado para decantar por mais 30 minutos. Tal procedimento de

lavagem foi repetido duas vezes. O sobrenadante foi descartado, o pellet
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ressuspendido em 20 mL de agua e vertido em uma placa de Petri que permaneceu
exposta a luz branda por uma hora (Pino-Heiss et al., 1985).

Logo apoés a eclosao, os miracidios foram colocados frente a exemplares de B.
glabrata. Cada molusco foi colocado em contacto com 10 miracidios.

Trinta dias apds a exposicdo aos miracidios, os caramujos foram examinados

individualmente para a verificacao da liberacéo de cercarias.

3.1.3. Infeccdo de Camundongos

Para a infeccdo, foram utlizados hamsters (C. auratus) fémeas, com
aproximadamente 45 dias de vida. Os camundongos foram infectados
individualmente, no dorso por via subcutanea com aproximadamente 100 cercarias

por animal.

3.1.4. Perfusao e Coleta dos vermes

Quarenta e cinco dias apés a infeccdo os hamsters foram sacrificados por
inalacdo de CO.,. A técnica de perfusdo de camundongos utilizada para obtencéo
dos vermes adultos foi descrita por (Brener e Pellegrino, 1956)

3.1.5. Extracdo de ovos de S. mansoni e de miracidios livres de
contaminacéao do tecido do hospedeiro

O protocolo de extracdo de ovos baseia-se na publicacdo de Dalton e
colaboradores (Dalton et al., 1997). Trés a quatro figados de hamsters infectados
com S. mansoni foram laminados em pequenos pedac¢os com uma lamina de bisturi
e entdo misturados a 50 mL de tampéao fosfato (PBS), para obter uma suave
consisténcia. A suspensao foi decantada em tubo conico de 50 mL (Falcon). Foi

adicionado ao tubo 20 mg de colagenase B (Gibco #17101), 100 pL (10 pg) de
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penicilina e 100 pL (20 pg) de estreptomicina. Tal mistura foi incubada com agitacao
a 37°C durante 16 horas. O tubo foi entdo centrifugado a 400 g por 5 minutos; o
sobrenadante removido e o pellet ressuspendido em 50 mL de PBS fresco. Este
procedimento de lavagem foi repetido mais duas vezes, sendo que apds a ultima
centrifugagéo o pellet foi ressuspendido em 25 mL de PBS. A mistura ressuspensa
passou por uma peneira de 250 um, e entdo por uma peneira de 150 um. O filtrado
foi centrifugado a 400 g por 5 min, e o0 sobrenadante descartado. O sedimento foi
ressuspendido em 3 mL de PBS e aplicado no topo de uma coluna Percoll,
preparada pela mistura de 8 mL de Percoll com 32 mL de sacarose 0,25 M em um
tubo conico (Falcon) de 50 mL.

O tubo foi centrifugado a 800 g por 10 min. As células do figado
permaneceram no topo da coluna de Percoll e foram removidas com uma pipeta
Pasteur. Os ovos do S. mansoni sedimentaram no fundo do tubo, e foram removidos
com uma pipeta Pasteur. Os ovos foram lavados 3 vezes com PBS contendo EDTA
1 mM, EGTA 1 mM em um tubo de 10 mL a 30 g. Os quelantes de metal foram
incluidos para inativar a colagenase B. As células residuais de figado foram
removidas pelo descarte do sobrenadante. Uma purificacdo adicional dos ovos foi
realizada com a ressuspensao dos ovos em 0,5 mL de PBS e aplicagcdo em uma
segunda coluna de Percoll, preparada através da mistura de 2,5 mL de Percoll com
7,5 mL de sacarose 0,25 M em tubo conico de 10 mL (Falcon). Os ovos foram
sedimentados e lavados como descrito anteriormente, com excec¢ao dos tampdes de
lavagem que continham EDTA e EGTA.

Os ovos foram adicionados a 0,5 mL de agua destilada em um tubo de
microcentrifuga e expostos a uma luz brilhante (Pino-Heiss et al., 1985). Miracidios

eclodiram dentro de 15 minutos, e o sobrenadante foi removido a cada 30 minutos
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durante o periodo de 2 horas e substituido por agua fresca. Os sobrenadantes
contendo os miracidios foram agrupados, resfriados em gelo (Miracidios perdem a
mobilidade em agua fria e afundam) e recuperados pela centrifugacdo a 15.000 g

por 20 segundos a 4°C.

3.2.Cultivo de esquistossémulos por 7 dias

O procedimento a seguir baseia-se na metodologia de Basch (1981).
Primeiramente colocamos os meios ELAC e M-169 em banho a 37 °C e os tubos
conicos (Falcon) de 50 mL com cercérias no gelo por 30 minutos. Os tubos foram
entdo centrifugados por 1 ou 2 minutos a 201 g a 4 °C. Sobrenadante foi despejado
de uma vez em béquer com etanol absoluto (descarte). A partir deste ponto toda a
manipulacdo foi feita dentro de um fluxo laminar em condicdes estéreis. Um mL de
ELAC foi adicionado ao 1° tubo contendo o pellet de cercaria. O pellet foi misturado
a solucdo de forma delicada para dissolver o pellet. O conteudo foi transferido deste
1° tubo para o 2° tubo contendo as cercarias e misturado delicadamente. Este
procedimento foi repetido até o 5° tubo. Ao final, o contetdo desses cinco tubos foi
colocado em um tubo cobnico (Falcon) de 15 mL (tubo A). Novamente um mL do
meio ELAC foi adicionado ao 1° tubo e todo o procedimento repetido até o 5° tubo. O
conteudo foi transferido para o tubo (A). Os tubos cénicos (Falcon) de 50 mL foram
descartados em um béquer de descarte. O tubo (A) foi selado com parafilme e o
vortex ajustado a maxima agitacdo. O tubo foi agitado por 1 minuto e meio no vortex,
para quebrar as caudas das cercarias (transformagédo mecéanica). O conteudo foi
deixado decantar por alguns minutos. O sobrenadante foi retirado, deixando apenas
um pouco do meio (onde estdo os corpos de cercarias); € de total importancia

lembrar-se de néo tocar no pellet decantado. Foram adicionados 5 mL de ELAC no
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tubo conico (Falcon) de 15 mL (A). O conteudo foi homogeneizado com uma pipeta
5 vezes (devagar, sem borbulhar) e deixado sedimentar por 5-6 minutos. O
sobrenadante foi retirado novamente. As lavagens foram repetidas até que todos os
corpos cercarianos estivessem livres das caudas. Os tubos foram trocados, para
evitar contaminacao e continuar as lavagens. Foram colocados aproximadamente de
10 a 20 mL (dependendo da quantidade de corpos cercarianos) do meio M-169 em
garrafa(s) estéril(eis). Para retirar os esquistossémulos dos tubos conicos (Falcon)
de 15 mL, foi adicionado 1 mL de M-169 em cada tubo e misturado por pipetagem,
transferindo para a garrafa estéril. As garrafas foram deixadas na estufa a 37 °© C por
7 dias.

ApOs sete dias de cultura, as garrafas foram deixadas em pé,
aproximadamente por 5 minutos, para que as larvas (esquistossémulos)
sedimentassem. Parte do meio utilizando foi retirada com uma pipeta. O meio
restante (aproximadamente 10 mL) foi transferido para um tubo cénico (Falcon) de
15 mL e centrifugado por 1 minuto a 201 g. O meio foi retirado e adicionamos
aproximadamente 5 mL de solucéo salina (0,85%) ou PBS no tubo cénico (Falcon).
O tubo foi centrifugado novamente e as larvas foram transferidas para microtubo
(Eppendorf) contendo RNAlater (1,5 mL). O tubo foi deixado na geladeira por 24

horas e ap0s este periodo foi transferido para um freezer a — 20 °C.

3.3.Cultivo de S. mansoni in vitro por 24 horas

ApoGs a perfusdo dos hamsters, os vermes foram imediatamente transferidos
para meio de cultura Advanced RPMI 1640, ndo estéril, a 37 ° C. Vermes pareados
ou machos e fémeas separadas foram mantidos em placas de cultura 150m

(Corning, # 430599) utilizando 30 mL de meio de cultura Advanced Medium RPMI
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1640 (Gibco, # 12633-012) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado
pelo calor, 2% de HEPES (4 - (2 hidroxietil) piperazina-1-etanossulfonico) pH 7,4, e
1% da mistura de antibidtico / antimicético para cultura de células (Gibco, # 15240-
096).

Vermes foram lavados trés vezes com o meio Advanced RPMI 1640
suplementado e mantidos a 37°C e 5% CO, durante 24 horas em uma estufa. Um
namero maximo de 100 vermes foi mantido por placa.

Apos 24 horas os vermes de cada uma das culturas foram examinados no
microscopio; para as culturas de macho e fémea ndo pareados apenas 0s que
permaneceram vivos foram coletados e no caso da cultura de vermes pareados,
apenas 0s que permaneceram pareados e vivos foram coletados.

Os vermes coletados foram colocados em uma solu¢cdo de RNALater (Ambion #
AM7020) com o auxilio de uma pinca em forma de gancho e armazenados em
microtubos (Eppendorf). Os tubos foram deixados na geladeira por 24 horas e ap6s

este periodo foram transferidos para um freezer a — 20 ° C.

3.4. Cultivo de S. mansoni in vitro por 13 dias

ApoGs a perfusdo dos hamsters, os vermes foram imediatamente transferidos
para meio de cultura Advanced RPMI 1640, ndo estéril, a 37 °C. Vermes foram
agrupados em 5 cinco grupos diferentes: 1- Vermes pareados, 2- Fémeas adultas
separadas, 3 — Machos adultos separados, 4 — Vermes (machos e fémeas) que
permaneceram separados (dia 1-6) e ficaram na presenca um do outro sem contato
fisico (dia 7-13), 5 — Vermes (machos e fémeas) que permaneceram separados (dia
1-6) e foram repareados (dia 7-13). Os vermes dos diversos grupos foram mantidos

em placas de seis pocos (BD Falcon # 353046) sendo que cada poc¢o continha 5 mL



41

de meio de cultura Advanced Medium RPMI 1640 (Gibco, # 12633-012)
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, 2% de HEPES pH
7,4, e 1% da mistura de antibidtico / antimicético para cultura de células (Gibco, #
15240-096).

Os vermes foram lavados trés vezes com o meio Advanced RPMI 1640
suplementado e mantidos a 37°C e 5% CO, durante 13 dias em uma estufa. O meio
de cultura foi trocado nos dias 2, 5, 7, 9 e 12. O re-pareamento ocorreu no sexto dia
de incubacéao e para tal os vermes machos foram colocados na presenca de fémeas.
Para o experimento em que 0s vermes ficaram no mesmo meio, mas sem contato
fisico utilizamos um inserto para cultura celular com poros de 8 um (BD BioCoat #
353093) para manter as fémeas de um dos dois lados do compartimento, sem
contato fisico com os machos que estavam separados pelo inserto poroso, mas
possibilitando a troca entre os dois compartimentos de meio e substancias
secretadas. Um namero maximo de 20 vermes foi mantido por poco.

ApoOs 24 horas os vermes de cada condi¢do estudada foram recolhidos com uma
pinca em forma de gancho e armazenados em microtubos (Eppendorf) contendo
RNAlater (Ambion # AM7020). Os tubos foram deixados na geladeira por 24 horas e

apos este periodo foram transferidos para um freezer a — 20 ° C.

3.5. Extragao de RNA total

Para extracdo de RNA total os vermes foram descongelados, o RNAlater foi
retirado e cada amostra foi lavada duas vezes com 2 mL de dgua DEPEC.

Para os ensaios in vitro durante 24 horas os vermes foram homogenizados com
o disruptor de tecidos Heidolph Diax 900 utilizando o dispersor - Modelo 6F. O RNA

total foi extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen Life Technologies # 15596-
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026) de acordo com o protocolo de extracdo de RNA total descrito pelo fabricante. O
RNA total final foi ressuspendido em 30 yL de agua DEPC.

Para os ensaios in vitro de 13 dias os vermes foram homogenizados com o0
disruptor de tecidos Silent Crusher M (Heidolph) utilizando o dispersor - Modelo 6F.
O RNA total foi extraido utilizando o RNeasy Mini Kit de acordo com o protocolo de
extracdo de RNA total descrito pelo fabricante (Qiagen # 74104). O RNA total final

foi eluido em 30 pL de agua DEPC.

3.6.Quantificacao e purificacdo do RNA total

A dosagem das amostras foi realizada no espectrofotometro UV-Vis Nano
Drop 6000 (Thermo Scientifc) usando 1,5 pL de cada amostra de RNA total. O
sistema de retencdo de amostras elimina a necessidade de cubetas ou capilares, o
que diminui a quantidade de amostra necessaria para a quantificacdo. A tensdo
superficial é utilizada para manter uma coluna de amostra de liquido no local
enquanto uma medicao é feita.

Em seguida, as amostras foram purificadas em colunas de troca idnica e tratadas
com DNAse utilizando os RNAse-free DNAse set (Qiagen # 79524) e RNeasy Mini
Kit (Qiagen, # 74104). A integridade do RNA total foi verificada utilizando Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies), uma eletroforese capilar microfluidica
(tecnologia Lab-on-a-Chip da Agilent). O programa do equipamento Bioanalyzer
analisa a qualidade das amostras baseado no padrdo das bandas do RNA
ribossomal 28S e 18S e confere uma nota denominada RIN (RNA Integrity Number).
As amostras de S. mansoni apresentam somente a banda do RNA ribossomal 18S.
Isso ocorre devido a um pequeno gap na molécula de RNA ribossomal 28S; essa
interrupgéo faz com que o RNA se dissocie em dois fragmentos de mesmo tamanho

(2000pb aproximadamente) o que resulta em uma corrida com apenas uma banda
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detectavel proxima a 18S (van Keulen et al., 1985). Sendo assim o RNA total de S.
mansoni € considerado de boa qualidade quando apresenta uma banda integra de

18S, ou seja, sem a presenca de arraste.

3.7.Ensaios Realizados em laminas de microarranjos em plataforma de 4K

3.7.1. Obtencéao, purificacdo e deposicao em lamina de produtos
de PCR para microarrays de DNA em |lamina de vidro

Utilizou-se a colegdo de clones da biblioteca de cDNA previamente
sequenciada pelo grupo ((Verjovski-Almeida et al., 2003) para amplificacdo por PCR
dos insertos de genes selecionados, e sua deposi¢cdo nas laminas. As amplificacdes
foram feitas diretamente a partir de cultura de células bacterianas da biblioteca, em
placas de 96 pocos, em um volume total de reacdo de 100ul. A reacédo de PCR foi
preparada na seguinte concentracédo: MgCl, 1,5 mM, Taq Buffer 1x, dATP 0,2 mM,
dGTP 0,2 mM, dCTP 0,2 mM, dTTP 0,2 mM, Taq polimerase 1 U/100 ul , primer T7
100 pmol/100 pl, primer SP6 100 pmol/100 ul . A reacdo de PCR foi feita em um
Termociclador DNA engine PTC-225 (MJ Research) segundo um programa de 40
ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 2 minutos, anelamento a 60 °C por 1 minuto,
polimerizacdo a 72 °C por 3 minutos, finalizada por incubagdo a 72 °C por 10
minutos.

Apés este processo foi realizada a purificacdo dos produtos de PCR,
utilizando para tal a placa de 96 pocos MultiScreen — PCR Plates (Millipore - #Manu
030). As amostras foram colocadas sobre a placa e centrifugadas a 2252 g por 4
minutos. Apds descartar o filtrado, as amostras (ja aderidas na placa) foram lavadas

quatro vezes com 200 uL de 4gua destilada e deionizada estéril (no mesmo tempo e

centrifugacédo do passo anterior). Para recuperar os produtos de PCR 50 ul de Tris
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10 mM foram colocados em cada poco, a placa foi colocada em agitador automatico
por 5 minutos e logo apdés os 50 ul onde estavam os produtos de PCR foram
recuperados aspirando-os pelos pocos (sem centrifugagcédo). Os produtos foram
entdo submetidos a eletroforese em gel de agarose, as imagens foram capturadas
utiizando o programa Liscap (GE Biosciences) e os fragmentos de DNA

quantificados utilizando o programa Imagemaster total lab 2.01 (GE Biosciences).

Para a confeccdo dos arranjos de DNA, os produtos de PCR purificados
foram manualmente rearranjados das placas de 96 pocos para placas de 384 pocos.
No processo de rearranjo, 15 pL de produto de PCR purificado foram misturados
com igual volume de DMSO. O conjunto de produtos de PCR foi depositado
automaticamente por um robd em posicbes fixas pré-determinadas sobre laminas
espelhadas tipo 7 silanizadas, usando o equipamento Generation Il Microarranjos
Spotter™ (Amersham Pharmacia Biotech). Apds a deposicdo dos fragmentos de
DNA, as laminas foram submetidas a 50 mJ de luz UV para imobilizacdo do DNA por
cross-linking e armazenadas em dessecador. Como um controle de qualidade do
processo de manufatura dos arranjos, uma das laminas de cada lote foi corada com
VistraGreen® (Amersham Biosciences) e seus sinais foram quantificados somente
para a verificacdo de que a deposicdo ocorreu de forma aproximadamente
homogénea por toda a lamina.

Além dos cDNAs de Schistosoma amplificados foram também depositados
nas laminas amostras controle do sistema Scorecard Universal Lucidea™
(Amersham Biosciences, EUA). Este sistema é composto por 23 genes sintéticos de
regides intergénicas de leveduras que funcionam como genes controle. Estes genes
foram hibridizados com dois tipos de RNA controle, fornecidos pelo kit, denominados

“spikes”, que foram adicionados as amostras de RNA testadas. As amostras do
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sistema scorecard foram utilizadas de acordo com a metodologia recomendada pelo

fabricante.

Os controles do scorecard sao categorizados como:

- Controles de calibracdo: permitem a avaliacdo da faixa de abrangéncia e
sensibilidade do sistema,;

- Controles de razdo: servem como referéncia para medir a expressao diferencial
entre 0os microarranjos. Os controles de razdo séo fornecidos em diluicdes de
modo que representem baixos e altos niveis de expressao dos microarranjos;

- Controles de utilidade: permitem que se estime a eficiéncia do processo de
marcacdo e a auséncia de contaminantes inibidores da marcacdo no RNA
mensageiro purificado; também podem ser utilizados como controles negativos

ou controles adicionais de razao e calibracao.

3.7.2. Sintese, amplificacdo e marcacdo de cRNA

500 ng de RNA total, previamente tratados com DNAse foram utilizados para a
obtencdo de cRNA amplificado e marcado com Cy3 e Cy5, utilizando o kit
SuperScript Indirect RNA Amplification System (Invitrogen, # L1016-02). Para a
analise da expressdo génica foram realizadas hibridizacbes com as duas
populacdes distintas (tratadas e nédo tratadas). As amostras foram marcadas com 0s
dois fluor6foros e hibridizadas na mesma lamina, de modo a obter uma réplica
técnica no mesmo experimento (dye-swap). A Figura 8 esquematiza as etapas do

processo de amplificagédo de RNA.
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Figura 8 - Representacdo esquematica das etapas do processo de
amplificacdo de RNA utilizando a metodologia e reagentes fornecidos pela
empresa Invitrogen Corporation.

3.7.3. Hibridizacdo das amostras
As sondas marcadas e secas foram ressuspendidas com 28,75 uL de agua
mili-Q tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC). A sonda marcada com Cy3 foi
misturada com a marcada com Cy5, fornecendo um volume total de 57,5 uL. Foram

adicionados 57,5 uL de tamp&o de hibridizacdo (Microarray Hybridization Buffer®-
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Amersham Biosciences) e 115 uL de formamida. As solu¢cbes foram incubadas a
92°C por 2 min e colocadas em gelo logo em seguida. A lamina de vidro foi limpa
com nitrogénio e colocada na camara do hibridizador automatico ASP (Amersham).
Os 230 uL de solucdo contendo as sondas marcadas foram aplicados com uma
seringa na camara do aparelho ASP. A hibridizacdo ocorreu por 16h, a 42°C e, ap0s
este tempo, foram efetuadas automaticamente as lavagens na seguinte ordem: uma
vez em 1 x SSC, 0,2 % SDS 10 minutos a 55°C, duas vezes em 0,1 x SSC, 0,2 %
SDS por 10 minutos a 55°C, uma vez em 0,1 x SSC por 1 minuto em temperatura
ambiente, seguidos por 1 minuto em agua mili-Q e secagem imediata com jato de
nitrogénio.

A leitura dos sinais foi feita utilizando-se o scanner 4000B (Molecular
Devices). Os arquivos obtidos foram nomeados de acordo com o cddigo de barras

das laminas e a voltagem utilizada na fotomultiplicadora (PMT).

3.7.4. Processamento de imagens e Normalizagéo

Os dados numéricos das intensidades de cada gene foram extraidos das
imagens com o programa ArrayVision 8.0 (Imaging Research Inc.) utilizando-se a
medida de densidade MTM (Média truncada com base na mediana, Median-based
Trimmed Mean) e subtraindo-se o valor da intensidade de fundo.

Para corrigir um desvio sistematico dos dados originados a partir de pequenas
diferencas na eficiéncia de marcacéo e/ou deteccéo entre os corantes fluorescentes,
as razoes de intensidade (pareado/ndo-pareado) foram transformadas para log
(base 2) e normalizadas usando um algoritmo local de regresséao linear (LOWESS)
(Yang e Speed, 2002b).

Cada lado da lamina foi tratado como um ponto (metade esquerda e direita da

lamina, onde existem réplicas do mesmo gene). Realizamos a média das duas
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réplicas técnicas, uma vez que elas séo réplicas com inversao de cor (dye-swap). O
dye-swap € feito para eliminar os efeitos de incorporacdo diferente dos dois

corantes, e para eliminar este efeito totalmente fizemos a média das duas medidas.

3.8.Ensaios Realizados em laminas de microarranjo em plataforma 4 x 44K

3.8.1. Especificagcbes das laminas comerciais 4 x 44K Agilent
Technologies

Uma nova plataforma de microarranjos de oligonucleotideos foi desenhada
por nosso grupo e fabricada sob encomenda pela Agilent Technologies, com
aproximadamente 44.000 sondas representando todos os fragmentos de genes
expressos de S. mansoni conhecidos. Por meio da tecnologia Agilent esta
plataforma possibilita a hibridizacdo de quatro experimentos de microarranjo
simultaneamente em uma lamina, que possui quatro conjuntos completos de
sondas, cada um com 44 mil sondas de oligonucleotideos 60-mer, fixados em sub-
compartimentos separados na lamina. O grande niumero de sondas combinado com
uma anotacdo extensiva das sequéncias disponiveis permitiu uma abordagem
compreensiva na qual a maior parte do transcriptoma do S. mansoni foi
representada (Verjovski-Almeida et al., 2007)

Para o0 desenho das sondas que constituiiam esta plataforma de
oligonucleotideos, o Dr. Thiago Motta Venancio, na época aluno de doutorado de
nosso grupo de pesquisa, utilizou todas as sequéncias de ESTs e mRNA de S.
mansoni e S. japonicum do GeneBank, aléem da montagem parcial do genoma de S.
mansoni disponivel no site do Wellcome Trust Sanger Institute (http://
www.genedb.org/genedb/smansoni/). As sequéncias foram filtradas contra

contaminantes (elementos de transposicdo, DNA mitocondrial, DNA ribossomal,
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DNA de Biomphalaria e DNA humano) e montadas a fim de formar um consenso,
sendo para tal utilizado o programa CAP3. Contigs resultantes desta montagem
foram nomeados C8XXXXX e singlets foram nomeados COXXXXX, onde X
representa qualquer digito.

Os contigs e singlets gerados foram submetidos a busca no banco nr do
GeneBank utilizando BLASTX, para atribuir a orientacdo das mensagens. O
alinhamento com maior pontuacdo foi utilizado para anotacdo de uma possivel
funcdo e para a atribuicdo da fita codificante, na qual a sonda foi projetada (fita +).
Para cada um destes contigs ou singletes foram selecionadas todas as sequéncias
60-mer que satisfaziam uma série de condi¢cdes que foram estabelecidas pela
Agilent Technologies (Hughes et al., 2001) descritas a seguir: as sondas né&o
deveriam ter 8 ou mais bases derivados de regides repetitivas do genoma ou trechos
homopoliméricos de 7 ou mais bases (baixa complexidade); conteudo GC de 35-
55% e temperatura de fuséo (Tm) de 68-76°C.

A fim de reduzir hibridizagdes cruzadas nao-especificas foi feita uma busca
das sondas de 60-mer por BLASTn contra as sequéncias do genoma S. mansoni,
obtidas do Instituto Wellcome Trust Sanger. Para passar por esta filtragem a sonda
deveria apresentar um alinhamento perfeito e ndo alinhar em outra posicdo do
genoma com bit-score maior que 42,1. O valor de corte com bit-score de 42,1
corresponde a um alinhamento sem lacuna (gap) de no maximo 21 bases. Sondas
comerciais com bit-score maiores que 42,1 por hibridagao cruzada contra o segundo
melhor alinhamento s&o utilizadas nas plataformas comercias da Agilent de
oligoarrays humanos, uma vez que a Agilent testou cada uma das suas sondas

individualmente para a auséncia de hibridacéo cruzada (Hughes et al., 2001). Uma
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vez que nao testamos nossas sondas de forma individual, optou-se por utilizar esse
parametro de corte conservador para as sondas personalizadas de S. mansoni.

Os contigs ou singletes sem nenhum alinhamento contra o banco nr foram
anotados como no match, e um par de sondas simples-fita foi desenhado, uma para
cada fita (fita + e fita -). Para alguns contigs e singletes so foi possivel desenhar a
sonda de uma uUnica fita que atendesse aos critérios estabelecidos pela Agilent. Na
outra fita todas as sondas falharam nos testes de regibes nao-repetitivas, contetdo
de CG, etc. e para estes transcritos s6 incluimos no array a sonda em uma unica fita.

A fim de incluir possiveis novos genes de S. mansoni que possuissem
sequéncias ortologas expressas em S. japonicum, mas que ainda nao haviam sido
clonadas e sequenciadas em S. mansoni, foi adotada a seguinte estratégia: as
sequéncias de RNA de S. japonicum do GenBank foram reunidas e submetidas a
uma pesquisa tBLASTx contra a montagem de transcritos de S. mansoni. Aquelas
gue ja estavam representadas no conjunto de ESTs de S. mansoni, ou seja, que
apresentavam alinhamento contra os ESTs de S. japonicum com e-value inferior a 1
x 10 foram descartadas. As demais sequiéncias foram consideradas seqiiéncias
de S. japonicum sem transcricdo correspondente na base de dados publica de S.
mansoni, sendo candidatas de um novo gene de S. mansoni. A fim de obter as
sequéncias de S. mansoni, correspondentes a essas transcri¢cdes, as sequéncias de
S. japonicum foram submetidas a uma busca BLASTn contra a montagem do
genoma (versao 3) de S. mansoni, obtida no Wellcome Trust Sanger Institute. Foram
selecionados os loci gendmicos de S. mansoni que produziram um alinhamento com
no minimo 100 pares bases e possuiam uma identidade superior a 70%.
Alternativamente, tBLASTX foi usado, e seqiiéncias genbmicas de S. mansoni foram

selecionadas quando apresentaram duas HSPs com e-value maximo de 0,005.
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Estas regibes conservadas do genoma do S. mansoni foram ent&do utilizadas no
processo de desenho de sonda para o oligoarray.

Um conjunto de 2256 controles positivos e negativos das sondas comerciais
Agilent (1S-44.290-1-V1_eQC-V1) foi projetado pela empresa para os oligoarrays. Os
controles negativos no oligoarray (1198 sondas Agilent de controle comercial)
incluiram sequUéncias de transcritos do adenovirus E1A, mRNAs sinteticamente
gerados, genes de Arabidopsis e sondas controle projetadas para nao hibridizar com
os alvos devido a formacéao de estruturas secundarias.

Os oligoarrays de 44 mil sondas foram impressos de forma personalizada
pela Agilent Technologies. Todas as sequéncias e anotacbes, bem como as
informacbes estdo disponiveis em http://verjo18.ig.usp.br/thiago/Agilent-schisto/cgi-
bin/agilentSearch.pl.

A empresa Agilent Technologies utiliza a tecnologia SurePrint para a
fabricacdo dos microarranjos. Tal tecnologia € uma poderosa combinacdo de
algoritmos de design de sondas e métodos validados altamente flexiveis. Essa
metodologia se baseia na impressdao a jato de tinta (inkjet) industrial, em que
mondmeros sao uniformemente depositados em laminas de vidro especialmente
preparadas (Figura 9). Este processo de sintese in situ permite a deposicéo de base
por base de cada sonda de 60-mer, a partir de arquivos digitais contendo as

sequéncias desejadas (eliminando a necessidade de clones fisicos de cDNA).
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Figura 9 - Mecanismo geral do processo de sintese de sondas de 60-mer
através da tecnologia de impresséo inkjet. A: a primeira camada de nucleotideos
€ depositada sobre a superficie do microarranjo ativado. Cada local corresponde a
uma sonda, e o nucleotideo ali depositado € determinado pela seqiiéncia daquela
sonda. B: O crescimento da sintese do oligonucleotideo em cada ponto ocorre apos
varias camadas de nucleotideos serem precisamente impressas de acordo com a
sequéncia desejada. C e D: Adicdo de um oligonucleotideos a cadeia. Fonte: Agilent
Technologies

O ciclo de sintese dos oligonucleotideos comeca quando o primeiro
nucledtido de cada oligo é impresso na superficie de vidro ativada do microarranjo.
Em reacgbes de sintese por fosforamidita, os sitios reativos nos nucleotideos sdo
bloqueados com grupos quimicos (DMT — Dimetoxitritil) que podem ser removidos
de forma seletiva. Isto permite que as bases possam ser adicionadas a cadeia de

oligonucleotideos de forma controlada, uma base por vez. Apds a primeira base ser
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impressa, 0 grupo tritii que protege o grupamento hidroxila 5 do nucleotideo é
removido (de-tritilacdo) resultando em um grupamento hidroxila 5' livre na primeira
base. O proximo nucleosideo fosforamidico a ser depositado é ativado por um
catalisador (agente oxidante). Esse nucleosideo é colocado em contato com o
oligonucleotideo cujo grupamento hidroxila 5' livre reage com a molécula
fosforamidita formando uma ligacéo fosfito-trieéster (acoplamento). Apds a concluséo
da reacdo de acoplamento, uma pequena percentagem do grupamento hidroxila 5'
permanece sem reagir e necessita ser bloqueada para permitir o elongamento de
oligonucleotideos somente nas cadeias corretas. E realizada uma acetilacdo dos
grupamentos hidroxila 5' que nao tenham reagido. A ligacao triester recém-formada
nao é natural e possui estabilidade limitada. A lamina é tratada com iodo e agua na
presenca de uma base fraca (piridina, lutidina ou colidina) oxidando a ligacéo fosfito-
triéster em fosfato triéster tetracoordenado, estabilizando a ligacdo. Entre cada
etapa, o0 excesso de reagentes é retirado para impedir que eles reajam
posteriormente de forma aleatoria na sintese Esse processo é mostrado de maneira
simplificada na Figura 10. O processo de impressao de um nucleotideo seguido pela
de-tritilacdo, acoplamento, oxidacao e lavagem é repetido 60 vezes. Apés a Ultima
base ser impressa na cadeia de oligonucleotideos, o microarranjo é submetido a um

passo final de desprotecéao.
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Figura 10 - O ciclo geral simplificado da sintese de oligonucleotideos via
fosforamidita. O processo é repetido 60 vezes. Fonte: Agilent Technologies

A descricdo das sequéncias e sua disposicdo na lamina por nés desenhada
estdo depositadas na base de dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) no repositério GEO (Gene Expression

Omnibus) com o numero de acesso GPL4791.

3.8.2. Sintese, amplificagcdo e marcagcdo de cRNA

300 ng de RNA total, previamente tratados com DNAse, foram utilizados para a
obtencdo de cRNA amplificado e marcado com Cy3 e Cy5, utilizando o kit Quick
Amp Labeling Kit - Two colors (Agilent Technologies, # 5190-0424). O cRNA obtido

foi purificado com RNeasy Mini Kit(Qiagen # 74104) de acordo com o protocolo
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descrito pelo fabricante. A Figura 11 esquematiza as etapas do processo de

amplificacdo de RNA utilizando o Kkit.

cRNA Amplificado

RNA total RNA total
AmostraA AmostraB
5 AAAA T mRNA 5 AALA 3 mRNA
MMLV-RT MMLV-RT
Oligo dT-Promoter Primer Oligo dT-Promoter Primer
cDNA | cDNA
5 AAAA |Ars-sense ¥ 23, Fita & AAAA m-w@? 23, Fita
cDNA cDNA
MMLV.AT MMLV-RT
T7 RNA Polimerase T7 RNA Polimerase
Cy5-CTP, NTPs Cy3-CTP, NTPs

B o: | o R oc | oo

@ c c YUUU - B 5  c¢RNA @ c c uuuU-— D 5 ¢RNA
23, Fita 23, Fita

5 AAAA Pr 3 cDNA 5 AAAA > . ¥ c¢DNA
cRNA Purificado cRNA Purificado

=] E3 KN
3 Cr~C-Wu—-[F & cRNA ¥ ¢ gV & cRNA

e

<

Oligo Microarrays

Figura 11 - Representacdo esquematica das etapas do processo de
amplificacdo de RNA utilizando a metodologia e reagentes fornecidos pela
empresa Agilent Technologies.
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3.8.3. Hibridizacdo das amostras e lavagem das laminas

Para cada lamina de microarranjo, cada um dos componentes a seguir foi
adicionado a um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL livre de nuclease: 825 ng de
cRNA amplificado e marcado com Cy3, 825 ng de cRNA amplificado e marcado com
Cy5, 11 uL de 10x blocking agent, 2 pL de 25x fragmentation buffer e quantidade
suficiente de agua para que a reacao tivesse um volume final de 55 pL. A
preparacao foi incubada a 60°C por exatamente 30 minutos para fragmentar o CRNA
e imediatamente resfriada no gelo durante um minuto. Foram adicionados 55 uL de
2x GEx Hybridization Buffer HI-RPM a preparacdo para interromper a reacdo de
fragmentacao. Para cada hibridizacéo foi colocada uma lamina de vedacéo (gasket)
na base da camara de hidridizacao (Agilent SureHyb) com o rétulo da lamina voltado
para cima e alinhado com a secdo retangular da base da camara. Lentamente,
foram dispensados 100 pL de amostra de hibridizacdo sobre o pogo da lamina de
vedacdo. O procedimento de dispensar as amostras foi repetido quatro vezes, com
guatro amostras diferentes, uma vez que trabalhamos com laminas 4 x 44 mil.

Em seguida, foi colocado sobre a lamina de vedacdo um microarranjo com 0
"lado ativo" voltado para baixo, de modo que a etiqueta com codigo de barras
"Agilent” ficasse voltada para baixo e o cddigo de barras numérico voltado para
cima. A camara de hibridizacdo foi montada e fechada com um conjunto de
grampos. Neste protocolo, o volume de solugdo é menor do que o volume da
camara, e restam bolhas que se movimentam ao se manter a camara sob agitagéo
durante a hibridizacdo, o que assegura a distribuicdo homogénea do liquido de
hibridizacdo; cada camara foi verificada para avaliar a mobilidade das bolhas. As
camaras de hibridizacdo foram incubadas sob agitacdo de 10 rpm, a 65°C por 17

horas. Ap6s o periodo de hibridizagcdo as laminas foram lavadas conforme as
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recomendacdes da Agilent Tecnologies para ambiente com altas concentracdes de

0zonio (> 5ppb).

3.8.4. Processamento de imagens e Normalizacao

As laminas foram lidas no scanner Gene Pix 4000B (Molecular Devices),
utilizando a funcéo Auto PMT a qual determina as voltagens dos fotomultiplicadores
(PMTs) dos canais Cy3 e Cy5 de forma que a razdo das intensidades dos canais
figue préxima de 1. Quando ha a digitalizacdo de varias areas, o Auto PMT é
calculado separadamente para cada area.

Os dados foram extraidos utilizando o software Agilent Feature Extraction.

As medidas da intensidade da fluorescéncia em cada canal de cor da imagem
podem ser distorcidas durante os passos de obtencédo de dados, principalmente
durante a marcacao e a hibridizacdo das amostras. Logo, com proposito de fazer o
ajuste de variacdes técnicas para garantir a confiabilidade nas comparacdes entre
os resultados obtidos de diferentes laminas de microarranjos, foram utilizadas
técnicas de normalizacdo dos dados. Os dados foram normalizados utilizando a
média truncada (trimmed) da intensidade das amostras, isto é, excluidos os 20% de

valores de cada extremo.

3.9.Analise de genes diferencialmente expressos

A analise estatistica dos genes diferencialmente expressos foi realizada
utilizando o programa SAM (Significance Analysis of Microarrays) (Tusher et al.,
2001). O método atribui um score para cada gene com base nas mudancas do nivel
de expressdo génica em relacdo ao desvio padrdo das réplicas. Para genes com

scores superiores a um corte ajustavel, o0 SAM realiza permutacdes para encontrar a
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porcentagem de genes que seriam encontrados ao acaso e usa essa permutacio

para estimar o False Discovery Rate (FDR) (Tusher et al., 2001).

A estatistica € similar ao teste t-student, com excecédo do fator de correcéo, o
qual torna o teste mais conservador, o que € muito importante em experimentos de
microarranjos nos quais 0 numero de réplicas biolégicas é baixo. Cada conjunto
analisado foi permutado a fim de calcular a distribuicdo nula do mesmo, sendo
possivel assim calcular a probabilidade de que a expressao diferencial seja atribuida
de forma aleatéria.

E importante ressaltar que o filtro de fold-change foi usado ap6s a identificagéo
dos genes diferencialmente expressos e assim nossos resultados ndo estdo
afetados por um erro sisteméatico que aconteceria caso fossem usados parametros

de corte antes de realizar os testes de significancia (Larsson et al., 2005).

3.10. Anotacéo funcional dos genes diferencialmente expressos

3.10.1. Anélise por Ontologia Génica

O projeto GO (Gene Ontology) € um consorcio entre varios centros de pesquisa na
area do genoma. O objetivo desse projeto € fornecer um conjunto de vocabulos
estruturados para um dominio biolégico especifico que possa ser usado para
descrever produtos de genes em um organismo e comparado com 0 conjunto de
outros organismos. A ontologia abrange trés dominios; componentes celulares, as
partes de uma célula ou seu ambiente extracelular; funcédo molecular, as atividades
elementares de um produto de gene a nivel molecular, como processo de catalise ou
atividade de ligacdo (binding activities) ou; e processos biolégicos, operacdes ou
séries de eventos moleculares com um comeco e um fim definidos, pertinentes ao

funcionamento de células, tecidos, 6rgdos e organismos. Um produto génico pode
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estar associado com ou estar localizado em um ou mais componentes celulares;
pode ser ativo em mais de um processo biologico, durante isto ele pode ser
relacionado a uma ou mais funcées moleculares.

O uso dos mesmos termos de GO por varias bases de dados das instituicdes
envolvidas no projeto facilita a pesquisa de informacdes entre essas bases. Os
termos da GO séo associados com os produtos de genes através das anotacdes
gue sdao realizadas nas bases de dados dos colaboradores do projeto.

Termos de ontologia génica foram atribuidos aos genes representados na
lamina, sempre que possivel. A anotacédo foi feita automaticamente usando BLASTX
contra o banco de dados de GO (excluindo anotacdes eletronicas de GO) com um e-
value de corte de 1x10™°. Todos os alinhamentos foram carregados em uma copia
local da base de dados de GO, acessivel através do
browser AmiGO (http://verjol8.ig.usp.br/amigo_ag/go.cgi). Enriquecimento dos
termos de GO foi calculado usando o programa Ontologizer (Robinson et al., 2004;
Grossmann et al., 2006) e o p-value foi ajustado para mdultiplas comparacoes

utilizando o método de Benjamini-Hochberg.

3.11. Reacdes em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain

Reaction)

3.11.1. PCR em Tempo Real

1,5 pg de RNA total de cada condicdo experimental foram utilizadas para a
transcricdo reversa e sintese de cDNA fita simples. Cada amostra foi transcrita
reversamente com SuperScript® Ill First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen),

usando as recomendacdes do fabricante, a 50 °C por 50 min, com primer de oligo-

(dT)20.
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Para a reacdo de PCR, pares especificos de primers (Tabela 12) foram
desenhados no programa Primer Express usando os parametros padrdo (Applied
Biosystems) e chamados de forma arbitraria de primers 1 e 2. As reacfes de Real-
time PCR foram feitas em triplicata em um volume de 20 uL contendo 10 uL de Sybr
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 160 nmol de cada primer (primer 1 e
2), 0,30 uL cDNA de uma transcricdo reversa. Real-time PCR foi realizado no
aparelho 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) usando os seguintes
parametros: 60 °C por 10 minutos, 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 15
segundos e 60 °C por 1 minuto, e passo de dissociacédo de 95 °C por 15 segundos,
60 °C por 1 minuto, 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 15 segundos. Medimos as
eficiéncias de amplificacdo de cada par de primers, através da andlise das curvas de
variacdo da intensidade do sinal ao longo dos ciclos, usando o software LinRegPCR
(Ramakers et. al., 2003). Dados de Real-time PCR foram normalizados em relagéo
ao nivel de expressdo de actina. P-values foram determinados para a triplicata

através de teste-t, usando distribuicdo mono caudal e variancia heterocedastica.

3.11.2. PCR em Tempo Real - fita especifica

Amostras de RNA foram tratadas por 1 hora a 37 °C com 2U de Turbo DNAse
(Ambion, #AM2238) para cada pg de RNA. Apds o tratamento, as amostras foram
purificadas utilizando RNAeasy kit (QIAGEN, #74104), de acordo com as instrucdes
do fabricante. Trés microgramas de RNA tratado com DNAse foram utilizados para a
sintese de cDNA, usando 200 U de Super Script Il (200 U/ul, Invitrogen, # 18080-
051) e 50 pmol dos primers especificos (primer 1 ou 2) para uma reagao de volume
final de 21 pl.

Realizamos dois tipos diferentes de reacdo de controle negativo para a
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reacdo de transcricdo reversa (RT): uma com nenhuma adicdo de transcriptase
reversa na etapa da reacdo da RT, para assegurar que os amplicons gerados na
etapa de PCR nao fossem derivados por amplificacdo de eventual contaminacao
gendmica, e outra reacdo sem adicdo do primer na etapa da reacdo do RT, para
assegurar que o cDNA resultante ndo fosse derivado de eventos espurios de
priming, o que poderia comprometer a reacao de RT fita especifica.

Reagbes de Real time PCR foram realizadas em triplicata com um volume
final de 20 pl contendo 10 pl de Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
#4309155), 10 pmol de cada primer (primer 1 e 2) (Tabela 5), 0,45 yl de cDNA da
transcricao reversa. A reagdo de Real time PCR foi realizada no aparelho GeneAmp
5700 Sequence Detector (Applied Biosystems) com um protocolo de 33 ciclos de
acordo com as instru¢cdes do fabricante. Realizamos uma eletroforese em gel de

agarose 3% corado com Brometo de Etidio para identificar os produtos de PCR.
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4. Resultados

4.1.Estudo do transcriptoma de vermes adultos de S. mansoni utilizando a

plataforma de oligonucleotideos com 44.000 (44K) elementos

Um dos primeiros experimentos realizados pelo nosso grupo (em colaboracéo
com o Dr. Ricardo de Marco) foi a analise do perfil de expressdo génica de vermes
adultos machos e fémeas. Os primeiros trabalhos publicados utilizavam uma
pequena quantidade de genes nos arrays (Hoffmann et al.,, 2002), enquanto
trabalhos mais recentes (DeMarco et al., 2006; Verjovski-Almeida et al., 2007;
Fitzpatrick et al., 2009) utilizaram o amplo repertério de informacbes sobre os
transcritos de S. mansoni para gerar plataformas com um maior nimero de sondas
(cerca de 4 mil sondas), possibilitando assim, que uma maior quantidade de genes
seja testada em um mesmo experimento.

Além destas plataformas, nosso grupo desenhou e utilizou uma nova
plataforma de microarranjo de oligonucleotideos com aproximadamente 44.000
sondas representando os genes de S. mansoni (Tabela 1). O grande numero de
sondas combinado com uma anotacdo extensiva das sequéncias disponiveis
permitiu uma abordagem compreensiva onde a maior parte do transcriptoma do S.

mansoni foi representada.



Tabela 1 — Resumo do oligoarranjo de 44 mil sondas de S. mansoni.
% Indica o nimero calculado de genes representados no oligoarray apés a eliminacédo

de redundancia
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Numero total de sondas 39.343
Sondas de genes que codificam proteinas com funcéo 6.913
conhecida
Sondas de genes que codificam proteinas conservadas 6.957
sem fun¢éo conhecida
Sondas para genes “no match” 25.473

Numero total de genes Unicos representados ° 19.907
Genes que codificam proteinas com funcéo conhecida 3.677
Genes que codificam proteinas conservadas sem funcao 3.935
conhecida
Genes “no match” com sondas para apenas uma fita 1.375
Genes “no match” com sondas para ambas as fitas 10.920

O perfil de expressao génica de vermes adultos foi analisado usando um

ensaio de microarranjo com 44 mil sondas (Figura 12). O mesmo RNA foi marcado

com dois fluoréforos diferentes (Cy3 e Cy5) e o experimento foi realizado em

duplicata, resultando em quatro medidas de intensidade para cada sonda. Uma

sonda foi considerada positiva quando a medida de intensidade estava acima da

media mais trés desvios padrdo em relacdo a intensidade media das sondas de

controle negativo. O critério para considerar que a sonda de um gene revelava

alguma expressao exigia que as quatro réplicas estivessem acima do limite

excludente. Baseado neste critério, 7.927 das 39.342 sondas validas indicavam

expressado, o que, depois da eliminacdo da redundancia entre as sondas do array,

representava 5.798 genes transcricionalmente ativos em verme adulto, em um

conjunto de 19.907 genes Unicos presentes nesta plataforma.
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Andlise do grupo dos genes transcricionalmente ativos em vermes adultos
mostrou que mais do que a metade (56%) dos genes com funcdo conhecida (known
function) sédo transcritos em adultos, enquanto somente 32% e 20% dos genes
conservados sem funcdo conhecida e genes “no matches” sao transcritos,
respectivamente (Figura 12). Isto era esperado, pois a maioria dos genes que
codificam proteinas de manutencdo sdo altamente expressos, amplamente
estudados e apresentam sequéncias altamente conservadas entre as espécies,
facilitando sua identificacdo. Consequientemente, uma fracdo dos genes conhecidos
deve representar genes housekeeping que sdo expressos durante todo o ciclo de
vida do S. mansoni. Em contraste, a maioria dos genes “no match” e genes
conservados sem funcdo conhecida devem codificar proteinas com funcgdes
especializadas, esperando-se que apenas uma fracdo deles esteja ativa nos vermes
adultos. Adicionalmente, deve-se notar que para 1.375 genes “no match” (11% dos
genes “no match”) somente foi possivel desenhar sonda para uma das fitas (Tabela
1), e portanto se espera que em média 50% destes genes estejam representados
por uma sonda na fita oposta errada, e que estas sondas ndao sejam capazes de
detectar a transcricdo do gene correspondente. Isto contribui para reduzir ainda mais

a fracao de genes “no match” identificados como expressos.
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Figura 12 - Genes de S. mansoni expressos em vermes adultos, separados por
categoria. A categoria “Known function” (fungdo conhecida) representa os genes
com funcéo conhecida e/ou anotacéo dos termos de GO, “Conserved genes” (Genes
conservados) sdo genes de S. mansoni com hits de BLASTx para ortélogos de
outras espécies, sem funcdo conhecida nem anotacéo de GO, e os da categoria “’no
matches” representam os genes de S. mansoni sem funcdo conhecida e sem
ortblogos no GeneBank. As barras pretas indicam o numero total de genes
representados no oligoarray de 44 mil sondas (“Spotted” - Depositados) e a barra
cinza representa 0 numero total de genes expressos em vermes adultos

(“Expressed” - Expressos). Fonte: (Verjovski-Almeida et al., 2007)

A patrtir dos termos de Ontologia Génica (GO — Gene Ontology) atribuidos a
cada gene com funcao predita no oligoarray, foi realizado um célculo computacional
dos termos enriquecidos no conjunto de genes expressos em relacdo a populacéo
de genes com expressdo diminuida no oligoarray (Tabela 2). Entre os termos GO
enriquecidos ha alguns relacionados a sintese de proteinas e fosforilacdo oxidativa.
A presenca de tais termos era esperada, uma vez que representam genes
envolvidos em fungdes celulares essenciais que codificam um nimero de proteinas

diferentes.
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Tabela 2 — Termos GO enriquecidos dentre 0sS genes expressos em vermes
adultos de S. mansoni. Adjusted p-value (p-value ajustado) € o p-value ajustado
utilizando o método Benjamini-Hochberg. Total Count (Contagem total) € o nimero
total de genes presentes no oligoarray de 44 mil que possuem anotacdo de GO
correspondente. Study Count (NUmero no estudo) € o numero total de genes com a
anotacdo de GO correspondentes que foram detectados como transcritos em

vermes adultos. Fonte: (Verjovski-Almeida et al., 2007)

ID Name Adjusted p- Total Study
value count count

Cellular component

GO0:0031090 Organelle membrane 7.36E-007 319 142

G0:0044429 Mitochondrial part 1.72E-006 242 121

GO0:0005840 Ribosome 1.54E-005 173 90

GO0:0031975 Envelope 1.65E-005 215 100

G0:0044444 Cytoplasmic part 6.97E-005 1388 499

G0:0043234 Protein complex 8.17E-005 1105 389

G0:0044424 Intracellular part 1.64E-004 3053 952

G0:0031967 Organelle envelope 1.69E-004 215 100

G0:0005622 Intracellular 3.45E-004 3089 959

GO0:0005739 Mitochondrion 3.79E-004 488 200

GO0:0030529 Ribonucleoprotein complex 6.84E-004 316 134

G0:0044455 Mitochondrial membrane 0.0028 61 34

art

G0:0005737 gytoplasm 0.006454998 1889 638

G0:0015934 Large ribosomal subunit 0.007181034 91 48

G0:0042175 Nuclear envelope- 0.017765844 68 32
endoplasmic reticulum
network

G0:0044422 Organelle part 0.04219807 1324 433

Molecular function

GO0:0003735 Structural constituent of 7.36E-007 144 73
ribosome

GO0:0015077 Monovalent inorganic 3.45E-004 45 23
cation transporter activity

GO0:0019001 Guanyl nucleotide binding  0.035441809 64 25

Biological process

GO0:0009059 Macromolecule 1.07E-004 400 160
biosynthetic process

G0:0044249 Cellular biosynthetic 1.16E-004 517 202
process

GO0:0006119 Oxidative phosphorylation 1.64E-004 43 25

G0:0045184 Establishment of protein 1.69E-004 168 70
localization

GO0:0006412 Translation 2.81E-004 283 121

GO:0009058 Biosynthetic process 2.81E-004 567 215

GO0:0015031 Protein transport 0.00205 159 65

GO0:0008104 Protein localization 0.0107 228 80
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Foram selecionados os 50 genes que apresentaram o maior valor médio de
suas intensidades em todos os experimentos (Tabela 3), o que deve representar 0os
genes mais expressos em vermes adultos. As sondas do oligoarray foram
desenhadas dentro de um rigoroso conjunto de valores para contetdo CG e Tm,
fazendo com que a cinética de hibridacdo entre todas as sondas e os seus alvos
seja muito semelhante. Portanto, € razoavel prever que a intensidade do sinal para
cada sonda esteja correlacionada com a abundéncia do RNA alvo. Né&o
surpreendentemente, muitos dos genes mais expressos codificam proteinas
estruturais, proteinas ribossomais, proteinas de choque térmico e proteinas do

proteassoma.
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Tabela 3 — Cinguienta genes mais expressos em vermes adultos de S. mansoni.
As anotacdes foram baseadas em resultados de BLASTx. Fonte: (Verjovski-Almeida
et al., 2007).

Probe Contig Class Annotation Intensity
Q2_P07062 C812345.1 Conserved Eggshell protein 2245.561
Q2_P40373 JAP05338.S Conserved None 1641.268
Q2_P29302 C903424.1 No match None 1148.473
Q2_P27006 C812786.1 No match None 1135.752
Q2_P28562 C902385.1 No match None 938.164
Q2_P40321 JAP04026.S Known gene MGC83152 protein [Xenopus laevis] 803.434
Q2_P27886 C901395.1 No match None 773.918
Q2_P12449 (C908554.1 Known gene Nuclear ribonucleoprotein A2/B1 isoform 2 isoform 18 [Bos taurus] 744.022
Q2_P33940 (C911708.1 No match None 674.644
Q2_P16658 C917510.1 Known gene  Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase [Fasciola hepatica] 648.146
Q2_P19435 (C802155.1 Known gene Heat shock 90 kDa protein 1, alpha isoform 1 [Homo sapiens] 560.274
Q2_P40715 JAP00636.S Conserved NADH dehydrogenase subunit 1 [Fasciola hepatica] 557.492
Q2_P17622 C920071.1 Known gene Eelongation factor 1 [Schistosoma mansoni] 531.141
Q2_P38863 JAP05506.S Known gene Polyubiquitin 2 [Plasmodiophora brassicae] 520.791
Q2_P17731 C920575.1 Conserved Ribosomal protein S27a [Aedes aegypti] 495.662
Q2_P22461 CB806269.1 Known gene  26S protease regulatory subunit 4 (P26s4) [Drosophila melanogaster] 492.253
Q2_P17305 (C918995.1 No match None 473.291
Q2_P40727 JAP01512.S  Conserved NADH dehydrogenase subunit 4 [Paragonimus westermani] 466.265
Q2_P20951 C804177.1 No match None 443.896
Q2_P39528 JAP04005.C Conserved SJCHGCO06883 protein [Schistosoma japonicum] 437.67
Q2_P19561 (C802307.1 Known gene Pherophorin-C2 protein precursor [Chlamydomonas reinhardtii] 428.103
Q2_P07490 (C812972.1 No match None 414.48
Q2_P20541 C803622.1 Conserved Ribosomal protein rpa6 [Schizosaccharomyces pombe] 405.372
Q2_P26635 (C812247.1 No match None 401.633
Q2_P05085 €C809309.1 No match None 394.705
Q2_P07661 C813214.1 No match None 393.757
Q2_P35752 C915463.1 Known gene Fibrillin 2 391.333
Q2_P19972 (C802829.1 Conserved Hypothetical protein CO6H2.2 [Caenorhabditis elegans] 382.591
Q2_P38301 C921042.1 No match None 368.195
Q2_P24626 C809145.1 Known gene Myosin regulatory light chain [Riftia pachyptila] 354.999
Q2_P18515 C800741.1 Known gene  Alpha-1 tubulin [Hirudo medicinalis] 353.071
Q2_P19798 (C802605.1 Known gene Keap1-prov protein [Xenopus tropicalis] 348.665
Q2_P41085 JAP04005.C Conserved SJCHGCO06883 protein [Schistosoma japonicum] 348.647
Q2_P18643 C800907.1 Known gene Acidic ribosomal protein rpA2 [Drosophila melanogaster] 339.147
Q2_P38912 JAP06934.S  Conserved None 325.391
Q2_P10630 C904960.1 No match None 320.524
Q2_P03411 (C806594.1 Conserved Hypothetical protein GK3462 [Geobacillus kaustophilus] 317.363
Q2_P23547 C807732.1 Conserved Endonuclease-reverse transcriptase [Schistosoma mansoni] 313.432
Q2_P34511 (C912810.1 No match None 312.685
Q2_P20643 C803769.1 Known gene Hypothetical protein F33A8.3 [Caenorhabditis elegans] 312.605
Q2_P25864 (C811174.1 No match None 311.375
Q2_P19610 C802367.1 Known gene  Thioredoxin [Drosophila yakuba] 299.764
Q2_P18473 (€C800688.1 Known gene Mitochondrial ribosomal protein S9 [Gallus gallus] 289.901
Q2_P35175 (C914191.1 No match None 285.073
Q2_P41605 JAP07867.S Known gene Polyubiquitin with 3 Ub domains [Cryptosporidium parvum] 284.335
Q2_P13604 (C910817.1 No match None 283.119
Q2_P03481 C806706.1 No match None 277.684
Q2_P06993 (C812232.1 Known gene  Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing protein 2 [Bos 271.747
Q2_P00185 (C800594.1 Known gene tSarlrj1r(:u:’>8]protein [Xenopus laevis] 271.201

Q2_P20698 (C803850.1 Known gene 14-3-3 Protein [Schistosoma mansoni] 267.115
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A analise do conjunto de genes “no match” para os quais haviamos
desenhado sondas para ambas as fitas mostrou que em 156 genes ocorria
expressdo senso e anti-senso, ja que foram detectados sinais acima do limite
excludente em ambas as sondas que representavam fitas complementares (Tabela
4). Esta transcricdo anti-senso esta presente em uma fracao consideravel (7%) dos

genes “no match” ativos em vermes adultos.

Tabela 4 — Resumo da atividade transcricional dos genes “no match” em
vermes adultos.

Genes “no match” 12.295
Genes “no match” com sondas em uma fita 1.375
Transcricdo detectada em adultos 183
Transcri¢cdo ndo detectada em adultos 1.192
Genes “no match” com sondas em ambas as fitas 10.920
Transcri¢cdo detectada em ambas as fitas em adultos 156
Transcricdo detectada em uma das fitas em adultos 2.127
Transcri¢cdo ndo detectada em adultos 8.637

Uma vez que a construcdo do chip de microarranjo e o processo de anotacao
asseguram que a informacéao sobre as fitas seja preservada nos ensaios, € possivel
dizer com certeza que os loci genbmicos onde se detectou sinal para ambas as
sondas representam uma transcricdo bi-direcional. Usando esta série de dados,
calculamos a razdo da intensidade do sinal senso-antisenso para os pares de
sondas que representavam fitas opostas para o mesmo locus, sendo que chamamos
de forma arbitraria a sonda com uma maior intensidade como senso e a outra,

antisenso.
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Subsequentemente, realizamos uma analise de distribuicdo das razdes das
intensidades para todos os 156 genes “no match” com o sinal valido para ambas as
fitas (Figura 13). E possivel notar que a maioria das razées de intensidade do sinal
senso/antisenso dos genes esta na regido das razfes 1-3, com um pico na razao

proxima de 1.

Fregliéncia

= I ~ - e = en e Q

Razdo da intensidade Senso/antisenso

Figure 13 - Distribuicdo das razfes de intensidade do sinal senso-antisenso do
conjunto de genes “no match” de S. mansoni com expresséo detectada em
ambas as fitas. A razdo da intensidade do sinal senso-antisenso foi calculada para
cada um dos 156 loci contendo genes “no match” com expressdo detectada em
ambas as fitas; chamamos de forma arbitraria a sonda com uma maior intensidade
de senso, quando comparada com a intensidade da outra sonda depositada no
oligoarray que representava a outra fita do gene no mesmo locus. Fonte: (Verjovski-
Almeida et al., 2007).

A fim de confirmar a expressao destes pares senso-antisenso, selecionamos
nove pares de genes “no match” candidatos com niveis diferentes da expressao
entre as duas fitas observadas em todas as quatro medidas das replicas do
oligoarray. Realizamos real-time RT-PCR fita especifica com pares de primers
especificos (que chamamos de 1 e 2) desenhados para cada um dos nove genes.
Os pares de primers especificos (Tabela 5) foram desenhados pelo programa Primer

Express usando os parametros padrao.
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Tabela 5 - Primers usados na validacdo dos genes por Real Time RT-PCR

Contig Primer 1 Primer 2

C809968 CGGAATAACATTTGCGCTCC TTCCATCTGCCAAAACATGC

C915954 AACTTTAAAACACATAGCCGCATG ACCTAGATCGTCTTCCCTGAAATAAG
C801963 TAATTTTGTCGGTAGTTGTCAATGG TTGTTAGTGACACTCATGGTGTTGTT
C803466 GAATCCCAAGCTAGTCAAAAGGAAC TTCTGTGATTGACTTCCATAACTTCAC

C812786 AATGAAACAATTTGCCAGGACC TGGTTACCCCTCATTGAGGAGT
C812972 CACGAACATCCACACGTACACC CGGGTAAAGGATGTGATTGTCC
C813267 TGCCATCACATTTACAGGTGC GTGAAGGAAAATGTGGTTGCG
C911708 TCAGAAAAACTCCCACTAATTGCTAC ACATTCATCAGTGATGGTTATTTCATC
C918995 GCAACCAATAAGCCCCACG AGCCGCGAGTCTGGTGAG

Fomos capazes de confirmar a transcricdo em ambas as fitas de 8 dos 9
genes “no match” que estudamos (89%). Para 6 dos 9 genes (67%) a fita com nivel
de transcricdo mais elevado era a mesma identificada no oligoarray (Figura 14). Em
todos os casos, a transcricdo de uma das fitas é significativamente maior (p-value
<0.05) do que a outra. Na verdade, a diferenga nos niveis de transcricdo entre as
duas fitas detectada pelo real-time RT-PCR € de duas ordens de grandeza, que
apresenta uma diferenca de menos de uma ordem de grandeza nas intensidades
dos experimentos de microarranjos. Isso sugere que a relacdo entre o sinal de
intensidade dos experimentos de oligoarray e a abundancia do transcrito ndo sao
lineares. Sendo assim, a relagdo da intensidade do sinal entre as fitas dos ensaios
de array, embora refletindo uma diferenca na expressao génica ndo pode ser usada
para obter uma medida direta da diferenca da abundéancia dos transcritos senso-

antisenso.
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Figure 14 - Detecg¢do da transcrigcdo bidirecional dos genes “no match” de S.
mansoni. A figura mostra os experimentos de validacdo utilizando Real-time RT-
PCR fita especifica para 6 genes “no match” ativos transcricionalmente em ambas as
fitas; cada gene é indicado pelo respectivo numero de cluster (C8xxxxx ou COXXXXX).
O gréfico da direita mostra a razdo da expressdo senso/antisenso, obtida pela
intensidade do sinal no oligoarray (barra cinza escuro), ou pela reacdo de real-time
RT-PCR fita especifica (barra cinza claro); para cada gene “no match” a fita senso foi
arbitrariamente designada como a fita que possuia o maior sinal de intensidade nos
experimentos de microarranjo, em relacao a fita oposta, que possuia um menor sinal
de intensidade. A esquerda, temos a eletroforese em gel de agarose 3% dos
produtos finais da reacéo de real-time RT-PCR. NTC indica o controle sem template
na reacdo de PCR. RT indica a presenca (reacao teste) ou a auséncia (controle
negativo) da transcriptase reversa na reacao de transcricdo reversa. Primer 1 e 2
indicam uso de primers fita-especificos na reacdo de transcricdo reversa para cada
gene “no match”. As setas indicam o produto da fita com uma transcricao mais alta,
de acordo com o experimento de oligoarray. Todos os dados tém um p-value <0.05,
com excecao dos dados de oligoarray de C911708. Fonte: (Verjovski-Almeida et al.,
2007).
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Interessante notar que para todos os seis genes, com exce¢do do gene
representado pelo contig C911708, é possivel encontrar um ou mais ESTs no
GeneBank oriundos de bibliotecas direcionais, e todas elas apresentam a mesma
orientacdo do que as fitas mais expressas nos experimentos de real-time. 1sso nos
da outras evidéncias indiretas para a alta abundancia de uma das fitas detectada
nos experimentos de real-time RT-PCR. Deve-se notar que ndo podemos inferir com
as evidéncias que possuimos se estes transcritos senso-antisenso representam
RNA codificadoress ou nado codificadores de proteina; as sequéncias dos contigs de
cDNA dos genes “no match” testados neste experimento (Figura 14) sdo curtas
(200-270 bp), com excecao de dois que possuem 450-500 bp. Para todos eles,
usando ESTScan (Iseli et al., 1999) ou o software de predicdo do ORF Finder
(GenBank) obtivemos sequéncias codificadoras de pequenas proteinas preditas,

codificando peptidios putativos que possuem 37 a 92 aminoacidos de extensao.

4.2.Estudos dos efeitos do pareamento no perfil de expressdo génica de

vermes adultos de S. mansoni mantidos in vitro durante 24 horas.

Pareamento € um pré-requisito essencial para o crescimento e maturacdo da
morfogénese reprodutiva na maioria das espécies de Schistosoma. Estudos
histol6gicos classicos demonstraram que o contato direto da fémea adulta com o
macho é necessario para a fémea alcancar e manter a maturidade (Popiel e Basch,
1984). Se fémeas adultas forem separadas de seu par, a deposi¢cdo de ovos sera
interrompida e as fémeas irdo retornar a um estado imaturo. Um estudo de
expresséo génica em fémeas adultas de S. mansoni cultivadas in vitro revelou que a

transcricdo de genes especificos é influenciada pelo pareamento. Em contraste, a
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atividade dos genes gque sdo expressos em ambos 0s sexos nédo foi afetada pela
falta de contato com o macho (Grevelding et al., 1997). Devido as tecnologias
disponiveis na época, o0 estudo s6 abordou cinco genes.

Nosso experimento foi proposto para investigar e compreender melhor a
influéncia da interagdo macho-fémea na expressdo génica em larga escala de
vermes adultos. Os vermes foram obtidos e cultivados como descrito na
metodologia. Ao final possuiamos quatro grupos:

1. Fémeas adultas recolhidas pareadas durante a perfusdo e mantidas
pareadas em cultura por 24 horas; ao final as fémeas foram separadas
para a extracdo de RNA.

2. Fémeas adultas recolhidas pareadas durante a perfusdo, imediatamente
separadas e assim mantidas em cultura por 24 horas.

3. Machos adultos recolhidos pareados durante a perfusdo e mantidos
pareados em cultura por 24horas; ao final os machos foram separados
para a extracdo de RNA.

4. Machos adultos recolhidos pareados durante a perfusdo, imediatamente

separados e assim mantidos em cultura por 24 horas.

Para analisar o efeito do pareamento em machos e fémeas, consideramos 0s
grupos de vermes pareados como controles e 0s grupos de vermes mantidos
separados seriam 0s grupos para a analise de genes diferencialmente expressos

(Tabela 6 e 7).
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Tabela 6 — Esquema das hibridizagbes das amostras de RNA de fémeas adultas
separadas dos machos durante o cultivo de 24 horas (FS) versus fémeas adultas
pareadas durante o cultivo de 24 horas (FP). As hibridizagcdes foram feitas com
réplicas técnicas (dye swap) e réplicas bioldgicas (R).

Lamina 1 FS - Cy3 FP - Cy5
Lamina 2 FS - Cyb5 FP - Cy3
Lamina3 FS-Cy3(R) FP -Cy5(R)

Lamina4 FS-Cy5(R) FP-Cy3(R)

Tabela 7 — Esquema das hibridizac6es das amostras de RNA de machos adultos
separados das fémeas durante o cultivo de 24 horas (MS) versus machos adultos
pareados durante o cultivo de 24 horas (MP). As hibridizacGes foram feitas com
réplicas técnicas (dye swap) e réplicas bioldgicas (R).

Lamina 1 MS - Cy3 MP - Cy5
Lamina 2 MS - Cy5 MP - Cy3
Lamina3 MS-Cy3(R) MP -Cy5(R)

Lamina4 MS-Cy5R) MP-Cy3(R)

Para cada uma das condi¢cdes (macho pareado versus macho nao pareado e
fémea pareada versus fémea ndo pareada) foram reunidos dados de 4
experimentos, totalizando 8 dados de razdo para cada gene. Foi feita a média das
duas réplicas técnicas, uma vez que elas séo réplicas com inversdo de cor (dye-
swap). O dye-swap é feito para eliminar os efeitos de incorporagédo diferente dos
dois corantes, e para eliminar este efeito totalmente deve-se fazer a média das duas
medidas. O numero de medidas para cada gene foi reduzido, mas a significancia

estatistica ficou mais poderosa, uma vez que o ruido das amostras foi diminuido.
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Foram encontrados 113 transcritos diferencialmente expressos (FDR 5% e fold-
change 1,5 vezes), sendo que 75 genes apresentam sua expressao aumentada em
fémeas separadas e 38 genes a expressao diminuida em fémeas separadas (Figura
15). A identidade e a funcdo em potencial destes genes foram determinadas por

anotacao automatica.

Ensaiol EnsaiolR Ensaio 2 Ensaio2 R
[
-2 +2

Figure 15 — Efeito do pareamento no perfil de expressédo génica de fémeas
adultas mantidas separadas de seus respectivos pares durante 24 horas de
cultivo in vitro. Cada ensaio (1) e sua respectiva réplica bioldgica (2) estdo
representados em uma coluna. Réplicas técnicas estdo indicadas pela letra R de
cada ensaio. Cada linha do painel representa um transcrito diferencialmente
expresso entre fémeas adultas mantidas pareadas quando comparadas com fémeas
adultas mantidas sozinhas. Transcritos foram selecionados pelo teste Significance
Analysis of Microarrays (SAM-one class) (q <0,05 e fold change = 1,5). Para cada
linha, a raz&o das expressdes foi normalizada e conferida uma cor em fungéo do
namero de desvios-padrdo da meédia. Analise UPGMA (Baseada em matriz de
distancia) foi realizada usando a “distédncia Euclidiana” para determinar a medida de
similaridade. Genes com log2 (razdo) negativo (isto é, expressao diminuida em
fémeas separadas) estdo em verde; genes com log2 (razdo) positivo (isto €,
expressao aumentada em fémeas separadas) estdo em vermelho.
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Dos 75 genes que apresentam sua expressdo aumentada em fémeas
separadas apenas 41 genes (55%) possuem funcéo descrita em outros organismos.
Dentre os 34 genes restantes, 14 (19%) sdo “no matchs” e 20 (26%) possuem
similaridade com proteinas hipotéticas de outros organismos. J4 em relacdo aos
genes com expressao diminuida em fémeas separadas, apenas 19 genes (50%)
possuem fungdo descrita em outros organismos, 09 (21%) sdo “no matchs” e 11
(29%) possuem similaridade com proteinas hipotéticas de outros organismos, sem

funcdo conhecida.

Os genes com funcdo descrita, e com expressdo aumentada em fémeas
separadas foram divididos em oito categorias principais (Tabela 8): relacionados a
transcricdo, metabolismo de lipideo, proteinas de tegumento, proteinas
transportadoras de membrana correlacionadas a resisténcia a drogas, proteinas que
interagem com receptores, proteinas com atividade oxido-redutase, proteinas
intracelulares de transporte de vesiculas e comunicacao, e constituintes estruturais
da musculatura. A relevancia e a possivel implicacdo funcional destes resultados

estao comentadas na Discusséao.
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Tabela 8 - Identidade, categorias de funcéo celular e fold-change dos genes com
expressdo aumentada identificados nas fémeas separadas mantidas in vitro por
24hs em relacdo as fémeas pareadas.

Contig Identidade Fold-Change
Relacionadas a Transcricao
C606657.1  Transducin beta-like 2,2
C605453.1  Nuclear factor Y transcription factor subunit B homolog 2,0
C601674.1  Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT) (HGPRTase) 2,0
C606792.1  DNA-directed rna polymerase Il, subunit n 2,0
C605540.1  Tuberin 19
C611106.1  Similar to PHD finger protein 10 isoform a; PHD zinc finger protein XAP135- 1,8

related

C606008.1  Jumonji domain containing protein-related including hairless 1,8
C600805.1  Suppressor of hairy wing homolog, putative 1,7
C605135.1  Jnk, putative 17
C701831.1  Schistosoma mansoni TR4 (TR4) mRNA, partial cds 1,7
C606698.1  Schistosoma mansoni mMRNA for transcriptional cofactor CA150 (CA150 gene) 1,7
C710681.1  Arginine/serine-rich splicing factor, putative 1,6
C601429.1  Symplekin, putative 15
C702225.1 P53 inducible protein-related 15
C602624.1  Nuclear transcription factor, X-box binding 1 (nfx1) 15
Metabolismo de Lipideos
C600278.1  Oxysterol-binding protein 1 1,6
C604979.1  High density lipoprotien binding protein / vigilin 15
Proteinas de Tegumento
C612364.1  Calmodulin related calcium binding protein 1,9
C608449.1  Schistosoma mansoni ATP-diphosphohydrolase 1 (ATPDasel) 1,9
C610673.1  Dystrophin [Schistosoma mansoni] 1,7
Proteinas de Membrana
C612448.1  Adenylyl cyclase-associated protein 1,9
C605315.1 Four and A half lim domains 1,7
C609378.1  Sialin (solute carrier family 17 member 5) (sodium/sialic acid cotransporter) 1,7
C610857.1  ATP-binding cassette, sub-family B, member 7, mitochondrial precursor (abc7) 1,6
C611592.1 Lar interacting protein (lip)-related protein 15
C611034.1 ATP-dependent transporter 15
Proteinas Interativas de Receptores
C611973.1  Reticulon/nogo 1,9
C602256.1  Integrin beta subunit 1,8
C600231.1 Smadl 1,6
C607345.1  Gtpase-activating protein gyp2 1,6
C605766.1  Fgf receptor activating protein 1,6
C600539.1  Septin 1,6
C605356.1  Sorting nexin, putative 15
Proteinas com Atividade Oxidoredutase
C603370.1  Glutamate synthase 1,8
C606067.1  Thioredoxin peroxidase (TPx-1) 1,7
Proteinas Intracelulares de transporte e Comunicacédo
C604670.1  Notchless homolog 1 2,3
C611591.1 SEC-related A,B 1,5
Constituintes Estruturais da Musculatura
C601439.1  Slit-robo rho gtpase activating protein 1,3 1,8
C610631.1  Traf2 and nck interacting kinase (tnik) 1,6
C609196.1  Myotubularin-related protein 1,6
C607250.1  Titin 15
Outras
C601921.1 n-acetylgalactosaminyltransferase, putative 2,8
C607951.1  Adenosine deaminase-related 1,9
C602730.1  Replication A protein 16

C600314.1  lisl-interacting protein nude, putative 15
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Ja os genes com funcdo descrita e com expressdo diminuida em fémeas

separadas (Tabela 9) foram classificados em seis categorias: formacdo da casca do

ovo, transcricdo, metabolismo de lipideos, proteinas de tegumento, traducdo e

comunicacdo intracelular e transporte de proteinas. A relevancia e a possivel

implicacdo funcional destes resultados estdo comentadas na Discussao.

Tabela 9 - Identidade, categorias de fungéo celular e fold-change dos genes com
expressao diminuida identificados nas fémeas separadas mantidas in vitro por 24 hs
em relacdo as fémeas pareadas.

Contig Identidade Fold Change
Formacéo da casca do ovo
C607704.1 Sm28 GST=28 kda glutathione S-transferase 2,1
C608019.1 Tyrosinase 1 precursor (TYR1) mRNA 1,7
Transcricéo
C602710.1 set and mynd domain containing, putative 2,6
C607633.1 E1b-55kD-associated protein, putative 1,6
C606289.1 polybromo-1, putative 1,6
C612246.1 Ubiquitin (ribosomal protein L40) 15
Metabolismo de Lipideos
C602018.1 Fatty acid-binding protein Sm14 1,6
C601665.1 Fatty acid-binding protein Sm14 15
Proteinas de tegumento
C600011.1 200-kDa GPl-anchored surface glycoprotein 1,8
C704906.1 200-kDa GPl-anchored surface glycoprotein 1,8
C601484.1 heat shock protein 86 1,6
Traducgéo
C701798.1 Elongation factor 1-alpha 2,0
C607130.1 Initiation factor 5a 15
C714516.1 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 15
C604061.1 60S ribosomal protein L24 15
Comunicacdao Intracelular e Transporte de Proteinas
C612463.1 Testis development protein nyd-sp29 1,9
Outras
C606983.1 phosphoenolpyruvate carboxykinase 2,0
C708807.1 DNA polymerase eta, putative 1.8
C604780.1 Receptor protein tyrosine phosphatase r (pcptpl) 1.8
C606054.1 basigin related 1.6
C605967.1 Tropomyosin 15
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A fim de confirmar a expressao de alguns genes, selecionamos 10 genes com
niveis diferentes de expressdao homogéneos em todas as quatro medidas das
replicas do microarranjo, sendo que seis apresentam-se com expressao aumentada
em fémeas separadas (Tabelas 10) e quatro apresentam-se com expressao
diminuida em fémeas separadas (Tabela 11). Foram realizadas valida¢des por real-
time RT-PCR de genes diferencialmente expressos em fémeas adultas separadas
em comparacdo a fémeas adultas pareadas. Para a reacdo de PCR utilizamos pares
especificos de primers (Tabela 12) que foram desenhados no programa Primer
Express usando os parametros padréo (Applied Biosystems) e chamados de forma

arbitraria de primers 1 e 2.

Tabela 10 - Identidade, Anotacdo e fold-change dos genes com expresséo
aumentada em fémeas separadas que foram selecionados para validagcéo por real-
time RT-PCR.

Contig Anotacao Fold Change
C601921.1 n-acetylgalactosaminyltransferase, putative 2,8
C601674.1 Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT) 2,0
(HGPRTase)

C608449.1 Schistosoma mansoni ATP-diphosphohydrolase 1 19
(ATPDasel)

C603370.1 Glutamate synthase 1,8

C606698.1  Schistosoma mansoni mRNA for transcriptional cofactor 1,7
CA150 (cal50 gene)

C610857.1 ATP-binding cassette, sub-family B, member 7, mitochondrial 1,6

precursor (ABC7)
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Tabela 11 - Identidade, Anotacdo e fold-change dos genes com expresséo

diminuida em fémeas separadas que foram selecionados para validacao por real-

time RT-PCR.

Contig Anotacgéo Fold Change
C606983.1  phosphoenolpyruvate carboxykinase 2,0
C704906.1  surface protein, putative- OBS: Schistosoma mansoni 200 1.8

kDa surface protein
C604780.1 receptor protein tyrosine phosphatase r (PCPTP1), putative 1,8
C608019.1 Tyrosinase 1 precursor (TYR1) mRNA 1,7

Tabela 12 - Primers utilizados na validacdo por Real Time RT-PCR dos genes

determinados em experimentos de microarranjos com fémeas adultas separadas

mantidas in vitro por 24hs em relacéo as fémeas pareadas.

Contig Primer 1 Primer 2

C601674.1 CGAGGTATCGTCCTACCAATGTC CCGAAGGATCTCCTAAACCAGTT
C601921.1  AAAAACGTATAGTTTGCCCAATCAT CTATTTCTCTATCTACAACAGTTTCCCAAT
C603370.1  TTATATTAATCCAGAATCCCAGTCGTT ACCATCCACACCGGCATTT

C604780.1 TCTCATTGTACACCGTGCGAAT AAGACAGGTAACATGATTATAGGGTGAA
C606698.1 TGAGCCAATACGAATTTCCAAA GTAGAACTACGGAAACGTGAGAAAGA
C606983.1  GTTGCTTTTCAACTTCATGTGCTT ATGTCTACGAACAACAATGAAAGAAGA
C608019.1  AATATTAAATGATCGACATACAGGACTGA  AAGGGAATCTTCCGGATGTAGAG
C608449.1  GCCAAGATCCAAAGAACCAACT AGGACTTTATGGTTGGGTATCAGTGA
C610857.1 CCGCCCAACTGGAGTTTTAAA CCAGTCGGATAAAATTGCTTTTTG

C704906.1

GTGCACATAAATTCACCAATAATTCC

CCATTCAACAAAAGAATCCTGAAGA
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As amostras de RNA de ambos 0s experimentos confirmaram a expressao
dos 10 genes testados (Figura 16 e 17). A validacdo destes genes confirmou o
aumento da expressdo previamente observado nas andlises de microarranjo,

embora exista variabilidade entre as réplicas biologicas.
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Figura 16 - Deteccao dos genes com expressao aumentada em fémeas adultas
de S. mansoni mantidas in vitro separadas de machos adultos. Medidas de real-
time RT-PCR em amostras de fémeas adultas pareadas (azul) e amostras de
fémeas adultas mantidas separadas (vermelho, e uma réplica bioldgica - R, verde).
Os seis genes validados foram indicados pelas respectivas siglas: gpGaNTase-T7
(n-acetylgalactosaminyltransferase), HGPRTase (Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyl transferase), ATPDase2 (ATP-diphosphohydrolase 1), Glu Synt
(Glutamate synthase), CA150 (Schistosoma mansoni mRNA for transcriptional
cofactor CA150), ABC7 (ATP-binding cassette, sub-family B, member 7,
mitochondrial precursor).
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Figura 17 - Deteccdo dos genes com expressdo diminuida em fémeas adultas
de S. mansoni mantidas in vitro separadas de machos adultos. Medidas de real-
time RT-PCR em amostras de fémeas adultas pareadas (azul) e amostras de
fémeas adultas mantidas separadas (vermelho, e uma replica biolégica, verde). Os
quatro genes validados foram indicados pelas respectivas siglas: PEPCK
(phosphoenolpyruvate carboxykinase), TYR1 (Tyrosinase 1 precursor mRNA),
PCPTP1 (receptor protein tyrosine phosphatase r), 200KDa surf. prot (Schistosoma
mansoni 200 kDa surface protein).

O gene ABC7 codifica uma proteina que faz parte de uma importante familia
de proteinas de membrana envolvidas na resisténcia de drogas e em outras
atividades bioldgicas (Pereira et al., 1998). Foram realizadas validacdes por real-
time RT-PCR a fim de confirmar a expressdo deste gene em seis estagios de
desenvolvimento do parasita (ovo, miracidio, cercaria, esquistossomulo, fémeas
adultas pareadas e machos adultos pareados) (Figura 18). Para a reacdo de PCR
utilizamos pares especificos de primers (Tabela 12) que foram desenhados no
programa Primer Express usando os parametros padrdao (Applied Biosystems) e

chamados de forma arbitraria de primers 1 e 2.
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Figura 18 - Deteccdo do gene ABC7 em diferentes estagios de

desenvolvimento do parasita S. mansoni. Medidas de real-time RT-PCR em seis
estagios de desenvolvimento do parasita: ovo, miracidio, cercaria, esquistossémulo,
fémeas adultas pareadas e machos adultos pareados. (*) = Nao foi detectado nivel
de transcricdo do gene ABC7 para as amostras de ovo

Observamos também os efeitos do pareamento no perfil de expressao génica
de machos adultos mantidos separados durante 24 horas. Foram encontrados 152
transcritos diferencialmente expressos (FDR 5% e fold-change 1,5 vezes), sendo
que 151 genes apresentam sua expressao aumentada em machos separados e
apenas 1 gene (ATP-dependent transporter) apresentava a expressao diminuida em
machos separados (Figura 19). A identidade e a funcdo em potencial destes genes

foram determinadas por anotagéo automatica.
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Figure 19 — Efeito do pareamento no perfil de expressdo génica de machos
adultos mantidos separados de seus respectivos pares durante 24 horas de
cultivo in vitro. Cada ensaio (1) e sua respectiva réplica biolégica (2) estédo
representados em uma coluna. Réplicas técnicas estdo indicadas pela letra R de
cada ensaio. Cada linha do painel representa um transcrito diferencialmente
expresso entre fémeas adultas mantidas pareadas quando comparadas com fémeas
adultas mantidas sozinhas. Transcritos foram selecionados pelo teste Significance
Analysis of Microarrays (SAM-one class) (g <0,05 e fold change = 1,5). Para cada
linha, a razdo das expressfes foi normalizada e conferida uma cor em funcdo do
namero de desvios-padrdo da média. Analise UPGMA (Baseada em matriz de
distancia) foi realizada usando a “distancia Euclidiana” para determinar a medida de
similaridade. Genes com log2 (razdo) negativo (isto é, expressao diminuida em
fémeas separadas) estdo em verde; genes com log2 (razdo) positivo (isto €,
expressdo aumentada em fémeas separadas) estdo em vermelho.

Dos 152 genes que apresentam sua expressao aumentada em machos
separados apenas 75 genes (49%) possuem fungéo descrita em outros organismos.
Dentre os 77 genes restantes, 19 (12,5%) sao “no matches” e 58 (38,5%) possuem
similaridade com proteinas hipotéticas de outros organismos. Os genes com funcao

descrita, e com expressdo aumentada em machos separados foram divididos em
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dez categorias principais (Tabela 13): constituintes estruturais do masculo, proteinas
relacionadas a transcricdo, degradacdo e sintese do grupo Heme, reparo de DNA,
proteinas com atividade oxido-redutase, proteinas de tegumento, proteinas
relacionadas a adesdo celular, proteinas de membrana, glicosiltransferases,
proteinas relacionadas a traducédo. A relevancia e a possivel implicacdo funcional

destes resultados estdo comentadas na Discussao.

Tabela 13 - Identidade, categorias de funcéo celular e fold-change dos genes com
expressdo aumentada identificados nos machos separados mantidos in vitro por
24hs em relacdo as machos pareados.

Contig Identidade Fold-change
Constituintes estruturais do Musculo
C607128.1 heart-specific myosin light chain phosphatase small subunit, 2,2

putative

C610954.1 glutamate receptor, NMDA, putative 2,1
C706917.1 cytoskeletal protein, putative 2,0
C606417.1 arp2/3, putative 2,0
C603972.1 fimbrin, putative 1,8
C607081.1 dynein heavy chain, putative 1,6
C601535.1 alpha-actinin, putative 15
Proteinas relacionadas a transcri¢ao
C604197.1 eukaryotic translation initiation factor 2c, putative mRNA 2,5
C608651.1 retinoblastoma binding protein, putative 2,3
C609274.1 glycyl-tRNA synthetase, putative 2,3
C612571.1 histidine triad (hit) protein member, putative 2,1
C610520.1 DNAj-related 2,0
C604966.1 alanyl-tRNA synthetase, putative 2,0
C601216.1 zinc finger protein, putative 2,0
C609837.1 zinc finger protein, putative 19
C611828.1  jumoniji/arid domain-containing protein, putative 1,9
C611489.1 26S proteasome regulatory subunit S3, putative 1,9
C603749.1 groes chaperonin, putative 19
C610477.1 histone deacetylase hda2, putative 1,8
C603541.1 mitochondrial ribosomal protein S9, putative 1,7
C606357.1 zinc finger protein, putative 17
C611493.1  tyrosine kinase 1,7
C717897.1 cbl, putative 1,6
C609443.1 synoviolin 1,6
C600901.1 zinc/iron transporter, putative 15
Degradacéo e Sintese do grupo Heme
C610625.1 5-aminolevulinic acid synthase 2,1
C611213.1 uroporphyrinogen decarboxylase 1.8
Reparo DNA
C612230.1 xpa DNA repair protein family, putative 2,1
C611397.1 8-oxoguanine DNA glycosylase, putative 15

Proteinas com atividade oxido-redutase
C609066.1 aldehyde dehydrogenase, putative 2,0




Contig Identidade Fold-change
Proteinas de Tegumento
C607243.1 alkaline phosphatase, putative 2,0
C601244.1 serine/threonine kinase 1,6
C601365.1 serine/threonine kinase MRNA, 3,3
C609462.1 tetraspanin D76 , putative 1,9
C610254.1 tetraspanin family protein 16, invertebrate, putative 2,1
C604563.1 tetraspanin, putative 2,0
C607961.1 tetraspanin, putative 17
C609462.1 tetraspanin D76 , putative 1,9
C610254.1 tetraspanin family protein 16, invertebrate, putative 2,1
C604563.1 tetraspanin, putative 2,0
C607961.1 tetraspanin, putative 17
C604310.1  cell polarity protein 15
C605086.1 major tegumental antigen SM15 (GSM70) gene, complete cds 3,8
C603901.1 loss of heterozygosity 11 chromosomal region 2 gene a protein 1,9
homolog (mast cell surface antigen 1) (masa-1), putative
C610626.1 monocarboxylate transporter, putative 1,7
Proteinas relacionadas a adeséo celular
C608749.1 cadherin, putative 2,0
Proteinas de Membrana
C605465.1  AMP-activated protein kinase, gamma regulatory subunit, 2,4
putative
C609020.1  ATP synthase gamma-related 2,3
C611067.1 mesoderm induction early response 1 related 1,9
C609602.1 copper-transporting atpase 1, 2 (copper pump 1, 2), putative 1,9
C609856.1 clathrin light chain, putative 1,7
C605069.1 multidrug resistance protein 1 (ATP-binding cassette C1), 15
putative
Glicosiltransferases
C607606.1 n-acetylgalactosaminyltransferase, putative 1,6
C607110.1 glycosyltransferase, putative 1,6
Proteinas relacionadas a traducéo
C612252.1 phenylalanyl-tRNA synthetase beta chain, putative 2,5
C604197.1 eukaryotic translation initiation factor 2c, putative mRNA 2,5
C600569.1 splicing factor 3a, putative 1,7
Outras
C603357.1 tpr repeat nuclear phosphoprotein, putative mRA 2,5
C601241.1 sh3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein mRNA 2,4
C609884.1 pak-interacting exchange factor, beta-pix/cool-1, putative 2,3
C602959.1 fkbp-rapamycin associated protein, putative 2,2
C715533.1  apg5-related 2,1
C607921.1 sideroflexin 1,2,3, putative 2,0
C605987.1 sugar transporter, putative 1,9
C610602.1 protein phosphatase 1 regulatory inhibitor subunit 16a, putative 19
C603452.1 SmCL2-like peptidase (CO1 family) 1,8
C601160.1  vacuolar protein sorting 26, vps26, putative 1,7
C609043.1 supervillin, putative 17
C612307.1 tar DNA-binding protein, putative 17
C608161.1 ribose-5-phosphate isomerase, putative 1,7
C711165.1 rab GDP/GTP exchange factor, putative 17
C707839.1 subfamily S1B unassigned peptidase (S01 family) 1.6
C603401.1 phosphatidylinositol 4-kinase 1,6
C602061.1 Ribonuclease P/MRP protein subunit POP5, putative 1,6
C608906.1 platelet binding protein-related 15
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4.3.Estudos dos efeitos do pareamento no perfil de expressdo génica de
vermes adultos de S. mansoni mantidos in vitro durante 13 dias.

Para avaliar os efeitos em longo prazo do pareamento na expressao génica

entre vermes pareados ou mantidos separados de seu respectivo par foi proposto

um segundo experimento onde os vermes seriam cultivados em diversas condicdes

durante 13 dias (Figura 20)
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Figura 20 - Esquema do experimento in vitro de re-pareamento com fémeas (A) ou machos (B)
adultos de S. mansoni. Nos experimentos em que as fémeas foram mantidas na presenca de
machos, sem re-pareamento, os vermes de diferentes sexos foram mantidos em cada um dos lados
de uma membrana porosa (poros de 8 um) que impedia o contato fisico, mas possibilitava a difuséo
de moléculas.
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Os vermes foram obtidos e cultivados como descrito na metodologia. Ao final

possuiamos sete grupos:

1.

Fémeas adultas recolhidas pareadas durante a perfusdo e mantidas
pareadas em cultura por 13 dias; ao final as fémeas foram separadas para
a extracdo de RNA.

Fémeas adultas recolhidas pareadas durante a perfusdo, imediatamente
separadas e assim mantidas em cultura por 13 dias.

Fémeas adultas recolhidas pareadas durante a perfusdo, imediatamente
separadas e mantidas em cultura por 6 dias. No 7° dia estas fémas foram
repareadas com machos adultos.

Fémeas adultas recolhidas pareadas durante a perfusdo, imediatamente
separadas e mantidas em cultura por 6 dias. No 7° dia estas fémas foram
colocadas na presenca de machos adultos, mas sem a possibilidade de
contato fisico.

Machos adultos recolhidos pareados durante a perfusdo e mantidos
pareados em cultura por 13 dias; ao final os machos foram separados
para a extracdo de RNA.

Machos adultos recolhidos pareados durante a perfusdo, imediatamente
separados e assim mantidos em cultura por 13 dias.

Machos adultos recolhidos pareados durante a perfusdo, imediatamente
separados e mantidos em cultura por 6 dias. No 7° dia estes machos

foram repareados com fémeas adultas.

Para analisar tais efeitos, consideramos todos os grupos de igual interesse,

sendo assim, nenhum grupo foi considerado grupo controle. Utilizamos uma co-
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hibridizacdo multifatorial (Yang e Speed, 2002a) para obter uma comparacdo mais

precisa entre as amostras e reduzir o niumero de slides necessarios (Figuras 21 e

22).

Fémeas d Fémeas
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Figura 21 - Esquema das hibridizacdes das amostras de RNA de fémeas
cultivadas em diversas condi¢cdes durante 13 dias. Cada uma das amostras &
hibridizada em pares consecutivos, As hibridizacbes foram feitas com réplicas

técnicas (dye swap) e réplicas biolégicas.
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Figura 22 - Esquema das hibridizagcbes das amostras de RNA de machos
cultivados em diversas condi¢cdes durante 13 dias. Cada uma das amostras &
hibridizada em pares consecutivos, As hibridizacbes foram feitas com réplicas

técnicas (dye swap) e réplicas bioldgicas.
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Foram encontrados 2717 transcritos diferencialmente expressos (FDR 1%),
sendo que 1517 genes apresentam sua expressdo aumentada em fémeas

separadas e 1220 genes a expressao diminuida em fémeas separadas (Figura 23).
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Figura 23 - Comparacéao entre fémeas pareadas (Pareadas), fémeas separadas
(Separadas). Agrupamento hierarquico dos 2717 genes encontrados utilizando o
teste Significance Analysis of Microarrays (SAM) two-classes (Tusher et al., 2001).
Cada amostra (1) e suas respectivas réplicas biolégicas (2 e 3) estdo representadas
em uma coluna (indicada na parte de baixo). As réplicas técnicas sédo indicadas
pelas letras da respectiva amostra (A, B) e 0s genes estdo representados um em
cada linha. Um dendograma mostra o agrupamento baseado na similaridade do
perfil de expressdo entre os genes. Andlise UPGMA (Baseada em matriz de
distancia) foi realizada usando a “distancia Euclidiana” para determinar a medida de
similaridade. As cores indicam o niumero de desvios padrdao acima (vermelho) ou
abaixo (verde) do valor médio de cada gene calculado ao longo de todas as
amostras, como mostrado na escala de cores, na parte de baixo da figura.
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Para as analises com machos separados versus machos paredados foram
encontrados 243 transcritos diferencialmente expressos (FDR 5%), sendo que 112
genes apresentam sua expressao aumentada em machos separados e 131 genes a

expressao diminuida em machos separados (Figura 24).
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Figura 24 - Comparacdo entre machos pareados (Pareados), machos
separados (Separados). Agrupamento hierarquico dos 243 genes encontrados
utilizando o teste Significance Analysis of Microarrays (SAM) two-classes (Tusher et
al., 2001). Cada amostra (1) e suas respectivas réplicas bioldgicas (2 e 3) estao
representadas em uma coluna (indicada na parte de baixo). As réplicas técnicas sao
indicadas pelas letras da respectiva amostra (A, B) e os genes estédo representados
um em cada linha. Um dendograma mostra o agrupamento baseado na similaridade
do perfil de expressédo entre os genes. Analise UPGMA (Baseada em matriz de
distancia) foi realizada usando a “distancia Euclidiana” para determinar a medida de
similaridade. As cores indicam o nimero de desvios padrdao acima (vermelho) ou
abaixo (verde) do valor médio de cada gene calculado ao longo de todas as
amostras, como mostrado na escala de cores, na parte de baixo da figura.
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Foram selecionados os 30 genes mais diferencialmente expressos em fémeas
separadas (15 genes com expressdao aumentada e 15 genes com expressao
diminuida) (Tabela 14) e 30 genes em machos separados (15 genes com expressao
aumentada e 15 genes com expressdo diminuida) (Tabela 15), o que deve
representar os genes mais expressos em cada uma das condi¢cdes. As sondas do
oligoarray foram desenhadas dentro de um rigoroso conjunto de valores para
conteudo CG e Tm, fazendo com que a cinética de hibridag¢éo entre todas as sondas
e 0s seus alvos seja muito semelhante. Portanto, é razoavel prever que a
intensidade do sinal para cada sonda esta correlacionada com a abundancia do
RNA alvo. Nao surpreendentemente, muitos dos genes mais expressos codificam
proteinas estruturais, proteinas ribossomais, proteinas relacionadas a musculatura e

proteinas do tegumento.
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Tabela 14 - Identidade, categorias de funcéo celular e fold-change dos 30 genes
mais diferencialmente expressos em fémeas separadas mantidas in vitro por 13 dias
em relacdo a fémeas pareadas. 15 genes estdo com sua expressdo aumentada (1) e
15 genes estdo com sua expresséo diminuida (|).

Contig Identidade Expressa Fold
0 Change
C919228.1  AMP dependent ligase, putative 1 91,5
C807873.1  dynein heavy chain, putative 1 12,3
C813246.1  calcium binding protein, putative 1 9,5
C800692.1 calmodulin, putative 1 7,9
C802233.1 myosin heavy chain, putative 1 6,9
C813400.1  egf-like domain protein 1 6,8
C801630.1  tropomyosin, putative 1 6,4
C905265.1  cationic amino acid transporter, putative 1 6,2
C900186.1  actin, putative ) 6,0
JAP08831. atpase, class VI, type 1lc, putative 1 5,8
S
JAP09074. tropomyosin, putative 1 5,6
S
C904960.1  cationic amino acid transporter, putative 1 5,6
C915696.1  venom allergen-like (VAL) 6 protein 1 5,6
C811688.1  multidrug resistance protein 1, 2, 3 (p glycoprotein 1 4.8
1, 2, 3), putative
C810602.1  NAD dependent epimerase/dehydratase, putative ! 4.7
C801015.1  mitochondrial ribosomal protein L24, putative ! 4,5
C900014.1 innexin, putative ! 4.4
C811270.1  phospholipase C beta, putative ! 4,3
C910061.1  cytoplasmic polyadenylation element binding ! 4,3
protein (cpeb), putative
JAP10240. membrane associated ring finger 1,8, putative ! 3,5
C
C806184.1  negative cofactor 2 transcriptional co-repressor ! 3,1
(nc2), putative
C806251.1  requim, reqg/dpf2, putative ! 3,1
C804704.1  early growth response protein, putative ! 3,1
JAPO7739. serine/threonine protein kinase, putative ! 3,0
C
JAP02446.  GTP binding protein, putative ! 29
C
C800241.1  serine hydroxymethyltransferase, putative ! 2,8
C918198.1  tetraspanin, putative ! 2,7
C916778.1 ribosome biogenesis protein bms1, putative ! 2,7
C802317.1  putative ATP-ase ! 2,7
C805758.1  serine hydroxymethyltransferase, putative ! 2,7
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Tabela 15 - Identidade, categorias de funcéo celular e fold-change dos 30 genes
mais diferencialmente expressos em machos separados mantidas in vitro por 13 dias
em relagdo a machos pareados. 15 genes estdo com sua expressdo aumentada (1)
e 15 genes estdo com sua expressao diminuida ().

Contig Identidade Expressa Fold
0 Change
C919228.1  AMP dependent ligase, putative ! 3,2
C810602.1  NAD dependent epimerase/dehydratase, putative | 3,1
JAP00720. amino acid transporter, putative ! 2,5
C
C920999.1  dynein light chain, putative ! 2,2
C810030.1  steroid dehydrogenase, putative ! 1,7
C810059.1  tegumental protein , putative ! 1,7
C810572.1  cytoplasmic dynein light chain, putative ! 1,7
C920438.1  DNA-directed rna polymerase Il, putative ! 1,7
C806775.1  Antigen Sm21.7, putative ! 1,6
C919540.1  calmodulin, putative ! 1,6
C803904.1  DNA replication licensing factor MCM2, putative ! 1,4
C905343.1  atpase, class VI, type 11c, putative ! 1,4
C811176.1 nebulin, putative ! 1,4
JAPO0O768.  synaptotagmin, putative ! 1,3
S
C917058.1 Cdk5, putative ! 1,3
C801630.1  tropomyosin, putative 1 1,6
C811329.1 inositol triphosphate 3-kinase C, putative 1 15
C902025.1  nuclear movement protein related 1 15
C919187.1  alpha-actinin, putative 1 15
C903291.1  oxalate:formate antiporter, putative 1 15
C800287.1  aspartate aminotransferase, putative 1 1,4
C812028.1  calponin-related 1 1,4
C913200.1  GTP-hinding protein era, putative 1 1,4
C810248.1  ryanodine receptor related 1 1,4
C905032.1 dock-9, putative 1 1,3
C811085.1  rna-binding protein musashi-related 1 1,3
C800727.1  protein phosphatase 2c, putative 1 1.3
C806645.1  heat shock protein 70 (hsp70)-interacting protein, 1 1,3
putative

C903315.1  sugar transporter, putative 1 1.3
C803643.1  glycerol-3-phosphate dehydrogenase, putative 1 1.3




96

4.4.Estudo dos efeitos do contato fisico do pareamento (macho e fémea) e
efeitos da possivel difusdo de proteinas e hormdnios no meio de cultura
no perfil de expressdo génica de vermes adultos de S. mansoni

mantidos in vitro durante 13 dias.

Realizamos este estudo com o objetivo de observar 0os genes que estdo
correlacionados ao contato fisico do pareamento (macho e fémea) e genes que sédo
regulados pela possivel difusdo de proteinas e hormonios secretados no meio, para
0s quais a mudanca do nivel de expressao ndo dependa da necessidade de contato
entre o macho e a fémea (Figura 20).

Utilizamos o programa SAM (Significance Analysis of Microarray) (Tusher et al.,
2001) para realizar uma analise estatistica, SAM multiclass. Para os dados de
expressdo génica dos quatro grupos de fémeas (fémeas pareadas, fémeas
separadas, fémeas re-pareadas, e fémeas separadas colocadas na presenca de
macho, porem sem contato direto) foram encontrados 545 genes diferencialmente

expressos (FDR < 0,01%) (Figura 25).
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Figura 25 - Comparacédo entre fémeas pareadas (Pareadas), fémeas separadas
e depois mantidas na auséncia de machos (Separadas), fémeas re-pareadas
(Repareadas) e fémeas na presenca de macho porém sem re-pareamento (Na
Presenca Macho). Agrupamento Hierarquico dos 545 genes encontrados utilizando
o teste Significance Analysis of Microarrays (SAM) multi-classes (Tusher et al.,
2001). Cada amostra (1) e suas respectivas réplicas biolégicas (2 e 3) estdo
representadas em uma coluna (indicada na parte de baixo). As réplicas técnicas sao
indicadas pelas letras da respectiva amostra (A, B) e 0s genes estao representados
um em cada linha. Um dendograma mostra o agrupamento baseado na similaridade
do perfil de expressdo entre os genes. Analise UPGMA (Baseada em matriz de
distancia) foi realizada usando a “distancia Euclidiana” para determinar a medida de
similaridade. As cores indicam o numero de desvios padrdo acima (vermelho) ou
abaixo (verde) do valor médio de cada gene calculado ao longo de todas as
amostras, como mostrado na escala de cores, na parte de baixo da figura.

Investigamos também se tal comportamento ocorreria com vermes machos
adultos, ou seja, se a expressdo génica de machos adultos pode ser regulada pelo
contato com as fémeas e se pode ser restabelecida aos re-parearmos 0s vermes.
Utilizamos o programa SAM (Tusher et al., 2001) para realizar uma analise
estatistica, SAM multiclass, dos dados de expresséo génica. Para os trés grupos de

machos encontramos 277 genes diferencialmente expressos (FDR 1 %) (Figura 26).
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A analise revelou que o contato direto também € necessario para o macho manter
sua atividade funcional e que o re-repareamento restabelece um perfil de expresséo

génica semelhante ao de machos pareados.

[
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Figura 26 - Comparacdo entre machos pareados (Pareados), machos
separados e depois mantidos na auséncia de fémeas (Separados), machos re-
pareados (Repareados). Agrupamento hierarquico dos 277 genes encontrados
utilizando o teste Significance Analysis of Microarrays (SAM) multi-classes (Tusher et
al., 2001). Cada amostra (1) e suas respectivas réplicas bioldgicas (2 e 3) estdo
representadas em uma coluna (indicada na parte de baixo). As réplicas técnicas séo
indicadas pelas letras da respectiva amostra (A, B) e 0s genes estao representados
um em cada linha. Um dendograma mostra o agrupamento baseado na similaridade
do perfil de expressédo entre os genes. Analise UPGMA (Baseada em matriz de
distancia) foi realizada usando a “distédncia Euclidiana” para determinar a medida de
similaridade. As cores indicam o numero de desvios padrao acima (vermelho) ou
abaixo (verde) do valor médio de cada gene calculado ao longo de todas as
amostras, como mostrado na escala de cores, na parte de baixo da figura.

Além disso, observamos que fémeas separadas e depois mantidas na
presenca do macho, porém sem re-pareamento, apresentam uma expressao génica
diferente das fémeas separadas e depois mantidas na auséncia de machos (Figura

27).
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Figura 27 - Comparacdo entre fémeas separadas e depois mantidas na
auséncia de machos e fémeas separadas e depois mantidas na presenca de
macho, porém sem re-pareamento. Agrupamento hierarquico dos 253 genes
encontrados utilizando o teste Significance Analysis of Microarrays (SAM) com duas-
classes (Tusher et al., 2001). Cada amostra (1) e duas réplicas bioldgicas (2 e 3)
estdo representadas em uma coluna (indicada na parte de baixo). As réplicas
técnicas sao indicadas pelas letras da respectiva amostra (A, B). Os genes estdo
representados um em cada linha. Um dendograma mostra o agrupamento baseado
na similaridade do perfil de expressédo entre os genes. Analise UPGMA (Baseada em
matriz de distancia) foi realizada usando a “distancia Euclidiana” para determinar a
medida de similaridade. As cores indicam o numero de desvios padrdo acima
(vermelho) ou abaixo (verde) do valor médio de cada gene calculado ao longo de
todas as amostras, como mostrado na escala de cores, na parte de baixo da figura.

Dos 75 genes que apresentam sua expressdo aumentada em fémeas
separadas e depois mantidas na presenca de macho (porém sem re-pareamento)
apenas 23 genes (30%) possuem funcéo descrita em outros organismos (Tabela
16). Dentre os 51 genes restantes, 31 (41%) sdo “no matchs” e 21 (29%) possuem
similaridade com proteinas hipotéticas de outros organismos.

Tabela 16 - Identidade, Contig e fold change dos 23 genes com funcao descrita em
outros organismos e que apresentaram expressdo aumentada em fémeas
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separadas e depois mantidas na presenca de macho (porém sem re-pareamento) in
vitro por 13 dias em relacédo as fémeas separadas.

Contig Identidade FoldChange
C800944.1 rab-gap/tbc-related 6,0
C910100.1 syndecan, putative 3,4
JAP02139.S macroglobulin/complement, putative 2,1
C921202.1 macroglobulin/complement, putative 2,1
JAP08703.C fatty acid acyl transferase-related 2,1
JAP03991.C macroglobulin/complement, putative 2,0
C912599.1 ubiquitin-specific protease, putative 19
C812730.1 annexin, putative 1,7
C806921.1 alpha-galactosidase/alpha-n-acetylgalactosamini da 15

se,putative
C806201.1 carbamoyl-phosphate synthase large chain, putative 15
C803770.1 carbamoyl-phosphate synthase large chain, putative 15
C916699.1 afadin (af-6 protein), putative 1,4
C804828.1 carbamoyl-phosphate synthase large chain, putative 1.3
C805449.1 ATP-binding cassette transporter, putative 1.3
C804057.1 Spectrin beta chain, brain 4 (Spectrin, non- erythroid beta 1.3
chain 4) (Beta-V spectrin) (BSPECV), putative
C809175.1 fer-1-related 1,3
C808892.1 multidrug resistance protein 1, 2, 3 (p glycoprotein 1, 2, 3), 13
putative
C806188.1 choline dehydrogenase, putative 1,2
C908573.1 phospholipase d - related 1,2
C804239.1 dead box ATP-dependent rna helicase, putative 1,2
C808899.1 phospholipase d - related 1,2
C921269.1 cysteine-rich with egf-like domains protein 1,2
C810833.1 isochorismatase family protein, putative 1,2

J& em relacd@o aos 178 genes com expressao diminuida em fémeas separadas e
depois mantidas na presenca de macho (porém sem re-pareamento), apenas 87
(49%) genes possuem funcdo descrita em outros organismos, 38 (21%) s&o “no
matchs” e 53 (30%) possuem similaridade com proteinas hipotéticas de outros

organismos, sem fungéo conhecida (Tabela 17).



101

Tabela 17 - Identidade, Contig e fold change dos 63 genes (sem redundancia) com
funcdo descrita em outros organismos e que apresentaram expressao diminuida em
fémeas separadas e depois mantidas na presenca de macho (porém sem re-
pareamento) in vitro por 13 dias em relacédo as fémeas separadas.

Contig Identidade FoldChange
C810389.1 aspartic proteinase-related 3,3
C904960.1 cationic amino acid transporter, putative 2,5
JAP02446.C  GTP binding protein, putative 2,2
C904724.1 sorting nexin, putative 2,1
C807873.1 dynein heavy chain, putative 2,1
JAP10094.S fatty acid desaturase, putative 2,0
C902299.1 phopholipase d, putative 2,0
C800076.1 similar to tetraspanin TE736 1,9
C916653.1 venom allergen-like (VAL) 6 protein 1,8
C807419.1 sodium/solute symporter, putative 1,8
C900256.1 protein tyrosine phosphatase prl, putative 1,8
C804365.1 nuclear transcription factor, X-box binding 1 (nfx1), putative 1,8
C811703.1 ATP-diphosphohydrolase 1, putative 1,7
C904240.1 multidrug resistance pump, putative 1,7
C800699.1 phospholipid scramblase 1,, putative 1,7
JAP03801.C  glucose transporter, putative 1,6
C917254.1 actin, putative 1,6
C802810.1 nebulin, putative 15
C900185.1 f-box and wd40 domain protein, putative 15
C903149.1 gtpase activating protein-related 15
C800398.1 calpain 4, 6, 7, invertebrate, putative 15
C800230.1 tyrosine protein kinase csk (ptk group Ill), putative 15
C811578.1 maguk P55 subfamily member 2,6, putative 15
C802204.1 annexin, putative 15
C918315.1 zinc finger protein, putative 15
C801714.1 monocarboxylate transporter, putative 15
C905343.1 atpase, class VI, type 11c, putative 15
C915534.1 fasting-inducible integral membrane protein tm6p1-related 14
C902748.1 glutamate receptor, ionotropic, n-methyl d- aspartate, putative 1,4
C919831.1 transcriptional adaptor 2 (ada2)-related 14
C917058.1 Cdk5, putative 14
C800321.1 rapl and, putative 1,4
JAPQ03778.C  ef-hand domain (C-terminal) containing protein, putative 1,4
C807330.1 apoptosis inhibitor, putative 1,3
C813198.1 prokaryotic DNA topoisomerase, putative 1,3
C915712.1 sialin (solute carrier family 17 member 5) (sodium/sialic acid cotransporter) (ast) 1,3

(membrane glycoprotein hp59), putative
C906658.1 high-affinity cgmp-specific 3,5-cyclic phosphodiesterase, putative 1,3
C803482.1 transmembrane protein 56 , putative 1,3
C800175.1 ribosomal pseudouridine synthase, putative 1,3
C800033.1 rabb and C, putative 1,3
C809659.1 neurotracting/lIsamp/neurotrimin/obcam related cell adhesion molecule 1,3
C800691.1 lipoma hmgic fusion partner-like protein 4, 1,3
C810263.1 adenylate cyclase, putative 1,3
JAP06511.S  mitochondrial carrier protein-related 1,3
C802579.1 Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit gamma, mitochondrial, putative 1,3
C804924.1 Exosome complex exonuclease RRP43, putative 1,3
JAP05707.S Intersectin-1 (EH and SH3 domains protein 1), putative 1,3
JAP09819.C  coproporphyrinogen Il oxidase, putative 1,3
C809804.1 tubulin epsilon chain, putative 1,2
C810522.1 protease U48 caax prenyl protease rcel, putative 1,2
C812133.1 aspartate aminotransferase, putative 1,2
C800458.1 dehydrodolichyl diphosphate synthase (dedol-pp synthase), putative 1,2
C915531.1 snf7-like protein (bc-2) (putative breast adenocarcinoma marker) 1,2
JAP08149.S  neurotransmitter gated ion channel, putative 1,2
JAP11260.C  activating signal cointegrator 1 complex subunit 3, helcl, putative 1,2
JAP10895.C  acyl-CoA thioesterase-related 1,2
C803803.1 ADP-ribosylglycohydrolase, putative 1,2
JAP07518.C  syntaxin, putative 1,2
C802166.1 arginyl-tRNA synthetase, putative 1,2
C910167.1 nicotinamide mononucleotide adenylyltransferase, putative 1,2
C802252.1 eukaryotic translation initiation factor 4h, putative 1,2

C809917.1 hematopoietic lineage cell specific protein, putative 0,9
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5. Discussao

Para os estudos dos efeitos do pareamento no perfil de expressao génica de
fémeas adultas separadas usamos inicialmente a plataforma de 4 mil elementos
uma vez que esta era a técnica disponivel na época dos experimentos (isto €, o
ensaio in vitro por 24 horas). Posteriormente, com o avanco de novas tecnologias,
tinhamos a possibilidade de analisar outra condicdo de pareamento (in vitro por 13
dias) em uma plataforma mais robusta (44 mil elementos). Apesar da diferenca entre
as plataformas e do tempo de cultura encontramos um grande nimero de genes
igualmente diferencialmente expressos em ambas as analises. Sendo assim, iremos
discutir tais genes em conjunto, independente do tempo de cultivo. Tal abordagem
também sera utilizada para discutir o efeito do pareamento em tempos curto e longo
(24 hs e 13 dias, respectivamente) sobre o perfil de expressado génica de machos
adultos separados.

Dois genes interessantes encontrados com a expressao aumentada em
fémeas separadas sdo CA150 de S. mansoni (SmCA150) e Hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferase (HGPRTase). SmCA150 (DeMarco et al., 2006) é um fator
transcricional conhecido em humanos que interage com RNA polimerase Il e com o
complexo spliceossomo (Sune et al.,, 1997; Goldstrohm et al., 2001). Ja a
Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HGPRTase) catalisa a conversdo de
hipoxantina a inosina monofosfato e guanina para guanosina e, foi descrita no ano
de 1998, como potencial alvo no tratamento da esquistossomose (Pereira et al.,
1998).

O gene JNK de S. mansoni mostrou aumento de expressdao em fémeas
separadas. As c-Jun N-terminal Quinases (JNKs) sdo uma familia de quinases

ativadas por estresse (como citocinas, radiacdo ultravioleta, irradiacdo, choque
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térmico e choque osmatico) (Vlahopoulos e Zoumpourlis, 2004). As JNKs fazem
parte da familia das MAPK. A via de sinalizacdo das proteinas quinases ativadas por
mitégenos (MAPK) é evolutivamente conservada entre os eucariotos e tem um papel
fundamental em vérios processos celulares (Lili et al., 2006). Tais vias também estédo
envolvidas na maturacao sexual das fémeas de Schistosoma, na produgcéao de ovos
e na resposta inflamatéria do hospedeiro aos ovos (Kunz, 2001a). Recentemente as
JNKs foram descritas com expressdao aumentada em fémeas adultas de S.
japonicum (Lili et al., 2006).

S. mansoni apresenta a maior parte dos genes necessarios para os principais
processos metabdlicos, como a glicdlise, ciclo do &cido tricarboxilico e da via das
pentoses fosfato (Brouwers et al., 1997). Entretanto, o0 parasita possui uma
deficiéncia no metabolismo de lipidios e € incapaz de fazer a sintese de novo de
esterodis e acidos graxos livres (Brouwers et al., 1997). Tal observacéao foi confirmada
pelo genoma do S. mansoni, que identificou genes codificadores de uma extensa
gama de proteinas de transporte de lipidios, mas nenhum gene codificador de
proteina relacionada a sintese de lipidios (Berriman et al., 2009). Nossos resultados
mostram um aumento da expressao de dois genes que codificam proteinas
envolvidas com a ligacéo de lipideos, a Oxysterol-binding protein 1 e a High density
lipoprotien binding protein/vigilin. E ainda interessante notar, com relagdo ao
metabolismo de lipideos que a cristalizacdo do grupo heme livre em hemozoina (Hz)
dentro do intestino do S. mansoni é uma rota importante de desintoxicagdo que
envolve goticulas lipidicas (Oliveira et al., 2000; Oliveira et al., 2002; Oliveira et al.,
2005) e pode ser considerada um potencial alvo quimioterapico (Corréa Soares et

al., 2009).
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SmATPase 1, distrofina e ABC (ABC 7, proteinas de multi-resisténcia a droga)
S&0 genes com a expressao significativamente aumentada em fémeas separadas. E
notavel que estes genes codifiquem proteinas importantes para a manutencédo do
metabolismo da fémea. SmATPsel é uma enzima de tegumento que pode ter um
papel na interacdo com o hospedeiro (Bentley et al., 2004). Sabe-se que a distrofina
e a distrobrevina formam um heterodimero para formar o dobramento central de um
complexo crucial associado a membrana, o complexo distrofina-glicoproteina (DGC).
Embora o papel da DGC, provavelmente, varie de organismo para organismos, ha
uma associacao recorrente entre a DGC e a juncdo neuromuscular (NMJ), uma
sinapse especializada colinérgica (Tan et al.,, 2007). Assim, no S. mansoni, a
remocao da distrofina, poderia resultar em uma caracteristica de hipersensibilidade
dos musculos a acetilcolina (Giugia et al., 1999; Gieseler et al., 2001; Grisoni et al.,
2003). ATP Binding Cassette (ABC) representa uma importante familia de proteinas
de membrana envolvidas na resisténcia de drogas e em outras atividades biolégicas
(Pereira et al., 1998).

Os genes codificadores de membros da superfamilia de fatores de crescimento
transformante (transforming growth factor, TGF-B) estdo com a expressao
significativamente aumentada em fémeas separadas. As proteinas por eles
codificadas tém um papel central na migracdo celular, diferenciacdo, adesao,
formacdo de padrdes e apoptose (Roberts e Sporn, 1993; Kingsley, 1994; Hogan,
1996). A familia de proteinas Smad atua como transdutores de sinalizagcéao
intracelular de peptideos TGF- e afins. O receptor regulado Smadl de S. mansoni
foi previamente identificado e demonstrada sua acao na sinalizacdo de TGF- (Beall

et al., 2000).
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Os genes codificadores das proteinas com atividade oxido-redutase, a
tireodoxina peroxidase e a glutamato sintase, que sado enzimas antioxidantes que
auxiliam na prevencdo de danos oxidativos (Kwatia et al., 2000) estdo com a
expressao significativamente aumentada em fémeas separadas. Isso sugere um
possivel aumento na quantidade de radicais livres gerados por grupos heme livres
(Oliveira et al., 2004), que poderiam ser consequéncia de um maior consumo de
sangue pelas fémeas separadas do que pela pareadas, uma situacdo similar a
descrita para fémeas tratadas com quinina (Oliveira et al., 2004).

O gene que codifica a glicoproteina de superficie de 200 kDa estd com a
expressao significativamente diminuida em fémeas separadas mantidas in vitro em
relacdo as fémeas pareadas. Tal glicoproteina foi descrita como um potencial alvo
no tratamento da esquistossomose (Hall et al., 1995) e € necesséria para a acédo do
praziquantel sobre Schistosoma (Brindley et al., 1989). Uma menor quantidade desta
glicoproteina na superficie das fémeas poderia explicar porque fémeas separadas
sao mais resistentes ao praziquantel do que fémeas pareadas, um efeito descrito na

literatura (Pica-Mattoccia e Cioli, 2004) para o qual ndo se conhece 0 mecanismo.

Quanto a formacdo da casca do ovo temos dois genes importantes com a
expressao diminuida, Sm28 (Boulanger et al., 1991; Xu et al., 1993) e precursor da
tirosinase 1 (TYR1). O gene TYRL1 codifica proteinas que estdo correlacionadas na

formacao da casca do ovo (Fitzpatrick et al., 2004).

Dois genes que codificam proteinas antigénicas e que tém sido apontados
como candidatos vacinais estdo com sua expressdo diminuida em fémeas
separadas: Sm28 glutationa S-transferase (Comoy et al., 1998) e Sm14, que podem
induzir a resposta imune celular em individuos de areas endémicas para

esquistossomose (Brito et al., 2000).
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Referente aos estudos dos efeitos do pareamento no perfil de expressao
génica de machos adultos separados de S. mansoni mantidos in vitro encontramos
genes relacionados a musculatura do parasita. L-glutamato € o principal
neurotransmissor excitatorio no sistema nervoso central de mamiferos e, portanto,
receptores e transportadores de glutamato tém sido amplamente estudados nestes
sistemas (Miller et al., 1996). Alfa actina foi previamente detectada no citoplasma do
tegumento apical (MacGregor e Shore, 1990). E possivel que a tropomiosina e a
actina estejam presentes em prontiddo para a utilizacdo em processos que
envolvam o reparo do tegumento (Matsumoto et al., 1988).

Uma observacdo interessante foi o aumento da expressdo do gene que
codifica para a cadeia leve de miosina de S. mansoni (SmMLC) em machos adultos
separados. Analises in vitro confirmaram que o praziquantel (PZQ) liga-se
fortemente a proteina SmMMLC (Gnanasekar et al., 2009). Além disso, estudos de
mapeamento mostraram que PZQ se liga aos aminoacidos 46-76 da SmMLC.
Curiosamente, niveis significativos de anticorpos anti-SmMLC estavam presentes
em camundongos vacinados em comparacdo com o0 conjunto de camundongos
infectados, sugerindo que SmMMLC pode ser um alvo potencial para a imunidade
protetora em esquistossomose (Gnanasekar et al., 2009).

Encontramos diversos genes relacionados a transcricdo e sua regulacdo com
expressdo aumentada em machos separados. Motivos dedos de zinco séo
encontrados em diversas proteinas reguladoras da transcricdo entre os organismos
eucarioticos (Vanchinathan et al., 2005; Wang et al., 2008). Entre eles esta o gene
gue codifica para SmZF1 (proteina de dedo de zinco de S. mansoni), que é uma
proteina de 19 kDa contendo trés motivos C2H2 tipo dedo de zinco. A transcricdo de

SmZF1 também foi detectada por PCR em ovos, cercarias, esquistossémulos e
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bibliotecas de cDNA de verme adulto, sugerindo que a proteina € essencial para o
metabolismo durante as diferentes fases do ciclo de vida do parasita (Souza et al.,
2001). Recentemente SmZF1 foi caracterizada como um fator transcricional
(Drummond et al., 2009).

Entre 0os genes com expressdo aumentada em machos separados
identificamos os que codificam para Histonas deacetilases (HDACs). Em eucariotos
as HDACs tém sido tradicionalmente divididas em trés classes I, Il e Ill, com classes
I e Il incluindo enzimas que partilham dominios cataliticos semelhantes e um
mecanismo catalitico dependente de Zn** e a classe Ill inclui as enzimas
relacionadas com o gene da levedura Sir2 (sirtuins) e sdo dependentes de NAD"
(Dubois et al., 2009). Inibidores de histonas deacetilases tém sido estudados para
identificar seu potencial de acdo como drogas antiparasitarias. A trichostatina A
(TSA), um inibidor de histonas deacetilases induz a morte de S. mansoni, a
apoptose, a hiperacetilacdo de histonas e o aumento da expressao de genes
(Dubois et al., 2009). Nossas observacdes sugerem gque machos separados seriam
mais susceptiveis a tratamento com inibidores de HDACs do que machos pareados.

Machos separados apresentam um aumento dos genes que codificam
enzimas relecionadas a degradacdo do grupo prostético Heme e proteinas ligadas a
atividade oxidoredutase. Mais uma vez, iSSO sugere um possivel aumento na
guantidade de radicais livres gerados por grupos heme livres (Oliveira et al., 2004),
que poderiam ser consequéncia de um maior consumo de sangue pelos machos
separados do que pelos pareados, uma situacado similar a descrita para fémeas
tratadas com quinina (Oliveira et al., 2004).

Foram identificados genes codificadores de tetraspanina (TSP) com

expressdo aumentada em machos separados. A familia das tetraspaninas parece



108

estar abundantemente representada no tegumento do S. mansoni (van Balkom et
al., 2005; Braschi et al., 2006; Simon et al., 2006). Ensaios recentes com TSP2
indicam potencial desta molécula como uma vacina recombinante segura e eficaz
contra a esquistossomose humana (Tran et al., 2006). Nossas observagdes sugerem
gue machos separados seriam mais susceptiveis a vacinacdo do que machos
pareados.

Genes codificadores de proteinas de multi-resisténcia a droga foram aqui
detectados com expressdo aumentada em machos separados. A superfamilia de
proteinas relacionadas a resistencia a drogas (ABC) possui varias bombas de efluxo
ATP-dependentes envolvidas no transporte de toxinas e xenobidticos das células.
Estes transportadores sdo componentes essenciais da fisiologia normal, e um
subconjunto das ABC esta associado com o desenvolvimento de multi-resisténcia.
Ja foi relatado que os genes SmMMRP1 e SmMRP2, que codificam para duas
proteinas da familia dos transportadores ABC, apresentam-se com expressao
aumentada em machos e fémeas tratados com Praziquantel (PZQ)(Messerli et al.,
2009; Kasinathan et al., 2010). Interessante notar que trabalho anterior apontou que
machos sozinhos sdo mais sucetiveis a tratamento com PZQ (Pica-Mattoccia e Cioli,
2004), sugerindo que o aumento na expressdo de genes da familia ABC, aqui
detectado, ndo seja suficiente para aumentar a resisténcia a PZQ.

As analises SAM multiclass revelaram que o contato direto macho - fémea é
necessario para manter a atividade reprodutiva feminina e que o re-pareamento
pode restabelecer o perfil de expressao génica de fémeas e machos anteriormente
separados.

A difusdo de possiveis proteinas secretadas no meio ndo € suficiente para

reverter a mudanca de expressao de certos genes, que havia sido causada pela
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separacdo dos pares. Entre estes genes, estdo dois que codificam proteinas
relacionadas a resistencia a drogas (transportadores ABC), que estdo aumentados
em fémeas separadas e posteriormente se mantém aumentados mesmo na
presenca de macho.

A difuséo de possiveis proteinas e/ou hormonios secretados no meio afeta a
expressdo de genes em fémeas mantidas na presenca de machos, sem contato
direto, porém parece ndo favorecer a manutencdo do organismo das fémeas, uma
vez que diversos genes importantes para tal manutencdo apresentam-se com
expressao diminuida: genes relacionados a producéo de actina, tubulina e receptor
de glutamato (importantes para a musculatura do parasita), as proteinas dedos de
zinco, fundamentais para a regulacdo da transcricdo (Souza et al., 2001,
Vanchinathan et al., 2005), além do gene que codifica a proteina tirosina quinase,
gue esta envolvida na regulacdo do processo de pareamento, proliferacdo e

diferenciacéo de células do vitelino e embriogénese de ovos (LoVerde et al., 2009).
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6. Conclusdes

Vermes adultos separados tém sua expressao génica modulada, de modo a
sobreviverem sem seu respectivo par. Ha uma diminuicAo na expressdo de
antigenos de superficie, 0 que pode ser um importante mecanismo que evoluiu com
Schistosoma para reduzir os danos causados pelo sistema imune do hospedeiro.
Tais vermes também parecem apresentar um metabolismo energético acelerado
com maior consumo de sangue do hospedeiro; a demanda de nutrientes poderia ser
justificada devido ao grande nimero de genes relacionados a transcricdo que estao
com sua expressao aumentada.

O contato direto da fémea com o macho é necessario para manter a atividade
reprodutiva feminina e o re-pareamento pode restabelecer o perfil de expresséao
génica de fémeas ou machos separados.

As fémeas separadas e depois mantidas na presenca do macho, porém sem
re-pareamento, apresentam uma expressao génica diferente das fémeas separadas
e depois mantidas na auséncia de machos. Tais genes sao possivelmente regulados
pela difusdo de proteinas e horménios secretados pelo macho no meio, para os
quais a mudanca do nivel de expressdo ndo depende da necessidade de contato
direto entre 0 macho e a fémea. Uma interessante abordagem futura seria a
identificacdo destes fatores secretados pelos machos, aqui detectados como

afetando a expressao génica de fémeas.
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