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SOCE - entrada de calcio operada por estoques

SPE - esquistossémulos obtidos in vitro cultivados em soro periférico de hamster
SPO - esquistossémulos obtidos in vitro cultivados em soro portal de hamster
SRP — complexo de reconhecimento de sinal

TRAP — complexo proteico associado a translocon

TZ — esquistossdmulos recém transformados in vitro

UV-Vis — ultra-violeta-visivel

VEGF — fator de crescimento endotelial vascular
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Resumo

Dentre as formas evolutivas do Schistosoma mansoni, o esquistossdmulo é uma das
mais estudadas para desenvolvimento de novos farmacos e sistemas diagndsticos.
Embora a transformagao in vitro seja vantajosa, € importante discutir as limitagdes do
uso de resultados obtidos a partir de parasitos cultivados in vitro em relagdo aos obtidos
no processo natural de infeccdo. No presente trabalho, esquistossdmulos obtidos in
vivo e in vitro foram comparados em relacdo a capacidade de captar sondas
fluorescentes, especificas para estruturas internas celulares ou membranas superficiais
do parasito. As sondas empregadas para membranas e estruturas internas mostraram
marcagao similar entre parasitos obtidos in vitro, por transformacdo mecanica (Mec) e
por penetracdo em pele (Pel). No entanto, diferencas foram observadas quando estes
parasitos foram comparados a outros obtidos in vivo pelo método de Clegg (Clegg et al,
1965), sendo detectado um aumento da permeabilidade de membranas. Os dados
sugerem que nos esquistossémulos cultivados in vivo o metabolismo € mais ativo nas
células superficiais e que durante sua permanéncia por até 72 horas na pele ha um
extenso turnover da superficie do parasito, envolvendo moléculas internas e um
aumento da liberagdo de imundégenos. A aumentada permeabilidade pode permitir
ainda a captacdo de moléculas, capazes de estimular o crescimento do parasito. Além
disso, bibliotecas de esquistossémulos Mec cultivados em soro portal (SPO3h e
SPO12h) e soro periférico de hamster (SPE3h, SPE12h) foram comparadas utilizando
sequenciamento de nova geracado (NGS) e analise da expressao de genes especificos.
Apds o sequenciamento e analise dos genes expressos uma alta similaridade entre as
réplicas foi encontrada. Comparando as amostras SPO3h versus SPO12h 58 transcritos
se mostraram diferencialmente expressos. De acordo com as anotagdes de termos de
ontologia génica (GO) os genes diferencialmente expressos apos 12 horas de contato
com o soro portal de hamster, estdo ligados a processos importantes ao
desenvolvimento até vermes adultos. Assim, este estudo viabilizou um maior
entendimento de mecanismos de controle sobre a internalizagdo de moléculas pelo
parasito no estadio larvario intravascular, bem como da regulagdo de sua expressao de
genes quando o mesmo se encontra no sistema porta hepatico do hospedeiro, onde as

formas adultas sao essenciais para desenvolvimento da doenca.
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Abstract

Among the different forms of the Schistosoma mansoni, the schistosomulum is widely
explored in a broad range of survey, aiming to the development of new drugs and
diagnostic methods. In spite of the advantages inherent to in vitro transformation, it is
important to discuss the limitations in take the results achieved from parasites cultured in
vitro as representative of those obtained from the natural infection. In present work,
schistosomula obtained in vivo and in vitro were compared in their ability to capture
fluorescent probes for specific internal structures or surface membranes. The probes
showed similar staining in parasite obtained by both methods, mechanical
transformation (Mec) and by active skin penetration (Pel). However, differences were
observed when those parasites were compared to other obtained in vivo, through the
Clegg’'s method (Clegg et al., 1965). The membrane permeability was shown to be
increased. The data suggest that in schistosomula obtained in vivo and kept inside the
skin for a period of time up to 72 hours the metabolism is more active in cells of the
surface and, further there is a huge turnover in the surface of the parasite, involving
internal molecules and increasing in immunogens release. The increased permeability
can also allow it to capture molecules, capable of stimulate the parasite growing.
Furthermore, replicates of cDNA libraries obtained from mechanical schistosomula
cultured in presence of serum from portal blood (SPO3h, SPO12h) and serum from
peripheral blood (SPE3h, SPE12h) of hamster were also compared by using next
generation sequencing (NGS) and gene expression analysis of specific genes. After
sequencing and statistical analysis of gene expression, it was observed a high similarity
among the libraries. When comparing the samples from SPO3h versus SPO12h
libraries, 58 genes were found differentially expressed. According to the annotation data
of the gene ontology (GO), the differentially expressed genes in schistosomula, after 12
hours of the contact with serum from hamster portal blood, are related to processes
important to its development to adult worm. Thereby, this work improved the knowledge
of mechanisms evolved in internalization of molecules by the parasite of the
intravascular stage, as well as highlighted the regulation of the gene expression when it
is within portal venous system of the host, where adult forms are essential for the
disease development.

XXI



1 Introdugéo

22



1.1Esquistossomose

A esquistossomose € uma doenca endémica, parasitaria, causada por
trematddeos do género Schistosoma sp. (Classe: Trematoda, Familia:
Schistosomatidae), sendo cinco as espécies de interesse médico, dada sua capacidade
de infectar o homem: Schistosoma haematobium (Bilhartz, 1852), Schistosoma
Japonicum (Katsurada, 1904), Schistosoma mekongi (Voge, Brickner e Bruce, 1978),
Schistosoma intercalatum (Fischer, 1934) e Schistosoma mansoni (Sambon, 1907).

Pelo menos 240 milhdes de pessoas sao infectadas pela doenca e necessitam
de tratamento todos os anos. A transmissao da doencga ja foi documentada em 77
paises ao redor do mundo, mas, dentre esses, ha 52 paises com maior risco de
transmiss&o. A doencga é prevalente em regides tropicais e subtropicais, especialmente
em comunidades pobres, sem acesso a agua potavel e sem condicbes sanitarias
adequadas. Estima-se que pelo menos 90% das pessoas com esquistossomose no
mundo vivam na Africa, onde a doenga permanece como sério problema de saude
publica. No Brasil, S. mansoni é a espécie prevalente, causadora da forma intestinal
cronica da doenga (WHO, 2015).

No Brasil, estimativas do ano de 2009, ainda validas, apontam para um numero
superior a 25 milhdes de pessoas vivendo em areas endémicas, sendo destas 4 a 6
milhdes infectadas com a doenga (Lambertucci, 2010). A situacdo atual do pais em
relacdo a esquistossomose sera em breve revelada, com a publicacdo dos dados
gerados no Inquérito Nacional de Prevaléncia da Esquistossomose Mansoni e Geo-
Helmintoses, que esta em fase de conclusdo, e visa evidenciar qual é a situagao
epidemiologica da doenga no pais, 30 anos depois da implementagdo do Programa de
Controle da Esquistossomose. A figura 1 representa a estimaiva da prevaléncia da
doenga no Brasil. Nela, a alta prevaléncia em alguns locais das regides norte e
nordeste provavelmente se relacionam a distribuicido de areas mais propicias ao
desenvolvimento dos caramujos hospedeiros intermediarios. As menores prevaléncias
ocorrem nas regides sul, centro-oeste e sudeste (a excecdo do estado de Minas
Gerais). Nota-se que a distribuicdo da doenca no pais tem um padrao focal (Lengeler et
al., 2002)
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Figura 1: Distribuicdo espacial da estimativa da prevaléncia da esquistossomose
mansoni no Brasil. Em 1A observa-se o mapa da prevaléncia estimada e em 1B os

desvios padrao das medidas estimadas de prevaléncia.

Embora movimentos migratérios de orientais e asiaticos, bem como de escravos
africanos para as Américas tenham trazido as espécies do género Schistosoma, para o
novo mundo, apenas o S. mansoni encontrou condi¢gdes favoraveis ao seu
desenvolvimento, incluindo disponibilidade de hospedeiros intermediarios susceptiveis,
representados por moluscos do género Biomphalaria sp. O parasito apresenta notavel
variagdo de morfologia ao longo de seu ciclo de vida heteroxénico, compreendendo
estadios de ovo, miracidio, esporocisto, cercaria, esquistossomulo e verme adulto
(Mavarez et al, 2002); Lenzi et al, 2008).

O S. mansoni desenvolve em seu ciclo de vida complexas relagcbes com o
ambiente e com ambos hospedeiros, intermediario (caramujos do género Biomphalaria)
e definitivo (0 homem e outros mamiferos). No Brasil ja foram identificadas dez
espécies do hospedeiro intermediario, pertencentes ao género Biomphalaria, sendo
apenas Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagophila

encontradas eliminando cercarias na natureza (Coelho and Bezerra, 2006).
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O ciclo de vida do parasito se inicia quando ovos de S. mansoni atingem
colegbes de agua com condi¢des favoraveis, e sob estimulo por calor e luminosidade
solar o miracidio eclode, sendo a forma livre, que ativamente infecta os caramujos. Nos
seus hospedeiros invertebrados o S. mansoni desenvolve a fase assexuada de seu
ciclo de vida, que compreende complexos processos de multiplicacdo celular e
mecanismos adaptativos. Tais divisdes celulares e modificagcbes morfologicas levam a
formacgao de cercarias que sao também liberadas em colegbes de agua. O parasito
neste estadio larvario é o agente penetrante na pele ou mucosa dos hospedeiros
definitivos. Apds penetracdo, a cercaria sofre transformacbes bioquimicas e
morfologicas e se torna esquistossémulo, que atravessa a epiderme, atinge a derme,
invadindo vasos preferencialmente venosos; os parasitos sado carregados passivamente
para o coragao, de onde sdo bombeados para os pulmdes, retornando ao coragao e
sendo entdo bombeados para circulagao sistémica. Os esquistossémulos perfazem dois
ou trés ciclos sistémicos até ficarem retidos nos sinuiséides hepaticos, onde se
desenvolvem devido aos estimulos do soro portal, e amadurecem sexualmente, a partir
de complexas interagdes moleculares entre os sexos. No sistema porta-hepatico
intestinal, as fémeas maduras passam a liberar ovos, que amadurecem nos tecidos do
hospedeiro  vertebrado, sendo elementos importantes na patogénese da
esquistossomose e, uma vez eliminados nas fezes, dao continuidade ao ciclo biolégico
do parasito (Andrade & Azevedo, 2008). A figura 2 é representativa dos principais

eventos ocorridos ao longo do ciclo de vida do parasito.
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Figura 2: ciclo de vida do Schistosoma mansoni. Adaptado de

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Schistosomiasis.htm

Durante o desenvolvimento no hospedeiro definitivo, o S. mansoni passa por seis
estadios evolutivos, quando sao observadas alteracbes morfoldégicas e grande
crescimento corporal. A realizagdo de infeccdo experimental de ratos, coelhos e
macacos Rhesus mostrou que o desenvolvimento ocorre de forma assincronica (Faust
et al, 1934).

Barbosa e colaboradores, 1978 estabeleceram critérios morfolégicos que permitiram
classificar o parasito do 1° ao 6° estadio (Figura 3), a saber: Esquistossomulos de
estadio 1 - recém-chegados dos pulmdes apresentando formacgao inicial do ceco,
visualizada com pigmentagdo escura devido a presenga de sangue semi-digerido do
hospedeiro. Somente uma pequena &area escura (sangue semi-digerido), que
representa o inicio do ceco. Este estadio tem uma curta duracdo. Estadio 2 - ceco
bifurca, nao ultrapassando o acetabulo. Estadio 3 - mancha escura bifurcada ultrapassa

0 acetabulo e se religa depois dele. Estadio 4 - mancha escura na porgao reconectada
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comecga crescer para extremidade do parasito, mas ndo € maior que sua parte
bifurcada. Estadio 5 — parasito possui o final ligado do ceco maior que a parte bifurcada,
mas ainda menor que trés vezes seu tamanho final. Estadio 6 - adultos jovens e
maduros com ceco completamente desenvolvido, sendo trés vezes maior que no 5°

estadio.

0.5 mm

L e B - -

Fonte: Barbosa et al 1978

Figura 3: Representacdo esquematica das etapas do desenvolvimento dos

esquistossémulos.

A esquistossomose mansoni é decorrente da resposta inflamatéria granulomatosa que

ocorre ao redor dos ovos vivos do parasito (Bogliolo, 1959; Warren, 1968).

A doencga se apresenta no homem sob uma fase aguda e fase cronica. A fase aguda se
caracteriza por manifestagcdes clinicas que incluem febre, prostracdo, diarreia e
eosinofilia, sendo associada a uma imunopatologia exacerbada, com granulomas
maiores do tipo necroético exudativo. Surge, geralmente, com o inicio do aparecimento
de ovos nas fezes e dura até 120 dias apos infecgdo (Diaz-Rivera et al, 1956; Ferreira
et al, 1966).

A fase crénica da doenca pode se manifestar sob formas diferentes entre intestinal,

hepatointestinal e hepatoesplénica. A forma intestinal, na maioria dos casos € benigna,
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com predominio de granulomas nodulares, queixas por parte do paciente de dores
abdominais, com diarreia mucossanguinolenta, ou mesmo constipagcdo em periodos
intercalados e longos. As manifestagdes hepaticas surgem com inicio da oviposicao e
formacédo de granulomas, dependendo, portanto, o numero de ovos que chegam ao
6rgao, bem como da intensidade da resposta granulomatosa. O figado apresenta-se
inicialmente aumentado e doloroso a palpagdo. Em fase mais adiantada, o 6rgao pode
estar menor e fibrosado e nessa fase ha um quadro de fibrose, com neo-formacao
conjuntivo-vascular ao redor de vasos portais, e consequente manutengdo do
parénquima hepatico. A endoflebite e fibrose periportal causadas pelos granulomas
provocam obstrucdo de ramos intra-hepaticos da veia portal, e consequente
hipertensdo portal. Nas formas hepatoesplénicas mais graves observa-se ascite e
consequente esplenomegalia, causada por alteragdes hemodinamicas, principalmente a
hipertensdo. A hiperplasia inicial do tecido reticlar e do sistema monocitico fagocitario
tem como causa um fendbmeno imunoalérgico, com proliferagdo basofilica, coincidente
com elevagdo de imunoglobulinas, causados principalmente pela congestao passiva da
veia esplénica do sistema porta e distensdo de sinusodides. O desenvolvimento de
circulagdo colateral intra-hepatica (shunts) e anastomoses no plexo hemorroidiano,
umbigo, regido inguinal e esbéfago representam alternativas para compensar a
hipertensado portal, sendo que a formagao de “varizes esofagianas”, que podem se
romper, causa uma hemorragia, muitas vezes fatal (Andrade & Azevedo, 2008; Melo &
Coelho, 2005).

Na maioria dos individuos infectados que vivem em areas endémicas a forma habitual
da doenca € leve, sendo os mesmos assintomaticos ou apresentando queixas vagas,
contudo, eliminando ovos viaveis nas fezes. A forma grave ou avangada da
esquistossomose € caracterizada morfologicamente pela fibrose hepatica periportal e
em muitos casos ha sinal de hipertensao porta: esplenomegalia e circulagao colateral, a

forma hepatoesplénica (Andrade & Azevedo, 2008).

Os métodos diretos para diagnostico da esquistossomose detectam o parasito ou suas
fases evolutivas ou moléculas, neste grupo incluem-se exames parasitologicos de fezes
e biopsia retal, pesquisa de antigenos circulantes e reagdo da polimerase em cadeia
(PCR). Ja os métodos indiretos identificam evidéncias indiretas da presenga do

parasito, podendo ser por meio de aspectos clinicos, propedéutica clinica, reacao
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intradérmica e métodos soroldgicos (Rabello et al 2008). O exame de amostras de
fezes para deteccado de ovos, como estabelecido na técnica de Kato-Katz (Katz et al,
1972) é o método mais utilizado mundialmente para diagnéstico da esquistossomose
intestinal (Bergquist, 2008).

O tratamento especifico da esquistossomose causada pelo S. mansoni s6 é
estabelecido quando é comprovada a infeccdo pela presenga de ovos viaveis de

parasitos nas fezes e/ou eventualmente nos tecidos (Enk et al, 2008).

O Praziquantel (produzido por Farmanguinhos - Fundagdo Oswaldo Cruz/ FIOCRUZ) é
o farmaco atualmente disponivel para tratamento da esquistossomose no Brasil. Além
de possuir custo mais acessivel recomendado pela organizagdo mundial da saude para
o tratamento da doenga (WHO, 2006).

Diferentemente de outros helmintos e de organismos mais primitivos, o S. mansoni
consegue atingir notaveis indices de longevidade, vivendo no sistema sanguineo porta
hepatico do hospedeiro definitivo por periodos até superiores a 38 anos (Harris et al.,
1984). Este fato reflete bem a notavel capacidade adaptativa do parasito as atividades
de defesa, inerentes ao sistema imunoldgico do hospedeiro, com o desenvolvimento de
estratégias de escape e sobrevivéncia (Clegg et al, 1971b; Rocha & Coelho, 1980;
Smithers & Terry, 1969). A dependéncia de células do sistema imunologico do
hospedeiro, do tipo T CD4+, para desenvolvimento do parasito € um bom exemplo da
complexa e sofisticada estratégia adaptativa desenvolvida pelo parasito (Davies et al,
2001; Lamb et al, 2010).

Ao longo de milhares de anos de desenvolvimento, por influéncias de diferentes
pressdes seletivas e em funcdo da co-evolugdo parasito-hospedeiro, o S. mansoni
adquiriu outros notaveis processos adaptativos, como a capacidade de produzir
ATPases, produzir substancias com acgéao inibitéria da agregagcao plaquetaria (Faria-
Pinto et al, 2004) e outras substancias com acao inibitéria da coagulagdo sanguinea,
principalmente relacionadas a fatores de coagulacdo dependentes de vitamina K
(Carvalho et al, 2005), bem como a produgcdo de substéncias vasodilatadoras por

machos (Vasconcelos et al, 1993).
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A incorporacao de proteinas do hospedeiro para mascarar epitopos do verme adulto
contra a resposta imunoprotetora do hospedeiro € também um mecanismo previamente
investigado e que constitui parte da adaptagcéo do parasito, permitindo-o sobreviver por
longos periodos infectando o hospedeiro definitivo (Clegg et al, 1971a). Neste contexto,
a aquisicdo de um fator eritrocitario humano, inibidor da lise celular mediada pelo
complemento (DAF — Decay-accelerating fator), € um mecanismo adicional, adotado
pelo parasito para evitar danos extensivos em suas membranas, que poderiam leva-los
rapidamente a morte, interrompendo a cadeia de eventos da infecgao (Hoffman, 1969;
Hoffmann, 1969; Ramalho-Pinto, 1987; Ramalho-Pinto et al, 1992).

Estudos para explorar a importancia de diferentes proteinas, determinantes do
desenvolvimento do parasito, sdo regularmente delineados e cada vez mais séao
incorporadas novas tecnologias, que aumentam consideravelmente a quantidade de
dados gerados e o numero de moléculas analisadas por estudo. Tais tecnologias
envolvem o conhecimento e aprimoramento de dados do genoma do parasito, bem
como estudos de transcriptomas e proteomas deste em condicbes que busquem

simular o que acontece nas diferentes fases de seu ciclo evolutivo.

1.2 Passagem de S. mansoni através da pele do hospedeiro definitivo — o
estadio de “esquistossémulo de pele”

As pesquisas cujo objetivo central é a procura de antigenos ou esquemas imunizantes,
que poderiam resultar em vacina, partem do pressuposto que os vermes ainda
imaturos, principalmente nas fases de pele e pulmao, seriam os alvos preferenciais da
resposta imune adquirida. Nessas pesquisas, que visam o desenvolvimento de novos
farmacos e a busca por antigenos como candidatos a vacina, se tem usado como
matéria prima esquistossémulos transformados in vitro e cultivados artificialmente,

tentando simular o que ocorreria no ambiente do hospedeiro definitivo (LoVerde, 1998;

Wilson & Coulson, 2009; Mansour & Bickle, 2010). Evidentemente, os estudos com
parasitos transformados e cultivados in vitro possuem enormes vantagens logisticas no
que diz respeito a relativa facilidade em se obter biomassa, em boas condi¢cbes de

esterilidade do material, tanto nas fases mais desenvolvidas quanto nas fases iniciais

de desenvolvimento do S. mansoni. Entretanto, € muito importante que se discuta e
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mostre as limitacdes de extrapolar resultados obtidos a partir de parasitos artificialmente
transformados e cultivados com aqueles realizados utilizando parasitos obtidos pela via
natural de infecgao, isto &, através da penetragao através da pele, o que representa um

grande desafio para a produgéo desses organismos em massa, em condi¢cdes estéreis.

Diferengas marcantes ja foram descritas entre os esquistossbmulos transformados in
vitro e os obtidos da pele do hospedeiro. Barbosa e colaboradores (1978)
demonstraram que os esquistossémulos permanecem até 3 dias no local da penetracao
da cercaria na pele, antes da migracédo para os pulmdes. Provaram esse fato por
remogao cirurgica da pele do camundongo no local da infecgdo. Até 3 dias apds a
infeccdo, a remocédo da pele do local da infec¢do resultou na auséncia absoluta de
vermes adultos no sistema porta hepatico 40 dias apds. Assim, concluiu-se que o
parasito necessita de aproximadamente 3 dias para se adaptar as condi¢gdes do novo
ambiente no hospedeiro vertebrado para prosseguir sua migragao.

Trabalhos publicados, principalmente a partir da década de 70, mostraram varias
diferencgas entre esquistossdmulos transformados in vitro e obtidos da pele (Kusel et al.,
1984; Samuelson et al, 1980; Smith & Kusel, 1979; Brink et al, 1977). Grande
percentual dos esquistossémulos transformados in vitro € morto pela via alternativa do
sistema do complemento (Machado et al, 1975). O esquistossdmulo obtido in vitro é
resistente em meio isotbnico e mantém o conteudo das glandulas pré e pés
acetabulares, ao contrario de quase todos os obtidos da pele, excreta o conteudo
glandular (Gazzinelli et al, 1972). A resisténcia dos esquistossémulos in vitro ao meio
isotbnico e a suscetibilidade ao sistema do complemento se deve a permanéncia, em
parte dos organismos, do glicocalix da cercaria, que é perdido no processo de
penetragdo da pele e que é alvo do sistema imune e ainda impermeabiliza os
organismos evitando a morte por endosmose na agua (Samuelson & Caufield, 1985).
Também apds a transformacdo mudangas metabdlicas marcantes acontecem, uma vez
que o metabolismo da cercaria que € anaerdobico se torna aerdbico nos
esquistossOmulos (De Oliveira et al, 1975).

A comparagdo da evolugdo, morfogénese e ganho de massa dos parasitos em
condigdes in vitro e in vivo mostra diferengcas dramaticas entre estas duas condigdes.
Os esquistossOmulos transformados e cultivados in vifro apresentam um

desenvolvimento e ganho de tamanho muito mais acentuado até a 1% semana de
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cultivo, enquanto os parasitos da infeccao natural que estdo que na pele e pulméo
praticamente ndo ganham biomassa, entretanto, os esquistossdmulos, apds atingirem o
sistema porta-hepatico, apresentam um crescimento exponencial e uma morfogénese
muito mais acelerada, ultrapassando rapidamente aquele observado nos organismos
cultivados in vitro (Michalick et al, 1979).

Ja foi descrito em dois protozoarios que a atividade in vitro de transportadores de purina
é diferente do verificado in vivo (Koning et al, 2000). Estudo com Plasmodium (parasito
causador da malaria) demonstrou que a atividade de mitocondrias in vivo depende do
estadio de desenvolvimento e da localizagao do eritrécito infectado no hospedeiro, um
resultado que é diferente do observado in vitro (Daily et al, 2007). Estudos realizados
por nosso grupo de pesquisas permitiram verificar que a absor¢gdo de macromoléculas
por cercarias, durante o processo de penetracdo, ocorre dentro de minutos e continua
por pelo menos trés horas. Existem fortes evidéncias de que essa absor¢gdo ocorre
através do nefridioporo (poro de saida do sistema excretor) e a partir desse ponto se
difunde ao longo do parasito. Essa difusdo pode ocorrer devido ao aumento da
permeabilidade das células do tecido, especialmente in vivo e por meio de jungbes Gap.
Ainda nao se sabe se é possivel ocorrer entrada de moléculas através de poros
presentes na superficie da membrana (Thornhill et al, 2010). A existéncia desses poros
tem sido sugerida por outros autores (Braschi et al, 2006), podendo esses aparecer
durante a migragdo do parasito pelo tecido do hospedeiro. Suas propriedades poderéo
ser estudadas utilizando métodos sugeridos por Kusel e colaboradores (2007). Em
trabalho n&o publicado, realizado por Kusel (comunicagao pessoal), demonstrou-se que
cercarias adquirem, durante a penetracdo na pele, macromoléculas de <20 kDa por
meio de um mecanismo que envolve o chamado poro excretor e, possivelmente, os
poros da membrana de superficie. Assim, acredita-se que durante a penetracdo do
parasito na pele, uma interface parasito/hospedeiro se estabeleca e que por
estimulacdo causada tanto por moléculas do hospedeiro quanto outras do parasito
possa induzir novas vias de sinalizagao.

Evidéncias de que (glicanos s&o moléculas importantes para a interagéao
parasito/hospedeiro sugerida acima tem sido mostradas em diferentes trabalhos
(Nyame et al, 2003; Hokke et al, 2007a,b; Wuhrer et al, 2000; 2006). Tais glicanos
podem estar ligados a proteinas ou lipidios, expostos na superficie de diferentes

estadios do ciclo de vida do Schistosoma - cercarias, esquistossdmulos, vermes
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adultos, ovos e miracidios - (Van Diepen et al, 2012). A maior parte da resposta de
anticorpos do hospedeiro frente a infeccdo € direcionada contra carboidratos ou
antigenos glicanos do Schistosoma (Cummings & Nyame, 1999; Nyame et al, 2000;
Wuhrer et al, 2000). Assim, as glicoproteinas do parasito constituem alvos potenciais da
resposta imune contra a infecgdo. A estrutura da por¢ado glicidica de varios
glicoconjugados do Schistosoma tem sido elucidada utilizando espectrometria de
massa (MS), anticorpos monoclonais (mAbs), em associagdo com estudos de
transcriptoma e proteoma, permitindo a identificagcdo direta desses antigenos do
Schistosoma (Nyame et al, 1999; 2000). O processo de transformagao das cercarias em
esquistossOmulos também gera alteragdes nos glicanos que sdo expostos na superficie
do parasito e, por isso, estas moléculas devem ser investigadas nos estudos que visam
o desenvolvimento de novos farmacos e a descoberta de vacinas contra a
esquistossomose. Nyame e colaboradores (2003), utilizando mAbs contra N-glicanos
complexos (LDN e LDN-F) e um N-glicano Lewis x poliédrico (Le*) demonstraram que
os antigenos de glicano ocorrem em varias glicoproteinas de cercarias,
esquistossdmulo de 3h, 48h, e de pulmao, vermes adultos e ovos de S. mansoni, ou
seja, sao expressos na superficie do tegumento do parasito em todas as fases de
desenvolvimento no hospedeiro vertebrado. Esta localizacdo na superficie do
tegumento interfere no reconhecimento e na interacdo parasito/hospedeiro (Hokke &
Yazdanbakhsh, 2005).

Considerando que praticamente todos os trabalhos recentes utilizando biologia
molecular, gendmica, expressdo génica, protedmica, imunologia e bioquimica tem
utilizado esquistossémulos transformados e cultivados in vitro é evidente a necessidade
de estudos que melhor caracterizem as semelhancas e diferencas entre os parasitos
obtidos por métodos mecanicos e os obtidos pela penetragdo ativa de cercarias em
pele de hospedeiro, o0 que mais se assemelha ao processo que ocorre na infecgao
natural. Além disso, a dificuldade no desenvolvimento de vacinas contra doencas
parasitarias e na producdo de medicamentos eficazes podem ser parcialmente
explicados pela falta de conhecimento da estrutura e fungdo de organelas do parasito,
de suas moléculas e do seu metabolismo in vivo. Neste contexto, o esquistossémulo de
pele, bem como, o esquistossdmulo transformado in vitro, expostos a diferentes
condicbes, se mostram importantes para a compreensdo do desenvolvimento do

parasito.
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1.3Desenvolvimento de S. mansoni no sistema porta hepatico do hospedeiro
definitivo

O achado de que, em seu ciclo de vida, o S. mansoni inicia o crescimento expressivo e
ganho de biomassa apenas quando atinge vasos dos sistema porta hepatico do
hospedeiro foi anteriormente reforcado por Barbosa e colaboradores em 1978, que
mostraram que vermes presos em vasos sanguineos do sistema pulmonar de
camundongos permaneciam imaturos por meses apds a infecgdo, enquanto aqueles
que atingiam vasos do sistema porta hepatico apresentavam crescimento exponencial
(Barbosa et al, 1978). Posteriormente Rocha et al, em 1980, corroboraram este achado,
mostrando que esquistossdmulos transformados in vitro, quando diretamente
inoculados na veia portal de camundongos, em procedimento cirurgico, iniciavam a
eliminagdo de ovos cerca de 7 dias antes de vermes derivados da infecgéo
transcutédnea natural (Rocha & Coelho,1980). Este periodo de 7 dias corresponde ao
tempo necessario para que esquistossémulos migrem da pele aos pulmbes e, de |3,
atinjam os vasos do sistema portal na infecgdo natural pelo parasito. Um estudo
posterior mostrou um aumento significante na taxa de proliferagdao celular de
esquistossOmulos derivados de camundongos, cultivados em presenga de soro humano
portal quando comparado a parasitos do mesmo estadio, cultivados em presenca de
soro periférico humano (Shaker et al, 1998). O efeito estimulante foi atribuido a fragcdes
proteicas do soro portal humano com pesos moleculares na faixa de 1kDa e 50kDa.
Este achado foi confirmado em um estudo mais recente, empregando soros portal e
periférico de outro hospedeiro definitivo altamente susceptivel, o hamster, e
empregando um meétodo sensivel de determinagdo da taxa de proliferagao celular por
incorporagao de nucleotideo modificado (bromodesoxiuridina — BrdU) (Draz et al, 2008).
Posteriormente, 0 mesmo grupo de pesquisas empregou metodologia idéntica e
mostrou que na presencga de soro portal do hospedeiro susceptivel, Hamster, a taxa de
proliferacdo celular em esquistossbmulos de S. mansoni é também mais elevada,
quando comparado a presenca de soro periférico desse hospedeiro, e que a fracao
proteica com peso molecular de 20 kDa preserva esse efeito estimulante (Shaker et al,
2011).
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O processo de proliferagao celular do parasito no soro portal do hospedeiro definitivo
pode estar relacionado a abundancia de algum constituinte neste soro em relagéo a sua
baixa concentragdo ou auséncia no soro periférico. Também, a grande disponibilidade
de nutrientes ja processados e prontos para utilizagdo metabodlica, como parte da
condigao tipica do sistema porta hepatico. Embora os principais estudos supracitados
reiterem a presenga de um fator estimulante, nenhum deles evidencia a importancia de
algum gene, ou familia de genes, diretamente ligados ao processo, que possa entao
determinar a evolugao do parasito de seu estadio de verme imaturo até verme adulto.
Estes, macho e fémea, se acasalam e inicia-se a postura de ovos, elementos estes

determinantes da patogenia da esquistossomose.

A alta taxa de proliferagéo ao nivel celular e de crescimento que o parasito atinge neste
estadio de desenvolvimento apontam para esta fase do ciclo evolutivo do parasito como
de elevado potencial para exploragcdo em estratégicas de busca de novos farmacos,
que atuem nas fases iniciais da infecgdo, evitando a patogenia da doenca,

representada pela deposi¢cao de ovos no figado do hospedeiro (Fitzpatrick et al, 2009).

Além das iniciativas voltadas ao estudo do genoma e determinagao de transcriptomas
do parasito, estudos ao nivel de proteomas permitiram a identificagcdo de receptores e
proteinas intracelulares que atuam como transdutores de sinal e induzem mudancas
morfoldgicas e funcionais importantes ao processo de adaptagédo, desenvolvimento e
diferenciacdo celular, como atividade mitética, motilidade, atividade fagocitica, bem
como liberagao de espécies reativas de oxigénio (ROS) em diferentes estadios do ciclo
evolutivo do parasito (Bahia et al, 2006; Zahoor et al, 2009). A identificacédo e
caracterizacdo de moléculas diretamente envolvidas em processos, como os citados, é
importante ndo apenas para o estudo do desenvolvimento do parasito, como também
para elucidar aspectos essenciais da interacdo parasito/hospedeiro durante a infec¢ao

por S. mansoni.

1.4Estudos de genGmica e de transcriptomas de S. mansoni
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O genoma do S. mansoni contém 363 milhdes de pares de bases, distribuidos em sete
pares de cromossomos autossémicos e um par sexual, sendo fémeas heterogaméticas
(ZW) e machos homogaméticos (ZZ) para este par. Aproximadamente 40% do genoma
€ constituido de sequéncias repetitivas, e foram identificadas 72 familias de
transposons, compreendendo aproximadamente 20% do genoma (Berriman et al,
2009).

O genoma codifica 11.800 genes em 13.100 transcritos, possuindo grandes introns,
com tamanho médio de 4,7Mbp e éxons muito menores, com extensdo média de
217pb. Os introns de regides 5 sdao menores que introns de regides 3’, 0 que sugere
um controle transcricional atipico quando comparado a outros eucariotas (Berriman et
al, 2009).

Embora a qualidade e curadoria dos dados anotados no genoma sejam sempre
controladas nas versbes publicadas, combinagcdes de novas tecnologias de
sequenciamento tem sido utilizadas para melhorar a confiabilidade das montagens do
genoma, bem como levantar informagdes importantes acerca da organizagao estrutural
e funcional dos genes. Nesse sentido, uma versdo mais atualizada do genoma foi
obtida de clones de vermes de S. mansoni, empregando sequenciamento de nova
geracao (NGS) de bibliotecas para obter transcriptomas de parasitos de 4 estadios
diferentes do parasito (Protasio et al, 2012). Nesta versdo o numero de genes
encontrados foi de 10.852, uma vez que foram identificados eventos de frans-splicing
em pelo menos 11% dos genes ja anotados da versao anterior, o que resultou em
melhoria na resolugdo da estrutura de transcritos policistronicos. Ainda nessa nova
versao foi construido um mapa de alta resolucdo de mudancas temporais no perfil de

expressao de 9.535 dos genes.

Acessar as informagdes do genoma é imprescindivel para os avangos em relagdo a
diversos aspectos da esquistossomose, tanto no ambito das possibilidades de
tratamento medicamentoso, quanto do diagnéstico, principalmente das formas pré-
patentes do parasito, bem como na busca de novos candidatos vacinais, embora este
seja um objetivo que para ser atingido demande ainda superacao de maiores desafios.

Assim, diferentes trabalhos se apoiam nas informag¢des do genoma para definir sitios
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genéticos relacionados a especificidade e viruléncia, bem como resisténcia aos

farmacos disponiveis para o tratamento (Valentim et al, 2009).

O estabelecimento de bancos de dados de genoma do S. mansoni, integrando dados
sobre o metabolismo do parasito e oferecendo ainda ferramentas para diversas
analises de bioinformatica, como os bancos de dados SchistoDb (Zerlotini et al, 2009) e

GeneDB (http://genedb.org), foi de fundamental importancia para estudos sobre

potenciais para o desenvolvimento de novos farmacos e candidatos vacinais para
tratamento da doenca. A versédo do SchistoDb, recentemente disponibilizada (Zerlotini
et al, 2013), além de permitir acesso aos dados mais recentes da anotagcéo do S.
mansoni, permite também acesso aos dados de anotagdo dos genomas de outras duas
espécies do género Schistosoma de importancia médica, S. haematobium (Young et al,
2012) e S. japonicum (Consortium, 2009). Essa implementagéo permite, assim, realizar
analise integrada de dados para o género Schistosoma e oferece novas ferramentas
para estudar e analisar dominios proteicos, realizar associagcdes entre termos de
ontologias génicas, predicdo de peptideo sinal, de dominios trans-membrana e de
janelas abertas de leitura, bem como realizar BLAST contra os bancos de dados além

de predigcao de ortologos.

Dada a notavel complexidade das interacbes que o parasito estabelece com seus
hospedeiros, buscando adaptacdo e escape dos mecanismos de defesa destes, a
regulacao da expressao de genes em momentos diferentes dos variados estadios do
ciclo de vida de S. mansoni é tarefa vital. Diversos estudos de transcriptomas,
realizados em diferentes condi¢cbes temporais, tem gerado informagdes quantitativas
importantes sobre os niveis de expressdes de genes, facilitando a compreensao
cientifica desses mecanismos adaptativos do parasito. Para construir os transcriptomas
de S. Mansoni, diferentes metodologias vém sendo historicamente exploradas em um
consideravel numero de estudos, envolvendo as etiquetas de sequéncias expressas
(ESTs) (Franco et al, 2000); etiquetas de sequéncias expressas em janelas abertas de
leitura (ORESTES) (Verjovski-Almeida et al, 2003), analise seriada da express&o génica
(SAGE) (Ojopi et al., 2007; Williams et al, 2007) e microarranjos de DNA (Fitzpatrick et
al, 2009; Parker-Manuel et al, 2011; Simdes et al, 2011).
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O estudo de genes diferencialmente expressos nas formas intravasculares do parasito
no hospedeiro definitivo tem sido explorado em pesquisas, especialmente por estas
formas serem consideradas as que possuem maior potencial para desenvolvimento de
candidatos vacinais. Assim, diversas abordagens tém explorado a expressdo génica
nos estadios de esquistossébmulos e vermes adultos em condi¢gdes variadas. Gobert e
colaboradores estudaram o padrdo de expressdo génica em esquistossOmulos
cultivados por 3 horas e por 5 dias em presencga de eritrocitos (Gobert et al, 2010). O
grupo usou um microarranjo de DNA, contendo sequéncias de 12,166 contigs unicos de
S. mansoni e avaliaram os genes diferencialmente expressos entre esquistossémulos
simulando a forma de pele (3 horas) e a forma pulmonar (5 dias) do parasito. A principal
modificagdo transcricional foi observada em relacdo as ontologias génicas atividade

catalitica e a capacidade de ligacao de proteinas, maiores no parasito de 5 dias.

1.5 Contribuicdes de métodos de Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS)

Os métodos NGS tém sido empregados em estudos atuais de transcriptomas integrais,
sendo estas abordagens de alto rendimento (high-throughput) e quantitativas, com
vantagens adicionais como: alta resolugdo de bases para os dados de anotacgédo;
acesso ao perfil de expressdo génica em escala gendmica; e viabilidade financeira dos
estudos que apresentam menor custo quando comparado a tecnologias como
microarranjos ou método de Sanger para sequenciamento de larga escala (Wang et al.,
2009). Os equipamentos se tornaram comercialmente disponiveis a partir de 2005 e
causaram grandes impactos na pesquisa envolvendo genomas, uma vez que passaram
a ser aplicados com objetivo de sequenciar novos genomas, re-sequencinar genomas,
bem como em novas aplicagbes nao exploradas pelos aparelhos baseados em
sequenciamento Sanger (Morozova et al, 2008). As plataformas inicialmente
disponiveis, Roche 454 FLX, lllumina Solexa Genome Analyzer, Applied Biosystems
SOLID™ e Helicos Heliscope™ incorporaram, cada uma, complexa interligagdo da
quimica, enzimologia, otica de alta resolugédo, software e hardware e tem facilitado
largamente o trabalho de sequenciamento em todas as etapas quando comparado a
metodologias automatizadas e multi-etapas empregadas nos métodos baseados em

clonagem para sequenciamento de alto rendimento (Mardis et al, 2008).
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A partir de 2008 centenas de publicagdes foram produzidas, objetivando identificar e
refinar estrutura de genes, montar transcriptomas de novo ou mesmo obter
transcriptomas completos, em escala gendmica (Marioni et al, 2008; Mortazavi et al,
2008; Otto et al, 2010; Chaudhuri et al, 2011; Xia et al, 2011).

A plataforma SOLID (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) emprega
uma biblioteca de fragmentos ligados a adaptadores semelhante a outras plataformas
NGS, além de uma etapa de PCR em emulsdo, com particulas magnéticas para
amplificar os fragmentos antes do sequenciamento. Diferente das demais plataformas,
€ a unica que emprega uma DNA ligase na metodologia de sequenciamento (MkKernan
et al, 2006; Mardis et al, 2008). Resumidamente, o processo se inicia pela
fragmentacdo mecanica do DNA, sendo selecionados fragmentos entre 60 e 90pb, para
as bibliotecas de tag unica, ou fragmentos de 1-10Kb, para as bibliotecas de tags
duplas (mate-pair). Os fragmentos sao diretamente ligados a adaptadores universais
em ambas as extremidades e, nas bibliotecas mate-pair, sdo circularizados e clivados
por uma enzima de restricdo que cliva o adaptador, liberando fragmentos formados por:
27 bases de uma regido, mais a sequéncia dos adaptadores e mais 27 bases adicionais
de outra regido que esta separada da primeira pela distancia utilizada no intervalo de
selegao dos fragmentos. O adaptador 1 € utilizado para anelamento do primer na PCR
em emulsdo. A amplificagdo da biblioteca permite a ligacdo dos fragmentos, por
hibridizacdo com sequéncias complementares aos adaptadores fixas a microesferas
metalicas (beads), que sao capturadas nas micelas da PCR em emulsdo. As bibliotecas
resultantes contém milhées de moléculas contendo sequéncia alvo unica, inteira. As
microesferas sdo entédo ligadas a uma lamina de vidro (chip) e em cada corrida s&o
utilizadas duas laminas (capacidade de acordo com a versao). O chip pode ser dividido
em até oito areas, permitindo a analise de oito bibliotecas diferentes e, alternativamente
pode ser utilizado o sistema de cddigo de barras, que possibilita a identificagdo das
diferentes amostras distribuidas aleatoriamente sobre um mesmo chip nao dividido. No
analisador, as fitas molde ligadas as esferas sdo combinadas aos primers universais de
sequenciamento, a enzima ligase e a um conjunto de sondas (1024 sondas). O
sequenciamento é dividido em etapas, de acordo com o uso do primer universal que
tem n bases na primeira etapa, n-1 bases na segunda etapa, e assim sucessivamente

até a quinta etapa em que o primer possui n-4 bases. Sdo também utilizadas, nas
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reacoes de sequenciamento, sondas curtas randémicas, de oito nucleotideos,
marcadas com um dos quatro fluoréforos possiveis e em fungdo do tipo de
dinucleotideo que apresentam na sua extremidade 3’. As unicas bases seletivas da
sonda sdo a primeira e a segunda; a terceira, a quarta e a quinta base séao
degeneradas em todas as combinagdes possiveis. As bases 6, 7 e 8 sdo inosinas que
carregam o fluoréforo marcador. Na primeira etapa, é adicionado o primer universal
completo que se anela exatamente na extremidade do primeiro adaptador. A sonda que
for complementar a sequéncia alvo dentro da mistura de sondas se hibridizara com a
sequéncia molde e sera ligada ao primer universal, pela agao da ligase. A fluorescéncia
da sonda ligada € detectada, e o fluoréforo € clivado, deixando um grupo 5 fosfato
disponivel para reacgbes adicionais. No proximo ciclo, adicionam-se novamente as
sondas e a ligase para a leitura das proximas bases seletivas. Esses ciclos se repetem
até que toda a sequéncia seja coberta. Na etapa seguinte, o fragmento é desnaturado e
adiciona-se o segundo primer universal com n-1 bases, liberando desde a ultima base
do adaptador para o sequenciamento. Novamente todos os ciclos com as sondas séo
realizados e esse processo é repetido produzindo uma leitura de 35 pb nas bibliotecas
de tag unica ou de 50pb nas bibliotecas mate-pair. As cinco etapas de sequenciamento
sao necessarias porque a cada ciclo de hibridizagcdo da sonda apenas a sequéncia do
primer universal mais os grupos de dinucleotideos marcadores das sondas que
hibridizaram sao conhecidos. Para descobrir o restante da sequéncia alvo, sao
necessarias, portanto, outras quatro etapas de sequenciamento usando o primer
universal para o adaptador com uma base a menos no seu terminal 5’ a cada etapa (n-
1, n-2, n-3 e n-4). Assim, quando o primer n-1 for usado, por exemplo, a primeira sonda
a se hibridizar fornecera informacao sobre a ultima base da sequéncia do adaptador e
uma segunda informacédo da primeira base da amostra e assim por diante. Esse
complexo processo ocorre sucessivamente, proporcionando dupla leitura para cada
base e, como consequéncia, reduzindo muito a chance de erros de sequenciamento.
Como cada sinal de fluorescéncia especifica um dinucleotideo e ndo uma unica base, a

decodificacdo dos sinais de leitura é feita combinando-se os dados.

Essa complexa sequéncia de eventos pode ser visualizada na figura 4, que

esquematiza as etapas dessa metodologia.
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Figura 4. Representacdo esquemaética do sequenciamento na plataforma SOLID.

Fragmentos de DNA sao gerados e ligados ao primeiro adaptador (P1) que se liga a
uma bead. Sequenciamento por hibridizagdo de sondas fluorescentes com o alvo, em 5
etapas. 1) primer (n) é utilizado, liberando as primeiras bases da sequéncia alvo para
hibridizacdo com a sonda; 2) Uma das sondas encontrara sequéncia complementar no
alvo ligando-se a ele; 3) Sinal de fluorescéncia é lido e; 4) As trés ultimas bases da
sonda, incluindo o fluoréforo, sdo removidas; 5) A sequéncia fita dupla € desnaturada, e
uma nova etapa de sequenciamento € iniciada com o primer (n-1), seguida de um
segundo ciclo de hibridizagao e assim sucessivamente, até que o alvo seja todo coberto
(35pb ou 50pb). Todas as combinagdes possiveis de dinucleotideos sdo marcadas nas
sondas com apenas 4 fluoréforos. Assim, duas leituras sdo necessarias de cada base
para que a sequéncia do dinucleotideo da sonda seja resolvida. O processo inicia-se
com a identificagdo da 1a base do alvo na 2a etapa (primer n-1), que libera para

hibridizacdo com a sonda uma base ja conhecida, a ultima base do adaptador.
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A elevada eficiéncia e sensibilidade dessa plataforma, associada a possibilidade de
andlise de varias bibliotecas no mesmo chip, a tornam atraente para realizacdo de
estudos de transcriptomas em diferentes tipos de organismos (CLOONAN et al, 2008;
PASSALACQUA et al, 2009; TANG et al, 2009).

Uma vez estabelecidas, as tecnologias NGS enfrentam desafios em bioinformatica,
especialmente no sentido de desenvolvimento de métodos de armazenamento, busca e
processamento de grandes quantidades de dados, que precisam ser superados com
vistas a reduzir erros de anadlise e base-calling, além de remover as reads de baixa
qualidade (Wang et al, 2009).

Para analise dos dados de RNA-Seq, varios pacotes de programas foram introduzidos,
incluindo métodos baseados em modelos estatisticos binomiais negativos como o
edgeR (Robinson et al, 2010), DESeq (Anders & Hubers, 2010) e DESeq2 (Love et al,
2014), baySeq (Hardcastle et al, 2010), bem como abordagens baseadas em modelos
ndo-parameétricos como NOlseq (Tarazona et al, 2011) e SAMseq (Li & Tibshirani,
2013), além de transformagdes das contagens de reads para modelos lineares, como
no programa limma (Smyth, 2004) e também métodos baseados na deteccao direta de
transcritos, como nos programas Cuffidiff2 (Trapnell et al, 2013) e EBSeq (Leng et al,
2013). Contudo, atualmente ndo ha ainda consenso sobre quais sdo as melhores
praticas nesse sentido, e novas aplicagcées, bem como associacbes desses métodos

estdo em constante avaliacdo em relacao a sua aplicabilidade.

O programa edgeR, bem como o baySeq, emprega método de Bayes, baseando-se em
testes exatos no modelo estatistico binomial negativo para estimar as diferencas de
expressdao génica. Uma diferenga importante entre eles € que o segundo gera as
probabilidades de diferencas em funcdo da taxa de falso positivos - FDR (False

Discovery Rate) e ndo em fungdo de valores de significancia.

O programa DESeq e sua versdao mais recente, DESeq2, também usam modelo
binomial negativo, semelhante ao edgeR, mas modelam a relagées entre a média e a
variancia para estimar a dispersao dos dados. Os desenvolvedores mostraram que os
programs DESeq e DESeq2 fornecem um bom parametro de estimativa direcionado

pelos dados, levando a uma selegao balanceada dos genes diferencialmente expressos

42



dentro de toda a faixa da dindmica de variagbes dos dados globais. Afirmam ainda que
o método permite andlise com alto grau de confiabilidade para experimentos com

pequeno numero de réplicas.

O programa NOlseq modela a distribuicdo dos dados comparando as diferencas em
fold change as diferengas absolutas entre amostras de mesma condigdo. O pacote
SAMseq emprega uma abordagem baseada em permutagdes para estimar FDR,
usando método estatistico ndo paramétrico (Wilcoxon). O Limma baseia-se em um
modelo estatistico linear e foi originalmente desenvolvido para analise de microarranjos
de DNA, sendo posteriormente adaptado para dados de RNASseq. Cuffdiff 2 € uma
adaptacdo do pacote Cufflinks, desenvolvido para identificar genes e transcritos
diferencialmente expressos, revelando splicing diferencial e mudancgas relacionadas a
controle da expressdao por promotores diferentes. EBSeq foi desenvolvido
principalmente para identificar expressao diferencial de isoformas de genes, mas tem se
demonstrado confidvel para analises de expressdo génica, empregando também

modelo binomial negativo.

Em trabalho recente, Seyednasrollah e colaboradores (2013) compararam o
desempenho destes programas para analise de expressao diferencial de genes pelo
emprego de bancos de dados reais, manualmente curados e corroboraram os
resultados prévios obtidos a partir de dados sintéticos (Soneson & Delorenzi, 2013).
Dentre as principais observagdes, DESeq mostrou desempenho relativamente
conservador, ao passo que edgeR e EBSeq foram mais liberais. Limma rendeu
geralmente bem em circunstancias diversas e computacionalmente foi o mais rapido. A
performance do baySeq foi altamente variavel de acordo com variagdes dos bancos de
dados. O pacote SAMseq s6 mostrou bom desempenho quando o niumero de replicas
era relativamente grande e NOlseq e Cuffdiff 2, que ndo haviam sido testados no
estudo com bancos de dados sintéticos, mostraram os piores desempenhos frente aos

demais numa visdo global.

Almeida e colaboradores (2011), empregando uma plataforma NGS, construiu
transcriptomas de vermes adultos machos de S. mansoni e promoveu consideravel
incremento nos dados de anotacdo do genoma disponiveis até momento da publicagao

dos dados. Os resultados incluem uma cobertura 26% maior de bases do genoma
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comparado as ESTs disponibilizadas no banco de dados do Centro Nacional de
Informagdo em Biotecnologia (NCBI), além de confirmar pela primeira vez predigbes
sem evidéncias transcricionais; corrigir predicdes com erros de anotacdo; descobrir
contigs que mapearam em regides intergénicas e intrbnicas do genoma; e ainda

descobrir 11 novos genes de Micro-éxons (MEGSs).

Protasio e colaboradores (2013), em estudo recente, empregou também tecnologia
NGS, a plataforma lllumina Genome Analyzer lIx, para acessar genes diferencialmente
expressos entre esquistossémulos recém transformados por dois métodos diferentes:
transformacdo mecénica, com melhorias sobre o método original (Brink et al, 1977) e
transformacéo usando pele de camundongo a partir de adaptagées do método descrito
inicialmente por Clegg (Clegg & Smithers, 1972). Apés analise, os dados apontaram
apenas 38 genes, dentre os aproximadamente 11.800, diferencialmente expressos
entre os esquistossdmulos obtidos pelos dois métodos diferentes. Assim, os autores
mostraram que, no nivel da transcrigdo génica, os esquistossOmulos mecanicamente
obtidos para estudo em varias pesquisas séo idénticos aos esquistossdémulos de pele,
obtidos por um processo mais proximo do que ocorre na infec¢gao natural do hospedeiro

definitivo.

Assim, a facilidade de se obter amostras representativas dos estadios intravasculares
do parasito € fator determinante para delineamento de estudos que visem elucidar a
importancia de eventos bem estabelecidos ao longo de seu ciclo vida, bem como de
processos ao nivel celular que justifiquem a longevidade do parasito no organismo do

hospedeiro.

A simulacgao de diferentes condigdes do organismo do hospedeiro no curso da infecgao
por S. mansoni vem sendo empregada para estudos in vitro sobre importancia de
diferentes genes na relagdo parasito-hospedeiro. Nesse sentido, esquistossémulos de
pele (equivalente a recente penetragdo transcutdnea no hospedeiro) e pulmonar
(equivalente ao parasito por ocasidao de sua passagem pelos pulmdes), bem como
vermes adultos do parasito sdo estadios amplamente explorados para estudos de

caracterizagao estrutural e funcional de genes em S. mansoni.

O conteudo exposto acima justifica, portanto, o emprego de uma metodologia

disponivel no Centro de Pesquisas René Rachou — FIOCRUZ MG para estudo de
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transcriptomas do S. mansoni em condigbes semelhantes a algumas encontradas pelo
parasito no arganismo do hospedeiro definitivo. O acesso ainda a diferentes
ferramentas in silico que permitem estimar com confiabilidade os niveis de expressao
de genes também fomenta esta iniciativa, da qual os resultados podem contribuir
sobremaneira para a compreensao de processos decisivos na adaptacédo do parasito ao
organismo do hospedeiro, bem como servir de informagdo de suporte em outras
pesquisas em busca de novos farmacos mais efetivos para estadios imaturos de

vermes.
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2.1 Objetivo Geral

2 Objetivos
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Estudar as diferencas moleculares em esquistossémulos obtidos por transformacao
mecanica e por penetracdo de cercarias em pele de hospedeiro definitivo e
submetidos a diferentes condi¢des de cultura, visando simular momentos
especificos do ciclo de vida do parasito e compreender melhor a importancia das
moléculas estudadas em processos determinantes da relagdo parasito/hospedeiro

definitivo.

2.2 Objetivos Especificos — Primeira Parte (Comparacdo de esquistossdmulos
mecanicos e de pele)

2.2.1. Comparar a permeabilidade da membrana nas superficies corporais de
esquistossdbmulos de S. mansoni mecanicamente transformados aos obtidos da

pele de camundongo (Mus musculus), empregando sondas fluorescentes;

2.2.2. Comparar a permeabilidade da membrana de organelas intracelulares de
esquistossdbmulos de S. mansoni mecanicamente transformados aos obtidos da

pele de camundongo (M. musculus), empregando sondas fluorescentes;

2.2.3. Comparar a imuno localizacdo de glicanos na superficie corporal de
esquistossOmulos de S. mansoni empregando anticorpos obtidos por eluigdo

acida de diferentes soros;

2.3 Objetivos Especificos — Segunda Parte (Comparacdo de esquistossdémulos
mecanicos cultivados em presenca de soro portal e periférico)

2.3.1. Sequenciar e comparar os transcritos de bibliotecas de cDNA de
esquistossbmulos de S. mansoni obtidos de culturas de 3 horas e 12 horas na
presenca de soro portal e periférico de hamster (Mesocricetus auratus), sem
adicdo de soro fetal bovino, utilizando uma plataforma NGS SOLID™

(Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) - Applied Biosystems;

2.3.2. Determinar e analisar os transcritos diferencialmente expressos entre as
bibliotecas de esquistossdmulos cultivados em soro portal e as bibliotecas de

esquistossOmulos cultivados em soro periférico de hamster, pelo emprego de
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ferramentas de bioinformatica e bioestatistica, bem como informacdes de banco

de dados do genoma do S. mansoni (GeneDB e SchistoDb);

2.3.3. Validar as diferengcas no padrdo de expressao dos transcritos entre
esquistossdmulos cultivados em soro portal e periférico de hamster, por meio da
andlise quantitativa da expressdo de genes usando a técnica da Reagado da

Polimerase em Cadeia Quantitativa - PCR em tempo real (QPCR).
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3 Materiais e Métodos
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Para contemplar os objetivos, o delineamento foi dividido em duas partes, sendo que na
primeira foram relacionados os experimentos de comparacdo de esquistossémulos
mecanicamente transformados aos transformados usando pele de camundongo. Na
segunda, foram relacionados os experimentos relativos a comparagdo entre
esquistossbmulos mecanicamente transformados e cultivados em presenga de soro

portal e soro periférico de hamsters.

Nas figuras 5 e 6 a seguir pode-se observar uma representacdo esquematica das
etapas experimentais, em que séo diferenciados os procedimentos realizados nas duas

partes mencionadas.

50



0

1) Exposigéo
caramujos a lu

| e

h
3) Transformacéo h ]
mecénica ) !
de cercarias

Esquistossdmulos “Mec”

Py
fﬁwge

[N,

«—

g

p——i

(]
L X )

2) Coleta de cercarias

Ve
\/

4) Obtencéo de
pele de
camundongo

|

=

3
5) Transformacé&o
de cercaria por
penetracéo ativa
6) EstudQ de em pele

permeabilidadde

transporte com sonda
fluorescentes

Esquistossomulos “Pel”

| P o
s
fﬁ‘ﬂ‘*’f s

R—

€

AY
4 \,
4 \,
,#7) Microscopia dé,
fluorescéncia ™

’

AR
'QID"
W | he university of

Nottingham

i

M — -

1) Soros de

l/.

e

— =

pacientes/cobaias
infectados

2) SDS-PAGE de 3)
extratos Mec e Pel

4) Eluicio Acida de 5) Imunofluorescenci

estern blot de :
Ac reativo a Pel

extratos Mec e Pel

Figura 5: Delineamento para estudo de esquistossémulos de pele e mecanicos

51



3
.

3) Transformagéo
mecanica
de cercarias

i
S

-!

o]

8) Isolamento de mRNA e
construcédo de bibliotecas

9) Sequenciamento
SOLID

1) Exposicgéo de
caramujos aluz

2) Coleta de cercérias

4) Coleta de soro
periliérico

@

//

o
) 7)37 C/5%CO /12horas

e e

o
6) 37 C/5%COZ/3horas—W’

5) Coleta d? soro
bortal

Figura 6: Delineamento para esquistossdmulos em soro portal e periférico.




3.1Parasitos

Os esquistossbmulos foram obtidos por meio de transformacdo mecanica, in vitro a
partir de cercarias de S. mansoni da cepa LE (Belo Horizonte), cujo ciclo € mantido
rotineiramente em caramujos da espécie B. glabrata, e camundongos albinos no Centro
de Pesquisa René Rachou/ FIOCRUZ MG. O ciclo evolutivo desta linhagem esta sendo

mantido a mais de 35 anos no Centro de Pesquisas René Rachou.

Para a obtengdo de esquistossémulos por método mecéanico (Mec) foi utilizada a
técnica de separagao descrita por Ramalho-Pinto e colaboradores, 1974, com
adaptagdes. Os frascos contendo cercarias recolhidas em agua livre de cloro foram
mantidos em banho de gelo por 30 minutos para decantagdo, sendo o conteudo
distribuido em tubos do tipo Falcon de 50 ml, que foram submetidos a centrifugacéo a
1.500 RPM (Rotagbes Por Minuto) por 3 minutos a 4 °C. O pellet de parasitos foi
suspenso em 5 ml do meio minimo, adicionado de tampao HEPES (N-(2-hidroxietil)
piperazina-N’-(2-acido etanossulfénico)) com pH de 7,4 (meio MEM-HEPES). Os pellets
de 4 tubos foram agrupados e novamente submetidos a centrifugagcdo, sendo o
conteudo novamente suspenso em 5,0 ml do meio MEM-HEPES. A suspensao foi
submetida a 2 ciclos de agitagcdo em vortex, na velocidade maxima, durante 1 minuto,
seguido de 1 minuto de descanso em banho de gelo entre agitagdes. O volume do tubo
foi entdo transferido para uma garrafa de cultura estéril de 50 ml e a ele foram
acrescentados outros 15 ml de meio MEM-HEPES, adicionado de mistura de
antibioticos penicilina/estreptomicina (1 %). Para completar a transformagao, os
parasitos foram entdo submetidos a cultura em estufa com atmosfera de 5 % de CO; a
37 °C por 3 horas. Em capela de fluxo laminar previamente desinfetada com etanol a 70
% e irradiada com luz ultravioleta por 20 minutos, os volumes das garrafas foram
recolhidos e agrupados em dois tubos tipo Falcon de 50 ml, e foram realizadas
lavagens dos parasitos para retirada das caudas de cercarias, pela sedimentagao
diferencial dos esquistossébmulos durante 4 minutos, seguida de remogao do
sobrenadante e nova suspensido em 4 ml de meio MEM-HEPES, adicionado de
antibidticos. Esta operacao foi repetida de 8 a 12 vezes. Trés aliquotas de 10 uL das
suspensdes contendo parasitos foram diluidas 10 X e aplicadas sobre lamina
microscopica para observagdo do aspecto geral destes, incluindo motilidade, formato

corporal, presenca de granulagéo, estado de integridade, bem como contaminagdo com
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caudas de cercarias, cercarias nao transformadas, além de contagem de
esquistossbmulos. Preparagdes com contaminagdes por caudas e cercarias com

contagens superiores a 5 % nao foram utilizadas em etapas posteriores.

Os esquistossdmulos de pele (Pel) foram obtidos pela passagem ativa de cercarias
através de pele de camundongos da linhagem BalbC, empregando-se um aparato de
vidro desenvolvido para este fim (Método de Clegg), como pode ser visualizado na
figura 7. Ao atravessar a pele, o parasito migra, sendo recolhido em meio de cultura
RPMI 1640 a 37 °C (Thornhill et al., 2010).

:= -
Figura 7. Montagem em dispositivo de vidro (Método de Clegg) para

transformacdo de cercarias e obtencdo de esquistossdomulos de pele (Pel). Um
fragmento de pele de camundongo, com area aproximada de 2 cm? é posicionado entre
dois tubos de vidro. No tubo superior é adicionado volume de suspensao de cercarias
(detalhe em 7b) e no tubo inferior, os esquistossbmulos que atravessam a pele sao
recolhidos em meio de cultura RPMI 1640 a 37 °C, em banho maria, como mostrado em
7a.

Apos recolher os esquistossdmulos, a por¢ao da pele que esteve em contato com as
cercarias foi retirada, fragmentada em pequenos pedagos, que foram entdo mantidos
nas condigdes de cultura em meio RPMI 1640, suplementado com 10 % de soro fetal
bovino e mistura antibidtica penicilina/estreptomicina, overnight, para obtencdo de
esquistossOmulos de migragao tardia da pele. Estes parasitos foram entdo designados

“Mig” e também tiveram a permeabilidade de membranas estudada.
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3.2 Hamsters e camundongos

Foram utilizados hamster, Mesocricetus auratus, da linhagem golden, fémeas nao
prenhes, com aproximadamente dois meses de idade, pesando cerca de 150g,
nascidas e criadas no Biotério de Producdo do Centro de Pesquisa René Rachou/
FIOCRUZ.

Foram também utilizados camundongos suicos machos (Mus musculus), linhagem
Balb/C pesando entre 30g e 40g, nascidos e criados no mesmo biotério ja citado. Os
animais utilizados em todos os experimentos foram transferidos para Biotério de
Experimentacdo, em gaiolas devidamente identificadas, alimentados com ragéo

comercial “autoclavada” e agua ad libitum.

Os procedimentos realizados com os animais foram submetidos a avaliagdo por Comité
de Etica no Uso de Animais de Experimentacdo da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CEUA/FIOCRUZ), e aprovados com licenga de n° LW42/10.

3.3 Obtencéo do soro periférico e portal de hamster

Os hamsters foram anestesiados pela administragao intraperitoneal de 0,5 ml de uma
solugéo de 50 mg/ml de tiopental em solucgéo fisioldgica 0,9 % estéril, usando seringa
insulinica com agulha hipodérmica, sendo aguardados 3 a 5 minutos para completo
efeito. Animais que, por ventura, ndo tinham sido anestesiados com esta dose
receberam acréscimos de 0,1 ml da mesma solucido anestésica, com observacao
durante 5 minutos, até que fosse atingido estado completo de anestesia. Apods
anestesia, com o animal em decubito ventral centralmente posicionado sobre uma placa
de cortica o reflexo de retirada da pata apos pressdo com pinga foi testado, para
assegurar a completa supressao de resposta aos estimulos dolorosos. Para retirada do
soro portal, o0 abdome do animal foi umedecido com etanol 70 %, como medida de
assepsia e em seguida, utilizando pinga anatémica e tesoura de ponta romba, foi feita
incisdo ascendente, iniciando-se na extremidade abdominal inferior e estendendo-se
até o inicio da cavidade toracica, abrangendo as camadas de pele, muscular e
peritdnio. As visceras abdominais foram deslocadas lateralmente, com auxilio de pincas
anatémicas, de forma a se expor 0os vasos mais calibrosos do sistema porta-hepatico e

permitir a identificacdo da veia porta. Com auxilio de uma seringa de 3,0 ml, acoplada a
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uma agulha hipodérmica, a veia porta foi entdo puncionada, sendo retirado volume de
1,0 ml de sangue portal (maximo de 1,5 ml para animais de maior porte). Para retirada
do soro periférico, o térax do hamster foi umedecido com etanol 70 %, como medida de
assepsia e em seguida, utilizando pinga anatémica e tesoura de ponta romba, foi feita
incisdo ascendente, iniciando-se na extremidade toracica inferior, imediatamente abaixo
do osso esterno e estendendo-se até as primeiras costelas. Este corte abrangeu pele,
musculos toracicos, pleura, esterno e o musculo diafragma do animal, sendo, portanto,
aberta a cavidade de forma a se expor o coragdo. Com auxilio de uma seringa de 3,0
ml, acoplada a uma agulha 21 G, foi realizada pungao proxima ao ramo interventricular
descendente anterior da artéria coronaria esquerda, sendo entao retirado volume de 3,0

ml de sangue periférico (maximo de 5,0 ml para animais de maior porte).

Tanto para obtencdo de soro portal, quanto de periférico, o sangue foi transferido,
imediatamente apds a coleta, para tubos novos, estéreis, do tipo Falcon de 15,0 ml,
sem adi¢cao de anticoagulantes, os quais foram mantidos em temperatura ambiente por
pelo menos 30 minutos para coagulacdo e separagado do soro. Em seguida, os tubos
foram submetidos a centrifugagcdo a 5.000 RPM por 3 minutos, sendo o soro recolhido
para novo tubo. Os soros, devidamente identificados, foram submetidos a inativagéo do
sistema de complemento, pela incubagédo dos tubos em estufa a 56°C durante 30
minutos, sendo finalmente esterilizado em capela de fluxo laminar por filtracdo em filtro

Milipore® de 0,22 ym de abertura.

Os soros foram mantidos em geladeira a 4°C até sua utilizagao, que ocorreu sempre em

prazo maximo de 24 horas apods coleta.

3.4 Obtencéao de pele de camundongo

Os camundongos foram eutanasiados por fratura cervical, e uma vez atestada a morte
tiveram a pele seccionada na regiao cervi cal e em seguida cuidadosamente retirada no
maximo possivel de sua extensio corporal. A pele assim retirada foi mantida em tubo
tipo Falcon® de 50 ml. Os pelos foram retirados por depilagdo manual e a pele glabra
resultante foi friccionada com auxilio de gaze, umedecida em meio de cultura RPMI
1640 estéril, o que permitiu a limpeza e retirada dos pelos remanescentes. A face

interna da pele retirada foi igualmente tratada para remocdo do excesso de tecido
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adiposo, 0 que compromete a passagem das cercarias no procedimento de
transformacao. A pele assim tratada foi recortada em fragmentos de aproximadamente
2 cm? e devidamente posicionada no topo do tubo inferior do aparato de Clegg, ja

contendo meio de cultura RPMI 1640 a temperatura aproximada de 37 °C.

3.5 Estudo da permeabilidade de membrana usando sondas fluorescentes

Substancias as quais a membrana celular é impermeavel, comercialmente disponiveis,
acopladas a fluorocromos (sondas), foram empregadas para avaliar a permeabilidade
da membrana de esquistossdmulos mecanicamente transformados, transformados pela
passagem ativa através de pele de camundongo e esquistossémulos tardiamente
migrantes da pele apds incubagcdo no periodo da noite (overnight). As sondas
empregadas foram: Lucifer Yellow CH sal de litio e potassio, peso molecular 457 Da
(cat: L-453 - Invitrogen® - Life Technologies do Brasil Ltda); Dextran-FITC de pesos
moleculares 10 KDa (Sigma-Aldrich — cat: FD10S), 20 kDa (Sigma-Aldrich cat: FD20S)
e 40 kDa (Molecular Probe/Life Technologies cat: D-1844). Todas essas sondas sao
soluveis em agua e foram dissolvidas em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco/Life
Technologies cat: 31800-022), para a concentragcédo final de 1 mg/ml. A partir das
solucdes estoque assim preparadas, foram devidamente diluidas para se obter as

concentragdes finais de uso de acordo com as recomendacdes dos fabricantes.

Os parasitos foram incubados na presenca das sondas, nas concentracbes finais
recomendadas pelo fabricante, dissolvidas em meio RPMI 1640 em estufa a 37°C, com
atmosfera de 5% de CO; durante 30 minutos. Apds incubacgdo, os parasitos foram
lavados 3 vezes pela substituicdo do meio de cultura RPMI 1640 sobrenadante, apés

homogeneizar a suspensao com parasitos e aguardar 5 minutos para decantacgao.

A permeabilidade da membrana interna de organelas nos esquistossdmulos foi também

estudada pelo emprego das sondas listadas na tabela 1.
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TABELA 1: LISTA DE SONDAS PARA INVESTIGAR PERMEABILIDADE
EM ORGANELAS E MEMBRANA

Sonda Fluorescente Especificidade Concentracéo
Lysotracker red (cat # L7528) Lisossomo 40 ng/ml
Mitotracker red (cat # M7512) Mitocodndria 50 ng/ml
Monochlorobimane (cat # M1381MP) Glutationa 100 ng/ml
Monodansylcadaverine (cat #30432) Autofagossoma 20 ng/ml

FM 143 (cat # F35355) Membrana 5 ng/mi

Referéncias: Lysotracker red (Al-Adhami et al 2005 ); Mitotracker red( Poot et
al 1997) ; Monochlorobimane(Ribeiro et al 1998 ); Monodansylcadaverine(Al
Adhami et al(2005); FM 143 (Ribeiro et al ( 1998)

3.6 Transformacéo in vivo

Camundongos foram anestesiados pela inje¢ao intraperitoneal de pentobarbital
(Hypnol®) a 40 mg/ml. Em decubito ventral, foi retirado pelo de uma pequena regiéo do
abdome do animal e sobre essa area foi adicionado determinado volume de suspensao
de cercarias, contidas por um anel acrilico. A infecgao foi realizada com 1000 cercarias
durante um periodo de 30 minutos.

ApOs recuperacao da anestesia, os camundongos foram mantidos por 24 horas ou 48
horas. O animal foi entdo eutanasiado por fratura cervical e a pele da regido onde
houve penetragao de cercarias foi injetada com sondas (injecao intradérmica) Lucifer
Yellow e Dextrans-FITC e apdés 15 minutos um pedaco da pele quadrado de
aproximadamente 4 cm?, que foi entédo cortado em pequenos fragmentos com auxilio de
lamina de bisturi, sendo entdo transferidos para placas de 6 pocos dentro de um
elemento filtrante (peneira) cell strainer (BD Falcon), com malha de 0,75 ym, que
permitia a passagem dos esquistossOmulos recém saidos da pele para o meio de
cultura RPMI 1640 que preenchia o pogo. Esse sistema foi mantido em estufa a 37 °C
por duas horas para migracdo dos esquistossOmulos. Esses foram finalmente
observados ao microscopio de fluorescéncia, ajustado com os filtros adequados a cada

sonda
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3.7Controles para as incubagdes com pele de camundongo

Para avaliar se a simples presenca de fragmentos de pele de camundongos
representou um fator interferente sobre a permeabilidade em esquistossdmulos de pele,
foram realizadas, como controles, incubagcdes de esquistossdmulos mecanicamente
transformados na presenca de fragmentos de pele de camundongos, e entdo avaliada a
captacdo das sondas Lucifer Yellow e FM1-43 por esses parasitos. Pele de
camundongo foi cortada de maneira idéntica ao que foi realizado na recuperagao de
esquistossOmulos migrantes da pele na transformagéao in vivo, sendo os fragmentos de
adicionados a um tubo de fundo cénico, tipo Falcon de 15 ml na presenca de meio de
cultura RPMI 1640 e as sondas de interesse, Dextrans-FITC e Lucifer Yellow (100
ug/ml) e FM1-43 (5 pg/ml). Apos incubagdo por 1 hora a 37 °C a suspensdo foi
transferida para uma placa de cultura de 6 pogos, contendo cell strainer (BD Falcon),
em 5 ml de RPMI 1640 por pogo. Os esquistossbmulos separados dos fragmentos de
pele foram recuperados em um volume menor de meio de cultura e observados ao

microscopio de fluorescéncia empregando os filtros adequados a cada sonda.

3.8 Exame e registro dos parasitos ao microscoépio de fluorescéncia

Os parasitos marcados pelas sondas fluorescentes empregadas foram fotografados
usando microscopio Carl Zeiss, o que permitiu observar a variabilidade das populagbes
de parasitos. Fotografias foram obtidas apds observagdo sob lentes objetivas com
aumentos de 10 X e 40 X empregando uma camera digital Cannon. Para redugao dos
movimentos dos parasitos foi adicionado as laminas pentobarbital sédico (10 pyl de uma
solugédo a 1 mg/ml) imediatamente antes da observagao.

Para registro das inferéncias sobre localizagdo e intensidade de fluorescéncia cada
experimento foi realizado em duplicata e em cada lamina as observagoes foram feitas
sobre 10 campos aleatorios. As imagens finais capturadas foram tratadas no programa
editor de imagens cientificas Imaged disponibilizado gratuitamente pelo National

Institute of Health (NIH), US no endereco eletronico: imagej.nih.gov/ij/download/.
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3.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida de extratos de proteinas solUveis de
esquistossémulos
Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12 % foi feita usando
sistema Mini Protean Ill (Biorad), principalmente para testar a qualidade e ajustar a
quantidade de proteinas a ser aplicada dos extratos soluveis de esquistossdmulos
mecanicamente transformados e transformados por migracdo através de pele de
camundongo, para transferéncias de proteinas para membrana de immunoblot. Os
extratos foram preparados por ciclos de congelamento/descongelamento a -80 °C dos
esquistossOmulos em tampao fosfato 0,1M pH 7,5 (PBS), seguida de agitagéo
mecanica em roller durante 2 horas e, ao final, centrifugagdo a 10.000 RPM, a 4 °C, por
10 minutos. Os géis foram corados por Azul de Coommassie ou nitrato de prata,
especialmente para visualizagdo de extratos com menores concentracdes de proteinas.
Foram aplicados volumes equivalentes a 5 ug de proteinas de cada extrato para fins de

comparacao dos perfis de bandas.

3.10 Western blot

Extratos brutos fracionados por SDS-PAGE foram eletro-transferidos para membrana
de nitrocelulose, sendo esta incubada na presenga de diferentes tipos de anticorpos
primarios (anti-soros de camundongo ou humano infectados, anticorpos purificados,
anticorpos policlonais). Apos lavagem, a membrana foi submetida a incubagdo com
anticorpo secundario, contendo anticorpo secundario anti-lgG acoplado a enzima
peroxidase. A membrana foi entdo submetida a revelacao do perfil de bandas reativas
pela detecgéo da atividade da enzima peroxidase (Towbin et al, 1979). Na tabela 2 sao

listados os soros empregados nos diferentes immunoblots:

TABELA 2: LISTA DE SOROS EMPREGADOS EM IMMUNOBLOTS DE
EXTRATOS DE ESQUISTOSSOMULOS MECANICAMENTE OU POR
MIGRACAO ATRAVES DA PELE DE CAMUNDONGOS
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Identificacao Especificacao

1025-O Anti-cercaria (controle positivo)

993-P Anti-cercaria

942-G Anti-cercaria

942-M Anti-cercaria

14K 1gG anti-cercaria (eluicao acida de banda 14kDa de 1025-0)

1056-R Anti-verme adulto

942-T Soro de coelho infectado

993-R Soro de coelho infectado
1142-P Soro de coelho infectado

BR47 Soro de coelho infectado

BR101 IgG de Coelho anti-camundongo

Soroteca do Laboratory of Experimental Parasitology — University of
Nottingham United Kingdom

3.11 Eluicéo &cida de anticorpos

Apbs SDS-PAGE em gel a 12 %, usando pente largo para gerar unica canaleta, o
extrato de proteinas de esquistossémulos entdo fracionado foi eletro-transferido para
membrana de nitrocelulose, sendo cortadas tiras das duas extremidades da membrana,
a serem usadas como guia para extracdo de bandas, além de tira contendo padréo de
peso molecular. As tiras das extremidades foram coradas e montadas junto com as
demais partes da membrana para retirada das bandas de interesse. Essas bandas
foram recortadas e transferidas para tubos plasticos contendo 1 ml de tampao glicina
0,1 M pH 2,4. O tubo foi agitado (roller) durante 10 minutos, em temperatura ambiente.
O pH foi neutralizado pela adicdo de 100 uyl de tampao Tris-HCI 0,5 M pH 8,8. O
sobrenadante contendo os anticorpos eluidos foram recolhidos em novos tubos e
mantidos em geladeira até o uso. As tiras foram novamente incubadas na presenca do
soro por duas horas e novamente submetidas a eluicdo acida e neutralizagéo repetidas
vezes (6 a 7 vezes).

3.12 Imunofluorescencia
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Anticorpos eluidos foram utilizados como anticorpos primarios, sendo incubados com
esquistossomulos fixados, com posteriores lavagens, incubagdo com anticorpo

secundario e observagao microscopica. O procedimento inclui as seguintes etapas:

- Fixacdo dos esquistossébmulos em solugdo de formamida a 4 % em PBS, por uma

hora, em temperatura ambiente;
- Lavagem do pellet 3 vezes com 1 ml de PBS;

- Bloqueio de ligagdes inespecificas de anticorpos pela adigdo de 2 ml de solugéo de
bloqueio (1 % de soroalbumina bovina - BSA, em PBS adicionado de 0,2 % de

tween), seguida de incubagao por 1 hora em temperatura ambiente; []

- Lavagem do pellet de parasito bloqueados 3 vezes com 1 ml de PBS + 0,2 %

tween:;

- Incubagdo na presenga do anticorpo primario (eluido) pela adicdo e 1 ml de
suspensao diluida 1:40 em PBS + 0,2 % tween. Os parasitos foram mantidos na

suspens3o por 8 horas (overnight), a 8 °C, sob agitagao constante. [
- Lavagem do pellet 3 vezes com 1 ml de PBS; [

- Incubagdo em 1 ml de solugédo do anticorpo secundario anti-IgG acoplado ao FITC,
‘diluido 1:80 em PBS + 0,2 % tween; [

- Lavagem do pellet 3 vezes com 1 ml de PBS; [

- A suspensao foi entdo mantida em geladeira ate a observagdo microscopica de

laminas contendo 100 pl da suspensao, coberta com laminula.
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3.13 Cultivo de esquistossbmulos em meio minimo suplementado com soro
portal e periférico de hamster
Apés testes preliminares (dados ndo mostrados) optou-se por realizar culturas de
esquistossdOmulos recém transformados durante 3 horas e 12 horas em meio MEM-
HEPES, suplementado: Glasgow Minimum Essential Medium (12,5 g/L); 20 mM
HEPES; 0,1 % hidrolisado de lactoalbumina (Vetec®); 0,1 % glicose (Merck®); 0,5 pM
hipoxantina (Sigma Aldrich®); 1 pM hidrocortisona(Sigma Aldrich®); 0,5 % mistura de
vitaminas (Sigma Aldrich®); 1 % mistura penicilina/estreptomicina. Foram entdo
estabelecidas 5 condigdes experimentais, sendo uma controle e outras quatro culturas,

a saber:
TZ — esquistossdmulos recém transformados;

SPO3h — esquistossbmulos cultivados por 3 horas em meio MEM-HEPES

suplementado, adicionado de 10% de soro portal de hamster;

SPO12h - esquistossdbmulos cultivados por 12 horas em meio MEM-HEPES
suplementado, adicionado de 10% de soro portal de hamster;

SPE3h - esquistossébmulos cultivados por 3 horas em meio MEM-HEPES

suplementado, adicionado de 10% de soro periférico de hamster;

SPE12h — esquistossdbmulos cultivados por 12 horas em meio MEM-HEPES

suplementado, adicionado de 10% de soro periférico de hamster.

Considerando os rendimentos obtidos nas transformacdes de cercarias, nas obtengdes
de soros de hamster e nas extracdes de RNA total, em cada repeticdo do cultivo dos
esquistossémulos, optou-se por utilizar aproximadamente 1 x 10° parasitos para 70 ml

de meio, por condi¢cado de cultura em cada repeticéo.

Ao final de cada cultivo, os parasitos foram imediatamente recolhidos por centrifugagao
a 4000 RPM por 10minutos a 4 °C e o pellet submetido aos procedimentos para

extracdo de RNA total e isolamento do mRNA.
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3.14 Determinacéo da Viabilidade de Esquistossémulos

Acridine orange (AO) e brometo de etidio (EB) foram os dois fluoréforos empregados
para avaliar a viabilidade celular. O AO permeia células vivas e cora os nucleos com
fluorescéncia verde, ao passo que o EB s6 € captado por células quando a integridade
da membrana citoplasmatica & perdida, corando assim os nucleos com fluorescéncia
vermelha. Considerando que a fluorescéncia do EB sempre se sobrepde a do AO
quando associados os dois fluoréforos, células vivas apresentam-se com fluorescéncia
verde e células mortas sao visualizadas com fluorescéncias que variam de alaranjado a
vermelho intenso (Renvoize et al, 1998). Aliquotas de 2.000 esquistossémulos, apos
culturas nas condi¢des pré-estabelecidas, foram transferidas para pogcos de uma placa
de ELISA de fundo chato, aos quais foram adicionados 5 yL da solugdo de uso de
brometo de etidio (1 mg/ml) e 5 pL da solugdo de uso de acridine orange( 0.3mg/mL),
sendo o volume finalmente completo para 100 yl usando o mesmo meio de cultura,
MEM-HEPES suplementado. Os parasitos foram assim incubados em estufa a 37 °C
com atmosfera de 5 % CO, por 20 minutos. Finda a incubagao, a placa foi centrifugada
a 1.000 RPM por 2 minutos, tendo sido retirados e desprezados 50 pl do sobrenadante
e imediatamente adicionados outros 50 pL do meio de cultura, com os quais os
esquistossOmulos foram suspensos. Esta lavagem com 50 uyl de meio de cultura foi
repetida outra duas vezes antes da preparagao de laminas com aliquotas de 10 ul da
suspensao de parasitos marcados e observagdo ao microscopio de fluorescéncia. A
contagem de parasitos mortos e vivos foi realizada em microscopio 6tico Olympus
BX53®, usando filtro de excitacdo entre 470 nm e 495 nm e emissdo entre 510 nm e
550 nm. (Parks et al., 1979).

3.15 Extracado do RNA total e isolamento de mRNA

Para extracdo do RNA total e posterior isolamento do mRNA dos parasitos optou-se
pelo emprego sequencial dos reagentes: TRIzol® Reagent Invitrogen® (#15596-026);
RNeasy® Qiagen (#74106); Turbo™ DNAse Ambion® (#AM2238); RiboMinus™
Eukaryote Kit for RNA-Seq Invitrogen®, realizando modificacdes necessarias sobre os
protocolos sugeridos por cada fabricante. E importante evidenciar que durante todas as

etapas da extracao e purificagdo de RNA os utensilios e superficies empregados eram
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regularmente aspergidos com solugdo preservadora, inibidora da agcdo de RNAses
(RNaseZAP® RNase Decontamination Solution Ambion # AM9780).

3.15.1  Extracdo do RNA total com TRIzol® Reagente
Apos cultura nas condigbes pré-estabelecidas, aproximadamente 100.000
esquistossdbmulos foram recuperados por centrifugacdo, sendo o pellet de parasitos
suspenso em 1 ml do reagente TRIzol e homogeneizado imediatamente por pipetagens
sucessivas do volume obtido, seguido de agitagdo mecénica vigorosa em aparelho
Virtis®, usando tubos de vidro de parede espessa adequados e repetindo-se 3 ciclos de
agitacdo em velocidade 25 (X100 RPM) por 15 segundos, seguida de descanso em
banho de gelo por 1 minuto. O conteudo foi transferido de volta a um microtubo de 2,0
ml e mantido por 20 minutos a temperatura ambiente para permitir a completa
dissociagcdo dos complexos de nucleoproteinas. A este conteudo foram adicionados 0,2
ml de cloroférmio (Merck® - #1024421000), e o tubo foi vigorosamente agitado em
Vortex por 10 segundos. O tubo foi novamente mantido em temperatura ambiente por
20 minutos e apos este tempo, foi realizada centrifugagdo a 12.000 RPM 4 °C por 10
minutos. A fase aquosa superior foi cuidadosamente recolhida com pipetador e
transferida para novo microtubo de 2,0ml. Foi adicionado igual volume
(aproximadamente 0,5 ml) de isopropanol (Merck® - #100995), seguido de suave
homogeneizagao por inverséo do tubo, que foi entédo incubado a -20 °C por 1 hora para
precipitagdo do RNA total. Transcorrido o tempo, foi realizada centrifugagcado a 12.000
RPM 4 °C por 10 minutos, sendo o sobrenadante descartado por inversdo do tubo. O
precipitado foi lavado pela adicdo cuidadosa de 0,5ml de etanol (Merck® -
#1009861000) 75 % preparado em H,0 tratada com dietil pirocarbonato - DEPC
(Merck® - #750023), sendo o tubo novamente centrifugado a 12.000 RPM 4 °C por 5
minutos e o sobrenadante desprezado por inversdo do tubo. Esta lavagem foi repetida
uma vez e ao final o tubo é mantido invertido sobre lengco de papel para secagem do
precipitado e completa evaporacao do etanol durante 10 minutos. O precipitado seco é
entdo dissolvido em 100 pL de H,0 tratada com DEPC, sendo o tubo incubado em
banho maria a 50 °C por 30 minutos para completar a dissolugdo. Uma vez
completamente dissolvido o RNA, o tubo foi submetido a uma breve centrifugagao (spin

down), sendo separadas duas aliquotas de 1 yL, uma para quantificagcdo e analise
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prévia de pureza em NanoDrop 2000® UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific®) e
outra para analise da qualidade do RNA extraido, por observagédo da integridade do

rRNA em 2100 Bioanalyser® Agilent Technologies.

3.15.2  Purificagcdo do RNA total (Cleanup) com sistema RNeasy
Ao RNA total previamente extraido (aproximadamente 100 uL) foram adicionados 350
ML do tampdo RLT, seguida de homogeneizagdo com pipetador. Foram também
adicionados 250 pL de etanol (Merck® Millipore - #1009861000), sendo o volume final
(700 pL) homogeneizado e transferido para a coluna RNase Mini Spin® ja apoiado
sobre um tubo de microcentrifuga de 2 ml (tubo coletor). A coluna é entdo fechada e o
conjunto (coluna + tubo) submetido a centrifugagdo a 10.000 RPM 4 °C por 15
segundos, descartando-se em seguida o filtrado e tomando cuidado de nao deixar
liquido no tubo coletor. A coluna foi entdo lavada pela adicdo de 500 uL do tampao
RPE, sendo entdo fechada a tampa e o conjunto novamente centrifugado a 10.000
RPM 4 °C por 15 segundos, descartando-se o filtrado. A lavagem com tampao RPE foi
repetida uma vez e a centrifugagao ao final foi realizada por 2 minutos, para garantir a
eliminagdo do etanol da coluna. A coluna foi entdo transferida para um novo microtubo
livre de nucleases, sendo a ela adicionados 30 pL de H,0 DEPC. Com a tampa
fechada, o conjunto foi submetido a centrifugagdo a 10.000 RPM 4 °C por 1 minuto
para eluicdo do RNA total purificado, livre principalmente de solventes orgéanicos, em

especial de fenol.

3.15.3 Tratamento com DNase
Para eliminagcéo de tragos de DNA genémico o RNA total purificado foi tratado com a
enzima Turbo™ DNAse Ambion® (#AM2238).

Ao tubo contendo o RNA total purificado foram adicionados: 0,35 uL do tampao da
enzima 10X concentrado; 0,5 uL da enzima Turbo DNase®, 1,15 pL H,0 DEPC. A
mistura foi homogeneizada suavemente com auxilio de pipetador e o tubo € incubado
por 60 minutos a 37 °C em bloco de aquecimento. A enzima foi finalmente inativada
pela adicao de 3uL de tamp&o STOP Buffer, seguida de homogeneizagdo com auxilio

de pipetador, incubagcdo a temperatura ambiente por 2 minutos e centrifugacéo a
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10.000 RPM 4 °C por 90 segundos. O sobrenadante foi cuidadosamente coletado em
um novo microtubo livre de nucleases, evitando-se ao maximo pipetar o precipitado
branco formado. O tubo foi submetido a uma breve centrifugacao (spin down), e foram
separadas duas aliquotas de 1 pL, uma para quantificagdo e analise em NanoDrop
2000® e outra para andlise da qualidade em 2100 Bioanalyser®. Os tubos foram ent&o
imediatamente identificados e armazenados a -70 °C até a utilizagéo para eliminagéo do

rRNA daquelas amostras que tiveram sua qualidade atestada.

3.15.4  Eliminagcdo do rRNA com o sistema RiboMinus™ for RNA-Seq
O sistema RiboMinus™ para RNA-Seq permite a separagéo do rRNA independente do
estado de poliadenilagdo dos mRNAs, uma vez que baseia-se na hibridizagdo do rRNA

e posterior retirada destes por particulas magnéticas.

3.15.4.1 Hibridizacéo
Em um novo microtubo de 1,5 mL estéril, livre de nucleases, foram adicionados os
seguintes: 10 ug de RNA Total em 10 ul de agua tratada com DEPC; 10 ul da sonda
RiboMinus™ Probe (15 pmol/uL); 100 ul do tampao de hibridizagdo. Os reagentes sao
misturados por pipetagem leve e o tubo é incubado em bloco de aquecimento a 70 °C
por 5 minutos, para desnaturacdo do RNA. Em seguida, o tubo & vagarosamente

resfriado para 37°C, e mantido nesta temperatura por 30 minutos.

3.15.4.2 Preparacdo das Particulas Magnéticas
O conteudo do frasco original de particulas magnéticas (RiboMinus™ Magnetic Beads)
foi suspenso pela agitacdo em vortex por 10 segundos em velocidade maxima. Em dois
microtubos novos de 1,5 ml, estéreis e livres de nucleases foram pipetadas duas
aliquotas de 750 ul da suspensdo de particulas, sendo ambos, em seguida,
posicionados no separador magnético por 1 minuto. Com as particulas alojadas na face
lateral dos tubos os sobrenadantes foram cuidadosamente retirados por pipetagem e
aos tubos foram adicionadas aliquotas de 750ul de agua-DEPC estéril, sendo as

particulas magnéticas suspensas por agitacado em vortex, na velocidade maxima por 10
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segundos. Os tubos foram novamente posicionados no separador magnético por 1
minuto e com as particulas alojadas na face lateral dos tubos os sobrenadantes foram
cuidadosamente retirados por pipetagem. Esta lavagem das particulas magnéticas com
agua-DEPC foi repetida mais uma vez e ao final as particulas magnéticas foram
suspensas em 750 ul do tampao de hibridizagdo. Deste volume foi reservada uma
aliquota de 250 ul em um novo microtubo, que foi mantido a 37 °C até a utilizagdo em
etapa posterior. Os tubos contendo os 500 pl restantes da suspenséo de particulas
magnéticas foram novamente posicionados no separador magnético por 1 minuto,
sendo o sobrenadante cuidadosamente retirado e as particulas suspensas em menor
volume, 200 pl de tamp3do de hibridizagdo e mantidos a 37 °C até o momento da

utilizagao.

3.15.4.3 Remocé&o do rRNA
Finalizada a hibridizacdo do rRNA, o conteudo do tubo foi concentrado no fundo do
tubo, por meio de uma breve centrifugagao (Spin Down). O volume total do tubo (~120
ul) foi transferido para o tubo contendo as particulas magnéticas previamente
preparadas. A mistura foi homegeneizada cuidadosamente por pipetagens repetidas
sucessivas e o tubo incubado em bloco de temperatura a 37 °C por 15 minutos, com
agitagdes ocasionais durante este periodo. O conteudo foi concentrado no fundo do
tubo por leve centrifugagao (spin down) e o tubo foi posicionado no separador
magnético por 1 minuto para separagdo do complexo rRNA-sonda-particulas
magnéticas, que ficou retido na parede lateral do tubo. Paralelamente, o tubo
previamente reservado, contendo 250 ul da suspensado de particulas magnéticas foi
colocado no separador magnético por 1 minutos, sendo o sobrenadante aspirado e
descartado. Assim, o sobrenadante contendo o mRNA (~320 pnl) foi entdo transferido
para o outro tubo contendo as particulas magnéticas previamente reservadas, sendo o
contetdo suspenso por pipetagens repetidas. O contetdo do tubo foi incubado a 37 °C
por 15 minutos, com agitagdo ocasional durante este tempo. Apds concentragdo do
conteudo no fundo do tubo por breve centrifugagao (spin down), o tubo foi finalmente
posicionado no separador magnético por 1 minuto para retirada dos complexos rRNA-

sonda-particulas magnéticas remanescentes. O sobrenadante (aproximadamente 320
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ul), contendo o mRNA isolado foi entdo transferido para um novo microtubo estéril, livre

de nucleases.

3.15.4.4 Precipitacdo do mRNA

Para assegurar a recuperagao de pequenos RNAs (<200 nt), optou-se por concentrar o
RNA entao purificado por meio de precipitagdo com Etanol, usando glicogénio como
moléculas carreadoras.

Ao conteudo do microtubo contendo o mRNA purificado foram adicionados 1ul da
solucdo de glicogénio (Merck Millipore® #1042020010) a 20 upg/ul; 30 ul da solugdo de
acetato de sodio 3 M (Sigma Aldrich # 241245); 750 ul de etanol absoluto (Merck®
Millipore - #1009861000). O conteudo foi homogeneizado cuidadosamente por
pipetagens repetidas e o tubo mantido a -80 °C por 1 hora para precipitagdo e ao final o
tubo foi submetido a centrifugagdo a 12.000 x g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante
foi cuidadosamente retirado por pipetagem e o precipitado foi lavado duas vezes pela
adicéo de etanol a 70 % (em agua-DEPC) ao fundo do tubo, que sem ser agitado é
submetido a centrifugagdo a 12.000g por 5 minutos a 4 °C. Ao final, o tubo contendo o
precipitado de mRNA purificado deve ser mantido aberto ao ar para secagem e o

precipitado dissolvido em 30 pl de agua-DEPC e armazenado a -80 °C até utilizagéo.

3.15.5 Analise do RNA purificado

Os RNAs purificados, tanto RNA total, quanto mRNA foram quantificados por leituras
espectrofotométricas de absorbancia em 260 nm em aparelho NanoDrop 2000® UV-Vis
Spectrophotometer (Thermo Scientific®). Além da quantificacdo, foram também
avaliados neste aparelho o grau de pureza do RNA, pela analise das relagdes entre as
absorbancias a 280 nm e 260 nm, que reflete a relacdo RNA/Proteinas nas amostras, e
pela relagdo entre absorbancias 230 nm e 260 nm, que reflete a quantidade de
solventes organicos, principalmente fenol, remanescentes dos procedimentos de
extracdo. SO foram utilizados os RNAs com relagées OD260/0D280 e OD260/0D230
superiores 1,9 foram utilizados para nas etapas sequenciais.

A eficiéncia da eliminagcao do rRNA e o nivel de degradagdo do RNA foram analisadas

por eletroforese capilar realizada no aparelho Bioanalyser® Agilent 2100, empregando o
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kit Agilent PicoRNAG000. O perfil eletroforético de um RNA total foi comparado com o
do mRNA dele extraido, o observou-se o desaparecimento da banda (ou pico) relativa
ao rRNA.

3.16 Construcdo de Bibliotecas de cDNA e Sequenciamento em SOLID™ RNA-
Seq

O sequenciador de nova geracado, SOLID™ sequence system, versao 4, foi utilizado
para analisar os fragmentos curtos de 50 nucleotideos (50 nt) e todos os procedimentos
foram realizados usando o kit SOLID™ Total RNA-seq Kit de acordo com o protocolo
recomendado por seu fabricante (Applied Biosystems (SOLID™ Total RNA-seq Kit
Protocol, Applied Biosystems, CA).

O volume contendo 1 ng de mRNA extraido de esquistossémulos em cada uma das
condigdes pré-estabelecidas foram fragmentados empregando-se a enzima RNase |l
fornecida no kit e diretamente hibridizados e ligados a adaptadores contendo
sequéncias para iniciadores empregados em amplificagdo por PCR e reagbes de
sequenciamento. Em seguida, foi realizada transcri¢ao reversa dos RNAs ligados e os
fragmentos de cDNA resultantes com tamanho entre 150 pb e 250 pb foram
selecionados e quantificados por leitura espectrofotométrica em aparelho Qubit v1.0
(Invitrogen®). Os RNAs selecionados foram diluidos para concentragdo ideal para
realizacdo de amplificagdo monoclonal por PCR em emulsdo, durante a qual copias da
molécula molde (template) foram ligadas a particulas (beads). As particulas contendo
os fragmentos amplificados foram entdo depositadas sobre um chip e este foi
submetido a reagdes sequenciais e lavagens automaticas feitas pelo préprio aparelho.
Os DNAs ligados as particulas foram sequenciados com 50 rodadas de anelamento e
ligacao de oligonucleotideos, usando 4 diferentes iniciadores (primers), com 10 ligagdes
sequenciais por iniciador. Durante cada rodada, um oligonucleotideo marcado com um
fluoroforo foi hibridizado e ligado a extremidade 3’ do iniciador ou oligonucleotideo
ligado na rodada anterior. Os dois préximos nucleotideos ndo pareados na fita ligada a

particula determina qual € o oligonucleotideo ligado (pela fluorescéncia/cor).

3.17 Mapeamento e quantificacdo das reads
As reads representadas em formato color space foram mapeadas contra a versao
atualizada do genoma de referéncia do S. mansoni (Protasio et al., 2012) disponivel no
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banco de dados ShistoDb (www.shistodb.com) usando o programa Bowtie2 (Langmead

et al, 2009) usando seus parametros padrdes (defaulf) e o arquivo em formato “bam”
(bam file) gerado apdés o sequenciamento. As reads mapeadas em sequencias
ribossomais e de globulinas foram excluidas das analises subsequentes. Apenas reads
com unico mapeamento no genoma de referéncia foram consideradas validas pelo
programa. Foi entdo gerada uma lista de genes expressos em cada uma das 4
condi¢cbes propostas, de acordo com as reads neles mapeadas e seus valores de
contagens brutas. Os genes anotados no genoma de referéncia contra os quais nao

foram observadas reads mapeadas foram excluidos desta avaliacao.

3.18 Analise da Expressédo Génica

Uma lista contendo os identificadores (ID) dos genes em cada linha, contendo as
contagens brutas de reads para cada uma das 4 condi¢cdes propostas no estudo, foi
utilizada como input na implementagdo DESeq2 (Love et al, 2014) no programa R (R
Development Core Team, 2008). O programa primeiramente realiza um “count
normalization” que gera uma matriz com uma contagem normalizada das reads
baseada em um fator escalar de cada amostra, ou de cada coluna, ou cada biblioteca.
Calcula-se entdo um fator de tamanho estimado para cada amostra calculando a
mediana da relagéo, para cada gene, da sua contagem de reads na amostra especifica
sobre a sua média geométrica nas amostras. Ele assume entdo a suposi¢cao de que a
maioria dos genes ndo sao diferencialmente expressos e utiliza esta mediana de taxas
para obter o fator escalar.

Em um segundo momento o programa visualiza o quanto é esperado de dispersao da
variabilidade da expressédo dentro da analise, ou seja, € estimada a dispersao para
cada gene. E, por fim, emprega-se uma distribuicdo binomial negativa entre valores de
diferentes amostras para estimar a expressao diferencial dos genes. Como mencionado
acima, a maioria das ferramentas in silico para determinagdo da expressao diferencial
de genes emprega métodos baseados no modelo estatistico binomial negativo, que tem
gerado mais especificidade e mais sensibilidade nas analises realizadas.

Os valores baseMeanA (média normalizada de A - média das reads de um gene
dividido pelo fator de tamanho da amostra) e baseMeanB (média normalizada de B -

média das reads de um gene dividido pelo fator de tamanho da amostra) representando
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diferentes condi¢cdes sdao comparados através do foldchange (razdo meanB/meanA),
log2FoldChange (log na base “2” do foldchange), pval (valor de p para rejeitarmos a
hipotese nula 'meanA==meanB’. Para significancia estatistica desta mudanca entre as
condi¢cOes analisadas) e padj (valor de p ajustado — BH==TRUE; para multiplos testes
empregando o procedimento de Benjamini Hochberg — controla a taxa de falso
positivos). Estes valores sao usados, baseados em testes estatisticos, para avaliar se a
expressao da amostra A é igual ou diferente da expressdo da amostra B, gerando-se
assim o perfil de expressdo génica de diferentes amostras, comparando diferentes
genes.

As comparagdes foram realizadas entre réplicas das bibliotecas de esquistossémulos
cultivados por 3 horas e réplicas das bibliotecas e esquistossémulos cultivados por 12
horas no mesmo tipo de soro de hamster, periférico ou portal (comparagéo temporal 3
horas X 12 horas no mesmo soro). Comparagdes diretas entre réplicas de bibliotecas
de esquistossémulos cultivados em soros diferentes também foram realizadas (SPE x
SPO). Transcritos com valor de P-ajustado < 0,05 foram considerados diferencialmente
expressos. Na lista final, foram considerados positivamente regulados (suprarregulado)
apenas os transcritos que apresentaram valor de Log2FoldChange > 1, ao passo que
negativamente regulados (infrarregulado) foram considerados apenas os transcritos
com valor de Log2FoldChange < 1, parametro idéntico ao empregado por Sturn e
colaboradores (2002) em estudo de expressao génica de alta produtividade (high

throughput).

3.19 Validacdo do perfil de expressdo génica por Reacdo da Polimerase em
Cadeia Quantitativa (RT-qPCR)
O nivel de expressao relativa de um sub-conjunto de genes diferencialmente expressos
entre SPO3H e SPO12H foi determinado empregando-se RT-qPCR. O programa Primer
3 (Untergrasser et al., 2012) foi usado para desenhar os oligonucleotideos primers
direto e reverso, bem como sonda para cada gene alvo. Os oligonucleotideos foram
entdo adquiridos como ensaios quantitativos “customizados” da Life Technologies Brazil
(Custom TagMan Gene Expression Assay) e as sequéncias podem ser visualizadas na

tabela 3 a seguir.
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TABELA 3: LISTA DE OLIQONUCLEOT[DEOS EMPREGADOS EM RT-QPCR DE CDNA DE
AMOSTRAS DE ESQUISTOSSOMULOS SPO3H E SPO12H

Descrigdo Nome do Sequéncia
oligonucleotideo
Smp_157070.1 cysteine rich with F1570 aaacaaacctggttcttacg
egf domains protein R1570 tcctectttggtatccacttg
01570 ccgactgcaaacgattgtga
Smp 027990.1 homeobox protein nk F0279 cttcttcatggtacggtgtt
2 ; neural gene activation R0279 tttgttacacccattaaacg
00279 agccgctgttgctaatgacce
Smp_177040.1 gpi F1770 tcgctcecectttettattg
mannosyltransferase 2 R1770 aaggcgaactggtattga
01770 cgcgatcgtttcacaccata
F0190 atcctctgcgtcatcaaa
Smp_ 019060.1 sec6l beta subunit R0190 cgactggtcgtctagetg
00190 tgctactgcctcaccaaggg
Smp_089000.1 translocon F0890 ttaggccggttacctatt
associated protein subunit delta;
translocon associated protein RO890 acgagcaactggttgaag
delta subunit 00890 caagcgaagcagttctttcca
Smp 042790.1 dolichol phosphate F0427 gcccacctacaatgagaa
mannosyltransferase
R0427 tgccatctggactgttgt
00427 aaagtggctttccctacgaact
F1721 tggaaactattcgccact
Smp 172110.1 protein disulfide
- isomerase A6 R1721 tggaaagcccttaacaga
01721 tgctgcggttgattcagaaa
F0830 atactgccgatggaatca
Smp 083080.1 Activator of 90 kDa
heat shock protein ATPase R0830 ggcctcagatcgtgtaaa
00830 ttcttectgtactccggatgaccttt
F1345 ggtgcaacaaacagtcca
Smp 134570.1 hypothetical
- protein R1345 ttgtccattccattgagg
01345 tgatcaattcaacaatttcaccattc
F1302 tctacaagtccacgatcaaa
Smp 130260.1 hypothetical
protein R1302 ctagagccggaattcaaa
01302 aagcctcaatatcaacagcacca
F1035 gcgacatcgatcacactt
Smp 103560.1 hypoxanthine
guanine phosphoribosyltransferase R1035 caacggacattggtagga
01035 atgggcttgaacgcactgtc
F0243 acggtgtgtgacggtatt
Smp 024390.1 microsomal signal
peptidase 25 kDa subunit R0243 aacccgtcgtattgactt
00243 agtcaggacgctttccgttg
Smp_079230.1 immunophilin FK506 F0792 acgaattccaaagaaagg
binding protein FKBP12, putative
R0792 acaccttcatcccaacct
00792 tcccatccatgagggtacca
F0794 cgatgccttgaatgaact
Smp 079420.1 ankyrin repeat
domain containing protein 42 R0794 gtagcaacttcgegtett
00794 cgttcacattccaatgttgcttt

(continuagdo) TABELA 3: LISTA DE OLIGONUCLEOTjDEOS EMPREGADOS EM RT-QPCR DE
CDNA DE AMOSTRAS DE ESQUISTOSSOMULOS SPO3H E SPO12H

Descrigéo Nome do Sequéncia
oligonucleotideo
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. R1455 ctcatcaggtgcttgcectt
Smp_ 145540.1 muscarinic

acetylcholine receptor 01455 caatccattagagcaatcttcgg

Smp 175790.1 phospholipid F1757 atgtgaacaaccaaatgaaa
translocating ATPase

R1757 aacatgtttcgtcaccatc

01757 tgctcctgttgctcecctgatga

Smp_136310.1 sodium bile acid F1363 catctacggtcggttctt

cotransporter

R1363 ccaatttcggtttccata

01363 cctgcattaatgggcttaggtce

F0534 ccacgtagcaacaataagaa

Smp_053420.1 fermitin family 1 R0534 caccggaatcttcatcag

00534 ccttctgtcaatgaagatttcge

Smp_007270.1  smoothelin F0072 tgactggaaatgcgtctt

R0O072 gagcagctttaggaagga

00072 attaccggcgtttccatttg

FCO1 tacggttggtggtgtcacag

Smp_ 900000 - cicloxigenase 1 COX1 RCOL acggccatcaccatactage

0oCO1 tttcatgatacttggtttgttgttge

Fxxx — primer direto; Rxxx — primer reverso; Oxxx —sonda FAM/ROX

O cDNA foi sintetizado a partir de 1 ug de RNA total de amostras de esquistossémulos
das condigbes do estudo (SPO3H e SPO12H) pelo emprego do sistema High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies, Brazil — cat4368814), sendo cada

reacao montadas de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

As reagbes foram realizadas no termociclador ViiA™ 7 Real-Time PCR System
equipado com bloco de aquecimento para placa de 384 pogos e a mistura de reagentes
TagMan Universal PCR Master Mix (Aplied Biosystem) foi empregada. A eficiéncia dos
primers foi calculada usando dados obtidos de curvas de calibragao construidas a partir
de 5 concentracbes de cDNA de esquistossdmulos recém transformados e
concentragao fixa do primer. O gene da cicloxigenase 1 (COX1) foi utilizado como
controle endégeno do nivel de expressao relative aos demais genes de interesse no
estudo. O método “delta-delta Ct” (cycle threshold - Ct) foi utilizado para calculo da
expressao relativa dos genes, uma vez que as eficiéncias dos primers tinham valores
compreendidos no interval entre 90% e 110%. Os valores de Expresséo relativa (fold
change) obtidos representam a média entre triplicatas de 3 amostras de cada uma das

condigdes do estudo.
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4 Resultados
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4.1Estudo comparativo entre esquistossdbmulos mecanicamente transformados e

esquistossémulos obtidos de pele de camundongo

4.1.1 Marcacdes de esquistossémulos in vitro

41.1.1 Deteccdo de organelas intracelulares e de membranas em

esquistossémulos

Auto-fagossomos e lisossomos — as figuras 8A e 8B mostra esquistossémulos Mec e
Pel, fortemente corados com fluorescéncia verde, em vesiculas de auto-fagossomas
dispersas ao longo de todo o corpo do parasito pela sonda monodansyl cadaverin. As
figuras 9A e 9B séao fotos dos mesmos parasitos, Mec e Pel, fortemente corados por
fluorescéncia vermelha, dispersa em todo o corpo do parasito, devida ao transporte em
membrana de lisossomos, marcadas pela sonda Lysotracker. Pela inspegao das figuras
observa-se que a distribuicdo das duas organelas € semelhante em ambos os tipos de

esquistossdbmulos.
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Figura 8: Localizacdo de auto-fagossomas em esquistossOmulos por
microscopia de fluorescéncia. Esquistossdmulos mecanicamente transformados (A)
marcados com sonda monodansyl cadaverin, que evidencia a localizagdo de auto-
fagossomos marcados com fluorescéncia verde dispersa ao em todo o corpo do
parasito, com alguns pontos de maior intensidade. Em B observam-se
esquistossdmulos obtidos apds penetragdo de cercarias em pele de camundongo. A
barra de escala nas figuras mede 25um.
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Figura 9: Localizacdo de lisossomos em esquistossdmulos por microscopia de
fluorescéncia. Esquistossdmulos mecanicamente transformados (A) marcados com
sonda lysotracker, que evidencia a localizagdo de lisossomos marcados com
fluorescéncia vermelha dispersa ao em todo o corpo do parasito, com pontos de maior
intensidade. Em B observam-se esquistossémulos obtidos apds penetracdo de
cercarias em pele de camundongo, com o mesmo padrdo de coloragdo. A barra de

escala nas figuras mede 50um.
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Glutationa — A figura 10 mostra esquistossbmulos marcados com a sonda
monochlorobimane, que evidencia a presenga de glutationa nas glandulas acetabulares
do parasito, como ja foi previamente evidenciado por Ribeiro e colaboradores (1998)
ser esta uma regido de elevada concentracdo dessa molécula. As regides aparecem
como estruturas vesiculares e foram claramente evidentes em esquistossémulos Mec
(A) e também se mostraram com forte fluorescéncia em esquistossdémulos Pel (B). Este
ultimo achado mostra que embora ja tenha sido previamente evidenciado que o
conteudo das glandulas seja completamente liberado durante a penetragdo ativa de
cercarias (Stirewalt, 1974), fragmentos glandulares ainda restam nos esquistossémulos

algum tempo apdés a penetragao.
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Figura 10: Localizacdo de glutationa em esquistossémulos por microscopia de
fluorescéncia. Esquistossdmulos mecanicamente transformados (A) marcados com
sonda monochorobimane, mostrando a localizacdo de remanescentes de glandulas
acetabulares e pré-acetabulares fortemente marcadas com fluorescéncia azul. Em B
percebe-se a coloragdo menos intensa de remanescentes glandulares, sob a forma de
fragmentos em esquistossOmulos obtidos apds penetragdo de cercarias em pele de

camundongo. A barra de escala nas figuras mede 25um.
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Mitocondria — a figura 11 mostra marcacdo de esquistossOmulos pelo corante
mitotracker, especifico para mitocéndrias, sob pequeno aumento ao microscopio de
fluorescéncia. Os esquistossémulos Mec foram observados com forte fluorescéncia
vermelha dispersa em toda sua extensdo (A). Percebe-se nesse parasito uma leve
distorcdo na nitidez das imagens devido a forte coloracdo de glandulas pré-
acetabulares remanescentes da transformacdo, que ao microscépio 6tico de campo
claro apareceram como corpos densamente escuros (ndao mostrado). Os
esquistossdmulos Pel quando submetidos a mesma coloragéo, como visto na figura B
também se mostraram com distribuicdoo similar do fluoréforo ao longo de toda a

extensdo corporal, mas ndo sendo observado excesso da fluorescéncia como em Mec.
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Figura 11: Marcacédo de mitocondrias em esquistossdomulos Mec e Pel. Na figura A
observam-se esquistossémulos Mec marcados com a sonda fluorescente mitotracker,
com intensa fluorescéncia vermelha e leve distor¢cdo do foco dada a elevada captacao
do fluordforo. A figura B mostra esquistossdmulos Pel corados pela mesma sonda e
apresentando distribuicdo similar desta, mas com menor intensidade de fluorescéncia
quando comparado aos esquistossémulos Mec. A barra de escala nas figuras mede
100pm.
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Membrana citoplasmatica — quando os esquistossdmulos foram incubados em
presenca do fluoréforo FM1-43 as membranas que recobriam sua superficie corporal
mostraram-se uniformemente coradas, bem como seu trato digestivo e acetabulo
(figuras 12A e 12B). Poucas vesiculas foram observadas em ambas as preparagoes,
sugerindo baixa internalizagdo da membrana da superficie corporal nessas condigdes.
A intensidade da marcacdoo € idéntica em ambos os tipos de preparagbes de

esquistossdmulos, Mec e Pel.
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Figura 12: Marcacdo da membrana citoplasméatica de esquistossémulos Mec e
Pel. Na figura A se observam esquistossdmulos Mec fracamente corados em suas
membranas da superficie, bem como do trato digestivo e de glandulas pré-acetabulares
pela sonda FM1-43. Em B observam-se esquistossémulos Pel também corados pela
mesma sonda, e com o mesmo padrdo de distribuicdo da fluorescéncia. Poucas
vesiculas derivadas de membrana superficial foram observadas. A barra de escala nas

figuras mede 25um.
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4.1.1.2 Andlise da integridade e permeabilidade da membrana de

esquistossémulos

O tratamento de esquistossomulos Mec e Pel com sondas lucifer yellow e Dextrans
10kDa, 20kDa e 40kDa acoplados ao fluoréforo FITC e associados em mistura entédo
denominada “Fl-Dextrans” mostrou que entre Mec e Pel as diferencas de distribuicao
dessas sondas nao é significante, sendo as membranas da superficie do verme
coradas, além do trato digestivo, com baixa internalizagdo dos fluoroforos, e, portanto,

permeabilidades comparaveis.
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Figura 13: Esquistossémulos Pel corados com sondas para avaliar integridade e
permeabilidade da membrana. Na figura A os esquistossdmulos Pel s&o vistos com
fluorescéncia verde relativa a sonda lucifer yellow, em areas da superficie corporal e do
trato digestivo. Em B o esquistossémulo € visto com o padrédo idéntico de coloragéo,
mas empregando-se a sonda Fl-Dextrans. Esse padrédo nao foi observado em

esquistossdmulos Mec. A barra de escala em A mede 100 ym € em B mede 25 ym.
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4.1.1.3 Reconhecimento imunoldégico de proteinas/glicoproteinas de

superficie em esquistossdmulos Mec e Pel

Além do emprego de sondas fluorescentes sob a orientacdo do pesquisador visitante,
prof Dr John Robert Kusel (Glasgow, Scotland), para explorar possiveis diferengas de
moléculas entre esquistossémulos Mec e Pel o grupo de pesquisa buscou também
parceria para desenvolver estudos de reconhecimento imunoldgico difentencial entre as
duas formas do parasito. Os experimentos delineados para contemplar esse objetivo
foram desenvolvidos por mim, como bolsista de doutorado sanduiche (SWE), financiado
pelo Programa Ciéncias Sem Fronteiras (CsF) do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), no Laboratory of Experimental
Parasitology da University of Nottingham (Nottingham, (United Kingdom) no periodo

entre abril e agosto de 2014.

Os resultados apresentados nessa segao foram obtidos por ocasido desse estadio,

desenvolvido sob a orientagao direta do pesquisador professor Dr Michael Doenhoff.

4.1.1.3.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida dos extratos sollveis do
parasito

A figura 14 é uma foto de um gel de poliacrilamida a 12% corado por prata, em que foi
feito o fracionamento eletroforético de extratos soluveis de esquistossdmulos Mec e Pel.
A Eletroforese foi realizada com intuito de definir condicbes para utilizacdo de
quantidades comparaveis de proteinas nos immunoblots (western blots) com diferentes
soros visando identificar diferengas na composigdo de proteinas/glicoproteinas na
superficie dos esquistossdmlos Mec e Pel. De acordo com o perfil e a intensidade de
cor das bandas, optou-se por empregar os extratos “Mecanico 2” (canaleta 2) e “Pele 2”
(canaleta 3) nos immunoblots, e as concentragdes de proteinas foram ajustadas de

maneira a se aplicar 10yl de cada extrato por canaleta, contendo 5ug de proteinas.
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Figura 14: Gel de poliacrilamida a 12% corado com nitrato de prata de extratos de
esquistossdmulos Mec e Pel. MW — Padrao de Peso molecular; 1 - Extrato Mecanico
1 / Tampao redutor; 2 - Extrato Mecanico 2 / Tampao redutor; 3 - Extrato Pele 2 /
Tampao redutor; 4 - Extrato Pele Overnight 2 / Tampao redutor; 5 - Re-extracao do
pellet Pele 1 / Tampao redutor — 20ul; 6 - Re-extracao do pellet Pele overnight 1 /

Tampao redutor— 20ul; 7 - Extrato Pele camundongo / Tampao redutor.

Assim, tendo evidenciado que os extratos de esquistossOmulos possuem quantidades
comparaveis de proteinas, estes foram entdo empregados em immunoblots, em que se
buscou evidenciar padrdo de bandas reativas diferente entre esquistossémulos Mec e

Pel, quando do emprego de varios tipos de soros diferentes.

4.1.1.3.2 Imunoblots (western blot) de extratos solluveis de

esquistossomulos Mec e Pel

A figura 15 a seguir mostra fotos de tiras de imunoblots dos extratos de
esquistossOmulos Mec e Pel contra varios anti-soros (relacionados na tabela 2) de
origens diferentes e produzidos contra proteinas do parasito em estadios de cercaria ou
verme adulto, além de soros de humanos ou animais infectados. Note que cada soro foi
usado contra os dois extratos e as tiras estdo dispostas de maneira a remontar as
membranas originais, estando alinhadas de forma a se comparar o perfil de bandas

reativas entre os dois extratos quando reagentes com o mesmo soro. Os soros de
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nimeros 7, 8 e 11 mostraram bandas claramente reativas no extrato de
esquistossdmulos Pel, sem a banda reativa equivalente em esquistossémulos Mec. Por
outro lado, os soros 9 e 10 revelaram bandas reativas contra o extrato de

esquistossdmulos Mec, nao visualizadas contra o soro de esquistossémulos Pel.

1 23 45678 910 11 12 13 MW

~ 175kDa

80kDa

58kDa

46kDa

Mec
30kDa

23kDa

17kDa
7kDa

175kDa
sokDa |
4
58kDa
46kDa

Pel

30kDa

23kDa

THRA

Figura 15: Western blot de extratos de esquistossomulos Mec e Pel usando
diferentes soros. MW — Padrdo de Peso molecular; 1 - Anti-cercaria 1025-0 (usado
como controle positivo); 2 - Anti-cercaria 1025-0; 3 - Anti-cercaria 993 P; 4 - Anti-
cercaria 942 G; 5 - Anti-cercaria 942 M; 6 - IgG anti-cercaria de eluicdo acida de banda
14kDa 1025-0; 7 - Anti-verme adulto 1056 R; 8 - Soro de coelho infectado - 942 T; 9 -
Soro de coelho infectado - 993 R; 10 - Soro de coelho infectado -1142 P; 11 - Soro de
coelho infectado - BR47; 12 - Soro de coelho anti-camundongo - BR101; 13 - Anti IgG

de coelho (controle negativo). As setas vermelhas apontam para regides da tira do
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extrato Mec em que nao houve reagao contra o soro de numero 7, e as setas azuis

destacam as respectivas bandas reativas observadas do soro 7 contra o extrato Pel.

Dentre o0s soros reativos especificamente contra proteinas do extrato de
esquistossdmulos Pel, o de numero 7 foi selecionado para ser empregado na eluigao
acida de anticorpos reativos. Foram retiradas 4 tiras de onde foram eluidos anticorpos
reativos contra proteinas com pesos moleculares que variam de aproximadamente
17kDa até outros maiores superiores a 80kDa no extrato de esquistossémulos Pel. Os
anticorpos eluidos foram utilizados posteriormente em imunofluorescéncia para
determinagdo da localizagdo celular das proteinas as quais eles reagem, bem como
para testar se sédo direcionados contra determinantes glicidicos (glicanos).

Antes de empregar os anticorpos eluidos em imunofluorescéncia os mesmos foram
testados em western blot contra o extrato de esquistossémulos Pel. Na figura 16
observam-se as bandas reativas com maior intensidade de coloracdo de acordo com
cada anticorpo eluido. Pela inspec¢ao visual dos perfis de bandas reveladas no
imunoblot, nota-se que a banda reativa a proteinas de elevado peso molecular (acima

de 80kDa) foi revelada por anticorpos de todas as faixas de pesos moleculares.
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Figura 16: Western blot de extrato de esquistossébmulo Pel com anticorpos
eluidos. MW - Padrao de Peso Molecular; 11 - Anticorpos eluidos da banda de ~80kDa
do soro 1056-R anti-verme adulto[12 - Anticorpos eluidos das bandas da faixa de 30kDa
a 46kDa do soro 1056-R anti-verme adulto[13 - Anticorpos eluidos da banda de 20kDa

do soro 1056-R anti-verme adulto.

Os anticorpos obtidos da eluicdo acida nas 4 regides da membrana, como previamente
descrito, foram empregados em experimentos de imunofluorescéncia como anticorpos
primarios sob laminas contendo esquistossémulos Pel fixados em formaldeido 4%. Na
figura 17 abaixo sao vistas fotos de microscopia de fluorescéncia dos esquistossémulos
tratados com os diferentes anticorpos eluidos, sendo que n&o foram observadas
diferengas marcantes na distribuicdo da ligagao na superficie do parasito. Os anticorpos
eluidos da banda de peso molecular préximo a 17kDa ligaram-se em maior quantidade
na superficie dos parasitos, o que pode ser obervado pela maior intensidade de
fluorescéncia dos esquistossémulos das figuras 17A e 17B quando comparada as dos

esquistossdbmulos reagentes com os outros anticorpos eluidos.
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Figura 17: Imunofluorescéncia de esquistossdomulo Pel com anticorpos eluidos. —

A e B - Anticorpos eluidos da banda de ~20kDa do soro 1056-R anti-verme adulto; C e

D - Anticorpos eluidos das 2 bandas menores da faixa de 30kDa a 46kDa do soro
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1056-R anti-verme adulto;’] E e F - Anticorpos eluidos das 3 bandas maiores da faixa
de 30kDa a 46kDa do soro 1056-R anti-verme adulto; G e H - Anticorpos eluidos da
banda de ~80kDa do soro 1056-R anti-verme adulto. | e J - soro anti-verme adulto
1056-R (Controle positivo); K e L - Anti-lgG de coelho (Controle negativo). A barra de
escala em A mede 100um e em B mede 25 pym.

Como os resultados de marcacdes usando sondas fluorescentes nao evidenciaram
claras diferencas entre as duas formas de esquistossdbmulos, Mec e Pel, corroborando
achados prévios (Brink et al, 1978; Protasio et al, 2013), optou-se por compara-los a
outros esquistossémulos (Mig), obtidos por migracédo a partir de fragmentos de pele de
camundongos apés infecgado transcutanea ativa por cercarias (in vivo) em relagao a

capacidade de serem marcados com algumas das sondas previamente usadas.

Marcacdes de esquistossdmulos in vivo

41.1.4 Andlise da integridade e permeabilidade da membrana de
esquistossdmulos

A sonda Lucifer yellow foi injetada diretamente no local da pele do camundondo
exposto as cercarias nas 24 horas anteriores. Os esquistossdmulos Mig migraram de
fragmentos dessa pele por um periodo de trés horas e foram recolhidos em meio de
cultura. A maioria dos parasitos mostraram forte internalizagdo da sonda, que corou
homogeneamente estruturas corporais e alguns mostraram minima captura da sonda
ao longo da superficie, além de captagao no trato gastrointestinal (Figura 17). Quando
comparado a figura 12A percebe-se claramente a diferenca na intensidade da

fluorescéncia nas membranas devido a captacido da sonda.
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Figura 18: Esquistossbmulos Mig corados com sonda Lucifer yellow para
permeabilidade da membrana. O esquistossdmulo Mig € visto com forte fluorescéncia
verde de membranas relativa a sonda lucifer yellow, em toda a superficie corporal e em
estruturas internas. Na parte inferior da figura pode-se observar uma porgédo da
superficie de outro esquistossdmulo com um padrao menos frequente de marcagao, em
que as membranas superficiais sao fracamente coradas, mas uma porg¢do do trato
digestivo mostra-se com intensa fluorescéncia. A barra de escala na figura mede 25

um.

A sonda FI (misturas de Dextrans-FITC) foi também injetada na pele de camundongos
infectados 24horas antes com cercarias. Os esquistossOmulos Mig foram também
obtidos por migracédo a partir de fragmentos da pele por um periodo de trés horas e
foram entdo recolhidos em meio de cultura. A maioria dos parasitos mostrou extensiva
captacdo de moléculas de Dextran em tecidos internos corporais, 0 que caracteriza
aumento da permeabilidade em membranas dos esquistosssémulos obtidos apos a
infec¢ao percutanea. A figura 19, quando comparada as figuras 13B, mostra claramente
a maior intensidade de fluorescéncia por maior captacdo da sonda Fl pelos

esquistossdmulos Mig.
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Figura 19: Esquistossdmulos Mig corados com sonda FI (Dextran 10kDa, 20kDa e
40kDa acoplados a FITC) para permeabilidade da membrana. O esquistossomulo
MIG é visto com forte fluorescéncia verde de membranas relativa a sonda Fl,
amplamente distribuida em toda a superficie corporal e em estruturas internas. A barra

de escala na figura mede 25 pm.

Quando a sonda FM1-43 foi injetada na pele de camundongos infectados 24horas
antes, foi percebida massiva captacdo em estruturas corporais internas, como visto na
figura 20. Essa caputura da sonda foi também observada quando a mesma foi injetada
na pele retirada do aparato de Clegg apdés a exposicdo a cercarias e 0s
esquistossOmulos entdo migraram de fragmentos da pele. Os esquistossémulos obtidos
dessa maneira e marcados apresentaram o mesmo aspecto do observado na figura 19.

Além da marcagdo em membrana, a internalizagéo da sonda foi também pronunciada.
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Figura 20: Esquistossdmulos Mig corados com sonda FM1-43 injetada na pele
durante a infeccdo transcutanea. Esquistossémulo MIG fortemente marcada pela
sonda FM1-43 apdés a mesma ser injetada na pele de camundongos infectados 24
horas antes. Forte captura da sonda em membranas da superficie e em estruturas

internas. A barra de escala na figura mede 25 um.

4.1.2 Controle das incubac¢des de esquistossémulos in vivo

Para investigar se a simples presenca de fragmentos de pele de camundongo, ao invés
da migracao através da pele, é responsavel por causar as alteragdes de permeabilidade
e endocitose em esquistossémulos, a captura das sondas Lucifer yellow e FM1-43 foi
medida em esquistossdmulos Mec na presenga de pele de camundongo, como descrito
em Materiais e Métodos (3.7 Controle para as incubagdes com pele de camundongo).
Os esquistossébmulos, apds incubados na presenga de pele e das sondas foram
recolhidos apds sua passagem através de uma peneira (cell strainer - BD Falcon) e
examinados em microscopio de fluorescéncia apds lavagem com meio de cultura do
excesso de sondas. Nao foi observado aumento na intensidade de fluorescéncia
nesses esquistossbmulos quando comparado aos usados como controle, incubados
nas mesmas condi¢cdes, na presenga de Lucifer yellow (Figuras 21A, 21B e 21C) e
FM1-43 (Figuras 22A, 22B e 22C), na auséncia de pele de camundongo. Assim, pode-

se inferir que a presenca de pele apenas, sem infeccdo ou migragdo nao afeta a
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permeabilidade e nem processos de internalizacdo de moléculas de maneira visivel,

sendo para tanto necessaria a migracao ativa.

-

Figura 21: Esquistossdémulos cultivados em presenca de pele de camundongo e
corados com sonda Lucifer yellow (Controle). Esquistossdmulo Mec cutivado na
auséncia (A) e na presencga (B) de fragmentos de pele de camundongo e marcados
pela sonda Lucifer yellow, com fraca fluorescéncia distribuida na superficie corporal e
marcagao mais intensa no trato digestivo. Na figura C observa-se esquistossémulo Mig
com elevada intensidade de fluorescéncia distribuida em toda sua superficie corporal e

em estruturas internalizadas. A barra de escala nas figuras mede 25 um.

Figura 22: Esquistossdmulos cultivados em presenca de pele de camundongo e
corados com sonda FM1-43 (Controle). Esquistossémulo Mec cutivado na auséncia
(A) e na presenca (B) de fragmentos de pele de camundongo e marcados pela sonda
FM1-43, com fraca fluorescéncia distribuida na superficie corporal e marcacdo mais
intensa no trato digestivo. Na figura C observa-se esquistossomulo Mig com elevada
intensidade de fluorescéncia distribuida em toda sua superficie corporal, além de forte
sinal de estruturas corporais internas. A barra de escala na figura A mede 100 ym e nas

figuras B e C as barras medem 25um.
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4.2 Estudo comparativo entre esquistossdmulos cultivados em soro portal e soro

periférico de hamster

Embora haja consideravel numero de transcriptomas de S. mansoni para o estadio de
esquistossdmulos e, a partir destes, varios dados de expressdo génicas tenham sido
obtidos com sucesso, ainda nao foi estudado transcriptoma do parasito quando
submetido a uma condicdo que mimetize com grande proximidade a fase portal da
infeccdo. Algumas caracteristicas do nosso estudo foram delineadas com vistas a
atingir este propdsito, de simular com grande fidelidade o ambiente do sistema vascular
porta hepatico do hospedeiro definitivo, dentre elas: 1) adicdo de soro de hamster em
cultura, visando estabelecer uma condi¢cdo similar a encontrada pelo parasito tdo logo
este acesse o local no organismo do hospedeiro onde sua maturagdo a verme adulto
acontece; 2) escolha de tempos curtos de cultura, (3 horas e 12 horas), representando
o contato inicial do parasito com fatores presentes no soro portal; 3) emprego de um
meio minimo, suplementado apenas com os soros de hamster e sem a adi¢cao de
fatores comumente utilizados, que possam interferir diretamente com a expressao
génica, como soro fetal bovino e insulina; 4) expressdo dos resultados de perfis de
expressdo génica em comparagdo ao parasito no mesmo estadio evolutivo,
esquistossdmulo, em duas condicbes diferentes: recém transformado e cultivado em
presenca de soro periférico de hamster, ambos simulando momentos iniciais da
infeccdo, ainda na pele do hospedeiro definitivo; 5) emprego de metodologia de
sequenciamento de nova geragao (NGS), o que permite gerar quantidade expressiva de

dados de expressao génica.

421 Obtencéo de soros

Nas repeticdes do procedimento para obtencéo dos soros periférico e portal de hamster
foram utilizados 50 animais, sendo estes divididos na propor¢cdo de 10 animais para
obtencdo de soro periférico e 40 animais para obtencdo de soro portal. Uma vez
estabelecida a propor¢ao, em cada repeticado foram obtidos aproximadamente 15ml dos
soros periférico e portal inativados e estéreis a cada vez que o procedimento foi

realizado.
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4.2.2 Viabilidade dos parasitos

No estudo de viabilidade dos parasitos, além da contagem diferencial de
esquistossdbmulos vivos e mortos, foi também avaliada a contaminagdo por caudas e

por cercarias nas preparagoes.

A viabilidade média, expressa como a porcentagem média de parasitos vivos foi de
78,6%, sendo a maior obtida nos parasitos recém transformados (TZ=82,8%) e a menor
nos parasitos cultivados em soro portal por 12 horas (SPO=76,3%). Pela analise
estatistica por ANOVA ao nivel de significancia de 95% n&o houve diferenca
significante entre os valores obtidos (Grafico 1), tendo as amostras representatividades

semelhantes para os parasitos nas diferentes condi¢cdes propostas no estudo.

O grafico 2 mostra as contagens somadas de caudas e cercarias, principais
contaminantes das preparagdes. Nao foram utilizados materiais bioldégicos advindos de
preparagdes em que a contaminagao conjunta, por caudas e cercarias, fosse superior a
5%.
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Gréfico 1. Grafico representativo das contagens de esquistossbmulos vivos
(viaveis) nas diferentes condicdes: TZ — esquistossbmulos “tempo zero”, recém
preparados; SPO3h — esquistossdbmulos cultivados por 3 horas em presenga de soro
portal de hamster; SPO12h — esquistossdOmulos cultivados por 12 horas em presenca
de soro portal de hamster; SPE3h — esquistossémulos cultivados por 3 horas em
presenca de soro periférico de hamster; SPE12h — esquistossémulos cultivados por 12
horas em presenca de soro periférico de hamster. EsquistossOmulos foram
considerados vivos quando apresentaram fluorescéncia verde apds coloragdo com
Acridine orange/Brometo de etidio. A quantidade de esquistossbmulos vivos fo
expressa em porcentagem de esquistossémulos contados. N = 2 repeticdes de cada
experimento e as contagens foram realizadas em 10 campos de laminas contendo
esquistossdmulos de cada preparacado, ao microscopio de fluorescéncia, com aumento
de 100X. Nao houve diferenga estatisticamente significante para valor de p<0,05 para

nenhuma das amostras em relagcao aos esquistossdmulos TZ.
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Gréafico 2: Grafico representativo das contagens de contaminantes (cercarias e
caudas) em preparacdes de esquistossdmulos nas diferentes condi¢cdes. TZ —
esquistossdbmulos “tempo zero”, recém preparados; SPO3h - esquistossbmulos
cultivados por 3 horas em presengca de soro portal de hamster; SPO12h -
esquistossdmulos cultivados por 12 horas em presenca de soro portal de hamster;
SPE3h — esquistossdmulos cultivados por 3 horas em presenca de soro periférico de
hamster; SPE12h — esquistossdmulos cultivados por 12 horas em presenca de soro
periférico de hamster A quantidade de contaminantes foi expressa em porcentagem de
espécimens contados por campo. N = 2 repeticbes de cada experimento e as
contagens foram realizadas em 10 campos de laminas contendo esquistossémulos de
cada preparacdo, ao microscoépio de fluorescéncia, com aumento de 100X. Nao houve
diferengca estatisticamente significante para valor de p<0,05 para nenhuma das

amostras em relacéo a preparacao de esquistossémulos TZ.

A figura 23 mostra esquistossdmulos marcados com as fluorescéncias de acridine
orange e brometo de etidio e observados ao microscopio de fluorescéncia com filtro de
515 nm. As células vivas apresentam-se marcadas com fluorescéncia verde, ao passo
que células mortas se apresentam com fluorescéncia vermelha, devido a

permeabilidade ao brometo de etidio aumentada apenas nesta condic¢ao.
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Figura 23: Viabilidade de esquistossdmulos cultivados por 12horas em presenca
de soro de hamster. Na figura A notam-se os esquistossOmulos apoés cultivo por 12
horas na presenga de soro portal de hamster, corados predominantemente com
fluorescéncia verde, além de coloracdo laranja e vermelha. Na figura B
esquistossdmulos apdés cultivo por 12 horas na presencga de soro periférico de hamster
sao observados com aspecto idéntico. Em ambas as figuras, esquistossémulos com
fluorescéncia fortemente alaranjada a vermelha s&do mortos e esquistossémulos com

fluorescéncia verde séo vivos. A barra de escala nas figuras medem 50um.

4.2.3 Purificagcdo de RNA

Considerando-se a quantidade de material para a construcdo das bibliotecas e
construgao de transcriptomas e o fato de que o rendimento do material obtido apos a
eliminagdo do rRNA é menor do que 10%, foram realizadas varias repetigdes do
experimento para extracdo e isolamento do mRNA. Em cada repeticdo obteve-se
rendimento aproximado de 8 a 9ug de RNA total a partir de 1,0 x 10° parasitos. O RNA
extraido teve sua qualidade atestada e foi quantificado por leitura espectrofotométrica
em LA = 260nm. A integridade do RNA foi atestada por cromatografia capilar antes e
depois da etapa de eliminacdo do rRNA. Apenas os RNAs totais cujas preparagdes
apresentaram relagbes OD260/0D280 > 2,0 e OD260/0D230 > 1,9 foram utilizados

para eliminacdo do rRNA e obtencdo de mRNA.
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A tabela 4 relaciona a composi¢cdo de cada réplica de amostra de mRNAs de
esquistossOmulos das condi¢gdes do estudo. Algumas amostras foram compostas por
material advindo de unica preparagdo e outras foram compostas pela unido de

aliquotas de mRNAs advindos de repeticdes diferentes.

TABELA 4: COMPOSICAO DAS AMOSTRAS DE MRNAS DE
ESQUISTOSSOMULOS PARA CONSTRUCAO DE BIBLIOTECAS E
SEQUENCIAMENTO

SPE 3h SPE 12h SPO 3h SPO 12h
Amostra Quantidade (ug) Amostra Quantidade (ug) Amostra Quantidade (ug) Amostra Quantidade (ug)

130712 0.3 130712 0.6 130712 0.4 130712 0.5

310812 0.5 310812 25 031012_01 4 031012-01 1.5
031012_01 3 031012_01 3 031012_02 2 031012-02 0.1
031012_02 25 031012_02 0.3 020413_ 9 020413_ 7
020413_ 4 020413_ 5 160413 14 160413 7

160413 8 160413 6

Total 18.3 17.4 29.4 16.1

Em cada condicdo, amostras obtidas de preparacdes diferentes sdo identificadas com
codigos separados.

Na figura 24 sao observados perfis cromatograficos de mRNAs, em que se nota
auséncia de pico com elavada intensidade de fluorescéncia préximo ao tempo de
retengcdo de 40s (equivalente ao rRNA), e observa-se o evidente enriquecimento de
MRNAs, dada presenca do pico com tempo de retencédo de 25s. A eletroforese capilar
foi realizada em aparelho Bioanalyser 2100® (Agilent), lotado no laboratério de
Parasitologia Celular e Molecular (LPCM/CPgRR-FIOCRUZ).
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Figura 24: Eletroforegramas de mRNAs purificados de esquistossémulos de S.
mansoni recém-transformados a partir de cercarias da cepa LE ou cultivados em
soro de hamster. Na figura observam-se perfis de eletroforese capilar de mRNA
purificados de esquistossémulos recém transformado (TZ); esquistossémulos cultivados
por 3 horas em soro periférico (SPE3h0; SPE3h1; SPE3h2); esquistossémulos
cultivados por 12 horas em soro periférico (SPE12h0; SPE12h1; SPE12h2);
esquistossOmulos cultivados por 3 horas em soro portal (SPO3h0; SPO3h1; SPO3h2);
esquistossOmulos cultivados por 12 horas em soro portal (SPO12h0; SPO12h1;
SPO12h2). E notavel a semelhanca entre os perfis, o que reflete homogeneidade entre

as réplicas das bibliotecas a serem construidas a partir das respectivas amostras.

4.2.4 RNA-Seq

Aproximadamente 15 milhdes de reads com 50 nt foram produzidas no sequenciador
SOLID™ para cada uma das amostras representativas das condi¢ées experimentais.
Foram descartadas aquelas reads com baixa qualidade das sequéncias, ou seja, nao

mapeadas, com numero de bases nao alinhadas superior ao maximo permitido —
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mismatches, além aquelas com alinhamentos em regides de jungdo de éxons. Foram
ainda descartadas reads que se alinharam a sequéncias de rRNAs e tRNAs. Foram
consideradas validas apenas as reads mapeadas em unica localizagdo contra o
genoma de referéncia. Todas as demais foram foram excluidas do estudo de expressao
relativa de genes. A tabela 5 apresenta os dados gerais dos sequenciamentos e

alinhamentos de reads das 5 bibliotecas de cDNAs construidas.

TABELA 5: RESUMO DOS DADOS DE ALINHAMENTO DE

READS
Amostra Réplica SOLID ID Reads Processadas Reads Mapeadas
TZ 1 171172 22.259.187 17.072.843 *
SPO3H 1 SPO_3H0 22,593,851 12,862,079 (56.93%)
2 SPO_3H1 44,195,718 16,449,088 (37.22%)
3 SPO_3H2 39,039,144 14,601,483 (37.40%)
SPO12H 1 SPO12_12H0 21,124,149 12,570,187 (59.51%)
2 SPO12_2H1 40,505,621 14,860,486 (36.69%)
3 SPO12_12H2 36,698,989 13,448,911 (36.65%)
SPE3H 1 SPE_3HO0 23,249,600 13,588,324 (58.45%)
2 SPE_3H1 45,458,544 17,639,615 (38.58%)
3 SPE_3H2 43,185,497 16,955,168 (39.26%)
SPE12H 1 SPE12_12HO 23,509,190 13,667,938 (58.14%)
2 SPE12_2H1 40,341,711 16,303,097 (40.41%
3 SPE12_12H2 44,680,174 17,471,587 (39.10%)

Média 15,026,496.9(44.86%)

TZ - esquistossdmulos recém transformados; * Dados ndo expressos em porcentagem por ter
sido obtido usando programa diferente dos demais (BioScope Life Technologies); SPO3H -
esquistossdmulos cultivados por 3horas em soro portal de hamster; SPO12H - esquistossdémulos
cultivados por 12horas em soro portal de hamster; SPE3H - esquistossémulos cultivados por
3horas em soro periférico de hamster; SPE12H - esquistossémulos cultivados por 12horas em
soro periférico de hamster;
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Apdés a anadlise dos alinhamentos das reads contra o genoma de referéncia,
empilhamento destas nas diferentes posigdes dos genes anotados, obteve-se uma lista
de 11.844 identificadores de genes com as respectivas contagens brutas de reads
alinhadas contra o0 genoma nas cinco condi¢des propostas no estudo.

A estimativa da cobertura do transcriptoma predito de S. mansoni relativa a contagem
total das reads validas em cada condigado do estudo foi de 45,5 vezes. Esse valor foi
obtido considerando no calculo a média da contagem de reads validas em cada
condicdo, 15milhdes, além do tamanho das reads, 50nt, o que representou o
sequenciamento de 750MB. Considerando ainda o tamanho do transcriptoma predito de
S. mansoni em 16,5MB, o total de bases sequenciadas representa uma cobertura de

45,5 vezes.

4.2.4.1 Expresséao diferencial de genes entre esquistossdémulos SPO e
SPE

Da tabela gerada no alinhamento das reads contra o genoma de S. mansoni (Zerlotini
et al, 2011) em cada uma das bibliotecas sequenciadas, foi gerada uma nova tabela,
com 11.103 transcritos apresentando valores de contagens detectaveis e superiores a 1

em todas as bibliotecas.

Esta lista de transcritos foi utilizada como arquivo de entrada na implementacéo
DESeqg2 em ambiente R, utilizando a fungcao estimateSizeFactor para verificar o fator de
tamanho de cada biblioteca, relacionar com cada gene e entdo evidenciar as diferengas
de expressdo. Inicialmente, buscou-se estudar a expressdo diferencial de genes
quando as bibliotecas geradas pelo cultivo dos esquistossdbmulos em soros diferentes
foram diretamente comparadas, ou seja, comparagao SPE3h x SPO3h e SPE12h X
SPO12h. O programa nao gerou uma lista de transcritos diferencialmente expressos

nessas comparacdes com valores de P<0,05.

Optou-se, portanto, por realizar a analise da expressao diferencial de genes quando as
bibliotecas geradas pelo cultivo dos esquistossémulo em um mesmo soro, mas em
tempos diferentes foram diretamente comparadas, ou seja, SPE3h x SPE12h e SPO3h
x SPO12h. Em ambas as comparagdes, o programa DESeq2 gerou lista de genes

diferencialmente expressos. Considerando entdo o objetivo principal de estudar genes
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diferencialmente expressos na presencga do soro portal do hospedeiro definitivo, optou-
se por seguir com o estudo dos genes diferencialmente exclusivamente na comparagéao
SPO3h x SPO12h. Para tanto, os genes que foram também reportados como
diferencialmente expressos na lista gerada da comparacdo SPE3h x SPE12h foram

excluidos da analise.

Portanto, os resultados apresentados a seguir se referem a esse racional.

4.2.4.2 Expressdo diferencial de genes entre esquistossémulos
SPO3h e SPO12h

Para avaliar a similaridade entre as bibliotecas, os valores de coeficientes de correlacao
de Pearson e de Spearman foram calculados a partir das contagens de reads
alinhadas, para todas as possibilidades de analise em pares entre elas. Os valores
elevados para ambos os coeficientes evidenciam alta similaridade entre as bibliotecas

geradas a partir de esquistossémulos cultivados em soro portal (SPO3h e SPO12h).

A figura 25 mostra graficos de pontos de correlagdo para cada comparagao das
contagens de reads alinhadas entre as amostras de bibliotecas em pares, com os
respectivos valores para coeficiente de correlacdo de Pearson. Os valores para
coeficiente de Spearman mostraram-se similarmente elevados (dados ndo mostrados)

para todas as comparagdes de bibliotecas em pares.
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Figura 25: Correlagéo entre bibliotecas SPO3h e SPO12h. Graficos de correlagéo
entre contagens de reads de bibliotecas SPO3h e SPO12h analisadas par a par. No
canto superior esquerdo de cada grafico encontra-se o coeficiente de correlagdo de
Pearson para a comparacdo. Os altos valores observados mostram que as bibliotecas
apresentam elevada similaridade. SPO3HO; SPO3H1; SPO3H2 - bibliotecas de
esquistossbmulos cultivados por 3 horas em soro portal de hamster; SPO12HO;
SPO12H1; SPO12H2 — bibliotecas de esquistossémulos cultivados por 12 horas em

soro portal.

Usando o pacote DESeg2 no programa R foram identificados 103 transcritos
diferencialmente expressos entre as triplicatas de bibliotecas SPO3h e SPO12h, com
valor de P-ajustado<0,05. Assim, apdés 12 horas de estimulo por soro portal, 65
transcritos estavam regulados acima (up regulados) por apresentarem valores de
expressao (fold change) > 1 e 38 estavam regulados abaixo (down regulados),

possuindo valores de expressao 0 >1.

Uma representacéo grafica da expressao génica global (MA plot) € mostrada a seguir

(grafico 3).
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Gréfico 3: Expressao diferencial de genes entre esquistossomulos SPO3h e

SPO12h. Grafico tipo MA (M =Log das propor¢des; A=média das médias) entre
esquistossomulos SPO3h e SPO12h relacionando LogFoldChange (eixo y) e média das
contagens normalizadas (eixo x) para valor de P-ajustado<0,05. Transcritos com
Log2FoldChange maiores do que 1 sdo aqueles com maiores niveis de expressao nos
esquistossOmulos cultivados por 12horas na presenca do soro portal (SPO12h) e
aqueles com Log2FoldChange menores do que 1 foram mais expressos nos
esquistossdbmulos cultivados por 3 horas na presenga de soro portal. Os pontos
vermelhos representam os transcritos diferencialmente expressos para um valor de
P<0,05.

Da lista dos 103 genes diferencialmente expressos entre os esquistossémulos
cultivados por 3horas e 12horas em presencga de soro portal foram excluidos aqueles
que também foram relacionados como diferencialmente expressos na comparacao

entre esquistossémulos cultivados por 3horas e 12horas na presencga de soro periférico
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de hamster, SPE3h x SPE12h (dados nao mostrados). Assim, foi gerada uma nova lista
contendo 58 genes com expressao diferencial exclusivamente entre os dois tempos de

cultura dos esquistossdmulos em soro portal (ANEXO I).

Um sub-conjunto de 19 genes, dentre aqueles 58 citados acima, com valores de
expressao (fold change) >2 para aqueles supra regulados em 12 horas ou <1 para os
supra regulados em 3 horas (Tabela 6), foi também avaliado em sua expressao génica
relativa entre SPO3h e SPO12h pelo emprego da técnica de PCR em tempo real

(gPCR), com vistas a validar o perfil de expressao obtido no RNA-seq.

TABELA 6: SUB-CONJUNTO DE GENES DIFERENCIALMENTE
EXPRESSOS ENTRE ESQUISTOSSOMULOS SPO3H E SPO12H.

Identificador do

gene Descrigéo Valor P-ajust  Fold Change
Smp_157070 cysteine rich with egf domains protein 1.67E-03 2.76
Smp_134570 hypothetical protein 2.10E-05 2.7
Smp_024390 microsomal signal peptidase 25 kDa subunit 4.02E-03 2.64
Smp_130260 hypothetical protein 6.41E-03 2.6
Smp_024390 microsomal signal peptidase 25 kDa subunit 3.99E-03 2.58
Smp_172110 protein disulfide isomerase A6 2.09E-06 2.4
Smp_177040 gpi mannosyltransferase 2 9.39E-04 2.16
Smp_083080 Activator of 90 kDa heat shock protein ATPase 1.10E-04 212
Smp_027990 homeobox protein nk 2 5.74E-03 2.1
Smp_089000 translocon associated protein subunit delta 2.73E-02 2.05
Smp_103560 hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase 4.27E-02 2.05
Smp_079230 immunophilin FK506 binding protein FKBP12 4.68E-02 2.03
Smp_079420 ankyrin repeat domain containing protein 42 5E-02 2.02
Smp_042790 dolichol phosphate mannosyltransferase 5E-02 2.02
Smp_019060 sec61 beta subunit 1.67E-03 2.01
Smp_136310 sodium bile acid cotransporter 2.85E-02 0.49
Smp_053420 fermitin family 1 7.16E-04 0.49
Smp_007270 Smoothelin 4.34E-03 0.49
Smp_175790 phospholipid translocating ATPase 7.63E-04 0.42
Smp_145540 muscarinic acetylcholine receptor 7.16E-04 0.34

Genes diferencialmente expressos entre SPO3h e SPO12h com valor de P-ajustado <0,05.

De acordo com as caracteristicas descritas nas anotagcbes desses genes eles estao
envolvidos principalmente em mecanismos de transporte de membrana, resposta a
stress, sinalizacdo celular, citoesqueleto e sintese de nucleotideos e proteinas. Os
niveis de expressao obtidos por ambos os métodos apresentaram a mesma tendéncia
para 16 dos genes, (Smp024390.1, Smp157070.1, Smp134570.1, Smp130260.1,
Smp177040.1, Smp083080.2, Smp089000.1, Smp103560.1, Smp079230.1,
Smp019060.1, smp042790.1, Smp079420.1, Smp007070.1, Smp136310.1,
Smp145540.1, Smp175790.1) e apenas dois deles (Smp027990.1, Smp172110.1)

111



apresentaram valores de expressao em discordancia entre os dois métodos. Para um
dos genes (Smp_053420) nao foi possivel determinar o nivel de expressao por qPCR, e
novos oligonucleotideos (primers e sonda) deverao ser sintetizados para esta
finalidade. O grafico 4 abaixo evidencia a correlagcdo entre os niveis de expressao para
os diferentes genes entre os dois métodos, RNASeq e qPCR. O coeficiente de
correlacdo de Pearson para os valores de expressao obtidos nos dois métodos, para
valor de P<0,05, foi de 0,879, mostrando elevada correlagcdo entre eles, o que valida,

portanto, o perfil de expressao obtido no RNASeq.
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Gréfico 4: Expressao génica relativa de um subconjunto de genes determinada
por dois métodos, RNASeq e gPCR, entre bibliotecas SPO3h e SPO12h. Grafico de
barras dos valores de fold change para um subconjunto de 17 genes. As barras
vermelhas representam a expressédo génica obtida por RNASeq e as barras azuis a
expressao génica obtida por gPCR. O coeficiente de correlacdo de Pearson para os
valores de expressao pelos dois métodos (P<0,05) pode ser visto na area do grafico,
evidenciando que estes valores sao altamente relacionados. No grafico € possivel
observar que 15 dos 17 genes tem a mesma tendéncia para a expressao obtida pelos

dois métodos.
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5 Discussao
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No complexo ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni ocorre uma dramatica mudanca,
quando a forma evolutiva cercaria, entdo adaptada ao meio aquatico, penetra na pele e
se instala no complexo ambiente do organismo do seu hospedeiro mamifero. Em pouco
espaco de tempo, a forma evolutiva denominada esquistossOmulo precisa sofrer
profundas modificacbes adaptativas para sobreviver e continuar seu ciclo evolutivo no

novo habitat.

Assim é de fundamental importancia estudar os fenbmenos adaptativos que ocorrem
logo apds a penetracdo da cercaria. Esta fase evolutiva de esquistossémulo € a mais
afetada ndo s6 pela imunidade inata como pela adquirida. Por outro lado, nesta fase
inicial o tratamento quimioterapico eficaz abortaria a infec¢ao, reduzindo sobremaneira
a patologia da doenga nos seus hospedeiros definitivos. O S. mansoni adulto pode
sobreviver por dezenas de anos no sistema vascular visceral do hospedeiro definitivo
(Harris et al., 1984) o que reflete uma sofisticada capacidade adaptativa destes
organismos. Este fato permite inferir que existe uma co-evolugao parasito-hospedeiro,
que remonta a eras primevas, bastando relembrar que o ambiente sanguineo no qual o
parasito vive € um dos locais que promovem uma das mais exacerbadas respostas
imunologicas. Estes fatos também mostram que o parasito, quando em sua fase adulta,
esta perfeitamente adaptado ao sistema vascular do seu hospedeiro vertebrado o que
reforgca que na fase inicial do desenvolvimento, principalmente nos primeiros momentos
de contato com o ambiente do organismo do mamifero, seria a etapa de sua maior
fragilidade para intervengdes imunoldgicas e quimioterapicas. Assim o conhecimento
mais aprofundado do que ocorre neste curto periodo adaptativo nesta fase evolutiva
sera de fundamental importancia para o desenvolvimento de vacinas e novos farmacos.
No presente trabalho, o estudo foi direcionado as observagbes dos eventos que
ocorreriam, ndo s6 nos primeiros momentos da infecgdo transcutdanea, como também

no inicio da fase portal, em que o parasito tem a sua maior explosdo de crescimento.

A discussao dos resultados sera dividida em dois blocos, sendo que o primeiro trata da
comparagdo entre os esquistossbmulos mecanicamente transformados versus
transformados por passagem ativa através de pele de camundongo, e o segundo bloco
tratando da comparacgao temporal entre esquistossémulos cultivados por 3 horas e 12

horas na presenga de soro de sangue portal de hamster.
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Em estudo recente, empregando metodologia NGS, a expressao génica de
esquistossOmulos obtidos por transformagdo mecanica (Mec) foi comparada a de
esquistossdmulos obtidos por penetragao ativa em pele de camundongo (Pel). Segundo
os autores, entre as duas formas do parasito a expressédo génica foi muito similar para
todos os genes, com excegcdo dos genes mitocondriais, que se mostraram mais
expressos nos esquistossémulos de pele (Pel). Esses parasitos mostraram-se ainda
metabolicamente mais ativos 24horas apods transformacéo, quando comparado com os
esquistossdmulos mecanicamente obtidos (Mec) em ensaio colorimétrico para atividade

de oxidase (Protasio et al, 2013).

No presente trabalho, esses mesmos tipos de esquistossémulos foram comparados em
relacdo a varias propriedades, pelo emprego de sondas fluorescentes, especificas para
marcacao de estruturas internas celulares, bem como membranas. A maioria das
sondas empregadas mostraram padrdo de marcagao similar entre as duas formas do
parasito, Mec e Pel. A marcacao pela sonda especifica para mitocéndrias, mitotracker,
nao mostrou diferengas no padrdo de coloragdao, a ndo ser o fato de demonstrar a
presenca de glandulas pré-acetabulares remanescentes nos esquistossémulos Mec e
evidenciar espacos nao preenchidos por mitocondrias. As diferencas na quantidade e
atividade, recém caracterizada por Protasio e colaboradores (2013), devera ser testada
com emprego de método de quantificagao da atividade em mitocondrias, semelhante ao
utilizado originalmente, além de microscopia confocal, em trabalho posterior. Para as

demais sondas o padrao de coloragao entre esquistossdmulos Mec e Pel foi similar.

Ao lidar com a pele usada na transformagao de cercarias, usando o método de Clegg
(Clegg et al, 1965), percebeu-se que quantidade apreciavel de esquistossémulos
permanecia retida na pele, mesmo quando a pela era incubada overnight por periodo
maior de tempo. Assim sendo, optou-se por investigar a interatividade e permeabilidade
de membranas de esquistossbmulos (sondas foram injetadas na pele), entédo
designados “migrantes” (Mig), uma vez que essa forma do parasito pode permanecer
retida na pele de um camundongo infectado por até 72horas (Barbosa, Pellegrino,
Coelho, e Sampaio,1978; Crabtree & Wilson 1985). Esses esquistossémulos foram
comparados com aqueles obtidos logo apds penetragdo direta em pele (Pel), pelo

método de Clegg.
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Thornihill e colaboradores (2010) sugeriram que esquistossémulos obtidos por
penetracdo ativa em pele tem permeabilidade aumentada quando comparado aos
obtidos pelo método mecanico de transformacgao. Neste trabalho sondas fluorescentes
para avaliacdo da permeabilidade de membranas foram injetadas diretamente na pele
de camundongos recém-eutanasiados (inje¢ao intradérmica), sobre a qual as cercarias

haviam sido adicionadas.

No presente trabalho, os esquistossémulos recuperados da pele de camundongo
apresentaram elevado influxo da sonda Lucifer Yellow, além de moléculas de dextran
com diferentes pesos moleculares, o que sugere que o parasito apresenta elevada
permeabilidade apos penetragao.

Quando os esquistossémulos Mig foram tratados da maneira descrita por Thornhill e
colaboradores (2010), eles foram marcados de forma distinta em relagdo aos
esquistossdmulos Pel. Portanto, o aumento da permeabilidade € uma caracteristica
fortemente presente apenas nos esquistossémulos que migraram através da pele em
24 horas. O aumento foi ainda registrado em esquistossdmulos recuperados da pele
48horas depois da infecgdo (resultados ndo mostrados). Isto significa que durante a
permanéncia prolongada de esquistossOmulos na pele, por periodos superiores a
48horas ou mesmo a 72horas, sdo estabelecidas alteracbes adaptativas, que permitem
trocas de moléculas entre parasito e hospedeiro definitivo, 0 que deve representar uma
nova visdo sobre interface parasito-hospedeiro, corroborando o que foi sugerido

anteriormente (Barbosa, Pellegrino, Coelho e Sampaio, 1978; Crabtree & Wilson, 1985).

A atividade de endocitose ja foi testada em esquistossdmulos por meio da utilizagdo da
sonda FM1-43 (Ribeiro et al, 1998). No presente trabalho, quando a sonda foi injetada
diretamente na pele de camundongo previamente infectado com cercaria, os
esquistossdmulos recuperados pelo método de Clegg apresentaram intensa marcacao
em toda as partes de seu corpo, o que sugere que durante a permanéncia na pele do
hospedeiro, ocorre aumento da endocitose e renovagdo de membrana (turnover) no
esquistossdmulo. Assim, a rapida internalizagao e turnover podem explicar a elevada
permeabilidade das membranas superficiais a sonda Lucifer yellow e Fl-Dextrans
observada nos parasitos que permaneceram em contato com a pele do hospedeiro por
periodo de tempo mais prolongado.
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Os efeitos do ambiente da pele do hospedeiro sob a permeabilidade e turnover da
membrana do parasito sdo evidentes nos experimentos reportados nesse trabalho,
contudo ainda ndo foi possivel determinar claramente mecanismos envolvidos nesse
fenbmeno. A presenga de &acido linoleico na pele parece interferir tanto nas
propriedades dos lipideos da propria membrana (Haas,1984; Haeberlein e Haas, 2008),
quanto indiretamente, pela ativagao da esfingomilieninase estimulada por acidos graxos
insaturados da pele (El Ridi e Tallima, 2006). Diversos fatores, tais como estimulos
nervosos e a fisiologia do meio onde o parasito se encontra durante a permanéncia do
parasito na pele, devem estar envolvidos em mecanismos complexos que determinem o

aumento da permeabilidade da membrana e na taxa de endocitose.

Os dados gerados sugerem que nos esquistossémulos produzidos in vivo o
metabolismo € mais ativo nas células superficiais quando comparado aos
esquistossdOmulos produzidos in vitro. Sugere-se assim que, durante a permanéncia dos
esquistossdmulos ao longo de periodos de até 72horas na pele, o aumento da atividade
detectada pela sonda FM1-43 pode induzir um extenso turnover da superficie do
parasito envolvendo moléculas internas e levando ao aumento da liberagdo de
imundgenos (Fonseca et al 2012). Os processos de internalizagdo rapida observado
pela reagcdo dessa sonda pode ser mantido pelo aumento da atividade metabdlica
mitocondrial nos esquistossdmulos de pele (Pel) previamente reportado (Protasio et al,
2013). Adicionalmente, a aumentada permeabilidade do parasito a moléculas de pesos
moleculares de até 40kDa pode permitir a captagéo de citocinas como IL7 (Wolowczuk
et al, 1999), que estimula o crescimento do parasito, por sinalizagao celular e sintese
proteica.

As atividades na superficie do parasito aqui reportadas podem agir aprimorando sua
habilidade de evitar os efeitos danosos da resposta imunoldgica do hospedeiro, mas,
paradoxalmente, podem também ter papel determinante na imunogenicidade, uma vez
que ha maior exposig¢ao de antigenos internos do parasito, que seriam alvo da resposta
protetora do hospedeiro, o que ja foi previamente observado quando cercarias
irradiadas sao usadas para infecgédo (Ganley-Leal et al, 2005; Kumate et al 2007).

A relevancia dos marcantes efeitos do tempo de contato com a pele do hospedeiro

sobre a permeabilidade e o processo de internalizagdo nos esquistossémulos ressalta
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que a énfase atual, focada na superficie como uma interface parasito-hospedeiro pode
ser um falso caminho para o desenvolvimento de vacinas. Grandes moléculas do
hospedeiro ou do parasito podem estimular vias de sinalizagado internas no parasito,
que podem ser melhor caracterizadas em estudos posteriores empregando métodos de
exploracdo de “kinomas” (Walker et al, 2014) como anticorpos contra proteinas
fosforiladas, imunofluorescéncia, microscopia confocal, bem como métodos NGS, como
utilizado nesse trabalho. Estes métodos podem ser aplicados aos esquistossémulos
Mig, para estudo de novas vias ativadas apdés aumento da permeabilidade e atividade
na membrana durante o contato do parasito com pele do hospedeiro por periodos até
72horas, que ainda ndo foram caracterizadas como ativas em outras formas de

esquistossdbmulos.

O outro conjunto de dados gerado nesse trabalho refere-se a comparagédo entre
esquistossdmulos mecanicamente transformados e cultivados em presenca de soro
portal (SPO) e periférico (SPE) de hamster, visando, sobretudo evidenciar genes
diferencialmente expressos na condigdo portal, e cujas fungbes se relacionem com o

desenvolvimento do parasito.

Embora o contato do parasito com o soro portal de hospedeiros susceptiveis ja tenha
sido caracterizado como essencial para o desenvolvimento expressivo do parasito e
curso da infecgdo (Rocha et al 1980; Shaker et al, 1998; Draz et al, 2008), nenhuma
molécula do sangue portal foi identificada e caracterizada como determinante e
diretamente envolvida no processo foi caracterizado, o que reforga a importancia de

estudos de genes diferencialmente expressos em parasitos expostos a esse estimulo.

Foram geradas trés réplicas de cada biblioteca do estudo (SPE3h, SPE12h, SPO3h e
SPO12h) e foram geradas, em média, aproximadamente 15 milhdes de reads de 50nt
apos o sequenciamento em plataforma NGS (SOLID™ versdo 4). Apos aplicagdo dos
filtros estabelecidos, as reads alinhadas contra o genoma do parasito foram
organizadas em uma lista de acordo com suas contagens, que foram entdo
normalizadas em RPKM e analisadas por ferramentas estatisticas do pacote DESeq2
do programa estatistico R. Alta similaridade entre as bibliotecas foi observada e um
pequeno numero de genes diferencialmente expressos foi revelado (103 transcritos) em

uma das condi¢des do estudo, a comparagao temporal SPO3h versus SPO12h. Dentre
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os 103 transcritos, 58 mostraram perfil de expressao diferencial exclusivamente em
soro portal, apés serem excluidos da lista os genes que apresentaram também
expressao diferencial na comparacdo temporal em soro periférico, SPE3h versus
SPE12h. De acordo com as caracteristicas observadas nas anotagdes do termos de
ontologia génica (GO) genes diferencialmente expressos apos 12horas de contato com
o soro portal de hamster estdo ligados a processos como transporte através de
membrana, resposta a stress, sinalizagao celular, formacao de citoesqueleto, sintese de
nucleotideos e proteinas dentre outros. Esses genes foram entdo estudados e
discutidos em relagcdo aos seus possiveis papéis no desenvolvimento do parasito no

sistema portal.

Os esquistossémulos tem sido utilizados para estudos de transcriptomas pelo emprego
de microarranjos de DNA (Fitzpatrick et al. 2009, Parker-Manuel et al. 2011, Simoes et
al. 2011), e mais recentemente por técnicas NGS ou RNASeq (Almeida et al. 2011,
Protasio et al. 2013). Nestes trabalhos, os esquistossémulos foram submetidos a
diferentes tempos de cultura e, em alguns, comparados a outros estadios evolutivos,
mas em nenhum deles a condi¢do intravascular do hospedeiro foi simulada. Gobert e
colaboradores (2010) estudaram padrdes de expressao génica de esquistossOmulos
cultivados por 3 horas na presencga de eritrécitos a outros mantidos em cultura durante
5 dias também em presenca dessas células. Nesse trabalho, os autores usaram um
micro-arranjo de DNA contendo 12.166 sequéncias de contigs de S. mansoni. Eles
inferiram que as principais mudangas no perfii de expressdao de genes nos
esquistossdmulos que consideraram semelhantes ao parasito, correspondentes aos
parasitos encontrado nos pulmdes do hospedeiro definitivo (5 dias na presenca de
eritrocitos) em relacdo ao estadio de pele (3 horas na presenga de eritrocitos) foi em

relacdo a atividades cataliticas e de ligagdo em biomoléculas.

No presente estudo a maioria dos genes suprarregulados apos 12 horas de estimulo
por soro portal sdo relacionados a atividade em membrana, principalmente ao
transporte de substancias seja na superficie ou em organelas internas, o que corrobora,

em parte, nossos achados ja descritos e discutidos no bloco anterior.

Em esquistossémulos recém transformados a capacidade de modificar a membrana no

sentido de captar moléculas do hospedeiro durante a transformacgao ja foi caracterizada
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(Sher et al 1978; Simpson et al 1984; Ribeiro et al 1998; Thornhill et al 2009; Thornhill
et al 2010). Esse processo € considerado como principal determinante da interface
parasito-hospedeiro, em que fatores derivados das membranas superficiais estimulam
receptores em membranas internas do parasito e direcionam a ocorréncia de
importantes agcbes essenciais ao desenvolvimento do parasito, bem favorecendo sua
evasdao dos mecanismos de defesa do hospedeiro.  Alguns dos transcritos
suprarregulados no presente estudo tem atividades relacionadas a modificagbes de

membranas superficiais do parasito.

O transcrito Smp_042790.1 - dolichol phosphate mannosyltransferase cujo produto
génico é uma enzima que estad convencionalmente envolvida na biossintese de N-
glicanos em eucariotas e organismos superiores (Nyame et al.,, 1988) esta
suprarregulado. Evidéncia de que glicanos derivados do parasito sdo bioativos e
imunogénicos sugerem que estes apresentam papéis importantes, tanto na
imunomodulagao quanto na evasao do sistema de defesa do hospedeiro (Van Die and
Cummings, 2010), o que representa um modelo alternativo de evasao do sistema
imunolégico do hospedeiro ao modelo de mimetismo molecular proposto por Damian
(1964).

Furlong e colaboradores (1995) mostraram, também em esquistossOmulos recém
transformados in vitro, que tanto as membranas superficiais, quanto ao longo do trato
digestivo, e mesmo em estruturas especificas de localizagdo sub-tegumentar ha
captacdo de fosfolipideos e analogos desses com menores pesos moleculares
marcados com fluorescéncia. No mesmo trabalho observou-se que analogos maiores
dos fosfolipideos localizam-se na superficie, trato digestivo e, ocasionalmente, no
acetabulo, mas n&o em localizagbes sub-tegumentares em esquistossdémulos.
Considerando estes achados juntamente com a suprarregulagdo do gene
Smp_175790.1 — phospholipid translocating ATPase, acredita-se que o soro portal
represente um estimulo importante a aquisicdo de fosfolipideos do hospedeiro pelo
parasito, tanto na superficie corporal, quanto em compartimentos sub-tegumentares, o
que reforca a importadncia desse processo, no parasito e também nos mecanismos

imunoldgicos de defesa do hospedeiro.
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Alguns dos genes diferencialmente expressos na comparagédo SPO3h versus SPO12h,
cujos produtos se relacionam a atividade em membrana, tem em suas anotagdées GO
localizagdo em membranas de organelas internas do parasito, evidenciando assim

alteragdes transcricionais ligadas a processos de transporte interno de moléculas.

A localizagdo de um conjunto de genes suprarregulados dentre os resultados obtidos,
bem como suas agdes, sugerem que a atividade em reticulo endoplasmatico esta
aumentada apés 12 horas de contato com o soro portal. Estes genes mostram provavel
envolvimento com a via de Degradacao Proteica Associada a Reticulo Endoplasmatico
(ERAD).

Dados gerados de estudos com mamiferos sugerem que ortdlogos dos genes do
complexo sec61, onde se inclui a subunidade beta, codificada pelo transcrito
Smp_019060.1, suprarregulado nesse estudo, recruta o Complexo Proteico Associado
a Translocon (TRAP). O transcrito Smp_089000.1 codifica uma proteina idéntica a
subunidade delta desse complexo, que forma um canal na membrana, associado a
ribossomos durante a translocagéo co-transcricional de proteinas (Ménétret et al., 2005;
Schafer et al, 2009). Ortélogos do gene suprarregulado Smp_059350.1 - der1 protein,
codificam proteinas da familia “Derlin” de mamiferos, implicada na retro-translocagao de
proteinas do reticulo endoplasmatico para o citosol (Ye et al, 2004; Lilley et al, 2004;
Oda et al, 2006). Proteinas que n&do passam pelo controle de qualidade do reticulo
endoplasmatico apo6s traducdo sao retro-transportadas para o citosol, onde serao
finalmente degradadas pela maquinaria ubiquitina-proteassoma (Goder et al, 2008;
Vembar et al, 2008). Tanto em leveduras quanto em mamiferos, ortélogos do gene
Smp_157360.1 - E3 - ubiquitin protein ligase synoviolin B, também suprarregulado,
estdo entre as ubiquitina ligases requeridas para a atividade ERAD e sdo membros de
grandes complexos proteicos, que compreendem componentes que realizam o
reconhecimento de substratos e a retro-translocacéo (Kostova et al, 2007). Por essa
razao, propde-se que essa mesma enzima possua as duas atividades, a ubiquitinacéo e
a retrotranslocagdo. Uma subunidade do complexo peptidase microssomal, envolvido
na remocado de peptideo sinal de proteinas recém-sintetizadas ou proteinas de
membrana, Smp_024390.2 - microsomal signal peptidase 25 kDa subunit, estava
também suprarregulada. Além da atividade de processamento citada, esta subunidade

enzimatica pode estar envolvida em outros eventos proteoliticos, como digestéao
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adicional do préprio peptideo sinal (Lyko et al, 1995) ou degradacao de proteinas de

membrana (Mullins et al, 1995).

Outro gene com localizacdo em reticulo endoplasmatico, também suprarregulado no
estudo € o Smp_155510.1 - transmembrane protein66. Embora as fungdes da proteina
trans-membrana 66 ndo sejam ainda bem caracterizadas, recentemente ela foi
funcionalmente identificada como um regulador da homeostase de calcio, por
infrarregular a entrada de calcio no estoque (SOCE), um processo de influxo de calcio
em resposta a deplegcédo desse ion em estoque no reticulo endoplasmatico (Palty et al,
2012).

Além de reticulo endoplasmatico, dois transcritos suprarregulados sao de localizagao
em complexo de Golgi, Smp_167230.1 - golgi resident protein gcp60 e Smp_072950.1 -
Transmembrane emp24 domain containing protein 4. Este resultado sugere que a
manutenc¢ao da estrutura da organela é alterada ap6s 12 horas de contato com o soro
portal de hamster, bem como o trafego de proteinas entre o reticulo endoplasmatico e o
complexo de Golgi (Sodah et al, 2001). Alguns dados sugerem ainda que os produtos
desses genes podem atuar no controle da apoptose, tanto em leveduras, quanto em
humanos (Matsuda et al, 2003; Sbodio et al, 2006).

A presenca do soro portal nas condigdes de cultura leva o parasito a ter contato com
moléculas diversas, que podem representar causas de stress e leva-lo, a desenvolver
respostas adaptativas. Alguns dos genes com perfil de expressao diferencial em
esquistossbmulos apds 12horas de estimulo por soro portal estdo envolvidos em

respostas a stress.

O gene Smp_176200.2 - superoxide dismutase [Cu-Zn] mostrou-se suprarregulado
apo6s 12horas de estimulo por soro portal. O estudo feito por Fitzpatrick e colaboradores
(2005) evidenciou que no estadio de verme adulto o gene da enzima superoxido
dismutase esta transcricionalmente ativado em fémeas. Em outro trabalho, o gene
mostrou padrdo de expressdo associado tanto ao sexo quanto a cepa (“isolado do
parasito”), sendo suprarregulado em fémeas de verme adulto de um isolado de origem
chinesa de Schistosoma japonicum, mas sem o mesmo perfil em outro isolado de
origem nas Filipinas dessa mesma espécie (Moertel el al, 2006). Considerados juntos,

estes achados sugerem o envolvimento da enzima na eliminagdo de produtos
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potencialmente toxicos gerados na digestdo de hemoglobina em fémeas adultas de
Schistosoma sp tao logo a oviposicao se inicie. Além disso, o gene também se mostra

suprarregulado em resposta ao stress oxidativo em vermes adultos (Aragon et al, 2008).

Um homodlogo de S. japonicum para o gene suprarregulado no estudo, Smp_064860.1 -
stress induced phosphoprotein 1, interage diretamente com proteinas do complexo heat
shock (HSP) no tegumento de vermes adultos (Chen, et al, 2014). Considerando esse
achado ao fato de um constituinte do complexo HSP também estar suprarregulado, o
gene Smp_097380.1 - heat shock 10 kDa protein 1, e a reconhecida necessidade, em
algumas circunstancias, de aumento da atividade de proteinas HSP para ativagao do
processo de degradacédo proteica no processo ERAD, previamente discutido, sugere-se
portanto que proteinas sem a estrutura funcional preservada sejam retro-transportadas
para o citosol e degradadas pelo sistema proteassoma, em resposta ao stress oxidativo
causado pelo contato com constituintes do soro portal de hamster por pelo menos 12
horas. A suprarregulagdo da isomerase Smp_040790.1 - peptidyl prolyl cis trans
isomerase B, pode corroborar esta inferéncia, uma vez sua atividade foi caracterizada
como importante para acelerar o dobramento/desdobramento de proteinas em sua
etapa limitante de isomerizagao cis-trans de residuos de prolina (Fischer & Bang, 1985;
Lang et al, 1987). Essa peptidase tem similaridade com a ciclofilina, uma proteina que
se liga a ciclosporina A, e esta promove imunossupressdo em mamiferos, (Fischer et al,
1989), mas, paradoxalmente, tem comprovada capacidade de proteger camundongos e
ratos da infecgao por Schistosoma sp (Bout et al, 1984; Bout et al, 1986; Brannan et al,
1989; Munro et al, 1991). Sugere-se ainda importante papel para a ciclofilina no
metabolismo de mamiferos, uma vez que sua producdo se mostrou aumentada em
esplendcitos de camundongos 72 horas apds estimulo mitogénico (Koletsky et al,
1986).

Uma peptidase cuja atividade ndo esta diretamente ligada a protedlise pelo processo
ERAD supracitado também esta suprarregulada em esquistossémulos, apos 12horas de
estimulo por soro portal. O produto do gene Smp_194090.1 - subfamily S1A
unassigned peptidase - S01 family ainda nao tem funcéo claramente definida e embora
tenha em sua anotagdo no genoma atribuida a atividade de peptidase, recentemente foi

caracterizada como proteoliticamente inativa por Horn e colaboradores (2014), uma vez
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que nao possui o residuo de serina da triade catalitica His-Asp-Ser tipica da sub-familia

S1 de peptidases (Rawlings et al, 2012).

Alguns dos genes diferencialmente expressos apdés 12 horas de estimulo por soro
portal de hamster tem seus produtos génicos diretamente envolvidos em atividades
reconhecidas em uma ampla gama de estudos como importantes ao desenvolvimento
do parasito, dentre eles vias de sinalizagao, transcricado génica e diferenciagao celular.
Dada a questado central aqui posta, de que o soro portal do hospedeiro possui fatores
desencadeantes das mudangcas morfo-funcionais determinantes do evidente
desenvolvimento do parasito no organismo do hospedeiro, apds atingir o sistema porta

hepatico.

Um dos genes suprarregulados apds 12horas de estimulo por soro portal tem seu
produto génico relacionado ao processo de sinalizagdo que aumenta a atividade
proliferativa, o receptor tirosina quinase (RTK) Smp_011700.1 - proto oncogene tyrosine
protein kinase ROS, membro da familia do fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) (Hanks et al, 1988; Manning et al 2002). Loeffler e colaboradores (2002)
mostrou que o antigeno soluvel de ovos (SEA) causa a suprarregulagdo da expressao
de VEGEF in vitro e esse é um dos fatores determinantes do aumento da angiogénese
ao redor do granuloma causado por S. mansoni. A suprarregulagdo do VEGF também
foi evidenciada na veia portal de ratos apés lesao hepatica causada por hepatectomia,
juntamente com outros fatores importantes a regeneragdo hepatica (Yamamoto et al,
2010). Estes achados corroboram a possibilidade do VEGF ser um fator presente em
maiores quantidades no soro portal em relacdo ao soro periférico capaz de
desencadear atividade proliferativa nos esquistossémulos, tdo logo eles alcancem a
veia porta do hospedeiro definitivo durante a infeccdo natural por S. mansoni. Estudos
funcionais empregando inibidores da atividade do receptor de VEGF (VEGFR), como
bevacizumabe e SU5416 (Hempel et al, 2014), em culturas in vitro do parasito devem

ser planejados para avaliar a real importancia desse fator.

Dois dos genes suprarregulados em resposta ao soro portal parecem ter seus produtos
requeridos nas células do parasito quando a atividade de transcricao esta aumentada,
Smp_027990.1 - homeobox protein nk2, neural gene activation e Smp_157940.1 -

Nuclear inhibitor of protein phosphatase 1. O dominio NK2 & altamente conservado
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(Harvey, 1996, Watada et al., 2009) e foi o primeiro identificado dentro da classe NK-2
dos fatores de transcricdo de vertebrados e também como um fator de transcricdo
expresso durante o desenvolvimento do sistema nervoso central (Price et al, 1992) e
em células ortdlogas das ilhotas beta pancreaticas humanas (Rudnick et al, 1994). O
inibidor nuclear da proteina fosfatase 1 (NIPP1) € um membro da familia da proteina
fosfatase 1 (PP1), que compreende proteinas reguladoras (Ceulemans et al, 2002,
Daher et al, 2006). A atividade de NIPP1 se mostrou essencial na organizagao
estrutural do complexo spliceossoma de processamento de mRNA (Beullens et al,
2002). Quando super-expresso em Drosophila, um ortélogo de mamifero do gene
NIPP1 foi letal a varios tecidos e em estadios de desenvolvimento diferentes,
provavelmente devido a sua interagao a fatores envolvidos no splicing por meio de seu

dominio FHA altamente conservado (Parker et al, 2002).

Um membro da familia Mex3 de proteinas - proteina 3 de excesso muscular (Draper et
al, 1996), o gene Smp_032280.1 - RNA binding protein MEX3B, mostrou-se também
suprarregulado em resposta ao soro portal. Em nematdédeos, a atividade da proteina
Mex3 como um regulador da tradugdo, que auxilia na manutencdo do potencial
morfogénico de células embrionarias de linhagem germinativa foi bem caracterizado por
Ciosk e colaboradores (2006). Ortélogos humanos para esse gene apresentam
atividade de ligagao a fosfoproteinas ligantes ao RNA, presentes tanto no nucleo
quanto no citoplasma, e de acordo com os possiveis destinos finais citoplasmaticos
pode estar envolvido em armazenamento ou degradagdo de mRNA, bem como
regulacdo da traducdo. Devido a sua capacidade de interagir diretamente com a
proteina Argonauta, que catalisa a hidrélise do mRNA alvo e é uma das principais
componentes do RISC (complexo de silenciamento induzido por RNA), acredita-se que
em vertebrados essa proteina Mex3 esteja envolvida na regulagédo pos transcricional da
expressao de proteinas por miRNAs (Takada et al, 2009). Outra proteina possivelmente
envolvida no processamento e biogénese de miRNAs (Gomes et al, 2009) cujo gene se
mostrou suprarregulado é similar a uma exportina, Smp_124820.1 - chromosome
region maintenance protein. Esta proteina € uma proteina da membrana nuclear,
essencial ao transporte de diferentes RNAs para o citosol. Considerada a importancia
de sua atividade junto com a atividade de Mex3, sugere-se que a regulagdo pos-

transcricional da expressao de genes por miRNAs é estimulada pelo contato com o soro
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portal por 12 horas e pode ser determinante no desenvolvimento do parasito, como ja

evidenciado por Abreu e colaboradores (2013).

Um transcrito suprarregulado em soro portal, cuja atividade possa estar ligada ao
controle do desenvolvimento do parasito € Smp_079420.1 - ankyrin repeat domain
containing protein 42. Essa proteina possui multiplas copias en tandem da repeticdo
anquirina, um dominio de 33 aminoacidos que adota conformacao hélice-volta-hélice
(Lee et al, 2014), encontrada em varias proteinas com diversas fungbes envolvendo
sinalizagdo celular, integridade do citoesqueleto, transcrigdo, regulagéo do ciclo celular,
resposta inflamatéria, desenvolvimento e transporte de substancias (Mosavi et al,
2004). Em Schistosoma a repeticdo do dominio anquirina foi atipicamente encontrada
na proteina CaspC, homologa da caspase 8 em humanos, substituindo o dominio
candnico DED na porgé&o N-terminal, e a possibilidade de ter um papel importante em

uma via ainda desconhecida de ativagao da apoptose foi evidenciada (Lee et al, 2014).

Um outro grupo de transcritos suprarregulados tem suas atividades relacionadas a
sintese de proteinas, uma vez que seus produtos atuam tanto na organizagao estrutural
de ribossomos quanto no complexo proteico de reconhecimento e inicio da traducéo.
Os genes Smp_119920.1 - ribosomal protein S16, Smp_032760.1 - ribosomal protein
S11 e Smp_031570.1 - ribosomal protein L18 sdo anotados no genoma do parasito sob
a GO “traducao” na categoria de Processo e na sub-categoria Fungédo Molecular os trés
sdo anotados como “constituintes estruturais do ribossomo”, o que sugere que a
estrutura conformacional dessa organela € arranjada para permitir a sintese proteica.
Este achado é corroborado pela suprarregulacdo de genes anteriormente discutidos,
envolvidos em processos como transporte através de membrana, resposta a stress,
sinalizacao e diferenciacao celular em resposta ao soro portal. A importancia da sintese
proteica apds esse estimulo é também reiterada pela suprarregulacdo do gene
Smp_207010.1 - signal recognition particle 72 kDa subunit, que tem a agao central no
direcionamento de proteinas que serdo secretadas para a membrana do reticulo
endoplasmatico rugoso, onde serdo associadas a subunidades do complexo de
reconhecimento de sinal (SRP). Este complexo pode determinar uma lentiddo na
sintese proteica, em um processo conhecido como “elongation arrest’, que facilita o

acoplamento entre a tradugéo e a translocagao de proteinas (McNair et al, 1995).
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O gene para a principal enzima da via de salvagdo de biossintese de purinas,
Smp_103560.1 - hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT), mostrou-
se também suprarregulado apds estimulo por soro portal. A auséncia de enzimas para
biossintese de novo de purinas em S. mansoni ja foi bem caracterizada (Murray et al,
1970), e a reconhecida importancia das enzimas HGPRT e guanina
fosforribosiltransferase em fornecer guanina ao parasito (Dovey et al, 1986)
representam boa evidéncia de que o soro portal age com um estimulo a atividade
proliferativa no parasito, que se faz necessaria quando esse acessa o sistema portal do

hospedeiro e inicia seu desenvolvimento acelerado.

Alguns dos genes diferencialmente expressos apds estimulo por soro portal possui
poucas informagdes funcionais em seus dados de anotagdo no genoma do S. mansoni.
Esse conjunto inclui os transcritos Smp_202980.1 hypothetical protein; Smp_063330.1
hypothetical protein; Smp_024370.1 hypothetical protein; Smp_095400 hypothetical
protein; Smp_130260 hypothetical protein; Smp_134570 hypothetical protein. Embora o
potencial imunogénico do ortdlogo de S. japonicum do gene Smp_011270.1 - sj ts4
protein (Zhou et al, 2002), suas fun¢des bioldgicas ainda ndo foram claramente
definidas. O outro gene, Smp_092810.1 - transmembrane protein 33, present on
melanosome membrane 33 provavelmente atua no metabolismo de melanina, cuja a

importancia também nao foi ainda definida com clareza para o parasito.

Dentre os genes diferencialmente expressos na comparagédo SPO3h versus SPO12h,
cinco dos que se mostraram suprarregulados nos esquistossbmulos cultivados por 3
horas na presenga do soro portal (SPO3h) foram utilizados na validacdo por qPCR.
Como o numero de genes é pequeno, nao €& possivel perceber com clareza processos
celulares que possam estar claramente ativos por suas influéncias, e apenas suas

funcdes individuais sao evidenciadas e relacionadas a condicdo experimental proposta.

O gene Smp_136310.1 — sodium bile acid cotransporter codifica um simportador de sais
biliares com sodio e mostrou-se suprarregulado nos esquistossémulos SPO3h. Esse
transcrito esta diretamente relacionado a condi¢ao proposta no estudo, e o fato de sua
expressao ja se elevar no menor tempo de cultura, 3 horas, evidencia que o parasito
reconhece prontamente constituintes do ambiente bioquimico da condi¢gdo portal e

busca se adaptar a ela. Os sais biliares enddégenos normalmente s&o compostos por
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uma mistura de compostos com propriedades fisico-quimicas variaveis, e o conjunto
inclui desde substancias hidrofilicas a outras hidrofébicas. A quantidade desses sais
representa uma das maiores diferengas entre o soro portal e o soro periférico, estando
eles aproximadamente 30 vezes mais concentrados no primeiro, uma vez que estao
quase exclusivamente confinados a recirculagao enterro-hepatica (Hofmann and Roda,
1984). O efeito estimulante sobre a oviposicdo em vermes adultos em culturas
adicionadas de sais biliares diferentes ja foi previamente caracterizado (Badr et al,
1999), o que reforga a importancia de constituintes do soro portal ndo apenas para o
desenvolvimento das formas larvarias precoces do parasito, mas também para a
manutencao de pares de vermes adultos nos vasos mesentéricos, bem como das taxas
de oviposigao (Wu et al, 1985). Os efeitos dos sais biliares sobre o desenvolvimento
dos esquistossémulos deve ser também estudado em maiores detalhes pelo emprego
de suplementagao em culturas do parasito e analise posterior de expresséo de genes,

bem como aspectos fenotipicos inerentes ao desenvolvimento.

O gene Smp_175790.1 - phospholipid translocating ATPase, codificante de uma
enzima que pode estar envolvida no transporte de fosfolipideos através de membranas
para gerar ou manter assimetria na bicamada fosfolipidica (Daleke, 2007; Sharom,
2011). Diversas proteinas que compartilham o mesmo tipo de atividade
(Transportadoras do tipo ABC) estdo potencialmente envolvidas em mecanismos
determinantes da susceptibilidade ou resisténcia a drogas esquistossomicidas
(Greenberg, 2014).

O gene de uma proteina da familia 1 de fermitinas, Smp_053420.1 — fermitin family 1
estava suprarregulado em esquistossdmulos SPO3h. As fermitinas tem sido reportadas
como proteinas capazes de agir na sinalizagao celular mediada por integrina, em seus
eventos terminais, por interagdo com sub-unidades beta dessa proteina (Harburger et
al, 2009; Malinin et al, 2010). Embora uma ampla gama atividades sejam atribuidas as
integrinas em varios organismos, em platelmintos havia um gap sobre o conhecimento
acerca das acdes desses receptores, até o trabalho pioneiro de Beckmann e
colaboradores, (2012) que além da reconhecida atividade em adesao celular, mostrou,
por reconstrugcéo in silico e validagdo bioquimica que as integrinas podem atuar no
controle da reorganizagao do citoesqueleto de odécitos em fémeas de S. mansoni bem

como na divisdo celular. O grupo propds um modelo de interagao entre quinases com a

128



porcao intracelular da sub-unidade beta da integrina, capaz de regular a reorganizagao
do citoesqueleto durante a divisdo mitética, além do crescimento e polarizagao celular.
A suprarregulagdo do gene da fermitina no presente estudo pode representar um
possivel aumento da atividade nessa via como consequéncia do estimulo pelo soro
portal, que possa levar ao aumento da taxa de divisao celular, além de outros eventos
de diferenciagdo celular para desenvolvimento do parasito, devendo ser melhor

explorada em estudos posteriores.

O transcrito que codifica uma proteina presente em musculatura lisa, com sitio de
ligacao a actina (Jones et al, 2004), Smp_007270 — Smoothelin também foi reportado
como suprarregulado, mas fungdes do produto desse transcrito no citoesqueleto ainda
nao foram bem definidas e o significado da expressdo desse gene em resposta ao soro
portal ndo é evidente, a ndo ser pelo possivel envolvimento na contragédo muscular, seja

de todo o organismo do parasito ou mesmo de seu trato digestivo.

O transcrito Smp_145540 - muscarinic acetylcholine receptor, foi também
suprarregulado apos 3 horas de estimulo pelo soro portal de hamster. Seu produto
génico é anotado no genoma como um receptor colinérgico muscarinico (mAchR),
associado internamente na membrana a proteina G. Para Schistosoma sp as
informagdes sobre os MAchR sdo escassas quando comparado aos receptores
colinérgicos nicotinicos (nAchR). Embora estudos revelem que os mAchR tenham
pouco ou nenhum envolvimento direto sobre a atividade motora em Schistosoma sp
(Barker et al., 1966, Day et al., 1996), em outro trematoda, Fasciola hepatica, esses
receptores parecem modular a contracdo muscular. A expressao aumentada desse
gene nos estadios evolutivos de cercaria e esquistossbmulos recém transformado
(Berriman et al, 2009) sugere que esse gene seja importante tanto na penetragdo do
parasito quanto em sua migracdo na pele do hospedeiro. A suprarregulagdo em
resposta ao soro portal pode também se relacionar ao controle da atividade motora na
migracao intravascular no sistema porta do hospedeiro seja para facilitar a nutricado ou

mesmo a fixagdo do parasito no endotélio vascular.

As possiveis agdes isoladas dos produtos génicos dos transcritos suprarregulados ja ao
contato por 3 horas com soro portal ndo caracterizam especificamente um processo que

esteja consideravelmente ativo. Contudo, sugerem que o parasito inicia a ativagcao de
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acdes adaptativas ao reconhecer constituintes de um novo ambiente bioquimico que Ihe
favorecam o desenvolvimento, merecendo estudos funcionais complementares para

melhor conhecimento da importancia desses genes.
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6 Conclusodes

Com o desenvolvimento do presente trabalho foi possivel observar pequenas

diferencas entre esquistossdmulos de S. mansoni obtidos por métodos diferentes ou
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submetidos a condigdes in vitro, semelhantes aquelas encontras no organismo do

hospedeiro definitivo infectado.

Da comparacdo entre esquistossébmulos mecanicamente transformados com os
transformados por penetragao ativa de cercarias na pele de camundongos, observou-se
elevada semelhanga morfologica e bioquimica dos parasitos. Isto reitera os recentes
achados de que os parasitos obtidos por esses dois métodos séo transcricionalmente
equivalentes, embora a transformag¢ao usando pele de camundongo fornega parasitos

por um método semelhante a transformacéao da infecgao natural.

Pela utilizacdo das sondas fluorescentes nao foi possivel evidenciar diferencas na
atividade em membranas superficiais, ou mesmo de localizagdes citoplasmaticas
internas (mitocOndrias, lisossomos, autofagossomos), quando foram comparados
esquistossomulos Mec aos Pel. Apenas a sonda monochlorobimane (glutationa)
evidenciou uma diferenga ja reconhecida na literatura, que € a presenca de maiores
porcoes de conteudo de glandulas acetabulares e pré-acetabulares remanescentes em
esquistossdmulos Mec se comparado aos esquistossomulos Pel. Essa alteracdo nao se
mostra diretamente relacionada as discretas alteracbes transcricionais reportadas

anteriormente.

Embora tenham sido observadas diferencas de reconhecimento de bandas entre
extratos proteicos de esquistossdmulos Mec e Pel no experimento de imunoblot,
empregando soro anti-verme adulto, na imunofluorescéncia nao foram observadas

diferencas de distribuicdo dos anticorpos mais reativos isolados do mesmo soro.

Quando os esquistossébmulos Pel foram comparados a outros obtidos in vivo, por
migragao da pele de camundongos apos 24 horas, a partir da infecgao transcutanea por
cercarias (Mig), observou-se claro aumento da permeabilidade em membranas no
segundo tipo, em consequéncia do maior contato com membranas, além da presenca

de fatores bioldgicos do hospedeiro preservados na infecgao.

Estudos complementares, empregando novas sondas fluorescentes e microscopia

confocal deverao ser realizados para melhor explorar os achados até o momento.

O presente trabalho mostrou também que alteragbes na transcricdo génica de

esquistossdbmulos de S. mansoni quando mantidos in vitro, em contato com o soro
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portal de hamster, reiteram achados anteriores de que componentes do soro presente
nos vasos do sistema porta hepatico de hospedeiros definitivos, durante a infec¢ao, sao
essenciais e capazes de alterar processos fundamentais a adaptagdo e

desenvolvimento do parasito.

Da comparacgao entre esquistossémulos cultivados em presenca soro portal de hamster
(SPO) e os cultivados em presenca de soro periférico (SPE), observou-se que, para os
tempos de cultura estabelecidos no estudo, 3 horas e 12 horas, os parasitos séo
semelhantes em relagdo a expressdo dos genes. Além da elevada similaridade
observada na analise de correlacdo entre as réplicas de bibliotecas construidas, a
andlise estatistica de expressdo n&o evidenciou diferengca nas comparagoes diretas
entre parasitos cultivados nos soros diferentes (SPO3h versus SPE3h e SPO12h versus
SPE12h).

Na comparacédo temporal entre esquistossbmulos cultivados em soro portal (SPO3h
versus SPO12h) foram encontrados 58 genes com padrdo de expressao diferencial,
exclusivamente em soro portal. O perfil de expressdao observado no RNASeq foi
validado, sendo que os niveis de expressdo pelos dois métodos mostraram-se

altamente correlacionados.

Considerando os genes suprarregulados apos o estimulo por soro portal de hamster por
12horas e seus possiveis efeitos na biologia do parasito, os dados sugerem que alguns
processos podem estar ativos em membranas superficiais, como biossintese de
glicanos e o transporte de fosfolipideos, alterando a composi¢cao dessas membranas e

favorecendo a permanéncia do parasito no organismo do hospedeiro.

Aumento de atividade em membranas de organelas também parece ser importante ao
parasito em contato com o soro portal por 12 horas, principalmente em reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi. O processo de degradacgao proteica dependente
de reticulo endoplasmatico parece ser ativado, em resposta ao stress que a presenca
do soro portal representa. O aumento da expressédo de alguns genes de proteinas de
resposta a sfress, bem como outros genes determinantes da estrutura de ribossomos,
dentre outros processos ligados a sintese proteica também se encontram
suprarregulados, os dados sugerem a existéncia de elevada taxa de turnover de

proteinas, que pode ser importante tanto para o desenvolvimento do parasito no
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organismo do hospedeiro, bem como para seus mecanismos de evasao do sistema
imunolégico. Nessa renovagao, a regulacdo poés transcricional parece ser também
importante e ativa, uma vez que alguns dos genes transcritos sao essenciais na

biogénese de miRNAs.

Processos determinantes da proliferacao e diferenciacéo celular parecem também estar
ativos em resposta ao estimulo por soro portal de hamster por 12 horas. Genes
envolvidos na transducdo de sinal determinante da atividade proliferativa, bem como
genes com atividades diferenciagdo celular ou mesmo outros envolvidos no
processamento nuclear de mRNA foram encontrados suprarregulados e corroboram
este achado. A expressdao aumentada do principal gene envolvido na biossintese de

purinas no parasito é também considerada juntamente com os anteriormente citados.

Alguns dos genes com expressao aumentada em resposta ao estimulo por soro portal
por 12horas cujos dados de anotagdo no genoma sdo escassos e, portanto, ndo ha
fungdes bioldgicas claramente associadas deverao ser adicionalmente estudados, tanto
com vistas a incrementar a anotagao gendmica para S. mansoni, quanto com o objetivo

de relacionar suas atividades ao estimulo dado pelo soro portal.

Os genes suprarregulados em resposta ao estimulo durante 3 horas por soro portal
evidenciam o aumento de atividades de adaptagdo do parasito, dentre elas transporte
de fosfolipideos e sais biliares membrana, bem como alteragdes de citoesqueleto
envolvendo adesdo celular ou mesmo atividade motora. A sinalizagdo celular
desencadeada por acetilcolina, agindo sob receptor muscarinico também parece ser
importante direcionadora de processos adaptativos consequentes do contato precoce

com o soro portal.

Estudos adicionais empregando inibidores ou mesmo estratégicas de silenciamento
génico, associado a cultura in vitro do parasito serdo em breve realizados para melhor

compreender a importancia dos genes aqui reportados no desenvolvimento do parasito.
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8.1 ANEXO I: Tabela de genes diferencialmente expressos em esquistossémulos cultivados por 12horas em

presenga de soro portal de hamster

Gene identifier Description Adj. P-value Fold Change
Smp_002150_1 trypsin-like serine protease Mastin 7.99E-04 2.92
Smp_070020_1 rhoptry associated membrane antigen 1.47E-03 2.91
Smp_042400_1 arginine rich, mutated in early stage tumors 1.61E-03 2.86
Smp_030300_3 endoplasmin 3.17E-10 2.8
Smp_157070_1 cysteine rich with egf domains protein 1.67E-03 2.76
Smp_134570_1 hypothetical protein 2.10E-05 2.7
Smp_030300_4 endoplasmin 2.01E-08 2.64
Smp_024390_3 microsomal signal peptidase 25 kDa subunit 4.02E-03 2.64
Smp_088950_1 Hypoxia up regulated protein 5.87E-04 2.64
Smp_049550_1 78 kDa glucose regulated protein 1.57E-06 2.61
Smp_130260_1 hypothetical protein 6.41E-03 2.6
Smp_024390_1 microsomal signal peptidase 25 kDa subunit 3.99E-03 2.58
Smp_172110_1 protein disulfide isomerase A6 2.09E-06 2.4
Smp_095400_1 hypothetical protein 1.54E-02 2.36
Smp_024390 2 microsomal signal peptidase 25 kDa subunit 1.75E-02 2.33
Smp_059480_1 tryparedoxin peroxidase 4.47E-03 2.32
Smp_202980_1 hypothetical protein 2.85E-02 2.29
Smp_030370_1 calreticulin 5.01E-09 2.24
Smp_042140_1 tegument-allergen-like protein 4.34E-03 2.23
Smp_148790_1 laminin subunit beta 1 3.77E-02 2.21
Smp_007450_1 heat shock protein 67b2 6.41E-03 2.18
protein disulfide-isomerase ER-60 precursor
Smp_079770_2 2.85E-04 217
Smp_177040_1 gpi mannosyltransferase 2 9.39E-04 2.16
Smp_204760_1 Asparagine rich protein 4.85E-02 2.14
Smp_083080_2 Activator of 90 kDa heat shock protein ATPase 1.10E-04 212
Smp_063330_1 hypothetical protein 2.92E-02 212
Smp_027990_1 homeobox protein nk 2 5.74E-03 2.1
protein disulfide-isomerase ER-60 precursor
Smp_079770_1 7.63E-04 2.09
Smp_089000_1 translocon associated protein subunit delta 2.73E-02 2.05
Smp_155510_1 transmembrane protein 66 2.87E-03 2.05
Smp_103560_1 hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase 4.27E-02 2.05
Smp_079230_1 immunophilin FK506 binding protein FKBP12 4.68E-02 2.03
Smp_079420_1 ankyrin repeat domain containing protein 42 5E-02 2.02
Smp_042790_1 dolichol phosphate mannosyltransferase 5E-02 2.02
Smp_019060_1 sec61 beta subunit 1.67E-03 2.01
Smp_097380_1 heat shock 10 kDa protein 1 2.03E-03 2
Smp_004780_3 immunophilin 2.85E-02 1.99
Smp_020800_1 cysteine and histidine rich domain containing protein 2.01E-02 1.99
Smp_024370_1 hypothetical protein 2.48E-02 1.97
Smp_004780_2 immunophilin 5.74E-03 1.96
Smp_011270_1 sj ts4 protein 3.27E-02 1.95
Smp_157360_1 E3 ubiquitin protein ligase synoviolin B 3.27E-02 1.9
Smp_079310_1 transmembrane emp24 domain containing protein 2.16E-02 1.89
Smp_176200_2 superoxide dismutase [Cu-Zn] 2.92E-02 1.88
Smp_083080_1 Activator of 90 kDa heat shock protein ATPase 3.58E-03 1.88
Smp_004780_1 immunophilin 2.46E-02 1.87
Smp_011700_1 proto oncogene tyrosine protein kinase ROS 4.86E-04 1.84
Smp_059350_1 der1 protein derlin 5E-02 1.84
Smp_157940_1 Nuclear inhibitor of protein phosphatase 1 4.55E-02 1.83
Smp_011690_1 proto oncogene tyrosine protein kinase ROS 3.82E-02 1.83
Smp_032760_1 ribosomal protein S11 2.01E-02 1.74
Smp_119920_1 ribosomal protein S16 7.54E-03 1.74
Smp_210370_1 ormd| protein 2.23E-02 1.72
Smp_031570_1 ribosomal protein L18 2.46E-02 1.71
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8.1 ANEXO I: Tabela de genes diferencialmente expressos em esquistossémulos cultivados por 12horas em

presenga de soro portal de hamster

Gene identifier Description Adj. P-value Fold Change
Smp_167230_1 golgi resident protein gcp60 2.85E-02 1.7
Smp_072950_1 Transmembrane emp24 domain containing protein 4 5.19E-03 1.69
Smp_064860_1 stress induced phosphoprotein 1 3.30E-02 1.69
Smp_092810_1 transmembrane protein 33 3.24E-02 1.68
Smp_194090_1 subfamily S1A unassigned peptidase 3.30E-02 1.65
Smp_124820_1 chromosome region maintenance protein 2.12E-02 1.65
Smp_171190_1 MEG-8 family 1.78E-02 1.64
Smp_090120_2 alpha tubulin 3.28E-02 1.61
Smp_207010_1 signal recognition particle 72 kDa subunit 1.31E-02 1.57
Smp_009310_1 plasminogen activator inhibitor 1 RNA binding 1.32E-02 1.51
peptidyl prolyl cis trans isomerase B
Smp_040790_1 2.97E-02 1.49
Smp_210780_1 Loss of heterozygosity 11 chromosomal region 2 4.26E-02 0.73
Smp_078160_1 RB1 inducible coiled coil protein 1 4.68E-02 0.69
Smp_123320_1 chromodomain helicase DNA binding protein 9.25E-03 0.68
e3 ubiquitin protein ligase ubr2

Smp_176060_1 4.98E-03 0.63
Smp_179660_1 hypothetical protein 2.85E-02 0.62
Smp_171720_1 lipid phosphate phosphohydrolase 1 4.27E-02 0.62
Smp_123260_1 AN1 type zinc finger and ubiquitin 7.99E-04 0.62
Smp_012720_1 hypothetical protein 3.58E-03 0.61
Smp_024900_1 retinoblastoma protein 1 2.46E-03 0.61
Smp_014400_6 enhancer of polycomb 2.86E-02 0.6
Smp_043030_1 hexokinase 2.48E-02 0.6
Smp_145080_1 hypothetical protein 2.86E-03 0.6
Smp_032280_1 RNA binding protein MEX3B 1.78E-03 0.6
Smp_081450_1 ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 2.39E-02 0.59
Smp_126510_1 hypothetical protein 4.06E-02 0.57
Smp_094890_1 hypothetical protein 2.58E-03 0.57
Smp_169040_1 lysophospholipid acyltransferase 5 1.42E-02 0.56
Smp_153290_1 cement protein 3B variant 3 2.85E-02 0.56
Smp_090890_1 proto oncogene serine:threonine protein kinase 8.74E-05 0.56
Smp_071380_2 zinc finger protein 3.21E-02 0.56
Smp_073340_1 cyclin dependent kinase 5 2.16E-02 0.56
Smp_150030_1 hypothetical protein 3.59E-02 0.55
Smp_133830_1 hypothetical protein 7.16E-04 0.53
Smp_159090_1 hypothetical protein 2.69E-02 0.52
Smp_052230_1 Papilin 4.02E-03 0.52
Smp_180810_1 Papilin 4.79E-07 0.51
Smp_180690_1 tiptop protein 3.45E-02 0.51
Smp_135710_1 forkhead box protein K1 1.31E-02 0.51
Smp_136310_1 sodium bile acid cotransporter 2.85E-02 0.49
Smp_053420_1 fermitin family 1 7.16E-04 0.49
Smp_007270_1 smoothelin 4.34E-03 0.49
Smp_037610_1 hypothetical protein 3.08E-02 0.49
Smp_121940_1 FERM domain containing protein 5 6.41E-03 0.49
Smp_159620_1 BTB:POZ domain containing protein KCTD20 5.20E-11 0.47
Smp_176110_1 hypothetical protein 4.40E-03 0.47
Smp_175790_1 phospholipid translocating ATPase 7.63E-04 0.42
Smp_004590_1 hypothetical protein 5.12E-05 0.37
Smp 145540 1 muscarinic acetylcholine receptor 7.16E-04 0.34

Genes diferencialmente expressos com valor de p-ajustado <0.05.
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SUMMARY

Skin schistosomula can be prepared by collecting them after isolated mouse skin have been penetrated by cercariae in vitro.
The schistosomula can also migrate out of isolated mouse skin penetrated by cercariae in vitro and from mouse skin pene-
trated by cercariae in vivo. Schistosomula can also be produced from cercariae applied through a syringe or in a vortex.
When certain surface properties of the different forms of schistosomula were compared, those migrating from mouse

skin penetrated by cercariae #n vivo or in witro had greatly increased permeability to membrane impermeant molecules
such as Lucifer yellow and high molecular weight dextrans. These migrating forms also possessed surfaces which
showed greatly enhanced uptake into internal membrane vesicles of the dye FM 143, a marker for endocytosis. This

greatly enhanced activity and permeability of the surfaces of tissue migrating schistosomula is likely to be of great impor-

tance in the adaptation to the new host.

Key words: Schistosomula, surface membrane, permeability, endocytosis.

INTRODUCTION

‘When the cercaria (Schistosoma mansoni) penetrates
the skin of the host, transformations occur in the
membrane (Hockley and McLaren, 1973) and the
acetabular glands and their secretions (Stirewalt,
1974; Curwen et al. 2006). The schistosomulum
which is produced during this process is the object
of much research in vaccine preparation and drug
development. For such research, large numbers of
this stage of the parasite can be produced by mech-
anical methods rather than penetration through the
skin, but it is not certain that the mechanical forms
are equivalent in all properties to those from the
skin. Brink et al. (1977) concluded that they were
equivalent in most properties. Protasio et al. (2013)
has carried out a precise documentation of the differ-
ence in the transcriptome between those parasites
(schistosomula) that have been prepared artificially
(mechanically transformed schistosomula, MECH)
and those that have been formed by penetration
through the skin held in an in vitro system (skin
penetrated schistosomula, PEN).The major differ-
ences between the two forms are the presence in
the skin penetrated forms of more active

* Corresponding author. Centre for Open Studies,
Glasgow University, Glasgow, UK. E-mail: john.kusel@
glasgow.ac.uk

mitochondria. In the work described here, we have
compared these two forms of schistosomula,
termed PEN and MECH for skin penetrated and
mechanically transformed schistosomula respect-
ively, with another stage, the schistosormula that
remain in the skin, called the migratory stage
(MIG). In a natural infection, such forms often
reside in the skin for up to 3 days (Barbosa et al.
1978; Crabtree and Wilson, 1985). Such forms
have been studied for parasite permeability and in
membrane internalization processes. The consider-
able differences that have been found in the surface
membrane may have important implications for
host-parasite communication.

MATERIALS AND METHODS

Mice

Swiss mice weighing between 30 and 40 g were used.
All procedures involving animals were approved by

the local Ethics Commission on Animal Use

(CEUA) from Fiocruz (LW42/10).

Cercariae

Cercariae were obtained from S. mansoni infected
Biomphalaria glabrata reared and maintained in the

Parasitology (2015), 142, 1143-1151. © Cambridge University Press 2015

doi:10.1017/S0031182015000335
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Table 1. List of probes to investigate intracellular organelles and membranes

Fluorescent probe Specificity Final concentration with schistosomula
Lysotracker red (cat # L7528) Lysosome 40 ng mL™!

Mitotracker red (cat # M7512) Mitochondria 50 ng mL™

Monochlorobimane (cat # M1381MP) Glutathione 100 ng mL ™!

Monodansylcadaverine (cat #30432) Autophagosome 20 ng mL™!

FM 143 (cat # F35335) Membrane internalization Sug mL™!

References: Lysotracker red (Al-Adhami et al. 2005); Mitotracker red (Poot et al. 1997); Monochlorobimane (Ribeiro et al.
19984, b); Monodansylcadaverine (Al Adhami et al. 2005); FM 143 (Ribeiro et al. 19984, b).

Mollusc room, Lobato Paraense, in Research Centre
Rene Rachou /[FIOCRUZ. The strain of S. mansoni

used in these studies was the LE strain.

Production of schistosomula: In vitro

Apparatus designed by Clegg (1965) as recently
described by Protasio et al. (2013) was used with skin
samples derived from freshly sacrificed mice. Skin
withdrawn from one mouse was used for four pen-
etration chambers. Schistosomula were collected over
aperiod of 2 h and designated penetrated forms (PEN).

Cercariae were placed on the skin and after 2 h the
skin from the apparatus was removed and chopped
into small pieces with scissors and incubated in
RPMI medium for 2 h, during which time schistoso-
mula trapped in the skin migrated out of the skin snips
held in a cell strainer (BD Falcon). These were termed
migratory forms (MIG). In some experiments the
skin was retained after the exposure to cercariae and
was given an intradermal injection of fluorescent dye
before being chopped into small pieces as described
above. Schistosomula were collected from the cell
strainer as described above and examined, after
washing, in the fluorescence microscope.

Schistosomula were produced mechanically by the
method of Colley and Wikel (1974), and by the
vortex procedure (Ramalho-Pinto et al. 1974) after
concentrating the cercariae on ice. These have been
termed mechanical forms (MECH).

Fluorescent dyes

Probes to investigate membrane permeability. We
were investigating whether membrane-impermeant
molecules could enter the parasite after skin pen-
etration, skin residence and skin migration and we
chose the following compounds to do this: Lucifer
Yellow CH lithium and potassium salt, molecular
weight 457 Da (cat number: L.-453), purchased from
Invitrogen (Life Technologies do Brasil Ltda, Sao
Paulo); Fluorescein isothiocyanate (FITC)-labelled
dextrans of molecular weights, 10kDa (Sigma-
Aldrich cat number: FD10S) 20kDa (Sigma-
Aldrich cat number: FD20S) and 40 kDa (Molecular
Probe/Life Technologies cat number: D-1844). All
fluorescent chemicals are water soluble and were

dissolved (1 mg mL™) in RPMI 1640 medium
(Gibco/Life Technologies cat number: 31800-022),
Lucifer Yellow CH is a membrane-impermeant com-
pound (Peracchia, 1981), with a structure that enables
it to be aldehyde fixed into tissues with which it comes
into contact (Heinrichs, 1985).

Fluorescent dextrans (Fl dextrans) are often used
to assess membrane integrity and to examine mem-
branes for the sizes of membrane pores (Shimizu
and Kawazoe, 1996).

Probes for intracellular organelles and membranes.  The
dyes used to stain specific organelles in the schistoso-
mula are described in Table 1. These probes were
incubated with schistosomula in 1 mL RPMI for 1
h at the concentrations shown. After incubation the
schistosomula were washed three times in RPMI
and examined under the fluorescence microscope.

Migrating schistosomula in living mice

Mice were anaesthetized with sodium pentobarbital-
(Hypnol) (40 mg kg™") and infected with 1000 cer-
cariae over a period of 30 min.

After recovery the mice were housed for 24 and
48 h. Euthanasia was achieved by cervical dislocation,
the region of skin penetrated by cercariae 24 or 48 h
previously was injected (intradermal route)
with Lucifer yellow or FITC-dextrans and the
skin removed after 15 min and cut with scissors
into small pieces about 4 mm square(snips).
Schistosomula were recovered from the excised skin
by incubating skin snips in RPMI in a cell strainer
(BD Falcon) placed in a six-well plate. The schistoso-
mula were washed with RPMI three times and

observed by fluorescent microscopy.

Control incubations with skin

To investigate whether the presence of cut skin alone
rather than the requirement to migrate in skin, was
responsible for the alterations seen in the permeability
and endocytosis of the schistosomula from skin, the
uptake of fluorescent dextrans, Lucifer yellow or
FM 143 was observed in MECH in the presence of
mouse skin. The skin was cut into small pieces in the
same manner as for the work with migrating
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MECH

(a)
Monod
Cad.

(b)
Lyso
tracker

MECH
c)
MCIB

(d)

FM143

PEN

Fig. 1. Interaction of mechanical (MECH) and skin penetrated (PEN) schistosomula with fluorescent dyes of various
specificities. Size bar: 50 um. (a) Monodansylcadaverine (monodcad.). Schistosomula were incubated in vitro with
monodansylcadaverine (20 ng mL™"). Specific intense blue/green staining of autophagosomes: aph; (b) lysotracker red.
Schistosomula incubated in lysotracker red (40 ng mL™"). Lysosome vesicles containing red dye (ly); (c)
monochlorobimane (MCIB) MECH. gl glutathione rich regions are remains of penetration glands (pre-acetabular gland
duct(d) visible) PEN remains of penetration glands ves. glutathione rich vesicles; (d) FM 143 schistosomula incubated in
FM 143(5 mg mL™"). There is some background fluorescence. Dye localized in surface membrane (memb) gut (g) and
acetabulum (ac); (e, f) schistosomula incubated in mitotracker red (50 ng mL™!) (¢) low magnification to show whole
bodies of all schistosomula labelled with dye. (f) General staining of schistosomula except some dark regions in MECH;
(g, h) schistosomula incubated in FM143 (g) to show gut (g) and oesophagus (o) labelling and Fl dextrans (h) to show

gut labelling. No differences between MECH and PEN are observed. Size bar 50 um in (g) and 80 ym in (h).

schistosomula as the result of infection, and MECH
added to the pieces in a 15 mL Falcon tube, in
the presence of RPMI and the relevant dye, at
100 yg mL ™" (Dextrans and Lucifer yellow) and
SpugmL™" (FM143). After incubation for 1h at
37 °C the mixture was placed in a cell strainer in
5 mL RPMI in a Falcon six-well plate. The results
from this experiment are described in the results
section below (Fig. 2e and f).

Fixation of schistosomula

Labelled schistosomula were fixed at 4 °C for 4 h in
4% paraformaldehyde. The 4% paraformaldehyde

was prepared by dissolving the powder (Sigma) in
RPMI 1640 at 60 °C.

Examination of parasites by fluorvescence microscopy

All labelled parasites were viewed and photographed
using a Zeiss microscope. This allowed the variability
of the labelling of the parasite population to be
observed, counted and recorded. Photographs were
taken after observation of the parasites under the
10X and 40X objectives with a Cannon digital
camera. For photography movement of the parasite
was slowed by the application to the slide of sodium
pentobarbitol effected (10 mL of 1 mg mL™")
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Fig. 1. (Continued)

RESULTS
Labelling of parastites in vitro

Detection of intracellular organelles in schistoso-
mula. Examples of the staining of mechanically
transformed (MECH) and skin transformed (PEN)
schistosomula are shown in Fig. 1.

Auto-phagosomes and lysosomes. When skin
PEN and MECH were compared, both forms
showed strong labelling of autophagosomal vesicles
(aph) by monodansylcadaverine (Fig. 1a) and of
lysosomes (ly) by lysotracker red (Fig. 1b). The dis-
tribution of both kinds of organelle is very similar in

MECH and PEN.

1146

PEN

PEN

Glutathione rich regions.  These were stained by
monochlorobimane (Fig. 1c¢) and represent remnants
of the penetration glands. These have been previously
shown to be rich in glutathione (Ribeiro et al. 1998a,
b). The regions appeared as vesicular structures and
were strongly evident in MECH (Fig. 1c) and were
still strongly evident in PEN (Fig. 1c).It is surprising
to find these regions in PEN forms, since the pen-
etration glands are evacuated during penetration
(Stirewalt, 1974). Fragments forming vesicles
persist for some time after penetration.

Surface membrane. When schistosomula were
incubated with FM 143, the surface membrane
(memb) was uniformly labelled and the gut (g) and
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PEN MIG

(a)

Lucifer
yellow

(b)

Fl
Dextran
PEN MIG
(c)
FM143
(d)
FM143

Fig. 2. Interaction of PEN and schistosomula which have resided in the skin of mice (MIG) for 24 h with membrane
impermeant and membrane internalization dyes. Size bar 30 um. (a) PEN Schistosomula were incubated with Lucifer
yellow (100 mg mL™"). The dye is found in the gut (g) and oesophagus (o) but not in the tissues of the parasite. MIG
schistosomula migrated from skin exposed to Lucifer yellow. The dye has entered most of the tissues of the parasite;
(b) PEN Schistosomula were incubated in fluorescent dextrans (Fl dextrans) of mol. wt. 10-40 kDa. Only the results for
10 kDa are shown as representative of all these dextrans. The dye has entered the gut but not the tissues of the
schistosomulum. MIG schistosomula migrated from skin exposed to Fl dextrans. The schistosomulum is representative of
all dextrans, and the dye has entered most of the tissues of the parasite. n, position of nephridiopore; (¢, d) PEN
schistosomula were incubated with FM 143 (5 pg mL™"). The dye has stained the surface membrane and entered the gut
(g) and oesophagus (o), but little is found in the tissues of the parasite. (¢, d) MIG schistosomula migrated from the skin
exposed to FM 143. The schistosomulum shows numerous internal labelled vesicles (ves). In (d) MIG, the vesicles could
withstand gentle crushing under the coverslip (ves); (e) schistosomula prepared mechanically (MECH), and MECH in the
presence of skin (MECH skin). These were incubated in the presence of Lucifer yellow. No effect of skin on MECH forms
was seen (g gut) The MIG forms show intense internal labelling Size bar is 50 um; (f) schistosomula prepared mechanically
(MECH), and MECH in the presence of skin (MECH skin). These were incubated in the presence of FM 143. No effect of
skin on MECH forms was seen. The MIG schistosomula show great surface membrane internalization and intense internal
labelling (n, position of nephridiopore). Size bar is 50 ym; (g) schistosomula to show internal organelles. Top left,]1 MECH
monodansylcadaverine, aph autophagosome; top right, 2 MECH lysotracker, lys lysosomes; bottom right, 3 MECH
Monchlorobimane, ves. glutathione rich vesicles; bottom right,4 MIG FM 143, ves. endosomal vesicles.
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Fig. 2. (Continued)

mitochondria. These mitochondrial transcripts were
elevated in the skin penetrated forms (PEN) and
after 24 h in culture had increased oxidative activity
(shown by a colorimetric assay) when compared with
the MECH forms.

In the work described here, fluorescent dyes have
been used to examine a variety of properties of PEN
and MECH. The majority of dyes showed very
similar staining patterns in both MECH and PEN
(Fig. la—f). The staining by the mitochondria
specific dye, mitotracker, showed no difference in
staining pattern between the two forms, except that
the presence of the pre-acetabular glands in
MECH indicated a space unfilled with mitochon-
dria. The differences in quantity or activity of mito-
chondria suggested by Protasio et al. (2013) might be
detected by this dye using quantitative methods and
confocal microscopy in further work. The staining
patterns for the other dyes showed no clear differ-
ences between MECH and PEN.

‘While working on penetration of cercariae of
human skin in the Clegg apparatus (Clegg, 1965;
Protasio et al. 2013), (results not shown) we
noticed that large numbers of schistosomula were
retained in the skin. We decided to investigate the

interaction of certain membrane permeability and
interactive dyes with what we called the migrating
forms (MIG), since such forms can be retained in
the skin of infected mice for up to 72 h (Barbosa
et al. 1978; Crabtree and Wilson, 1985). We com-
pared those schistosomula migrating from the skin
(skin derived forms, MIG) with those collected
after penetrating through the skin (PEN). The schis-
tosomula that had resided in the skin of the living
mouse for 24 h were treated in a manner similar to
that described by Thornhill et al. (2010). These
workers had injected fluorescent dyes measuring
membrane permeability into the skin in the path of
penetrating cercariae. The schistosomula emerging
from excised skin were all very distinctively labelled
within the body. Lucifer yellow uptake from in vitro
and MIG is shown in Fig. 2a. Figure 2b shows
uptake of fluorescent dextrans. Thus the per-
meability increase found in 24 h schistosomula is a
feature of the schistosomula migrating in the skin.
The increase in permeability was also seen after 48
h in the skin (results not shown). This means that
during prolonged residence in the skin for up to
48 h and possibly up to 72 h (Barbosa et al. 1978;
Crabtree and Wilson, 1985) there may be constant
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access to host and parasite molecules. This may rep-
resent a novel host—parasite interface.

The dye FM 143 (Fig. 2¢, d) has been used in
studies with schistosomes by Ribeiro et al. (19984,
b). In the current work, when FM 143 was injected
into the skin site after an infection of mice with cer-
cariae 24 h previously, the schistosomula recovered
were very heavily labelled in all parts of the body
(Fig. 2c, d). This suggests that very active endocyto-
sis and membrane turnover is occurring during the
residence in and migration through the skin. This
rapid internalization and turnover may explain the
great permeability of the surface to Lucifer Yellow
and fluorescent Dextrans while the parasites are in
the skin. The effects of the skin are very evident in
the experiments reported here. Three days schisto-
somula in vitro culture (Parker-Manuel et al. 2011)
have been shown to have a number of upregulated
genes and it would be interesting to compare these
results with schistosomula derived from skin at this
time after infection.

It is unclear what is the specific influence of the
skin on the parasite permeability and endocytosis.
The presence of linoleic acid in the skin has been
suggested to act either on the lipids of the membrane
itself (Haas, 1984; Haeberlein and Haas, 2008) or
indirectly on the neutral sphingomyelinase stimu-
lated by the unsaturated fatty acids in the skin (El
Ridi and Tallima, 2006). A number of other
factors such as pressure on the surface membrane
or nervous stimuli during migration could be
involved. The complexity of the whole parasite is
such that several factors may be involved in the
increase in permeability and endocytosis.

In the work presented here, the schistosomulum
appears to possess a surface metabolism much
more active than when this is measured in witro.
‘We can suggest that during migration of the schisto-
somulum over a period of up to 72 h in the skin the
very rapid activities detected by the dye FM 143 may
lead to the very extensive turnover of surface and
internal antigens leading to enhanced release of
immunogens (Fonseca et al. 2012). The rapid
internalization processes observed with FM 143
might be driven by the increase in mitochondrial
activity reported by Protasio et al. (2013).
Moreover, the increased permeability of the para-
sites to molecules up to 40 kDa molecular weight
may allow uptake of cytokines, such as IL7
(Wolowczuk et al. 1999) which by its effect on cell
signalling and protein synthesis, might enhance the
growth of the parasite. All these activities of the
surface may increase the ability of the parasite to
evade immune responses but paradoxically may
make it more immunogenic, as it deposits surface
and internal antigens, particularly seen when the
irradiated cercariae are used for infection (Ganley-
Leal et al. 2005; Kumkate et al. 2007). Our obser-
vations may explain the results of Pearce et al.
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(1986). These ideas can be tested (a) by examination
of skin, in which schistosomula are migrating, for
immunogens such as tetraspanin and SM 29
(Fonseca et al. 2012) or (b) by an adaptation of the
methods used by Paveley et al. (2009) in which a flu-
orescent label might be attached to surface mem-
brane molecules of living schistosomula prior to
migration in skin,

The relevance of these profound effects of the skin
tissue on permeability and internalization processes
in the life of the parasite is that the emphasis on
the surface as a host—parasite interface may be mis-
leading. Such large molecules from host or parasite
may stimulate signalling pathways within the para-
site. The nature of such pathways might be eluci-
dated in small numbers of parasites by the
methods of Walker et al. (2014) using the confocal
microscope and with larger numbers by the
methods used by Protasio et al. (2013) using
RNASeq methods. Both approaches might be
extended to the MIG forms, since new pathways
might be evident after the increase in membrane per-
meability and membrane activity while they are resi-
dent in the skin, which were not revealed in other
forms of schistosomula.
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