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Resumo

A cromodominio-helicase (CHD) e a SET/TAF-IB (chaperona de histonas) séo
proteinas conhecidas por estarem envolvidas em processos de remodelagem de
cromatina e controle da expressao génica. Em organismos como Caenorhabditis
elegans, Drosophila melanogaster, camundongo e o homem, estas proteinas estdo
associadas ao controle de varios processos de desenvolvimento. Em
Mesocestoides corti, um modelo de parasito cestdédeo, sequéncias relacionadas a
CHD e a SET/TAF-IB foram identificadas em uma selecdo de genes
diferencialmente expressos em larvas e vermes estrobilizados. Visando a
identificacdo de marcadores moleculares de processos e estagios de
desenvolvimento da Classe Cestoda, os padrbes de expressao de ortologos das
proteinas CHD e SET/TAF-IB (McCHD e McSET/TAF) em M. corti foram
investigados. Inicialmente as sequéncias codificadoras da McCHD e McSET/TAF
foram amplificadas por RT-PCR, clonadas em vetor de expressao modificado
(PGEX-TEV) e expressas em Escherichia coli para producdo de proteinas
recombinantes. Andlises por imunoblot e imuno-histoquimica foram realizadas
utilizando anticorpos gerados contra versdes recombinantes das proteinas-alvo do
estudo. Foram analisados quatro estagios de desenvolvimento de M. corti: larvas
(tetratirideos, TT), TT apoOs 24h de inducdo ao processo de estrobilizacdo (o qual
confere o desenvolvimento da larva em adulto) (24h-Ind), TT apds 72h de indugéo
(72h-PI) e vermes estrobilizados (VE). Em imunoblots, a McCHD apresentou altos
niveis de expressao em trés estagios de desenvolvimento de M. corti: TT, 72h-Pl e
VE, sendo detectado um menor nivel de expressdo no estagio 24h-Ind quando
comparado aos demais. Ja a McSET/TAF apresentou um aumento gradual no seu
nivel de expressdo apos a indugéo (nos estagios de 24h-Ind, 72h-Pl e VE), nédo
sendo detectada em TT. Em secc¢Oes longitudinais foram observados um maior
nivel de expressdo da McCHD em estagios iniciais de desenvolvimento (TT e 24-
Ind) enquanto que McSET/TAF foi observado um maior nivel de expressdo nos
estagios intermediarios e no final do desenvolvimento de M. corti. Para ambas as
proteinas a localizacédo foi citoplasmética e ndo houve diferencas de distribuicdo
nos tecidos analisados. Para compreender melhor as diferengcas encontradas nos
niveis de expressdo das proteinas, andlises por PCR em tempo real (RT-gPCR)
foram realizadas para quantificacdo dos niveis de transcritos dos genes McCHD e
McSET/TAF. Foram encontradas diferencas significativas nos niveis de expressao
génica de McCHD e McSET/TAF somente em dois estagios: o inicial (TT) e o
adulto (VE), conforme analises pelo teste de Duncan. Niveis maiores de expressao
génica de ambos o0s genes foram encontrados no Ultimo estagio de
desenvolvimento (VE) de M. corti. A caracterizacdo de genes e proteinas
envolvidas no processo de estrobilizacdo de platelmintos da classe Cestoda
contribuird para o melhor entendimento de rotas do desenvolvimento de
cestddeos, podendo auxiliar também na determinacédo de novos alvos terapéuticos
para o tratamento de cestodiases.

Palavras-chave: McCHD, MCcSET/TAF, estrobilizagdo, Mesocestoides corti,
proteinas diferencialmente expressas.
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Abstract

Chromodomain-helicase (CHD) and the SET/TAF-IB histone chaperone are
proteins known to be implicated in processes of chromatin remodeling and
regulation of gene expression associated with the control of developmental
processes in different organisms, such as Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster, mouse and human. In Mesocestoides corti, a model cestode
parasite, CHD and SET/TAF-IB related sequences were isolated in a screening for
genes differentially expressed in larvae (tetrathyridia) and adult worms. Aiming at
identifying molecular markers of processes and stages of development of Class
Cestoda, the expression patterns of M. corti CHD and SET/TAF-IB orthologous
proteins (McCHD and McSET/TAF) were investigated. Initially, the coding
sequences of McCHD and McSET/TAF were amplified by RT-PCR, cloned into a
modified expression vector (pGEX-TEV) and expressed in Escherichia coli for
recombinant  proteins  production.  Analysis by immunoblotting and
immunohistochemistry was performed using antibodies raised against recombinant
versions of the proteins target the study. We analyzed four developmental stages of
M. corti: bona fide tetrathyridia (TT), tetrathyridia 24 h after strobilation induction
(24h-Ind), strobilating worms 72 h after induction (72h-PI), and fully strobilated
worms (VE). Immunoblots showed high levels of expression McCHD in three
developmental stages of M. corti: TT, 72h-Pl e VE, and detected a lower level of
expression in stage 24-Ind in comparison to others. The McSET/TAF showed a
gradual increase in their level of expression after induction (stages of 24h-Ind, 72h-
Pl e VE) was not detected in TT. In longitudinal sections were observed an
increased level of expression of McCHD in early stages of development (TT and
24-Ind) while McSET/TAF there was a higher level of expression in the
intermediate and late stages of development of M. corti. Both McCHD and
McSET/TAF showed a cytoplasmic location and a wuniform pattern of
immunostaining, no differences in distribution between the tissues. For a better
understanding the differences in levels of protein expression, analysis by real-time
PCR (RT-gPCR) was performed to quantify the transcript levels of genes McCHD
and McSET/TAF. There were significant differences in levels of gene expression
McCHD and McSET/TAF only in two stages: the initial (TT) and adult (VE), as
analysis by Duncan test. Higher levels of gene expression of both genes were
found in the last stage of development (VE) of M. corti. The characterization of
genes and proteins involved in the process of strobilation flatworms of the class
Cestoda contribute to a better understanding of the development of cestodes
routes and may also assist in the determination of new therapeutic targets for the
treatment of cestodiasis.

Key-words: McCHD, McSET/TAF, strobilation, Mesocestoides corti, differentially
expressed protein.

11



1 Introducéo
1.1 Mesocestoides corti: modelo de estudo para o desenvolvimento de

cestédeos

Mesocestoides corti (Hoeppli, 1925) é um platelminto endoparasita
pertencente a classe Cestoda, a mesma de espécies de relevancia médica e
veterinaria, como aquelas pertencentes aos géneros Echinococcus e Taenia.
M. corti pertence a ordem Cyclophyllidae, a qual € composta principalmente por
parasitos de aves e mamiferos, raramente ocorrendo em répteis e anfibios. E
caracteristica dos componentes dessa ordem a presenca de 4 ventosas semi-
esféricas posicionadas simetricamente em volta de uma cabeca (escolex)
arredondada, que pode ser guarnecida por ganchos. M. corti apresenta um
ciclo de vida complexo (Figura 1), o qual provavelmente inclui um hospedeiro
definitivo (um carnivoro) e dois hospedeiros intermediarios (o primeiro, um
artropode, e o segundo, um roedor, um anfibio ou um réptil), e que apresenta
algumas etapas do seu desenvolvimento ainda desconhecidas (Soldatova,
1944; Novak, 1972; Barret et al.,1982; Kawamoto et al., 1986; Etges &
Marinakis, 1991; Loos-Frank, 1991). Uma das etapas do seu desenvolvimento
ocorre no seu hospedeiro definitivo, no qual a fase larval denominada de
tetratirideo é capaz de desenvolver-se no verme adulto, por meio do processo
de estrobilizag&o. O tetratirideo tem tamanho de 0,5 a 2 mm de comprimento, é
opaco, irregularmente pregueado e, na sua regido anterior, possui um escolex
bem desenvolvido, sem rostelo ou ganchos, mas com quatro ventosas
elipticas. Ja o verme adulto, totalmente estrobilizado, tem o tamanho de 0,5 a
lcm de comprimento, possui as proglotides nas quais devem ocorrer a
maturacdo sexual.

O ciclo inicia-se com a ingestdo de uma proglotide gravida, pelo seu
primeiro hospedeiro intermediario, a qual eclodiria e levaria ao desenvolvimento
do estagio larval denominado de procercéide. Em seu segundo hospedeiro
intermediario ocorreria o desenvolvimento do procercéide em tetratirideo,
estagio larval capaz de reproducéo assexuada por fissiparidade ou brotamento.

Ja no seu hospedeiro definitivo o verme é capaz de reproducéo assexuada por

12



divisdo longitudinal do escoélex e sexuada por fecundacdo cruzada que da
origem a novas proglotides gravidas, reiniciando o ciclo.

O processo de estrobilizacdo, que ocorre na passagem da fase de
tetratirideo para a de adulto, envolve o alongamento e segmentacéo corporal,
concomitantemente com a maturacao dos 6rgaos sexuais (Ong & Smith, 1986,
Olson et al., 2001, 2005). Este processo pode ser induzido in vitro a partir de
um protocolo desenvolvido em nosso laboratério (Markoski et al., 2003). Dessa
forma, torna-se possivel o estudo de diferentes fases do desenvolvimento
estrobilar deste verme, bem como dos processos moleculares que levam a

passagem da fase larval ao organismo adulto.
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OmEopas-terho F S o

ADULTO ppo® @omm i s o (ar’[opodo coprofago?) 4
Repradugéo o .
sexual nas T 659
proglotides Divisao do escolex :
maduras ]

Ecloséo %

Reprodugédo assexual ﬁ EMBRIAO
do adulto no intestino HEXACANTO
delgado do hospedeiro

definitivo w
@ PROCERCOIDE

Ingestao pelo segundo
£ hospedeiro intermediario
& {roedores e répteis)

2 o
gstao P& o .
‘{“gspede'.m definit @ TETRATIRIDED
o, el q; W, Fissiparidade
ﬁW"NEGL’OM e
o

) ; @ “Bmtamentn&

*o % Q T}@x G%‘; w
Eymment_u ?
w, ¥ ",

Reprodugao assexual dos tetratirideos no intestino Q @E’
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delgado do haspedeiro definitivo (camivoro). O ciclo de

reprodugdo assexual dos tetratirideos também ocarre

no celoma do hospedeiro defintivo Reprodugéo assexual
dos tetratirideos no celoma
do segundo hospedeiro
intermediario

Figura 1: Representacédo do ciclo vital provavel de Mesocestoides corti. O ciclo vital de M.
corti € complexo, incluindo dois hospedeiros intermediarios € um hospedeiro definitivo. O
primeiro hospedeiro intermediario € um artrépode que ingere uma proglétide gravida contendo
oncosferas, que eclodem e dao origem ao primeiro estagio larval. No segundo hospedeiro
intermediario ocorre o desenvolvimento da fase larval de tetratirideo, capaz de reproducéo
assexual por fissiparidade e brotamento. No hospedeiro definitivo, os tetratirideos passam pelo
processo de estrobilizacdo, desenvolvendo-se no estagio adulto. O verme adulto é capaz de
reproducdo assexuada por brotamento ou divisdo do escélex e sexuadamente por fecundacéo
cruzada (Figura cedida por H. B. Ferreira).
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Espécies do género Mesocestoides apresentam uma distribuicdo
cosmopolita, e tém sido frequentemente encontradas em animais carnivoros,
como raposas, coiotes, lobos, guaxinins, cachorros e em outros animais,
principalmente na Europa Central e na América do Norte (Abdybekova &
Torgerson, 2011; Boyce et al., 2011; Bruzinskaité-Schmidhalter et al., 2011,
Zalesny & Hildebrand, 2011, Hrékova et al., 2011). Na América do Sul,
especificamente no Brasil, recentemente foi relatada a identificacdo de
espécies do género Mesocestoides parasitando quatro espécies de felinos
selvagens (Gallas & Silveira, 2011). Embora espécies do género
Mesocestoides tenham uma ampla distribuicdo, infeccdes em seres humanos
sdo incomuns e geralmente, facilmente eliminadas apds tratamento com
medicamento anti-helmintico (Fuentes et al., 2003).

M. corti € um organismo-modelo para diversos aspectos biolégicos de
cestodeos (Lalanne et al., 2004; Bizarro et al., 2005; Kermmerling et al., 2006,
Markoski et al., 2006) e tem sido utilizado como modelo experimental para o
estudo de relacbes parasito-hospedeiro, desenvolvimento de drogas anti-
helminticas e desenvolvimento de cestddeos (Britos et al., 2000; Alvarez et al.,
2010; Cabrera et al., 2010; Gundra et al., 2011; Mishra & Teale, 2012, 2013).
Além disso, sua manipulagdo é segura, uma vez que M. corti, assim como
outras espécies do mesmo género, ndo é normalmente infectivo para seres
humanos, tendo sido os poucos casos de infecgdes humanas descritos na
literatura causados por ingestdo massiva acidental de tetratirideos (Chandler,
1942; Soulsby, 1965; Gleason & Healy, 1967; Garcia & Bruckner, 1997,
Fuentes et al., 2003).

Apesar de estudos realizados em diversos ambitos da biologia de
cestodeos (Espinoza et al.,, 2005, Brehm K., 2010; Koziol et al., 2010, 2011;
Parkinson et al., 2012), pouco € conhecido sobre a biologia molecular do
processo de desenvolvimento da fase larval para a adulta. Em estudos
anteriores de nosso grupo de pesquisa, bibliotecas de cDNA subtraidas (uma
enriguecida com sequéncias expressas por tetratirideos e outra enriquecida
com sequéncias expressas por vermes adultos) foram construidas para M.
corti, e, através de macroarranjo de DNA, foi possivel identificar genes
relacionados ao desenvolvimento do parasito que apresentaram expressao
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diferencial entre a fase larval e a fase adulta (verme estrobilizado) (Bizarro et
al., 2005). Em outro estudo, por meio de analises protedmicas de tetratirideos
submetidos ou néo a inducdo da estrobilizacdo por tratamento com tripsina,
também foi possivel identificar varias proteinas diferencialmente expressas
(Laschuk et al., 2011).

1.2 Marcadores de desenvolvimento em cestdodeos

Helmintos parasitas, assim como outros organismos multicelulares
apresentam seus mecanismos de desenvolvimento evolutivamente
conservados, desde invertebrados até vertebrados. Alguns destes mecanismos
ja estdo bem caracterizados em filos mais basais, como em cnidarios e
esponjas. Nestes, ja estdo descritas as ferramentas basicas que controlam o
seu desenvolvimento, que incluem hormonios peptidicos como, insulina, fatores
de crescimento (IGF), o fator de crescimento epidérmico (EGF) e moléculas
relacionadas (Brehm et al., 2010).

O estudo da biologia cestédeos e outros parasitos que apresentam
ciclos vitais complexos é dificultado tanto por caracteristicas intrinsecas destes
organismos, como pelos potenciais riscos de contaminacdo para seres
humanos. Contudo, muitos estudos tém sido realizados na tentativa de
identificar marcadores moleculares do desenvolvimento de cestdédeos. Entre
estes esta o estudo de Konrad et al., (2003), no qual foi descrito, pela primeira
vez em helmintos parasitas, a caracterizacdo de uma tirosino-quinase
receptora da familia do receptor de insulina, o EmIR de Echinococcus
multilocularis, o qual é expresso na fase larval do parasito durante a infecgéo
do hospedeiro intermediario. Spiliotis et al., (2005, 2006) caracterizaram 0s
genes emmpkl, emrad, emraf, também de E. multilocularis, envolvidos em
cascatas de sinalizacdo celular, possivelmente controlando o crescimento e
desenvolvimento deste parasito. Em M. corti, Lalane et al., (2004) isolaram o
gene MvLim, o qual codifica um fator de transcricdo do tipo LIM-homeobox,
cujos ortologos de Drosophila melanogaster, Caenorhabdits elegans e
vertebrados contribuem para a determinacdo do destino celular de subtipos
neuronais. Zavala-Gongora et al., (2006, 2008), identificaram os genes emtrl e
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emSmad também de E. multilocularis, codificadores de fatores de crescimento,
ambos envolvidos em rotas de sinalizagdo celular durante o processo de
infeccdo do hospedeiro intermediario.

Brehm et al., (2006) salientaram a importancia de estudos sobre o
desenvolvimento de cestdodeos para a obtencdo de informagdes mais
relevantes sobre 0s processos bioldgicos destes organismos, que vao além do
carater descritivo. Compreender as bases moleculares, os mecanismos e as
modificacbes que ocorrem durante o desenvolvimento e a co-evolucao dos
parasitos cestddeos sdo essenciais, tanto para o conhecimento na area de
parasitologia como também altamente relevantes para o desenvolvimento de
medicamentos antiparasitarios e vacinas. Contudo, a caracterizacdo dos
processos moleculares que levam ao desenvolvimento de cestddeos até a fase
adulta, principalmente durante o processo de estrobilizagédo, ainda é escassa e
a caracterizacao de genes e proteinas correspondentes a esta fase permitira a
identificacdo de marcadores moleculares especificos no desenvolvimento

destes parasitos.

1.3 Genes e proteinas de M. corti como potenciais marcadores

moleculares do desenvolvimento de cestddeos

O estudo de Bizarro et al., (2005), no qual foi possivel identificacdo de
sequéncias correspondentes a genes diferencialmente expressos em
tetratirideos e vermes estrobilizados de M. corti, forneceu as primeiras
informacgdes mais abrangentes sobre diferencas moleculares de tetratirideos e
vermes estrobilizados. Neste trabalho varios fatores de transcricdo e
reguladores da estrutura da cromatina, foram descritos pela primeira vez para
uma especie de platelminto. Os fragmentos de cDNA sequenciados e
analisados codificam proteinas relacionadas a componentes de maquinarias
moleculares muito antigas, como o complexo SWI/SNF, com ortélogos
presentes em leveduras, seres humanos e Drosophila. Os transcritomas
analisados também apresentam sequéncias que codificam proteinas
intimamente relacionadas com processos de desenvolvimento tanto de

invertebrados como de vertebrados, envolvidas principalmente em processos
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de remodelacdo da cromatina para atividades especificas de protomores
homedticos e também com mecanismos morfogenéticos. Em outros estudos,
Koziol et al.,, (2009) identificaram dois genes HOX de M. corti, sete em E.
multilocularis, e nove em Schistossoma mansoni e sugerem que ha uma
conservacao evolutiva destes genes no taxon monofilético dos neodermatas.
Koziol et al., (2011), também identificaram genes codificadores de diferentes
isoformas de tropomiosina (TPM) em M. corti e descreveram uma das
isoformas como marcador do desenvolvimento muscular durante a
diferenciacdo final dos primordios genitais de M. corti. Os autores também
especularam a idéia de que os genes TPM e as isoformas encontradas em M.
corti, estariam conservados em outras espécies de neodermatas.

As relacdes filogenéticas do filo Platyhelminthes ainda ndo sdo muito
claras. Como exemplo, pode-se citar a segmentagéo corporal de platelmintos,
na qual a ideia classica de que esta seria uma segmentacdo metamérica ou
secundaria esta sendo contestada. Tem sido proposto que esta segmentacéo
seria uma segmentacdo primaria ou verdadeira, a qual compartilharia uma
origem monofilética com a de animais celomados, como artrépodes, anelideos
e cordados (Peel & Akam, 2003; Minelli & Fusco, 2004; Olson & Tkach, 2005).
Neste contexto, a caracterizagdo de genes e proteinas envolvidos na
estrobilizacdo de platelmintos da classe Cestoda € fundamental para viabilizar
estudos comparados mais amplos, a partir dos quais poderdo se estudar
melhor as relagbes suprafiléticas existentes entre platelmintos e outros grupos

de metazoarios.

1.4 Uma cromodominio-helicase e uma SET/TAF-I B como potenciais

proteinas marcadoras de desenvolvimento de M. corti

1.4.1 Cromodominio-helicases

Cromodominio-helicases (CHDs, de chromodomain-helicase-DNA-
binding-protein) fazem parte de uma familia diversa de proteinas, apresentam
em média massas moleculares acima de 200 kDa e compartilham uma certa
homologia estrutural (Hall & Georgel, 2007). A estrutura basica das CHDs é
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constituida por dois cromodominios truncados na regido N-terminal, um
dominio de ATPase/helicase central e um dominio de ligagdo ao DNA na regido
C-terminal (Figura 2).

CHDs estéo envolvidas principalmente em processos de remodelagem
de cromatina e podem estar associadas a grandes complexos enzimaticos,
como o complexo SWI/SNF ou o complexo NURD, sendo descritas como
ativadoras ou repressoras transcricionais (Shimono et al., 2003; Li et al., 2007;
Smeenk et al., 2010).
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Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura ba sica das proteinas CHDs. A
sequéncia esta representada de N-terminal para C-terminal, incluindo a distribuicdo dos seus
dominios funcionais basicos: dois cromodominios (triangulos) truncados na regido N-terminal,
um dominio ATPase/helicase central (retdngulo), e um dominio de ligacdo ao DNA na regido C-
terminal (elipse).

O primeiro membro da familia CHD foi descoberto e caracterizado em
camundongos como um regulador de promotores de genes de imunoglobulinas
(Delmas et al., 1993). Atualmente a familia das CHDs compreende 9 membros
em mamiferos, 4 membros em D. melanogaster e 1 Unico membro em
Saccharomyces cerevisiae (Hall & Georgel, 2007; Kunert & Brehm, 2009).

Com base na estrutura basica das proteinas CHDs e em diferencas
estruturais, além dos 3 dominios principais, as CHDs foram divididas em trés
subfamilias: a subfamilia | (CHD 1 e CHD 2), a subfamilia Il (CHD 3, CHD 4), e
a subfamilia 11l (CHD 5, CHD 6, CHD 7, CHD 8, CHD 9, Kismet-L, T04D-14, e
KIAA1416)(Hall & Georgel, 2007). Cada subfamilia apresenta caracteristicas
estruturais especificas, o que torna possivel estudar suas intera¢cdes com o

DNA e tentar identificar suas funcdes, bem como o seu envolvimento na
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regulacédo transcricional (Kodhler et al., 2010; Lin et al., 2011, Sims & Wade,
2011).

1.4.2 SET/TAF-IB

A proteina SET/TAF-IB € uma chaperona de histonas, uma molécula
multifuncional envolvida em processos de remodelagem da cromatina (Kato et
al., 2007, Gamble et al.,, 2007) e controle de ciclo celular (Kim et al., 2010,
2012; Adler et al., 1997). Esta chaperona de histonas € codificada pelo gene
SET, o qual também é conhecido como fator de ativagéo I (TAF-IB) (Karetsou
et al., 2005, Seo et al., 2001). O gene SET foi descrito inicialmente como um
gene translocado em um caso de leucemia aguda indiferenciada humana (von
Lindern et al., 1992), e, posteriormente, foi demonstrado o envolvimento da
proteina SET/TAF-IB em alteracdes da estrutura de cromatina (Kawase et al.,
1996).

A SET/TAF-IB pertence a familia de proteinas envolvida na montagem
dos nucleossomos (NAPs, de nuclear assembly protein) (Shikama et al., 2000).
Sua estrutura béasica (Figura 3) consiste de um dominio NAP, o qual é
conservado na familia de proteinas NAP, uma extremidade N-terminal curta (24
residuos) e uma longa cauda &cida C-terminal (Xu et al., 2010). Estudos
anteriores, em adenovirus, indicam o envolvimento deste dominio acido C-
terminal com as func¢des de alteracdo da cromatina (Kawase et al., 1996) e de
replicacdo do DNA (Nagata et al., 1995) e, em humanos, de ligagcéo a histonas
(Muto et al., 2007). Além destas funcdes, a SET/TAF-IB apresenta-se envolvida
na inducdo de apoptose em estudos com células HeLa (Fan et al., 2003) e na
inibicdo da atividade da oncoproteina p53 em D. melanogaster (Kim et al.,
2012).
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Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura b4  sica de uma proteina SET/TAF-I B.
Esta representado a sequéncia N-terminal para C-terminal, incluindo a distribuicdo dos seus
dominios funcionais basicos: dominio NAP (elipse) na regido N-terminal, e um dominio acido
na regido C-terminal (hexagono).

As proteinas CHD e SET/TAF-IB abordadas neste estudo foram
identificadas a partir de suas sequéncias codificadoras parciais, inicialmente
evidenciadas por Bizarro et al., (2005) como diferencialmente expressas em
tetratirideos e vermes estrobilizados. A sequéncia relacionada a CHD faz parte
da biblioteca de cDNA de tetratirideos (dp2reverse, Bizarro et al., 2005),
enquanto que a sequéncia relacionada a SET/TAF-IB faz parte da biblioteca de
cDNA de vermes estrobilizados (dp2forward, Bizzarro et al., 2005). As
sequéncias parciais de cDNA e as sequéncias parciais de aminoacidos delas
derivadas estdo disponiveis no banco de dados do NCBI,
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/nucest/) e seus numeros de acesso Sséao
CX864995.1(McCHD) e CX863520.1(McSET/TAF). A McCHD e a McSET/TAF
possuem ortélogas identificadas em espécies-modelo eucaridticas, como D.
melanogaster e S. cerevisiae (Bizarro et al., 2005), e, em cestdédeos do género
Echinococcus (E. granulosus e E. multilocularis, analises sendo realizadas).
Devido ao envolvimento de proteinas CHD e SET/TAF em processos de
desenvolvimento e diferenciacdo celular em diferentes organismos (Jacobs-
McDaniels & Albertson, 2011; Karetsou et al., 2009; Kim et al., 2012; Polo et
al., 2010; Tsukiyama 2002; Urquhart et al., 2011), estas proteinas foram
escolhidas como alvos para investigacdo dos seus potenciais envolvimentos

com o processo de desenvolvimento de M. corti.
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2 Justificativas e objetivos

Mesocestoides corti corresponde a um modelo experimental para o
estudo da classe Cestoda, devido a disponibilidade de protocolos estabelecidos
para seu cultivo e manutencgédo in vivo e in vitro, bem como para a inducdo de
sua estrobilizacdo (Markoski et al., 2003). Esta espécie ndo apresenta algumas
das principais limitacbes encontradas para a manipulacdo experimental de
outras espécies de ténias, como disponibilidade restrita de material biolégico,
falta de sistemas de cultivo in vitro bem estabelecidos e maiores exigéncias de
seguranca para a manipulacdo de organismos potencialmente infecciosos para
seres humanos.

Varios estudos tém sido realizados para caracterizar genes e proteinas
envolvidos em processos de sinalizagao celular e interacao parasito-hospedeiro
de helmintos (Spiliotis et al., 2006, Brehm, 2010, Monteiro et al., 2010,
Lorenzatto et al., 2012). Entretanto, pouco ainda é conhecido sobre a biologia
molecular do processo de estrobilizacdo, o qual confere aos cestodeos a
diferenciacao da fase larval na de adulto.

As proteinas CHD e SET/TAF-IB apresentam-se como potenciais
participantes de rotas de desenvolvimento de M. corti e, portanto, seus estudos
neste modelo experimental podem servir para melhor elucidar os mecanismos
moleculares determinantes do processo de estrobilizacdo, contribuindo desta
forma para o melhor entendimento de rotas do desenvolvimento de cestdédeos
(Koziol et al., 2009). Devido a conservagdo evolutiva, os resultados destes
estudos deverao ser validos ndo s6 para M. corti, como também para as ténias
em geral.

A caracterizacdo de genes e proteinas envolvidas na estrobilizacédo de
platelmintos da classe cestoda podera também definir marcadores moleculares
de processos e estagios de desenvolvimento de M. corti e outros cestodeos e
auxiliar na determinacdo de possiveis novos alvos quimioterdpicos para o
tratamento de cestodiases.

Sendo assim, os objetivos deste estudo estdo descritos a seguir:
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2.1 Objetivo geral:

O objetivo geral deste estudo é estudar os genes e as proteinas CHD e
SET/TAF-IB, diferencialmente expressas durante o desenvolvimento de M.
corti, visando a sua associacdo como possiveis marcadores moleculares de

processos e estagios de desenvolvimento de cestddeos.

2.2 Objetivos especificos:

(i) Clonar e expressar em Escherichia coli as sequéncias codificadoras
parciais das proteinas cromodominio-helicase (CHD) e SET/TAF-IB de

M. corti para a producao das proteinas recombinantes correspondentes;

(ii) Produzir antissoros especificos contra as proteinas recombinantes
(recMcCHD e recMcSET/TAF), para utilizagdo como ferramenta de

analise do padrao de expressado das proteinas nativas correspondentes;

(iii) Caracterizar o padrdo de expressdo espaco-temporal das proteinas
McCHD e McSET/TAF durante processo de estrobilizacdo de M. corti;

(iv) Determinar genes de referéncia de expresséao constitutiva em M. corti e
quantificar os niveis de transcricdo dos genes McCHD e McSET/TAF ao
longo do desenvolvimento de M. corti.
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3 Materiais e métodos
3.1 Manutengédo in vivo e cultivo in vitro de M. corti

3.1.1 Manutencéo de estoques de tetratirideos  in vivo

A manutencdo de estoques in vivo foi realizada a partir da injecao
intraperitoneal de 200 uL de tetratirideos (aproximadamente 600 larvas) em
camundongos (Mus musculus, linhagem BALB/c). Foram utilizadas,
preferencialmente, fémeas com mais de trés meses de idade, as quais foram
adquiridas e mantidas no biotério do Laboratério Central da Secretaria de
Saude e do Meio Ambiente do Estado do Rio Grande do Sul (LACEN-RS).

Apos trés meses de infeccdo, os camundongos foram eutanasiados em
camara de CO; e lavados em etanol 70% durante 5 min. A cavidade abdominal
de cada animal foi aberta em capela de fluxo laminar vertical, com material
cirrgico esterilizado. Os tetratirideos foram aspirados com auxilio de uma
pipeta Pasteur e colocados em um tubo coénico (Falcon) com meio-zero
(descricao abaixo) contendo antibiotico. Apés a obtencdo das larvas, estas
foram cultivadas e utilizadas na inducao de estrobilizacdo e para a preparacao
de extratos proteicos conforme descritos nos itens abaixo.

Todos o0s procedimentos com camundongos foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRGS e realizados de
acordo com as normas estabelecidas (projeto: Estudo de Aspectos Moleculares

da Biologia de platelmintos parasitas da classe Cestoda, n° 21625).

3.1.2 Cultivo in vitro de tetratirideos

Os tetratirideos foram cultivados seguindo o protocolo descrito por
Markoski et al. (2003). Neste protocolo, utiliza-se meio RPMI 1640 (Gibco-
BRL) suplementado com HEPES, NaHCOs;, glutamina, glicose e extrato de
levedura, necessarios para o desenvolvimento in vitro dos tetratirideos (Barret
et al., 1982), chamado meio McRPMI. A este meio (chamado de meio-zero), foi
adicionado soro fetal bovino (SFB, Cultilab) na concentracdo de 20%. Aos

meios foram também adicionados 80 mg/ml (concentragéo final) de garamicina

23



(Schering-Plough). O cultivo foi realizado em frascos de cultivo horizontal
(Corning) pequenos (75 cm?) contendo 10 ml de meio. A incubacgédo foi
realizada a 37C numa atmosfera de 5% de CO, em incubadora (Sanyo,
modelo COM 175). Os tetratirideos recém-extraidos foram cultivados por 24 h
em meio-zero, e apds, o meio foi substituido por McRPMI suplementado com
20% de SFB. As trocas de meio foram realizadas a cada dois dias de cultivo

até atingir o estagio estrobilizado.

3.1.3 Inducéo da estrobilizacdo de tetratirideos

A inducdo da estrobilizacdo de tetratirideos in vitro foi realizada
conforme descrito por Markoski et al, (2003). Os tetratirideos
(aproximadamente 50 larvas por poco (placas de 6 poc¢os)/3 ml de meio de
cultivo por poco) eram pré-incubados em meio de cultivo com tripsina (10°
BAEE/mI) por 24 h e elevacdo da temperatura de cultivo de 37°C para 39°C.
ApoOs as 24 h de pré-incubacao, foi realizada a troca de meio e manutencéo da
temperatura elevada. Ap6s 6-7 dias de cultivo (tempo necesséario para que
ocorresse a estrobilizagdo) os vermes completamente estrobilizados foram
selecionados em estereomicroscopio. A eficiéncia de estrobilizacdo foi de

aproximadamente 60%.

3.1.4 Preparacgéao de extratos proteicos de M. corti

Foram preparados extratos protéicos de quatro estagios de
desenvolvimento de M. corti: tetratirideos (TT), tetratirideos apdés 24 h de
inducdo ao processo de estrobilizacdo (24h-Ind), vermes com 72 h apds o
tratamento de inducdo (72h-Pl) e vermes estrobilizados (VE). Todas as
amostras foram lavadas 10 vezes em tampao Tris-HCI 40 mM pH 7,2 antes de
serem homogeneizadas em um homogeneizador de vidro, em um banho de
gelo. Apéds, os homogeneizados foram centrifugados a 15.000 x g por 30 min a
4<C, para a separacao das fracoes soluvel e insolav el. O conteudo proteico da
fase soluvel foi quantificado por fluorimetria utilizando o sistema Qubit (Quant-
iT Protein Assay Kit, Invitrogen) e analisado em SDS-PAGE 12%. Apés a
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quantificacdo, as amostras (fase soluvel) foram congeladas e armazenadas a -
20°C.

3.2 Analise eletroforética de DNA e RNA em géis de  agarose

Para a visualizacdo de DNA e RNA utilizou-se a eletroforese em gel de
agarose 1% e 1,5% com tampéao TBE 1X (89 mM Tris-HCI; 2,5 mM EDTA e
89mM Acido Borico- pH 8,3) corado com GelRed. As amostras eram resolvidas
em um sistema de cuba horizontal de eletroforese (BioRad). A eletroforese era
realizada em tampé&o TBE 1X (89 mM Tris-HCI; 2,5 mM EDTA e 89 mM &cido
borico pH 8,3) e com uma voltagem constante de 90 V. As bandas foram
visualizadas sob luz ultravioleta (UV) e fotodocumentadas em aparelho Gel Doc
XR (Bio-Rad). O marcador de tamanho molecular utilizado foi o plasmideo
pUC18 clivado com a endonuclease de restricdo Hinfl (Promega), segundo as

instrucdes do fabricante.

3.3 Analise eletroforética de proteinas em géis de  poliacrilamida-SDS

As analises eletroferéticas para resolugdo de extratos proteicos,
solubilizacdo e purificacdo de proteinas utilizou-se o sistema de SDS-PAGE
(Laemmli, 1970) nas concentracdes de 12% e de 15%. As amostras eram
resolvidas em um sistema de cubas verticais de eletroforese (BioRad). A
eletroforese era realizada em tampéo Tris-glicina/SDS (250 mM Tris-ClI; 1,92
mM glicina; 1% SDS; pH 8,3) e com uma voltagem constante de 100V. As
amostras a serem analisadas eram adicionadas 0,2 volumes de tampao de
amostra 5X com (B-mercaptoetanol (625 mM Tris-Cl; 0,2% azul de bromofenol;
2,3% SDS; 10% glicerol; 5% [(-mercaptoetanol), para eletroforese em
condicOes redutoras.

As estimativas de massa molecular das proteinas eram feitas por
comparacdo com o marcador comercial Broad Range Protein Molecular
Markers (Promega) aplicado nos geéis. Para visualizacdo das proteinas apés a

eletroforese, os géis eram corados com coomassie blue (1% coomasie brilliant
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blue R-250; 10% acido acético; 50% metanol) por 20 min a 65°C. O excesso de

corante era removido com acido acético 10% em agua a 65°C.

3.4 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total dos quatros estagios de desenvolvimento de M. corti (TT,
24h-Pl, 72h-Pl e VE) foi extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen),
conforme instrucbes do fabricante. Os RNAs obtidos foram tratados com
DNAse | livre de RNAse (Fermentas), segundo as instru¢cdes do fabricante, e,
depois, utilizados para a sintese da primeira fita de cDNA utilizando-se a
enzima M-MulV Reverse Transcriptase (Fermentas) e o iniciador Oligo(dT);s

primer (Fermentas), conforme as instru¢cdes do fabricante.

3.5 Amplificagdo de sequéncias de cDNA e clonagem e m vetor de

expressao

A amplificacdo das sequéncias codificadoras parciais das proteinas
McCHD e McSET/TAF foi realizada por RT-PCR, a partir de cDNA de M. corti
sintetizado conforme descrito na Secao 3.4. Os cDNAs foram amplificados por
PCR utilizando-se iniciadores especificos para a sequéncia da McCHD e da
SET/TAF, cada um deles contendo também 25 nt de homélogos ao vetor de
expressdo (Tabela 1, iniciadores primarios — recCHD e recSET/TAF). O
produto resultante desta primeira amplificacdo foi utilizado como molde para
uma segunda reacédo de PCR para a insercdo de 25 nucleotideos adicionais de
homologia com o vetor (Tabela 1, recll). As PCR foram realizadas utilizando-se
o High Fidelity PCR Enzyme Mix (Fermentas), seguindo as instrucbes do
fabricante. A Tabela 1 apresenta os iniciadores utilizados para clonagem por
recombinacgao in vivo.

As clonagens dos produtos de amplificacdo em vetor plasmidial de
expressao foram feitas por recombinacao in vivo, segundo o protocolo descrito
por Parrish et al., (2004). O vetor utilizado para clonagem foi o pGEX-TEV,
derivado do vetor pGEX-4T-1 (Invitrogen) no qual foi inserida a sequéncia
codificadora do sitio de clivagem para a protease TEV (Vargas et al., 2009). O
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DNA do vetor, replicado em células de E. coli XL1-blue (Invitrogen), foi extraido
utiizando o Plasmidial Maxi Kit (Quiagen), seguindo as instrugbes do
fabricante, e a sua quantificacdo foi realizada utilizando o sistema Qubit
(Quant-iT dsDNA Assay Kit, Invitrogen). O vetor pGEX-TEV (aproximadamente
2 Mg) foi linearizado por clivagem com a endonuclease de restricdo Xhol
(Promega) e defosforilado com a enzima fosfatase alcalina do camarao (SAP,
GE Healthcare), seguindo as instrucdes do fabricante. O pGEX-TEV clivado foi
separado eletroforeticamente e purificado a partir de gel de agarose utilizando
o kit de purificagcdo de DNA GFX (GE Healthcare). Para a clonagem no pGEX-
TEV foram utilizadas células de E. coli KC8. As células bacterianas foram
transformadas com 50 ng de vetor linearizado e 50 ng dos produtos de PCR a
serem clonados, em 25 pl de tampéao KCM 2X (200 mM KCI, 60 mM CacCl,, 100
mM MgCl,). Apos choque térmico, as células transformadas foram incubadas
em 1 ml de meio Luria Bertani (LB) a 37C por 1 h e semeadas em meio
seletivo com antibidticos. A identificacdo de clones recombinantes foi realizada
por PCR de colonia utilizando iniciadores especificos do vetor pGEX-TEV
(Tabela 1- pGEX-Alt). A extracdo de DNA plasmidial das colbnias
recombinantes foi realizada por lise alcalina (Sambrook & Russel 2001). Os
plasmideos recombinantes utilizados para posterior expressdo foram
sequenciados utilizando o Kit Dyenamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing
(Amersham Biosciences), em sequenciador automatico MEGABACE 1000,
conforme manual do fabricante. O clone correspondente a McSET/TAF ja se
encontrava disponivel no laboratério sendo que as etapas de obtencédo do
fragmento e clonagem deste foram realizadas da mesma forma descrita acima.
Ambas as sequéncias codificadoras parciais da McCHD e McSET/TAF foram
analisadas com a ferramenta Search for Conserved Domain, disponivel on line

em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cqi, para deteccdo de

dominios funcionais das proteinas McCHD e McSET/TAF.

Tabela 1: Iniciadores utilizados para amplificacdo das sequéncias de M. corti e clonagem.

Oligos Sequéncias * Tm(°C)
recCHD D: 5-TATTTTCAGGGAGAATTCCCGGGTACAGAACTCCAACTGGAAGTG -3 52
R: 5- GCGAGGCAGATCGTCAGTCAGTCAAACAGATTGGCACTGAACG -3
recSET/TAF D: 5- TATTTTCAGGGAGAATTCCCGGGTATCTTGGAGAGCGTGGACT -3; 52
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R: 5 GCGAGGCAGATCGTCAGTCAGTCAGCCAGACGTAATAT CTTCG-3

recll D: 5-GACTGACTGACGATCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAA-3 60
R: 5-GTTCCGCGTGGATCTGAAAACCTGTATTTTCAGGGAGAATTCCCGG GT-3'
pGEX-Alt D: 5-CCT GGA TGC GTT CCC AAA A-3 54

R: 5-CGA CAC CCG CCA ACA CC-3'

*(D): iniciador direto; (R): iniciador reverso. As sequéncias nucleotidicas especificas as
sequéncias-alvo estdo demonstradas em negrito enquanto as sequéncias nucleotidicas
idénticas ao vetor estdo demonstradas em letras mailsculas sem negrito.

3.6 Expressao e solubilizacdo das proteinas recombi  nantes recMcCHD
e recMcSET/TAF

Os plasmideos recombinantes foram transformados em células de E. coli
BL21 Codon Plus RIL (Stratagene). As células transformadas foram
multiplicadas em meio Circlegrow (MP Biomedicals) e a expressdo das
proteinas recombinantes recMcCHD e recMcSET/TAF, em fusdo com a
glutationa-S-transferase (GST) foi induzida com IPTG (Invitrogen) na
concentracéo final de 0,1 mM, a 37C por 3h e por 16-18 h. Apés a inducéo, as
células bacterianas foram rompidas por sonicagéo (sonicador VC601 Sonic and
Materials Inc.) em banho de gelo (6 pulsos de 30 s, com amplitude 60) e os
lisados foram centrifugados a 13.000 g por 30 min, a 4°C, para separacao das
fracbes soluvel (sobrenadante) e insoluvel (precipitado). A solubilidade das
proteinas recombinantes foi avaliada utilizando-se 0,5% e 1% de sarcosil (N-
laurilsarcosina, Serva) segundo Frangioni et al. (1993). Os extratos celulares,
depois de tratados com sarcosil, foram novamente submetidos a centrifugacéo
para separacdo das fracdes sollveis e insoluveis. As analises da expressao e
da solubilidade das proteinas recombinantes nos extratos proteicos e nas
fracbes soluveis e insoluveis foi feita por SDS-PAGE 12% e as proteinas

visualizadas por coloragdo com coomassie blue.

3.7 Purificacdo das proteinas recombinantes recMcCH D e recMcSET/TAF

As fracdes solluveis das proteinas recombinantes fusionadas com a GST
foram purificadas por cromatografia de afinidade, utlizando-se a resina
Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare), conforme descrito por Smith &

Johnson (1988). Para a recuperagdo das proteinas recombinantes livres de
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GST, as proteinas de fuséo foram clivadas com a protease TEV, na propor¢ao
de 0,01 mg da protease para 0,1 mg da proteina de fusdo, em tampéo
contendo Tris-Cl 50 mM pH 8,0, EDTA 0,5 mM e DTT 1 mM, a 34<C por 16 h.
ApoOs a clivagem, as proteinas foram dialisadas contra PBS 1X em uma
membrana de ultrafiltracdo com poro de 3.000 Da (Amicon Ultra, Millipore), a
3.000 x g, e incubadas novamente com a resina de glutationa-Sepharose. As
proteinas foram quantificadas utilizando o sistema Qubit (Quant-iT Protein
Assay Kit, Invitrogen) e armazenadas em PBS 1X, a - 20C. A eficiéncia da
clivagem e a recuperacdo das proteinas recombinantes foram avaliadas por
SDS-PAGE 15% e as proteinas visualizadas por coloragdo com coomassie

blue.

3.8 Producéo de antissoros policlonais monoespecifi cos

Para a obtencdo de soros policlonais especificos contra a McCHD e
contra a McSET/TAF, as proteinas recombinantes correspondentes foram
utilizadas como antigenos para a imunizacdo de coelhos. A recMcCHD e a
recMcSET/TAF, livres da GST, foram emulsificadas em adjuvante completo de
Freund (Sigma) para primeira imunizacdo de um coelho, e em adjuvante
incompleto nas imunizacdes de reforco subsequentes. Aproximadamente 100
Hg de antigeno por dose foram utilizadas para imunizacdo de coelhos por via
subcutanea. Foram realizadas ao todo trés imunizagfes, com intervalos de 15
dias entre elas, colhendo-se amostras de sangue e separando-se 0S soros uma
semana apos a ultima imunizacdo. Os antissoros policlonais obtidos foram
purificados em colunas de proteina G HP HiTrap™ (GE Healthcare) conforme

instrucdes do fabricante.

3.9 Imunoblots

Extratos proteicos dos quatros estagios de desenvolvimento de M. corti
foram obtidos conforme descrito na se¢édo 3.1.4. Aproximadamente 20 pg de
cada um dos extratos proteicos foram resolvidos por SDS-PAGE 12% e
transferidos para membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) por 1 h e 30
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min a 70 V (Towbin et al., 1992). Todas as etapas seguintes foram realizadas
a temperatura ambiente. As membranas foram bloqueadas por 1 h com 5% de
leite desnatado em solucdo de PBS-T (PBS 1X contendo 0,1% Tween-20). As
lavagens das membranas foram feitas com PBS-T (3 lavagens de 5 min cada e
1 lavagem de 15 min). Como anticorpos priméarios foram utilizados os
antissoros especificos contra as proteinas recombinantes nas diluicdes 1:5000
e 1:20 000 para McCHD e MCcSET/TAF respectivamente. Os anticorpos
primarios foram incubados por 1h 30 min. Como anticorpo secundario, foi
utilizado um conjugado marcado com peroxidase anti-lgG de coelho (ECL™,
GE Healthcare) diluido 1:9.000 em solucéo bloqueadora 5%, por 1 h. Os blots
foram revelados com o kit de deteccdo ECL Plus Western Blotting Detection
Reagents (GE Healthcare) e a quimioluminescéncia foi detectada usando o

sistema de imagem VersaDoc (Bio-Rad).

3.10 Imunofluorescéncia

Foram utilizados os quatro estagios de desenvolvimento de M. corti: TT,
24h-Pl, 72h-Pl e VE para analise do padrdo de expressdo das proteinas
McCHD e McSET/TAF. Amostras de cada um dos estagios foram coletadas
dos cultivos correspondentes e imediatamente fixadas em paraformaldeido 4%
(p/v) em PBS até o uso. Os parasitos foram lavados 3X em PBS, desidratados
em seérie etandlica e incluidos em parafina conforme Koziol et al., (2010). Os
blocos foram cortados no microtomo (Leica) e sec¢des de 8 um foram obtidas e
montadas. Apds a remocao da parafina e reidratacdo, as secOes foram
blogueadas por 1 h a 37C com a solucdo bloqueadora: BSA 1% diluido em
PBS-T (PBS 1X contendo 0,05% Tween-20) e entdo incubadas a 4C por 16 h
com os anticorpos primarios diluidos em solucdo bloqueadora. Os antissoros
produzidos conforme na secéo 3.7 foram utilizados como anticorpos primarios.
As sec0Oes foram lavadas 6X de 20 min cada em PBS 1X e ent&o incubadas em
camara umida por 1 h a 37C com um anticorpo anti-l gG de coelho, conjugado
com Alexa Fluor 488 (verde) diluido 1:500 em solucdo bloqueadora. Depois de
repetidas lavagens em PBS, as sec¢fes foram incubadas com o fluoroforo DAPI

(4',6-diamidino-2-phenylindole (Molecular Probes, Invitrogen) por 20 min a
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37T, lavadas 3X de 15 min cada e entdo montadas em solugdo de montagem
Fluoromount (Sigma). As secdes foram observadas em microscopio confocal
(Olympus FluoView™ 1000), disponivel no Centro de Microscopia Eletronica da
UFRGS (CME-UFRGS). As imagens foram capturadas digitalmente com o
software FluoView- F1000.

3.11 PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR)

3.11.1 Genes de referéncia

Baseado nos estudos de Bizarro et al., (2005) e Koziol et al ., (2010), 9
genes foram selecionados para analise de normalizadores dos niveis de
transcricdo para espécie M. corti. Os iniciadores utilizados na amplificacdo dos
genes selecionados (Tabela 2) encontravam-se disponiveis em nosso
laboratorio, sendo que um deles foi gentilmente cedido pela Dra. Estela Castillo
(Universidad de la Republica, Montevidéu. Uruguai). Para os genes alvos
McCHD e McSET/TAF os iniciadores foram projetados com o software Vector

NTI Advance v.10. A Tabela 3 apresenta as caracteristicas destes iniciadores.

Tabela 2: Genes selecionados e caracteristicas dos oligonucleotideos iniciadores.

GENE* SEQUENCIA Tm (°c) | PRODUTO
(pb)

ARME-8 FW 5'- AGGATATTGCTCCCGGTGTA -3’ 59,31 148
REV 5'- ACAGCTCCTCCTGACTTTCG-3’ 58,95

LBA FW 5'- CCGAACCGGTTGTTCTACTC -3’ 59,59 140
REV 5’- AGACTGCCCAGGTCGTAGTC -3’ 59,33

CRME-8 FW 5’- ACAGCCAGTGGTGTTGAAGA -3’ 59,41 147
REV 5’- CCGCATGTCTGTTAGCAAGT -3’ 59,60

SR6 FW 5'- ACCTGTCGTCTCGCGTTAGT -3’ 59,94 145
REV 5’- TCAATGGCAGCTTTCATGTC -3’ 59,81

SBF1 FW 5’- TCTCACCAGTTTTCCTGCAA-3’ 59,41 148
REV 5’- TCCGAGTCGTGTTTGAAGTC -3’ 58,85

OSA FW 5’- AAAGTGTGTGTGTGCGATTG -3’ 58,17 148
REV 5’-AGCTGAGGACTTCGCACTTC-3’ 59,75

CHOREIN FW 5’- CGGGCATTCAAATCCAGTAT -3’ 59,78 130
REV 5'- GACTGTGGAAAAGGTGCAAAC -3’ 59,63

PDCD4 FW 5'- GTTCTATCGGAGCTGCCTTG -3’ 59,98 147
REV 5’- TTGCTCATGTCCTTCTGGAG -3’ 58,96

PABP FW 5'- GGGATGCTTATTGGAATGGA -3’ 59,72 131
REV 5’- ACGGAACCATTTGGAGGAT -3’ 59,20

TROPO FW 5’- CTGAAGCTGAAGTTGCAGCCATGA -3’ | 60,00 247
VER 5'-TCGTACTTACGTTCAGCATCCTCC -3' | 60,00

* ARME-8 e CRME-8: Receptor-mediated endocytosis-8 gene;
LBA: lipopolysacharide (LPS)-responsive and beige-like
Anchor gene; SR6: Splicing factor, arginine/serine-rich 6;
SBF1: Suvar3-complex gene; OSA: Eyelid/OSA brahma
complex gene; CHOREIN: Chorea-acanthocytosis gene;
PDCD4: Programmed cell death 4 gene; PAPB: Poly (A)-
binding protein gene; TROPO: Tropomyosim.
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Tabela 3: Sequéncias dos oligonucleotideos para os genes alvos de estudo,
tamanho dos produtos de amplicacdo e Tm utilizados nas RT-qPCRs.

Oligos Sequéncias Tm (°C) Produto
(pb)
McCHD D: 5'-CGTTTGTGCCGAGGGAAGGAGT3’ 60 146
R:5’- TTGAAGAGACCACGCATGAGCTTG-3
McSET/TAF D:5’ - GGAGAGCGTGGACTCTGTCCAA3’ 60 136
R:5’ -GCCAACAGTTCGGCACGAT-3’

3.11.2 RT-qPCRs

Os cDNAs dos estagios TT, 24h-Pl, 72h-Pl e VE foram obtidos conforme
descrito na Secdo 3.4. As reacdes de RT-qPCR foram realizadas sob as
seguintes condic¢des: os cDNAS foram diluidos 1:100 e para cada reacéo foram
utilizados 10 ul de cada uma das amostras diluidas. Foram adicionados 0,4 ul
de iniciadores senso e anti-senso (0,5 pM); 0,8 pl de dNTPs (5 mM); 2 ul de
tampdao de reacao 10X; 1,2 pl de MgCl, (50 mM), 4 ul de SYBR Green (1X);
0,05 ul de Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen, 0,24U) e 1,55 ul de agua
milli-Q autoclavada, resultando no volume final de 20 yl de reagdo. As RT-
gPCRs foram realizadas no equipamento 7500 Real Time System (Applied
Biosystems), tendo uma etapa inicial de 95C por 5 min, seguida de 40 ciclos
de 95T por 15 s, 60T por 10 s e 72T por 15 s. To das as reacdes de RT-
gPCR foram realizadas em triplicatas biol6gicas e quadruplicatas técnicas.

3.11.3 Andlise dos dados

Os parametros de analises dos dados do gPCR foram determinados
utilizando o programa 7500 Real Time PCR SDS v. 2.1. Para a determinacao
de genes de referéncia foi utilizado o software geNorm (Vandesomplee et al.,
2002), o qual é uma aplicagdo Bésica Visual (VBA) para Microsoft Excel que
calcula automaticamente uma medida (M) da estabilidade de expressao para
cada gene controle em um dado grupo de amostras. Para esta analise, os
valores Ct (Cicle treshold) foram convertidos em quantidades relativas
utilizando a amostra com o menor valor Ct de cada gene como calibrador e

levando em consideracdo a eficiéncia média de amplificacdo de cada par de
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oligonucleotideos iniciadores na respectiva amostra, a partir da formula Eff*“
(Hellemans et al., 2007), onde Eff= eficiéncia média de amplificacdo e ACt =
diferenca entre o Ct da amostra e o menor Ct. As eficiéncias de amplificacéo
foram calculadas manualmente utilizando o Microsoft Excel. A normalizacao
dos resultados de expresséao foi feita em relagdo aos niveis de expressdo dos
genes alvos no estagio TT. Os calculos de expressao relativa de cada gene
foram feitos pelo método 22*“* (Livak & Schmittgen, 2001). A significancia
estatistica foi obtida com a analise de ANOVA, um fator, com o teste de
Duncan ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o software SPSS 20 (IBM

corp).
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4 Resultados

4.1 ExtracOes de RNA, amplificacdo das sequéncias-a Ivo e clonagem em
vetor de expressao
4.1.1 Extracbes de RNA de M. corti

As extracdes de RNA dos quatro estagios de desenvolvimento de M.
corti apresentaram um rendimento de aproximadamente 1400 ng a cada 50 pl
de vermes. A Figura 4 apresenta resultados representativos de extracdes de
RNA de cada estagio de desenvolvimento: TT, 24h-Ind, 72h-Pl e VE. Ao todo
foram realizadas 16 extracbes de RNA total (4 estdgios em quadruplicatas
biolégicas). Apenas uma banda referente ao RNA riboss6mico 18S é

visualizada na analise eletroforética, indicando a integridade do RNA isolado.

TT  24h-Ind 72h-PI VE

185

Figura 4: Extracdes de RNA de M. corti. Gel de agarose 1% corado com GelRed, extracdes
realizadas com Trizol, obtendo-se rendimento de aproximadamente 1400 ng a cada 50 pl de
vermes.

4.1.2 Amplificacdo das sequéncias recMcCHD e recMcS ET/TAF

As sequéncias codificadoras das proteinas recMcCHD e recMcSET/TAF
foram obtidas por RT-PCR e tiveram suas identidades confirmadas por
sequenciamento automatico de DNA. O segmento clonado referente a
recMcCHD possui 440 pb e codifica 147 aminoacidos préximo da extremidade
N-terminal de uma proteina CHD nativa de outros organismos (Figura 5A). Ja o
segmento clonado correspondente a recMcSET/TAF possui 273 pb e codifica
91 aminoécidos préximo da extremidade N-terminal de uma proteina SET/TAF

nativa de outros organismos (Figura 6A). Utilizando a ferramenta Search for
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Conserved Domain foi possivel a identificacdo de dois cromodominios na
recMcCHD e de um dominio NAP na recMcSET/TAF.

ApoOs a confirmacdo do sequenciamento, as sequéncias codificadoras
das proteinas recMcCHD e recMcSET/TAF foram amplificadas por PCR
utilizando os iniciadores primarios, gerando o produto de 490 pb (Figura 5B) e
323 pb (Figura 6B), respectivamente. Os produtos das reac¢des de PCR iniciais
foram utilizados como molde para uma segunda reacdo de PCR, utilizando-se
os iniciadores secundarios, para adicdo de mais 25 nt de homologia com o
vetor em cada extremidade, gerando o fragmento de 540 pb, para a recMcCHD
(Figura 5C), e de 373 pb, para a recMcSET/TAF (Figura 6C).

v —d 440 pb

A
517pb
517pb 396,')’b
396ph

Figura 5: Representacdo esquematica da sequéncia pa rcial codificadora da proteina
McCHD e analises eletroforéticas de amplicons da se  quéncia codificadora da recMcCHD
com os iniciadores primarios e secundarios. (A) desenho esquematico representando o
segmento parcial correspondente a 440 pb préximo da regido N- terminal da proteina McCHD,
incluindo os dois cromodominios (triangulos). Em (B) amplificagdo da sequéncia codificadora
da recMcCHD com os iniciadores primarios gerou produto de 490 pb (B-1), (B-2) controle
negativo da reacdo. Em (C) amplificacdo com os iniciadores secundarios gerou um produto de
540 pb (C-2-3-4), em C-1 amplificagdo com o iniciador primario (490 pb), em (C-5) controle
negativo da reacdo (sem adicdo de DNA); M- marcador de tamanho dos fragmentos de DNA.
Géis de agarose 1,5% corados com GelRed.
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Figura 6: Representacdo esquematica da sequéncia pa rcial codificadora da proteina
McSET/TAF e analises eletroforéticas de amplicons d a sequéncia codificadora da
recMcSET/TAF com os iniciadores primarios e secunda rios. (A) desenho esquematico
representando o segmento parcial correspondente a 273 pb proximo da regido N- terminal da
proteina McSET/TAF, incluindo o dominio NAP (elipse). Em (B) amplificacdo da sequéncia
codificadora da recMcSET/TAF com os iniciadores primarios gerou produto de 323 pb (B-1 a 6),
em (B-7) controle negativo da reacdo de PCR. Em (C) amplificacdo com os iniciadores
secundarios gerou um produto de 373 pb (C-1 a 4), em C-5 amplificagcdo com o iniciador
primario (323 pb). M- marcador de tamanho dos fragmentos de DNA. Géis de agarose 1,5%
corados com GelRed. (Imagens dos amplicons cedidas por André N. D. Benitz).

4.1.3 Clonagem das sequéncias codificadoras da recM cCHD e da

recMcSET/TAF por recombinagao in vivo

A clonagem das sequéncias codificadoras das proteinas recMcCHD e
recMcSET/TAF foi realizada utilizando os produtos da PCR gerados com os
iniciadores secundarios. As col6nias recombinantes foram identificadas através
da andlise dos produtos de amplificacdo da PCR de colbnia utilizando
iniciadores especificos do vetor pGEX-TEV. Foram obtidos um clone
recombinante do total de 100 col6nias transformantes analisadas, para a
recMcCHD, e 13 clones recombinantes do total de 94 coldnias transformantes
analisadas para a recMcSET/TAF (Figura 7).
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Figura 7: Andlise eletroforética dos produtos de am plificacdo de PCRs de colbnia das
clonagens das sequéncias da recMcCHD (A) e recMcSET /TAF (B). Em A (49 e 51-59)
colénias nao-recombinantes, (50) a colbnia contendo o plasmideo recombinante (seta), (60) o
controle positivo, amplicon de 393 pb correspondente ao vetor pGEX-TEV.(61) controle
negativo da PCR. Em B somente as colénias contendo o plasmideo recombinante (M)
marcador de tamanho dos fragmentos de DNA. Géis de agarose 1,5% corado com GelRed.*B
(imagem cedida por André N. D. Benitz)

4.2 Expressao e solubilizacéo das proteinas recombi  nantes recMcCHD
e recMcSET/TAF

Os plasmideos gerados a partir da clonagem no vetor pGEX-TEV
foram utilizados para expressao das proteinas- recombinantes em fusdo com a
GST em células de E. coli BL21 Codon Plus RIL. A melhor condi¢cdo de
expressdo para ambas as proteinas recMcCHD e recMcSET/TAF foi a indugéo
com 0,1 mM de IPTG por 3h a 37C. As proteinas de fusdo apresentaram
massas moleculares de 43 kDa e 37 kDa para recMcCHD e recMcSET/TAF,
respectivamente (Figuras 8A e 9A). Ambas as proteinas recombinantes foram

observadas principalmente na fracdo insoltvel, tendo sido solubilizadas por
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50 kDa

35 kDa
25 kDa

tratamento com o detergente sarcosil. A melhor condigdo de solubilizagao
escolhida para ambas foi o tratamento com 0,5% de sarcosil (Figuras 8B e 9B).

43kDa

Figura 8: Andlise eletroforética de extratos protéi  cos de células de E. coli BL21 Codon
Plus RIL expressando a proteina recMcCHD e apés tra  tamento com sarcosil e separagéo
das fracbes soluveis e insoliveis, sobrenadante e pellet respectivamente por
centrifugacdo. Em A (1) cultura ndo-induzida com IPTG; (2) cultura induzida com 3 h a 37C
na concentracdo 0,1mM IPTG (43 kDa) seta, (3) cultura induzida 16-18h a 37T na
concentracao 0,1mM IPTG. Em B (1-2) extrato das células tratadas com 0,5% de sarcosil,
pellet e sobrenadante, (3-4) extrato células tratadas com 1% de sarcosil, pellet e sobrenadante.
Os extratos proteicos foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 12% e
visualizados por coloracdo com Coomassie blue. A mobilidade do marcador de peso molecular
esté assinalada.
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Figura 9: Andlise eletroforética de extratos protéi  cos de células de E. coli BL21 Codon
Plus RIL expressando a proteina recMcSET/TAF e ap0s tratamento com sarcosil e
separacao das fracdes sollveis e insolGveis, sobren adante e pellet respectivamente por
centrifugacdo. Em A (1) cultura induzida com 3 h a 37C na concentragcdo 0,1mM IPTG (37
kDa); (2) cultura ndo-induzida com IPTG, (3) cultura induzida 16-18h a 37C na concentracao
0,1 mM IPTG. Em B (1-2) extrato das células tratadas com 0,5% de sarcosil, pellet e
sobrenadante, (3-4) extrato células tratadas com 1% de sarcosil, pellet e sobrenadante. Os
extratos proteicos foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 12% e
visualizados por coloracdo com Coomassie blue. A mobilidade do marcador de peso molecular
esté assinalada.
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4.3 Purificacdo das proteinas recMcCHD e recMcSET/T  AF e producgéo de

antissoros policlonais

As proteinas recMcCHD e recMcSET/TAF em fusdo com a GST foram
purificadas por cromatografia de afinidade conforme descrito no item 3.7. A
purificacdo da proteina recMcCHD apresentou um rendimento de
aproximadamente 2 mg da proteina de fuséo por litro de cultura, enquanto que
a proteina recMcSET/TAF apresentou um rendimento de aproximadamente 6
mg de proteina de fusao por litro de cultura.

A eficiéncia da clivagem para as condi¢des estabelecidas foi parcial para
a proteina recMcCHD, e foi de 99% para a proteina recMcSET/TAF. ApGs a
clivagem das proteinas recombinantes foi realizada a recuperacdo das
proteinas recombinantes livres da porcdo GST. Apoés incubacdo com a resina
de afinidade, a proteina recMcCHD clivada ligou-se de forma inespecifica na
resina de Glutathione Sepharose 4B, sendo necessario o uso de agentes
desnaturantes para poder elui-la da resina e, desse modo, a GST e parte da
proteina de fusdo também foram eluidas (Figura 10). Ja a proteina
recMcSET/TAF foi recuperada da resina sem 0 uso de agentes desnaturantes,
mas apresentou em suas eluicbes pequenas quantidades da porcdo GST
(Figura 11). Em virtude disso, uma nova incubacédo com a resina foi realizada
para recuperacado somente da proteina recMcSET/TAF livre da porcédo GST.

Devido a eficiéncia da clivagem com a protease TEV ter sido parcial
para a proteina recMcCHD e suas dificuldades de recuperacéo livre da porgcéo
GST, porcdes de gel de poliacrilamida contendo a proteina CHD livre (~17 kDa)
da porcdo GST foram excisadas, maceradas e processadas para a imunizacao
de um coelho e assim, obter a producdo do antissoro especifico conforme
descrito no item 3.8. A proteina recMcSET/TAF livre da por¢cdo GST (~11 kDa)
foi utilizada na imunizacdo de um coelho sem a necessidade de excisar

porcoes de gel de poliacrilamida.
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Figura 10: Analise eletroforética de extratos prote  icos de recMcCHD apos purificagéo por

cromatografia de afinidade com a resina  Gluathione Sepharose 4B (GE Healthcare) e
clivagem com a protease TEV para liberacdo da porgd o GST. (1-6) extratos da proteina
cromodominio-helicase (proteina de fusdo: 43 kDa; recMcCHD clivada: 17 kDa). (7-9) PBS
apos as eluicdes. Os extratos proteicos foram submetidos a SDS-PAGE 15% e visualizados
por coloracdo com coomassie blue. A mobilidade do marcador de peso molecular esta

assinalada.
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Figura 11: Analise eletroforética de extratos prote icos de recMcSET/TAF apoés
purificagdo por cromatografia de afinidade com a re sina Gluathione Sepharose 4B (GE
Healthcare) e clivagem com a protease TEV para libe racdo da por¢cdo GST. (1-8) extratos
da proteina recMcSET/TAF (clivada: 11 kDa, GST: 26 kDa). (9) PBS apés as eluicdes. Os
extratos proteicos foram submetidos a SDS-PAGE 15% e visualizados por coloracdo com
coomassie blue. A mobilidade do marcador de peso molecular esta assinalada.
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4.4 Andlise da expressao das proteinas McCHD e McSE  T/TAF em extratos

proteicos de M. corti

Para deteccdo da expressdo das proteinas McCHD e McSET/TAF nos
diferentes estagios de desenvolvimento de M. corti foram realizados
experimentos de imunofluorescéncia e imunoblot, utilizando os anticorpos anti-
McCHD e anti-McSET/TAF. Em imunoblot, foi possivel demonstrar que McCHD
esta presente em todos os estagios de desenvolvimento analisados (Figura
12), apresentando um nivel de expressdo pouco variavel entre os diferentes
estagios. A proteina McSET/TAF néo foi detectada em extratos protéicos de
TT, e nos demais estagios analisados ela apresenta um aumento gradual no
seu nivel de expressao conforme o desenvolvimento do parasito até o estagio
estrobilizado (Figura 12). Como controle dos niveis de expressao foi utilizado

um antissoro contra a proteina tropomiosina.

T 24h Ind  72hPl VE

T 2dh-Ind 72h-P1 VE
;_q‘ H’ % ‘---—-‘r i —

—— McCHD(~200kDa)

—— MCSET/TAF (~38 kDa)

—— Tropomiosina

Figura 12: Andlise da expressdo das proteinas McCHD e McSET/TAF ao longo do
desenvolvimento de M. corti. (A) SDS-PAGE 12% dos extratos proteicos dediferentes
estagios de desenvolvimento de M. corti corados com coomassie blue. (B) Imunoblots
mostrando os niveis de expressdo das proteinas McCHD e McSET/TAF nos estagios de
desenvolvimento de M. corti; TT, 24h-Ind, 72h-PI e VE. Anicorpos anti-McCHD (1:5000) e o
anti-McSET/TAF (1:20000) foram utilizados como anticorpos primarios. Como anticorpo
secundario foi utilizado anticorpo anti-lgG de coelho conjugado a peorxidase. A revelacéo foi
feita com o reagente de deteccdo ECL. Como controle dos niveis de expresséo foi utilizado o
antissoro contra a proteina tropomiosina.
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Nos experimentos de imunofluoescéncia em secg¢bes longitudinais de
TT, 24h-Ind, 72h-Pl e VE foi possivel observar a expressdo de McCHD e
McSET/TAF em todos os estagios de desenvolvimento. Como controles foram
utilizados antissoro pré-imune (Figura 13). Além disso, a proteina McCHD
apresentou um nivel de expressao mais evidenciado nos estagio TT e 24h-Ind,
guando comparado com os demais estagios (Figura 14), enquanto que a
proteina MCSET/TAF apresentou um nivel de expressédo mais evidenciado nos
estagios 24h-Ind, 72h-Ind e VE (Figura 15). Ambas as proteinas demonstraram

uma localizacdo citoplasmatica e um padrdo uniforme de distribuicdo nos

tecidos.
24h-Ind 72h-Pl VE

Calﬂpo‘;am. . . .

Figura 13: Controles da andlise do padrdao de expres sao das proteinas McCHD e

McSET/TAF em secc¢des longitudinais de TT, 24h-Ind,  72h-Pl e VE de M. corti, utilizando

microscopia confocal. Secdes longitudinais incubadas com antissoro pré-imunizacéo e anti-
IgG de coelho conjugado com fluoréforo Alexa488. Imagens de TT registradas com o aumento
40X, demais imagens 10X.

Controles
Soro Pré-Imune
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DAPI Anti-McCHD Sobreposigao Campo claro

TT

24h-
Ind

72h-
PI

Figura 14: Andlise do padréo de expressao da protei na McCHD em secg6es longitudinais
de TT, 24h-Ind, 72h-PlI e VE de M. corti, utilizando microscopia confocal. Secbes
longitudinais incubadas com antissoro anti-McCHD. Coluna a esquerda, coloracdo com DAPI
(marcacgdo de nucleos); colunas centrais proteina McCHD nativa detectada por anticorpos anti-
McCHD e anti-lgG de coelho conjugado com fluoréforo Alexa488, e sobreposicdo das
marcacdes de ndcleo e da proteina McCHD; Coluna da direita contraste de fase. Imagens de
TT registradas com o aumento 40X, demais imagens 10X.



Campo claro

Anti-McSET/TAF Sobreposicao

Figura 15: Andlise do padrdo de expressdo da protei na McSET/TAF em secches
longitudinais de TT, 24h-Ind, 72h-Pl e VE de M. corti, utilizando microscopia confocal.
Secdes longitudinais incubadas com antissoro anti-McSET/TAF. Coluna a esquerda, coloragéo
com DAPI (marcacao de nucleos); colunas centrais proteina McSET/TAF nativa detectada por
anti-corpos anti-McSET/TAF e anti-lgG de coelho conjugado com fluoréforo Alexa488, e
sobreposicdo das marcacfes de nucleo e da proteina McCHD; Coluna da direita contraste de
fase. Imagens de TT registradas com o aumento 40X, demais imagens 10X.
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4.5 PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR)

4.5.1 Avaliagéo de potenciais genes de referéncia

Os genes selecionados como candidatos a normalizadores para espécie
de M. corti estdo listados na tabela 2. Estes genes foram previamente
identificados nos estudos de Bizarro et al., (2005) e Koziol et al., (2010) e,
devido a disponibilidade de suas sequéncias e suas funcdes foram utilizados
na tentativa de encontrar os genes de referéncia para a espécie M. corti.

A especificidade de cada sequéncia para cada um dos genes escolhidos
foi avaliada por RT-PCR, utilizando o cDNA de TT. Todos os produtos de
amplificacbes conferiram o tamanho esperado (Figura 16, tabela 2). A
especificidade das sequéncias referentes aos genes McCHD e McSET/TAF
também foi verificada por RT-PCR (Figura 17), apresentando produtos de
amplificagdo no tamanho esperado.

M ARME-8 - CRME-8 - LBA - SBF1 - OSA - SR6 - PDCD4 - PAPB - CHOREIN- TROPO -

150 pb

Figura 16: Analise eletroforética dos amplicons obt idos por RT-PCR dos genes scolhidos
para genes de referéncia. Os genes selecionados apresentaram amplicons no tamanho
esperado, demonstrando especificidade para cada sequéncia. (M) marcador de peso
molecular.

M  McCHD McSET/TAF - -

-

150 pb

Figura 17: Andlise eletroforética dos amplicons obt idos por RT-PCR dos genes McCHD e
McSET/TAF utilizados em RT-gPCR. Os genes selecionados apresentaram amplicons no
tamanho esperado, McCHD (146 pb), e McSET/TAF (136 pb), demonstrando especificidade
para cada sequéncia. (-) Controles negativos. (M) marcador de peso molecular.
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4.5.2 Andlise da estabilidade dos genes selecionado s

Utilizando o software geNorm, os genes selecionados a genes de
referéncia tiveram sua estabilidade de expressao (M) analisada. Este software
calcula a média geométrica da expressao de cada amostra analisada (estagios
de desenvolvimento de M. corti), resultando em um valor de estabilidade de
expressao média (M) para cada gene analisado. Os valores M de cada um dos
genes analisados estdo demonstrados na figura 18. O gene com o menor valor
M é considerado o mais estavel, enquanto que aquele que apresentar um valor
maior € considerado como tendo uma maior variabilidade de sua expressao
nas condi¢cOes analisadas. Dentre 0s genes analisados, 0s que apresentam o0s
menores valores M sdo PDCD4 (M=0,5) e PAPB (M= 0,53), SR6 (M=0,57)
seguido de CHOREIN (M=0,72) e TROPO (M=0,8). O gene considerado menos
estavel foi o LBA (M= 1,40) Figura 18.

T e—— .
\s ® N 2 » e & o L s
N4 ‘§§° & Q&@@ 2 <& dé‘z & & Qo(’Q
[$)
<1 Genes menos estaveis Genes mais estaveis [

Figura 18: Analise da estabilidade de expressédo dos potenciais genes de referéncia pelo
programa geNorm. Valores M obtidos para cada um dos genes analisados estdo indicados na

figura.
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Com o software geNorm também €& possivel determinar o numero
minimo de genes necessarios para ser utilizados como genes de referéncia
para normalizacdo de dados de expressao génica. Neste caso, o valor 0,15 &
recomendado como valor de exclusédo para cada par de genes, ou seja, se 0S
dois genes considerados mais estaveis apresentarem um valor acima de 0,15 é
necessario a adicdo de mais genes para utilizacdo na normalizacdo dos dados
de expressdo. Entre os genes analisados, ndo foi possivel encontrar qualquer
combinacdo que estivesse abaixo do valor minimo recomendado (Figura 19),

nem mesmo com a utilizacdo de todos os genes.

0,16
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> 0,12
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50,11
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©0,10
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0,02
0,01
0,00

V23 V3/4 Va/5 V5/6 Ve/7 V7/8 v8/9 V9/10

Variagdo par-a-par

Figura 19: Determinacdo do numero 6timo de genes a serem utilizados como controles
na normalizacdo dos dados de expressdo génica nos d iferentes estagios de
desenvolvimento de M. corti (TT, 24h-Ind, 72h-Pl e VE). Cut-off recomendado <0,15 pelo
programa geNorm. Valores obtidos estéo indicados na figura.

Mesmo ndo sendo considerados como genes de referéncia ideais, 0s
genes PDCD4, PAPB, SR6, CHOREIN e TROPO foram utilizados para
normalizacdo dos dados de expressdo génica dos genes McCHD e
McSET/TAF. Dentre os 4 estagios de desenvolvimento de M. corti (TT, 24h-Ind,

72h-Pl e VE) analisados, foram encontradas diferencgas significativas nos nives
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de expresséao génica de McCHD (Figura 20) e McSET/TAF (Figura 21) somente
em dois estagios: o inicial (TT) e o adulto (VE), conforme andlises pelo teste de
Duncan. Niveis maiores de expressdo génica de ambos 0s genes sédo
encontrados no ultimo estagio de desenvolvimento (VE) de M. corti (Figuras 20
e 21).

25

Média dos niveis de expressdo de McCHD

T 24h-Ind 72h-PI VE

Estdgios de desenvolvimento de M. corti

Figura 20: Média dos niveis de expressdo de  McCHD. O nivel de expressédo de McCHD foi
normalizado em relacdo ao nivel de expressédo dos genes PDCD4, PAPB, SR6, CHOREIN e
TROPO. Dados que diferem com significAncia 5% pelo teste de Duncan foram indicados com
diferentes letras. As barras indicam desvio-padréo.
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Média dos niveis de expressdo de
MCcSET/TAF
W

T 24h-Ind 72h-PI VE

Estadgios de desenvolvimento de M. corti

Figura 21: Média dos niveis de expressdo de  McSET/TAF. O nivel de expressdo de
McSET/TAF foi normalizado em relagdo ao nivel de expressao dos genes PDCD4, PAPB, SR6,
CHOREIN e TROPO. Dados que diferem com significAncia 5% pelo teste de Duncan foram
indicados com diferentes letras. As barras indicam desvio-padrao.
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5 Discussao

A caracterizagdo de proteinas diferencialmente expressas durante o
desenvolvimento de M. corti € importante para um melhor entendimento e
compreensao tanto de aspectos biolégicos basicos do parasito, como dos
mecanismos moleculares envolvidos durante 0 seu processo de
desenvolvimento. O desenvolvimento de cestdodeos envolve mudangas
morfoldgicas e fisiolégicas complexas, que podem ou ndo estar associadas
com mudancas de espécies hospedeiras (Littlewood, 2008). O processo de
estrobilizacdo, apesar de bem caracterizado do ponto de vista morfolégico em
vérias espécies de ténias (Olson & Tkach, 2005), é ainda praticamente
desconhecido do ponto de vista molecular. Estudos em organismos da Classe
Cestoda visando a compreensdo da biologia do desenvolvimento destes
parasitos ainda sao escassos. Até 0 momento, tém-se descrito a
caracterizacdo de genes ortdlogos de proteino-quinases: Ras, de Raf, de MPK1
(Spiliotis et al., 2005, 2006), do fator de transcricdo Mvlim (Lalane et al., 2004),
0S quais estdo envolvidos principalmente em processos de proliferacdo e
diferenciacdo celular. O potencial envolvimento desses genes no controle do
desenvolvimento de cestddeos € sugerido, mas estudos adicionais sao
necessarios para comprova-lo. Dentro deste contexto, as proteinas CHD e
SET/TAF-I apresentam-se como potenciais marcadores de desenvolvimento,
uma vez que apresentam funcdes conservadas, principalmente envolvidas em
rotas de desenvolvimento e com ortélogos em varios organismos eucarioticos.

CHDs estdo subdivididas em 3 subfamilias, de acordo com a presenca
ou auséncia de dominios adicionais, além da sua estrutura basica. (Hall &
Georgel, 2007). A subfamilia | compreende os membros CHD1 e CHD2, sendo
conservada em humanos e leveduras. Entre suas principais funcdes descritas,
esta sua interacdo com regides ricas em A-T no DNA, atuando com regulador
transcricional (Ho & Crabtree, 2010). Em leveduras, CHD1 regula a fase de
alongamento da transcricdo interagindo com outras proteinas do complexo
Pafl (Sims & Wade, 2011). Em seres humanos, CHDL1 liga-se diretamente a
histona H3 e associa-se ao complexo do spliceossomo, além de ser um fator

ativo da remodelagem da cromatina (Flanagan et al.,, 2005; Sims & Wade,
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2011). Em D. melanogaster, a CHD1 tem um importante papel durante a
gametogénese, pois a auséncia desta proteina acarreta infertilidade (McDaniel
et al., 2008). Estudos em camundongos demonstraram o envolvimento da
CHD1 murina na manutencdo de células-tronco embrionarias (Gaspar-Maia et
al.,, 2009). Ja a CHD2 esta envolvida principalmente no desenvolvimento,
reposta a danos no DNA e supressao tumoral em mamiferos (Kulkarni et al.,
2008; Sims & Wade, 2011; Rajagopalan et al., 2012).

A subfamilia Il compreende os membros CHD3 e CHD4, os quais se
diferenciam das demais subfamilias por apresentarem dois dominios de dedo-
de-zinco (PHD, plant homeodomain), e por ndo terem o dominio de ligacao ao
DNA (Hall et al., 2007). Além disso, em mamiferos, os membros dessa
subfamilia sédo subunidades do complexo NURD (nucleossome-remodelling and
histone deacetylase) e tém como principal funcao represséo transcricional (Ho
& Crabtree, 2010). Em D. melanogaster, essa subfamilia € conhecida como Mi-
2, possuindo dois transcritos (Mi-2a para CHD3 e Mi-2b para CHD4). Estes
membros podem atuar de forma independente do complexo NuRD, e
independente da desacetilacdo das histonas para efetuar a repressdo da
transcricdo (Kunert & Brehm, 2009.). Além disso, Mi-2 também pode interagir
com outras proteinas, como PcG (Polycomb group) e hunchback (Hall &
Georgel, 2007; Kohler & Aichinger, 2010). Outras fungdes relacionadas a essa
subfamilia incluem sinalizacdo em resposta a danos no DNA e regulagcédo do
ciclo celular em seres humanos (Larsen et al., 2010; Pan et al., 2012).

A subfamilia Ill compreende os membros CHD5-CHD9, e diferencia-se
das demais subfamilias por apresentar os dominios adicionais como BRK
(Brahma and Kismet domains), o SANT (switching-defective protein 3, adaptor
2 nuclear receptor co-repressor, transcription factor IlIB), e o dominio de
ligacdo ao DNA (Marfella & Imbalzano, 2007). Em D. melanogaster, os
membros dessa subfamilia sdo homélogos de um Unico membro do grupo de
proteinas Trithorax, o Kismet, envolvidos na regulacdo dos genes Hox, na
segmentacao corporal, na expressao, e na fase de alongamento da transcricao.
(Sims & Wade, 2011). Em mamiferos, os membros dessa subfamilia
desempenham funcdes relacionadas a supressao tumoral (Paul et al., 2013),

regulacao da transcrigédo (Lutz et al., 2006), desenvolvimento normal de tecidos
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(Layman et al., 2010; Shanks et al., 2012) e diferenciacdo celular (Hall &
Georgel, 2007; Shur & Benayahu, 2005; Shur et al., 2006; Layman et al., 2010).

A proteina SET/TAF-13 € uma chaperona de histonas envolvida numa
diversidade de processos biolégicos, especialmente no controle da transcri¢cao
e na replicacdo do DNA. Esta proteina faz parte do complexo INHAT (complexo
inibidor da acetilacdo de histonas) e atua principalmente inibindo a transcricao
de genes em organismos eucarioéticos (Kutney et al., 2004; Seo et al., 2001).
Em D. melanogaster, esta proteina tem um papel ativo na diferenciacdo de
células neuronais, atuando como regulador da transcricdo de genes envolvidos
neste processo (Kim et al., 2011). Estudos funcionais em mamiferos mostram
que a SET/TAF-IB, além de inibir a acetilacdo de histonas, interage com outras
proteinas, como, por exemplo, ciclinas (Estanyol et al., 1999; Qu et al., 2002;
Canela et al.,, 2003) e a proteino-fosfatase tipo 2A (PP2a) (Karetsou et al.,
2005; Li et al., 1996), regulando o ciclo celular. A SET/TAF-IB também atua
regulando processos de replicagdo (Matsumoto et al.,, 1993), silenciamento
génico (Cervoni et al., 2002) e apoptose (Fan et al., 2003) em estudos com
células de mamiferos.

Com o intuito de caracterizar os padroes de expressao das proteinas
CHD e SET/TAF-IB durante o processo de desenvolvimento estrobilar de M.
corti e de avaliar seus potenciais como marcadores moleculares, suas
sequéncias parciais identificadas em M. corti foram obtidas por RT-PCR. Apés
o cultivo e indugdo ao processo de estrobilizacdo, os diferentes estagios de
desenvolvimento de M. corti (TT, 24h-PI, 72h-Pl e VE) foram coletados e
submetidos a extracdo de RNA total. Como se pode ver na figura 4, as
extracOes apresentam um alto rendimento (1400 ng a cada 50 ul vermes),
pouca degradacdo e sem diferencas na quantidade de RNA extraido dos
diferentes estdgios. Também se pode observar a deteccdo de apenas uma
banda do RNA ribossémico, a qual corresponde a banda do RNA ribossémico
18S. Esta deteccdo de apenas uma banda é comum em organismos
pertencentes ao filo platelmintos (van Keulen et al., 1985), pois, assim como
em outros invertebrados (insetos), existe um pequeno gap na molécula de
RNA ribossémico 28S. Este gap faz com que o RNA se dissocie em dois

fragmentos de aproximadamente mesmo tamanho, que podem se unir por
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pontes de hidrogénio, resultando no aparecimento de apenas uma banda
detectavel, préxima aquela do 18S em uma analise eletroforética (van Keulen
et al., 1985).

Analisando os segmentos parciais das proteinas McCHD e McSET/TAF
foi possivel identificar que ambas apresentam o0s dominios conservados
preditos para suas estruturas (Hall et al., 2007 e Xu et al., 2010). A sequéncia
parcial McCHD utilizada neste estudo possui somente a regido com os dois
cromodominios. Contudo, por conter somente esta regido néo foi possivel
caracterizar a qual subfamilia a proteina McCHD de M. corti pode pertencer ou
se existe mais de uma de proteina CHD em M. corti.

Para a sequéncia parcial MCSET/TAF foi possivel identificar somente o
dominio NAP, o qual é caracteristico de uma proteina SET/TAF nativa (Gamble
et al., 2005; Kato et al., 2007), permitindo assegurar a natureza da proteina
McSET/TAF utilizada neste estudo. Outros dominios funcionais n&o foram
encontrados provavelmente devido ao tamanho reduzido do segmento
referente a MCSET/TAF. Analises adicionais estdo sendo realizadas para se
obter informacgdes mais especificas para as sequéncias McCHD e McSET/TAF,
uma vez que, recentemente, foi publicado o genoma de quatro parasitos
cestdédeos: Echinococcus multilocularis, E. granulosus, Taenia solium e
Hymenolepis microstoma (Tsai et al., 2013).

Depois de obtidas as sequéncias estas foram clonadas no vetor de
expressao heteréloga pGEX-TEV e versdes recombinantes destas proteinas
foram produzidas em células de E. coli. Este vetor possui um promotor forte
(tac) que permite um elevado nivel de transcricdo da sequéncia clonada e ser
fortemente regulado para minimizar cargas metabolicas durante a multiplicacéo
da célula hospedeira (Weickert et al., 1996). Além disso, o vetor pGEX foi
modificado em nosso laboratério inserindo-se o sitio de clivagem da protease
TEV (Vargas et al., 2009), o que viabilizou a liberacdo da proteina de interesse
expressa como fusdo com GST por clivagem com a protease TEV. Utilizando
esta protease em substituicdo a protease trombina, reduz-se os custos da
producdo de proteinas recombinantes, pois a TEV € produzida em nosso
laboratorio, utilizando o vetor pRK 508 TEV (Kapust & Waugh, 1999) que
contém sua sequéncia codificadora clonada. A otimizacdo da expressao das
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proteinas recombinantes foi realizada em células de E. coli BL21 Codon Plus
RIL, as quais foram capazes de induzir a expressao das proteinas deste estudo
em quantidades satisfatérias. Essa linhagem foi utilizada por conter um
plasmideo que possui copias extras de genes de tRNAs argU, ileY, e leuW que
reconhecem codons AGA/AGG, AUA E CUA, respectivamente (Carstens et al.,
2001). A disponibilidade destes tRNAs, considerados raros e que
frequentemente limitam a traducdo de proteinas heterdlogas, permitiu a
eficiéncia da expressdo das proteina recombinantes nesta linhagem, pois
ambas as proteinas McCHD e McSET/TAF apresentam cerca de 20% e 25%
de suas composi¢des aminoacidicas codificadas por esses codons raros.

A superexpressao de proteinas em um sistema heterdlogo conduz a um
problema comum: a formacdo de corpos de inclusédo e, consequentemente, a
insolubilidade de certas proteinas (Burgess, 2009). As proteinas recombinantes
recMcCHD e recMcSET/TAF mostraram-se insolUveis apds a lise das células.
A insolubilidade pode ter sido gerada por inUmeros fatores, como a auto-
agregacdo de intermediarios conformacionais e a agregacdo com 0S
componentes da membrana plasmatica durante ou apdés a lise da célula
(Frankel et al., 1991). Em vista disso, foi utilizado o detergente i6nico sarcosil
(Frangioni et al., 1993) que ajuda a solubilizar as proteinas através de uma
desnaturacao parcial e que tem sido amplamente utilizado para a solubilizac&o
de proteinas fusionadas a GST (Tao et al., 2010; Park et al., 2011).

Utilizando o pGEX-TEV foi possivel a producdo e purificacdo das
proteinas recMcCHD e recMcSET/TAF. O baixo rendimento da purificacdo da
proteina recMCCHD foi devido a ineficiéncia da clivagem da proteina de fusdo
com a protease TEV, e porque apés a clivagem, a proteina recMcCHD acabou
se ligando diretamente a resina de glutatione-sepharose 4B, sendo necessario
0 uso de agentes desnaturantes para poder elui-la da resina. Em virtude deste
baixo rendimento, bandas contendo a proteina recMcCHD livre da porcdo GST
foram excisadas do gel de poliacrilamida apos SDS-PAGE (Figura 10),
emulsionadas com adjuvante de Freund para serem utilizadas na imunizagéo
do coelho. A purificacdo da proteina recMcSET/TAF ndo apresentou tantos
fatores limitantes, permitindo que uma maior quantidade de proteina (~6 mg)
fosse recuperada apdés a clivagem e incubacdo com a resina glutatione-
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sepharose 4B (Figura 11). Além disso, para a imunizac¢do do coelho foi utilizada
somente a proteina livre da porcdo GST e o adjuvante de Freund, o que
facilitou a obtencdo do antissoro especifico. Apenas um coelho foi imunizado
com cada proteina para obtencdo dos antissoros policlonais especificos, os
quais foram utilizados para avaliar o padrdo de expressdo das proteinas
nativas McCHD e McSET/TAF em diferentes estagios de desenvolvimento de
M. corti.

Padrdes de expressao de proteinas CHDs tém sido investigados em
cada uma de suas subfamilias, podendo variar tanto na distribuicdo em células
e tecidos especificos como durante o periodo de desenvolvimento. Durante o
desenvolvimento de C. elegans, proteinas CHD apresentaram expressdo no
ndcleo de muitas células, incluindo células do corddo nervoso, da regidao da
cabeca e da cauda (von Zelewsky et al.,, 2000). Em tecidos neonatal de
camundongos, proteinas CHDs sdo altamente expressas no timo, em areas
especificas do cérebro, em foliculos de pelo e na mucosa epitelial (Kim et al.,
1999). Em seres humanos, a subfamilia | de proteinas CHD apresenta uma
padrdao global de expressdo (Woodage et al.,, 1997). Nos experimentos de
imunoblots, foi possivel detectar a presenca da proteina McCHD em todos os
estagios de desenvolvimento de M. corti. Esta deteccdo sugere que esta
proteina possui um papel ativo durante o desenvolvimento estrobilar de M.
corti. Apesar de parecer nao ter diferenca nos niveis de expressao proteica de
McCHD entre os estagios analisados (Figura 12), McCHD parece estar sendo
recrutada ao longo do desenvolvimento, e € provavel que variagcdes sutis nos
niveis proteicos desta proteina ndo sejam detectados em imunoblot,
necessitando de outras abordagens metodolégicas para poder inferir se
existem diferencas nos niveis de expressdo de McCHD ao longo do
desenvolvimento de M. corti.

Nos experimentos de imunofluorescéncia em cortes histoloégicos dos
mesmos estagios analisados por imunoblot, podemos verificar variagdes no
padrdo de expressao da proteina McCHD entre os estagios analisados. Pode-
se notar que McCHD esta sendo mais evidenciada nos estagios TT e 24h-Ind
(Figura 13). Os estagios TT e 24h-Ind sdo o0s primeiros estagios de
desenvolvimento de M. corti. Ap0s as 24h do processo inducdo dos
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tetratirideos, mudancas morfologicas séo visiveis (Cabrera et al., 2010) e
consequentemente mudancas nos niveis de expressdo de genes proteinas
envolvidos no desenvolvimento deste parasita também devem ocorrer. Uma
vez que varios estudos demonstram o envolvimento de proteinas CHDs em
processos de diferenciacdo celular e desenvolvimento (Tsukiyama, 2002; Polo
et al., 2010, Jacobs-McDaniels & Albertson 2011), encontrar um maior nivel de
expressao desta proteina nos estagios TT e 24h-Ind, sugere o envolvimento
mais ativo de McCHD nos estégios iniciais de desenvolvimento de M. corti. Em
D. melanogaster, proteinas CHD pertencentes a subfamilia 1l, sao
abundantemente expressas nas primeiras 8 h de embriogénese e tém seus
niveis de expressao reduzidos gradualmente até o estagio adulto (Khattak et
al., 2002). No estudo de Bizarro et al., (2005), McCHD apresentou um padréo
de expresséo diferencial entre o estagio TT (inicial) e o VE (adulto), sendo mais
expressa no estagio TT. Outros estagios intermediarios que ocorrem ao longo
do desenvolvimento do parasito ndo foram analisados neste estudo.
Comparando estes dados de expressao diferencial juntamente com os
resultados obtidos para McCHD em imunofluorescéncia pode-se dizer que a
proteina McCHD parece ter um papel importante no desenvolvimento estrobilar
de M. corti. Mesmo ndo sendo uma proteina especifica para determinados
estagios de desenvolvimento, uma vez que ela é detectada em todos, seu
recrutamento e niveis de expressdo parecem ser necessarios para que ocorra
o desenvolvimento estrobilar do parasito.

Proteinas CHD demonstram ser essenciais para o desenvolvimento
normal de organismos eucariéticos. Como uma de suas principais funcdes
descritas esta a remodelagem da estrutura de cromatina, e como os efeitos
desta alteracdo, assim como a interacdo com outras proteinas e/ou complexos
enziméaticos podem influenciar a ativacdo ou repressao da transcricao de outros
genes (Belden et al., 2011; Ho & Crabtree 2010). Por estarem envolvidas em
variedade de processos biolégicos, quaisquer alteragcbes que possam
acontecer em sua estrutura, ou no seu nivel de expressdo trazem
consequéncias maléficas para o organismo em que ocorrem (Ho & Crabtree
2010). Em outros organismos, principalmente em seres humanos, mutacdes
que ocorrem em proteinas CHD levam ao desenvolvimento de doencas graves,
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como, por exemplo, a sindrome de CHARGE, que acarreta no desenvolvimento
anormal de multiplos tecidos que envolvem o sistema nervoso central, os olhos,
0s ouvidos, 0 nariz e 6rgdos do mediastino (Janssen et al., 2012). Kim et al.
(2010) apontam para o envolvimento de proteinas CHD no desenvolvimento de
cancer em seres humanos, uma vez que mutagdes nos genes que codificam
estas proteinas causam alteragdes nos niveis de expressdo de outros genes e
proteinas.

Nos experimentos de imunoblot utilizando os anticorpos anti-McSET/TAF
foi possivel detectar a presenca desta proteina em 3 dos quatro estagios de
desenvolvimento analisados (Figura 12). No primeiro estagio de
desenvolvimento de M. corti (TT), ndo houve deteccdo, o que é sugestivo de
que McSET/TAF apresenta niveis muito baixos de expressdo neste estagio
e/ou ndo estd sendo requerida durante este estagio. Uma vez que estudos
demonstram que a proteina SET/TAF-IB atua como inibidora da transcricao de
genes, controlando o ciclo celular, baixos niveis de deteccdo durante este
estagio inicial de desenvolvimento era esperado, ja que 0 organismo esta
prestes a entrar na sua fase de desenvolvimento estrobilar, apds o processo de
inducdo com tripsina. Nos demais estagios de desenvolvimento de M. corti,
pode-se notar que ocorre um aumento gradual nos niveis de expressao da
proteina McSET/TAF, sugerindo que a partir do processo de inducdo da
estrobilizacdo de M. corti, McSET/TAF possui um papel ativo durante o
desenvolvimento estrobilar. Além disso, no ultimo estagio de desenvolvimento
analisado VE, demonstra ser o que apresenta um maior nivel de expresséao, o
que corroboraria com o fato de que ao atingir o estagio VE, o parasita inicia um
processo de necrose, que acarreta na sua morte em um ou dois dias apos
chegar a este estagio, e, portanto, rotas de sinalizacdo para apoptose estariam
ativadas. Fan et al., (2003) demonstraram o0 envolvimento da proteina
SET/TAF-IB na inducdo de morte celular via linfécitos T citotoxicos, portanto,
regulando o processo apoptoético. A relevancia biologica da associacado de
SET/TAF-IB com a apoptose deve ser investigada futuramente para uma
melhor compreenséo desta associagao.

Nos experimentos de imunofluorescéncia, MCSET/TAF apresentou um
padrdao de expressao semelhante ao encontrado no imunoblot. Apesar da
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deteccdo no estagio TT, ser encontrada, ela € de maneira muito sutil, e nos
estagios apds a inducao estrobilar de M. corti, a deteccdo de McSET/TAF é
muito mais evidenciada, sugerindo que os niveis mais altos de expresséo desta
proteina ocorrem apoés ativacdo do desenvolvimento estrobilar de M. corti, e,
portanto, a maquinaria celular que atua regulando o crescimento, diferenciacao
e morte celular esta ativada e sendo regulada. Como ja descrito em outros
estudos, a proteina SET/TAF-IB atua regulando varios desses processos, uma
vez que age como um potente inibidor da acetilagdo de histonas (Kutney et al.,
2004; Kato et al., 2011), controlando os niveis de expressdo génica durante a
replicacdo e a transcricdo. Além disso, SET/TAF-I3 € um potente inibidor da
proteina PP2a, uma enzima envolvida na regulacéo do ciclo celular (Li et al.,
1996). O padrédo de expressdo encontrado para proteinas SET/TAF-IB em
diferentes tipos de células de organismos eucarioticos, tais como células de
levedura, de camundongo e de insetos é ubiquo, podendo ser encontrada tanto
no nucleo quanto no citoplasma das células (Adachi et al., 1994; Nagata et al.,
1998), o que corrobora com padrdao encontrado nos experimentos de
imunofluorescéncia, uniforme e ubiquo. Em experimentos de cultura de células
sincronizadas, os niveis de expressao de SET/TAF-IB ap6s a entrada no ciclo
celular estdo aumentados (Nagata et al., 1998), corroborando com 0s niveis de
expressao encontrados para McSET/TAF apos a inducdo ao desenvolvimento
estrobilar de M. corti. Outra evidéncia que confirma os dados obtidos em
imunoblot e imunofluorescéncia, € que nos estudos nos estudos de Bizarro et
al., (2005), McSET/TAF apresentou expressao diferencial entre os estagios TT
e VE, sendo mais expressa no estagio VE.

Buscando-se compreender melhor as diferencas encontradas nos niveis
de expressdo espaco-temporal das proteinas McCHD e McSET/TAF,
experimentos de RT-gPCR foram realizados na tentativa de quantificar os
niveis de transcricdo dos genes McCHD e McSET/TAF durante o
desenvolvimento de M. corti. Para uma correta quantificacdo do nivel de
transcricdo dos genes de estudo € necessario ter genes de referéncia para
poder interpretar os dados obtidos. Genes de referéncia sado considerados
agueles que apresentam um perfil de expressdo uniforme, independente dos
diferentes tipos de amostras, tratamentos ou tecidos analisados (Remans et al.,

58



2008). Muitos dos genes que tém sido utilizados como referéncia séo os genes
constitutivos considerados housekeeping, como gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase (GAPDH) (Komatsu et al., 2004; Thomas et al., 2005), B-actina
(Lédée-Baitelle et al., 2005), rRNAs 18S (Granfar et al., 2005), proteina de
ligacdo ao TATA Box (TBP) (Specht et al., 2004), entre outros. Entretanto,
varios estudos tém demonstrado que esses genes amplamente utilizados como
referéncias podem ser altamente regulados em diferentes circunstancias e
sistemas experimentais, destacando-se GAPDH (Zhong & Simons, 1999; Glare
et al., 2002; Exposito-Rodrigues et al., 2008). Portanto, torna-se necessario
validar genes de referéncia para cada modelo experimental estudado. A
espécie M. corti ndo possui genes de referéncia descritos até o momento. Em
virtude disso, foram selecionados varios genes para tentar encontrar os genes
de referéncia para este modelo de estudo e quantificar os niveis de expressao
dos genes McCHD e McSET/TAF. Os genes de referéncia classicos como
rRNA 18S e 28S, GAPDH e B-actina ndo foram utilizados, pois ndo ha
evidéncias de que apresentam estabilidade de expressdo em M. corti.

Os genes candidatos a genes de referéncia tiveram suas sequéncias
analisadas pro RT-PCR para verificar sua especificidade, obtendo-se produtos
de amplificacdo no tamanho esperado, sem a presenca de contaminantes
inespecificos. A estabilidade de expressédo génica destes genes candidatos a
genes de referéncia em 4 estagios de desenvolvimento de M. corti foi analisada
com o programa geNorm. Esta analise revelou os genes PDCD4, PAPB, SR6,
CHOREIN e TROPO como os mais estaveis, apresentando os menores valores
M entre os estagios analisados. Entretanto, a determinacdo do nimero minimo
de genes a serem utilizados como referéncia para normalizacdo dos dados
obtidos, nao foi obtida com sucesso, uma vez que, quaisquer combinacdo dos
genes mais estaveis ficou acima do valor Cut-off desejavel (<0,15) obtido pela
analise do programa. Determinar genes de referéncia que possam ser
utilizados em diferentes etapas do desenvolvimento de um organismo, ndo €
uma tarefa facil. Durante o desenvolvimento de um organismo, mudancas nos
niveis de expressao génica ocorrem, o que contribui para dificultar a escolha e
determinacdo destes genes. Recentemente, Pouchkina-Stantcheva et al.,
(2011), analisaram genes candidatos a genes de referéncia para a espécie
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Hymenolepis microstoma, tanto espacialmente em regides do verme adulto,
guanto temporalmente durante a metamorfose da larva e encontraram
diferencas nos niveis de expressao entre as regides analisadas. Além disso,
entre 0s genes analisados, os autores propdem que somente dois genes
podem ser utilizados para uma quantificacdo confidvel em RT-gPCR, pois os
demais genes apresentaram muitas variagdes durante o desenvolvimento do
verme. Outros trabalhos, principalmente em plantas, demonstram a
necessidade de validar genes de referéncia para cada espécie, pois um gene
referéncia para uma espécie pode ndo apresentar a mesma estabilidade em
outra (Bruner et al., 2004; Gutierrez et al., 2008; Guénin et al., 2009; Yan et al.,
2012).

Uma correta validacdo dos genes de referéncia para cada modelo de
estudo é vital para evitar interpretacdes errbneas e inconsistentes dos dados
de expressao génica (Vandsompele et al., 2002; Bustin et al., 2009; Reiter et
al., 2011). Em M. corti, apesar dos genes PDCD4, PAPB, SR6, CHOREIN e
TROPO néo serem os genes de referéncia “ideais”, estes foram utilizados para
normalizacdo dos dados de expressdo génica dos genes McCHD e
McSET/TAF. ApOs analise estatistica, podemos inferir diferencas nos niveis de
expressao génica foram encontradas somente entre os estagios TT (inicial) e
VE (final) sendo encontrado para ambos os genes um maior nivel de expressao
no estagio VE.

Comparando estes resultados com os obtidos em imunoblot e
imunofluorescéncia para McCHD podemos dizer que os resultados sao
contrastantes. Em imunoblot, McCHD possui niveis de expressao semelhantes
entre os todos o0s estagios de desenvolvimento de M. corti, e em
imunofluorescéncia apresenta um padrdo de expressao diferencial entre os
primeiros estagios, no qual estaria mais expressa (TT e 24h-Ind) e os ultimos
(72h-P1 e VE). No estudo de Bizarro et al.,, (2005), McCHD também foi
encontrada mais expressa no estagio TT, discordando com o resultado obtido
por RT-gPCR. Uma explicacdo para esta incoeréncia dos resultados seria a
possivel ocorréncia de formas paralogas de CHDs em M. corti. A sequéncia
codificadora da McCHD utilizada neste estudo é parcial e apresenta uma regido
conservada entre as proteinas CHDs descritas de outros organismos (Marfela
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& Imbalzano, 2007). A presenca de transcritos e proteinas paralogas
conservados nas regides-alvo amplificadas ou reconhecida pelo antissoro
explicaria a falta de especificidade dos primers ou do antissoro utilizado
resultando na amplificacdo e reatividade cruzadas em experimentos de RT-
gPCR e/ou imunoblot. Apenas podemos concluir gue McCHD esta presente ao
longo do desenvolvimento de M. corti, e que parece ter um papel ativo durante
o desenvolvimento estrobilar de M. corti. CHDs sao conhecidas por atuarem
em processos de desenvolvimento, uma vez que atuam no processo de
remodelagem da cromatina e interagem com diversas proteinas (Hall &
Georgel, 2007), de acordo com sua estrutura podem desempenhar fungdes que
atuam tanto em processos iniciais de desenvolvimento quanto em processos
tardios de desenvolvimento (Ho & Crabtree 2010; Sims & Wade 2011; Urquhart
et al., 2011). InvestigacOes futuras sdo necessarias para identificar qual CHD
foi encontrada em M. corti e assim, compreender melhor seu papel no
desenvolvimento deste parasito.

Quando comparamos o0s resultados obtidos em imunoblot,
imunofluorescéncia e RT-qPCR para McSET/TAF podemos inferir que estes
sdo concordantes. No estagio VE, McSET/TAF apresentou sempre seu maior
envolvimento, seu maior nivel de expressao proteica e génica, 0 que nos
permite sugerir MCSET/TAF como marcador de desenvolvimento para o estagio
estrobilizado de M. corti. Seu envolvimento com func¢des de regulacdo de ciclo
celular (Canela et al., 2003) e apoptose (Fan et al., 2003) descritos em outros
organismos, podem ser também suas principais funcdes desempenhadas neste
organismo, ja que neste ultimo estagio de desenvolvimento 0os mecanismos
moleculares envolvidos com o controle do ciclo celular e o processo de morte
celular devem estar sendo altamente regulados e controlados. Investigacdes
futuras sdo necessarias para estudar melhor a funcdo desta proteina neste
organismo e em outros da classe cestoda e assim, compreender melhor seu
papel no desenvolvimento de cestodeos.

Tanto McCHD quanto McSET/TAF parecem ter importantes papéis no
desenvolvimento de M. corti. Ambas as proteinas estdo relacionadas com a
estrutura de cromatina e, de diferentes modos, parecem atuar durante o
desenvolvimento de M. corti, conduzindo-o ao estagio adulto. Compreender os
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mecanismos envolvidos durante esse processo envolve conhecer ndo sé as
funcBes que estas proteinas desempenham como também conhecer quem sao
seus alvos e com quem elas possam estar interagindo. Até o0 momento, pode-
se dizer que estas proteinas estdo presentes nos diferentes estagios de
desenvolvimento de M. corti, e que McSET/TAF é um potencial marcador de
desenvolvimento do estagio estrobilizado de M. corti. Estudos adicionais para
caracterizacdo de atividades funcionais e deteccdo alvos moleculares destas
proteinas sao interessantes para que se possa obter o conhecimento sobre o
gue ocorre dentro da maquinaria celular deste organismo, e que pode servir
para elucidar outros mecanismos moleculares também envolvidos no
desenvolvimento de cestddeos e ténias em geral. Uma das dificuldades
limitantes de M. corti € ndo possuir 0 genoma sequenciado, limitando a busca
por sequéncias de genes. Contudo, estd em perspectiva 0 sequenciamento de
seu genoma, e, além disso, recentemente, 0 genoma de outros parasitos
cestodeos foi publicado (Tsai et al., 2013), o que facilitara estudos futuros
sobre e genes e proteinas de cestddeos. Em nosso grupo de pesquisa também
estdo sendo desenvolvidas outras abordagens metodolégicas como o RNA-seq
e 0 RNAI para poder inferir informacdes mais detalhadas tanto sobre genes e

proteinas quanto caracterizacdo funcional de genes de cestddeos.
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6 Conclusbes

Os resultados deste trabalho forneceram as primeiras evidéncias do
potencial envolvimento de proteinas da familia CHDs e SET/TAF-IB na
regulacdo do desenvolvimento cestdédeos. Os diferentes niveis de expressao
encontrados para McCHD e McSET/TAF ao longo do desenvolvimento de M.
corti, relacionados as suas funcfes descritas em outros organismos, sugerem
que estas proteinas desempenham papéis especificos em cada estagio
analisado e sdo de grande importancia para M. corti atingir o estagio adulto.
Além disso, MCcSET/TAF demonstra ser um potencial marcador de
desenvolvimento do estagio estrobilizado de M. corti. Investiga¢@es futuras sdo
necessarias para caracterizar atividades funcionais destas proteinas, assim
como seus alvos moleculares, além de identificar sua importancia biolégica
para melhor compreender 0s mecanismos envolvidos na biologia do

desenvolvimento de cestodeos e ténias em geral.
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7 Perspectivas

1) Analise das sequéncias McCHD e McSET/TAF a partir das sequéncias
gendmicas disponiveis de cestdédeos e outros helmintos;

2) Caracterizagdo funcional das proteinas McCHD e MCcSET/TAF por
experimentos de purificacdo das proteinas nativas por cromatografia de
imunoafinidade e ensaios funcionais in vitro: atividade ATPasica, e
interacdo com histonas, e inducdo de apoptose;

3) Identificacdo de alvos de interacdo das proteinas de estudo;

4) Avaliacdo da funcédo destas proteinas no desenvolvimento de M.corti
atraveés do silenciamento génico por RNAI;
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