Estudo da biologia molecular do Schistosoma mansoni.

Ricardo De Marco

Agosto de 2015

Documento apresentado ao Instituto
de Fisica de Sdo Carlos, como parte
das exigéncias para obtencao do

titulo de livre-docente.






Dedico este trabalho a Cristiane, Akira e Kenji.






Agradecimentos
Aos meus ex-orientadores professores Sergio Verjovski-Almeida e R. Alan Wilson pelos ensinamentos
e colaboracao.

A professora Ana Paula U. Araujo pelo o constante auxilio que me prestou desde os meus primeiros
dias no IFSC

A todos os membros do grupo de Biofisica do IFSC pelo apoio e companheirismo.

Aos minhas alunas Ana Eliza, Ana Felizartti, Camila, Daniele, Débora, Gisele e Natalia por confiarem
em mim para ajuda-las a desenvolver seus projetos.

As técnicas do grupo de Biofisica, Bel e Andressa, pela constante ajuda com os alunos e com a os
diversos assuntos do dia a dia do laboratério.

Ao Prof. Richard C. Garratt e Dr. Humberto Pereira pela colaboracdo nas linhas de pesquisa que
desenvolvemos em conjunto.

A todo corpo administrativo do IFSC pelo suporte.

A FAPESP, CNPq e CAPESP pelo suporte financeiro que permitiu o desenvolvimento da minha linha
de pesquisa.






Indice

Introducao

Referéncias

9
11

Capitulo 1- Estudo de proteinas codificadas por Genes de Micro-Exon (MEGs) na interface

parasito-hospedeiro na esquistossomose.
1.1- A estudo da relacao parasito-hospedeiro na esqusitossomose.
1.2-O tegumento do Schistosoma mansoni.
1.3-0O esofago e a glandula do esofago S. mansoni.

1.4-Genes de Micro-Exons

12
12
13
15
16

1.5- Evolucdao da sequéncia codificante de MEGs e outros genes codificando proteinas

expostas pelo parasito no hospedeiro definitivo.
Consideracoes finais (Capitulo 1)
Contribuicoes do candidato ao tema (Capitulo 1).
Referéncias. (Capitulo 1)
Capitulo 2- Estudo da dinamica e papel septinas em Schistosoma mansoni.
2.1- O estudo de proteinas de citoesqueleto em Schistosoma.
2.2- Septinas
2.3-Septinas em Schistosoma mansoni
Consideracoes finais (Capitulo 2)
Contribuicoes do candidato ao tema (Capitulo 2).
Referéncias (Capitulo 2).
Capitulo 3- estudo da estrutura genomica de S. mansoni e sua evolucao.
3.1- A estrutura do genoma de Schistosoma mansoni.
3.2-Elementos de transposicao e sua dinamica em S. mansoni.
3.3- Evolucao da estrutura de genes de micro-exon (MEGs) em schistosomas
Consideracoes finais (Capitulo 3).
Contribuicoes do candidato ao tema (Capitulo 3).

Referéncias (Capitulo 3).

20
21
22
23
26
26
27
29
31
32
32
35
35
35
38
39
39
40






Introducao

Schistosoma mansoni é um platelminto parasitario, sendo um dos principais agente etiologicos
da esquistossomose em humanos. Das espécies que parasitam seres humanos, somente o S. mansoni
existe na América, mas este também pode ser encontrado na Africa e no Oriente Médio. As outras
principais espécies sio Schistosoma haematobium, que se concentra em paises da Africa e Leste do
Mediterraneo, e Schistosoma japonicum, que se concentra no Sudeste Asiatico e no Pacifico Ocidental.
A esquistossomose constitui hoje um grave problema de saude publica em varios paises tropicais. A
doenca foi reportada em 78 paises e pode ser considerada endémica em 52 deles (WHO, 2014).
Estima-se que em 2003 existiam 207 milhdes de pessoas infectadas e 779 milhdes de pessoas em risco
(Steinmann, 2006). Em 2012, pelo menos 249 milhdes de pessoas estavam em regioes endémicas, para

as quais era recomendado o emprego de tratamento preventivo (WHO, 2014).

O Praziquantel é a tnica droga efetivamente utilizada no combate a esquistossomose devido a
sua eficacia, seguranca, conveniéncia operacional e preco (Cioli et al., 2014). No entanto, é
preocupante o fato que isolados resistentes ao medicamento ja foram descritos (Ismail et al., 1996;
Liang et al., 2001) e se pressupde que a existéncia de cepas resistentes ou tolerantes a droga seja o
motivo para a baixa taxa de cura de pacientes no Senegal (Danso-Appiah and De Vlas, 2002). Além
disso, o uso do Praziquantel ndo impede a reinfeccao dos pacientes, razao pela qual o desenvolvimento

de uma vacina é considerado uma prioridade.

O parasita tem um ciclo de vida complexo que alterna a passagem por dois hospedeiros e
formas intermedidrias de vida livre (figura 1). A infeccdo em humanos é iniciada pela penetracao de
cercarias na pele. A forma adulta tem como hospedeiro definitivo o homem e encontra condicdes
favoraveis para seu desenvolvimento no sistema porta intra-hepatico. Ao contrario do encontrado na
maioria dos platelmintos, os vermes adultos de Schistosoma sao didicos (Loker e Brant, 2006). A fémea
adulta é delgada e mais longa que o macho e encontra-se protegida dentro do canal ginec6foro do
macho. O pareamento entre macho e fémea fornece estimulos necessarios ao desenvolvimento sexual
das fémeas. Quando se acasalam, os vermes vao para as veias do intestino, onde a fémea pode produzir

até 3 mil ovos por dia.
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Figura 1- O ciclo de vida do Schistosoma. (modificado de CDC,
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Schistosomiasis.htm)

Devido a complexidade de seu ciclo de vida, é esperado que o parasito apresente diversas
modificacdes em seu metabolismo, sendo observado que uma série de genes sdo transcritos de forma
especifica ao longo do ciclo de vida (Verjovski-Almeida et al., 2003). O estudo da biologia molecular
deste organismo é peca fundamental para o melhor entendimento dos mecanismo associados ao
parasitismo que permitirdo o desenvolvimento de novas terapias.

O recente sequenciamento do genoma e transcriptoma de diversas especies de Schistosoma
abriram oportunidade para um estudo mais detalhados dos mecanismos moleculares associados ao ciclo
de vida do parasito. Conforme descrito nos capitulos abaixo, nosso grupo vem utilizando esta
oportunidade de diferentes formas. Uma delas é o estudo da interacdao do do parasito com o hospedeiro
definitivo através do estudo de uma classe de genes denominada genes de micro-exon (MEGs), que
apresenta um intricado mecanismo genético para producdo de proteinas variantes. Outra abordagem
envolve a caracterizacao de Septinas que sdo proteinas de citoesqueleto que ndo foram previamente
estudadas em platelmintos e que podem contribuir no entendimento de uma serie de processos celulares
do parasito. Finalmente, estudo bioinformaticos do genoma de S. mansoni vem nos permitindo

caracterizar sua estrutura e evolugao.



11

Referéncias (Introducao)

Cioli D, Pica-Mattoccia L, Basso A, Guidi A. Schistosomiasis control: praziquantel forever?
Mol Biochem Parasitol. 2014; 195(1):23-9.

Danso-Appiah A, De Vlas SJ. Interpreting low praziquantel cure rates of Schistosoma mansoni
infections in Senegal. Trends Parasitol. 2002; 18(3):125-9.

Ismail M, Metwally A, Farghaly A, Bruce J, Tao LF, Bennett JL. Characterization of isolates of
Schistosoma mansoni from Egyptian villagers that tolerate high doses of praziquantel. Am J Trop Med
Hyg. 1996; 55(2):214-8.

Liang YS, Coles GC, Dai JR, Zhu YC, Doenhoff MJ. Biological characteristics of praziquantel-
resistant and -susceptible isolates of Schistosoma mansoni. Ann Trop Med Parasitol. 2001; 95(7):715-
23.

Loker ES, Brant SV. Diversification, dioecy and dimorphism in schistosomes. Trends Parasitol.
2006; 22(11):521-8.

Steinmann P, Keiser J, Bos R, Tanner M, Utzinger J. Schistosomiasis and water resources
development: systematic review, meta-analysis, and estimates of people at risk. Lancet Infect Dis.
2006; 6(7):411-25.

Verjovski-Almeida S, DeMarco R, Martins EA, Guimardes PE, Ojopi EP, Paquola AC, Piazza
JP, Nishiyama MY Jr, Kitajima JP, Adamson RE, Ashton PD, Bonaldo MF, Coulson PS, Dillon GP,
Farias LP, Gregorio SP, Ho PL, Leite RA, Malaquias LC, Marques RC, Miyasato PA, Nascimento AL,
Ohlweiler FP, Reis EM, Ribeiro MA, Sa RG, Stukart GC, Soares MB, Gargioni C, Kawano T,
Rodrigues V, Madeira AM, Wilson RA, Menck CF, Setubal JC, Leite L.C, Dias-Neto E. Transcriptome
analysis of the acoelomate human parasite Schistosoma mansoni. Nat Genet. 2003; 35(2):148-57.

WHO, Fact sheet number 155, 2014.



12

Capitulo 1- Estudo de proteinas codificadas por Genes de Micro-Exon (MEGs) na

interface parasito-hospedeiro na esquistossomose.

1.1- A estudo da relacao parasito-hospedeiro na esqusitossomose.

Uma vez instalado no hospedeiro definitivo, o verme adulto de Schistosoma é capaz de
sobreviver por décadas. A maioria de individuos infectados ndo apresentam manifestacdes severas da
doenca e a principal manifestacdo de patologia é associada a resposta imune a ovos depositados no
figado e intestino e ndo aos vermes adultos (Jenkins et al., 2005). Ainda ndo é conhecido qual é o
mecanismo que permite com que o parasito sobreviva durante décadas, apesar de estar constantemente

exposto ao sistema imune do hospedeiro (Colley e Secor, 2014).

Uma possivel estratégia de escape seria através da modulagdo de respostas do sistema imune
com a utilizacdo de fatores secretados pelo parasito. Ja foi demonstrado que a exposicao do sistema
imune a secrecoes de ovos e esquistossomulos leva a ativacado de diversas vias sinalizadoras do sistema
imune, produzindo respostas que poderiam ser favoraveis ao desenvolvimento e manutencdo da
infecdo. No entanto, o conhecimento do contelido das secre¢des que levariam a tais respostas ainda é

incompleto (Jenkins et al., 2005).

Outro possivel mecanismo de escape do hospedeiro proposto foi o chamado mimetismo
molecular, onde a expressdao de moléculas semelhantes a aquelas existentes no hospedeiro permitiriam
que o parasita interferisse no sistema imune do hospedeiro e escapasse da deteccao pelo mesmo (Salzet
et al., 2000). Em varios casos sugeriu-se a aquisicdo de genes do hospedeiro através do fendmeno de
transferéncia horizontal, como para o gene de albumina (Williams et al., 2006), de fatores de
histocompatibilidade (Iwamura et al., 1995) e o gene de uma proteina inibidora de complemento
denominada CRIT (Inal, 2005). No entanto, tais eventos de transferéncia horizontal foram contestados,
baseados no fato que ndo foi possivel encontrar as sequéncias relativas aos genes de albumina e do
fator de histocompatibilidade na montagem do genoma de S. mansoni e nem a sequéncia do gene de
CRIT na sequéncia do genoma humano. Desta maneira, foi proposto que as demonstragdes de

transferéncia horizontal resultavam de contaminac¢des em reagdes de PCR (DeMarco et al., 2007").

*  Contribuicdo do candidato ao tema.
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Foi também proposto que escape do sistema imune poderia ser facilitado através da aquisicdo
direta de proteinas do hospedeiro, ja tendo sido demonstrado a aquisicdo de antigenos de tipagem
sanguinea (Goldring et al., 1976), Receptores Fc (Loukas et al., 2001), imunoglobulinas e proteinas de
complemento (Braschi e Wilson, 2006), entre outros através da deteccao dos mesmo na superficie do
parasito. Tais dados sugerem um mecanismo especifico de aquisicao destes fatores, para qual ndo

existem evidéncias até o momento.

E possivel notar que, apesar de existirem varias propostas para explicar a capacidade do S.
mansoni de sobreviver no hospedeiro definitivo, ainda ha grandes lacunas nos mecanismos moleculares
subjacentes. Portanto, somente o estudo molecular das interfaces e secrecdes do parasito permitirdo o

desenvolvimento de propostas mais explicitas de como certos fen6menos sao mediados.

1.2-O tegumento do Schistosoma mansoni.

O tegumento consiste em um sincicio citoplasmatico encapsulado por duas membranas
tegumentais que revestem a superficie do parasita (figura 2). Os principais tipos de inclusdes
membranosas presentes no tegumento sao mitocondrias, vesiculas multilamelares e corpos discoides. O
sincicio anuclear esta ligado as células subtegumentais via conexdes citoplasmaticas, visto que as
celulas subtegumentais se encontram abaixo de uma camada muscular. Nestas células ocorre a sintese
dos corpos discoides e vesiculas multilamelares quer sdo posteriormente transportadas para o sincicio
(Abath and Werkhauser,1996, Braschi et al., 2006). A superficie do tegumento é formada pela
membrana plasmatica sobreposta por uma segunda bicamada lipidica, denominada membranocalix. O
tegumento é formado logo ap6s a penetracdo do parasito através da pele do hospedeiro vertebrado; o
esquistossomulo comecga a se desenvolver e o processo de origem do tegumento inicia-se a partir da
fusdo de vesiculas multilamelares, produzidas nas células sub-tegumentais, na superficie do parasito
(Skelly e Wilson 2006). Supdem-se que o membranocalix se mantém devido da fusdo de vesicula

multilamelares a membrana plasmatica na base do fossos tegumentais (Wilson, 2012).

O tegumento foi alvo de varios estudos proteémicos (VanBalkom et al., 2005; Braschi et al.,

2006; Braschi and Wilson 2006) que permitiram uma descricdao das proteinas mais abundantes deste
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tecido. Estudos de protedmicos utilizando biotinilacdo de proteinas expostas na superficie do parasita
permitiu a identificacdo de 28 proteinas (Braschi e Wilson, 2006). Deve-se notar, no entanto, que a
marcacdo de tais proteinas foi realizada com um reagente de baixo peso molecular e pressupde-se que
grande parte das proteinas detectadas neste ensaio estaria na verdade abaixo da membrana mais externa
do tegumento, o membranocalix, que funcionaria como uma barreira fisica contra o reconhecimento da
maioria destas proteinas pelo sistema imune (Braschi e Wilson 2006). Além disso, foi demonstrado que
parasitas sob acdao de drogas que causam distirbios no tegumento, como o praziquantel, apresentam
sensibilidade maior a soros imunes (Fallon et al., 1996), fornecendo maior evidencia sobre a acado

protetiva do mesmo.

L ' i
' P i il
Pl 3 L LY 1 |
§ %) % [l i),
s b og L ’ o tegumento
l. [ L1 I

.VJ__iiJ'l‘., Ijﬁ' |t . ‘;Erl

L |
\l | 1 Camada muscular

Corpo celular

Figura 2- Representacao diagramatica do tegumento do Schistosoma mansoni (Adaptado de
Braschi et al., 2006). BM: membrana basal. DB: corpo discéide. ER: reticulo endoplasmatico. G:
aparato de Golgi. Mc: membranocalix. Mi: mitocondria. MLV: vesicula multilamelar. Mt: microtibulo.
N: Ntucleo. P; fosso. Pm: membrana plasmatica. S: espinha. SV: vesiculas secretoras. V: vactolo.

O tegumento tem papel ativo na alimentacdo do parasita, absorvendo glicose do sangue do
hospedeiro através de dois transportadores (Skelly e Shoemaker, 1996), e aminoacidos via um

transportador que se localiza na membrana externa do tegumento (Skelly et al., 1999). Devido a esta
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absorc¢ao de nutrientes pelo tegumento, o Schistosoma pode sobreviver sem um intestino funcional por
um prolongado periodo de tempo (Popiel and Basch, 1984). Além disso trés enzimas hidroliticas de
fosfato em moléculas organicas foram detectadas na superficie do tegumento: a Apirase, a
Fosfodiesterase e a Fosfatase alcalina (DeMarco et al., 2003; Braschi and Wilson 2006). Isso permitiu
levantar a hipotese de que tais enzimas tenham a fun¢do remover grupos fosfato para permitir a
passagem destes compostos pela membrana plasmatica conforme observado em outros organismos e

assim contribuir com a aquisicao destes compostos (Braschi et al., 2006).

Devido a possivel exposicao direta ao sistema imune do parasito, duas proteinas tegumentais
expostas foram propostas como candidatas vacinais. A proteina Sm 29 é uma proteina soluvel e
supOem-se que a mesma possa se localizar entre a membrana plasmatica e 0 membranocalix (Braschi e
Wilson 2006). Testes vacinais com esta proteina resultaram em 51% de reducao da carga parasitaria
(Cardoso et al., 2008). A proteina TSP-2 é uma tetraspanina localizada no tegumento provavelmente
ancorada na membrana plasmatica (Braschi e Wilson 2006). Ensaios vacinais com este antigeno
resultaram em reducao de 57% da carga parasitaria (Tran et al., 2006). No entanto, um alto grau de
polimorfismo foi encontrado para esta proteina o que poderia limitar seu valor como candidato vacinal

(Zhang et al., 2011).

1.3-0 esofago e a glandula esofagica S. mansoni.

O sistema digestorio de S. mansoni é constituido por um sugador oral, esofago e estdbmago
(Figueredo et al., 2015). Na fase adulta o parasita se alimenta de grandes quantidades de sangue,
estimando-se que 39.000 e 330.000 eritrocitos sejam ingeridos por hora por vermes adultos machos e
fémeas, respectivamente (Lawrence, 1973). O processamento do sangue ingerido inicia-se no esofago,
onde os eritrocitos sao rapidamente lisados (Hall et al., 2011). No estdmago diversas peptidases das
classes cisteina e aspartico sdao responsaveis pela digestdo da hemoglobina proveniente dos eritrocitos

(Caffrey et al., 2004).

E possivel separar o eséfago de Schistosoma em duas porcdes, a anterior e a posterior (Figura
3). Ja foi descrito que a porcao anterior do esbfago de S. mansoni e S.japonicum também possuem uma

estrutura sincicial na forma de projecdes citoplasmaticas em direcdo ao limen do esdfago. Esta
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estrutura sincicial é conectada a uma aglomeracao de aproximadamente 700 células enriquecidas em

reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi (Li et al., 2013"; Li et al. 2014).

Na porgdo posterior do esofago, também denominada glandula esofagica, observa-se também
uma estrutura sincicial que possui projecdes citoplasmatica bastantes finas, formando placas que
aumentam a superficie luminal deste tecido em aproximadamente 26 vezes. Este tecido possui
aproximadamente 1.000 células em machos de S. mansoni localizadas abaixo da camada muscular e

conectadas ao sincicio através de canais recoberto por microtiibulos (Li et al., 2013").

Massa de

células
anteriores

Glandula
esofagica

Figura 3- Imagem do esofago de vermes adultos de Schistosoma macho e fémea. Imagens
foram produzidas a partir de vermes corados com o corante Carmim de Langeron através de
microscopia confocal. A indicacdo “Massa de célula anteriores ” aponta o agrupamento de células
circundando a porcdo anterior do esdfago. A indicacdo “Glandula esofagica” aponta a glandula
esofagica localizada na regido posterior do es6fago. Adaptado de Li et al., 2013.

1.4-Genes de Micro-Exons

Micro-exons sdo exons muito curtos, cuja a presenga ja foi descrita em um nimero limitado de
genes de varios organismos (variando de 0.5 to 1.6% do total de genes de um organismo). No entanto,

praticamente todos os genes nos quais a presenca de micro-exons foi descrita apresentavam apenas

*  Artigo do candidato no tema.
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somente um exon deste tipo (Volfovsky et al., 2003). Uma estrutura génica contendo multiplos micro-
exons foi descrita para o gene do antigeno 10.3 de S. mansoni onde exons de 27 pares de bases
constituiam um elemento repetitivo de 81 pares de bases encontrados em tandem em uma porgao deste

gene (Davis et al., 1988).

O mapeamento de transcritos existentes em bases publicas no genoma do S. mansoni
possibilitou a deducado da estrutura de um grupo de 18 familias de genes que também distinguiam pelo
fato de possuirem varios micro-exons (Berriman et al., 2009", DeMarco et al., 2010), posteriormente o
sequenciamento do transcriptoma com a tecnologia de RNA-Seq permitiu a dedugdo de 7 novas
familias com tais caracteristicas (Almeida et al., 2011"). Estes genes foram denominados “Micro-Exon
Genes (MEGs)” e possuem em comum as seguintes caracteristicas (Figura 4): presenca de varios
micro-exons (<36bp) que compdem em media 75% das sequéncias codificantes; alta proporcao (92%)
de exons internos simétricos; presenca de exons longos flanqueadores onde estdao contidos os UTRs do
transcritos e porcoes codificantes para o peptideo sinal ou hélice transmembrana (Berriman et al.,

2009", DeMarco et al., 2010%).

A proporcdo de exons simétricos muito maior do que seria esperada por acaso, indica uma
pressao evolutiva para manutencdo desta caracteristica. Isso permitiria a realizacdo de eventos de
splicing alternativo onde a retirada de algum destes exons do transcrito maduro ndo resultaria na
mudanga no quadro de leitura do transcrito. De fato, o sequenciamento de produtos de RT-PCR
utilizando primers especificos para algumas MEGs demonstraram a existéncia diversas forma de

splicing alternativo, nas quais ocorria a omissdo de alguns micro-exons (DeMarco et al., 2010%).

Todas as MEGs codificam proteinas que ndo tém similaridade com nenhuma proteina de
organismos fora do género Schistostoma, indicando uma origem recente destas proteinas e com funcdes
bastante especificas. Além disso, experimentos de microarray indicaram que a expressdao da maioria das
MEGs tende a aumentar quando o parasito invade o hospedeiro humano. Deste modo, é possivel
levantar a hipétese que as MEGs codificam proteinas envolvidas na interagdo do parasita com o

hospedeiro definitivo (DeMarco et al., 2010").

*  Artigo do candidato no tema.
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Figura 4- representacdo esquematica de MEGs em Schistosoma mansoni. A estrutura de cada
MEG é representada com retangulos indicando exons e linhas finas representando introns. Linhas
grossas nas extremidades representam regides UTRs. O numero acima de cada exon representa seu
comprimento. Retangulos em vermelho representam micro-exons (tamanho <36 bp) simétricos.
Retangulos em laranja representam micro-exons nao simétricos. Retangulos em azul representam exons
de tamanho normal e simétricos. Retangulos em verde representam exons de tamanho normal e ndo
simétricos. Retangulos cinzas representam a regido codificante de exons flanqueadores. Exons com
triangulos acima codificam para peptideo sinal e com losango codificam para transmembranas
(Retirado de Berriman et al., 2009).

Esta hipotese é reforcada pelo fato que praticamente todas as proteinas codificadas por genes de
micro-exon possuem um peptideo sinal previsto em sua sequéncia, sugerindo que sdo secretadas
(DeMarco et al., 2010"). Experimentos protedmicos utilizando secre¢des detectaram produtos proteicos
proveniente de genes de duas familias de MEGs em experimentos com secrecdes de ovos (MEG-2 e -3)
e uma familia em secrecées de esquistossdomulo (MEG-3). Interessantemente, nos géis bidimensionais
produzidos em tais experimentos cada um dos genes destas familias possuia correspondéncia com

varios pontos de diferentes pontos isoelétricos e massas moleculares na identificacdo de peptidios

*  Artigo do candidato ao tema.
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tripticos via espectrometria de massas. Isso forneceu evidencia adicional que cada gene produziria

diversas proteinas diferentes devido ao fenémeno de splicing alternativo (DeMarco et al., 20107).

Experimentos de imunolocalizacdo e de Whole-mount In Situ Hybridization (WISH) permitiram
a associacdo das proteinas MEG-14, -4.1 e 4.2, com o aparelho digestivo primordial em cercaria e com
a glandula do es6fago do parasita em vermes adultos, e da proteina MEG-3.2 a glandula da cabecga de
esquistossomulos (DeMarco et al., 2010%;Li et al., 2013"). Além disso, a proteina MEG-5 foi detectada
em preparacoes da membrana do tegumento de vermes adultos através de ensaios protedmicos
(DeMarco et al., 20107). Desta maneira, é possivel notar a associacdo de MEGs a 6rgdos secretorios

que estdo localizados na interface parasito-hospedeiro.

Ja foram realizados alguns experimentos utilizando a expressio de MEGs em sistema
recombinante. O dominio hidrofilico da proteina MEG-14, referente a isoforma mais frequente, foi
expresso em sistema bacteriano e a andalise de sua estrutura através da técnica de dicroismo circular
utilizando radiacao sincrotron (SRCD) demonstrou que a mesma possui um espectro tipico de proteina
sem estruturas secundarias regulares. No entanto foi observado que ocorria uma transicdo de uma
estado desordenado para um ordenado como consequéncia de fatores externos como temperatura,
polaridade do solvente, carga de moléculas parceiras ou desidratacio (Lopes et al., 2013"). Tal
comportamento € caracteristico de proteinas intrinsecamente desordenadas, sendo que esta classe de
proteinas ja foram descritas envolvidas em interacdes proteicas com multiplos parceiros, acompanhada
de um aumento na organizacao da proteina desordenada (Uversky, 2011) . A presencga de uma proteina
deste tipo exposta na superficie da glandula esofagica do parasito sugere que possivelmente ocorre

interacdo entre esta proteina com outras MEGs ou com proteinas do hospedeiro definitivo.

Outra proteina expressa em sistema recombinante para estudo da funcao foi a proteina MEG-
4.1. Incubacdo da mesma com eritrocitos in vitro levou a agregacao dos mesmos (Martins et al., 2014).
Microscopia confocal utilizando um anticorpo anti-MEG4.1 em vermes adultos demonstrou que na
glandula esofagica é possivel detectar esta proteina circundando leucdcitos, que se encontram
agrupados (Li et al., 2013"). Desta maneira é possivel supor que o mesmo tipo de fendmeno que levou

a agregacao de eritrdcitos in vitro possa ser responsavel pelas observagoes in vivo com leucécitos.

*  Artigo do candidato no tema.
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1.5- Evolucdo da sequéncia codificante de MEGs e outros genes codificando proteinas

expostas pelo parasito no hospedeiro definitivo.

Varios genes de patdgenos envolvidos em evasdo do sistema imune humano possuem dN/dS
(razdo das taxas de mutacdo ndo-sindnimas e sindnimas) maiores que 1, indicando um contexto de
selecdo positiva (Yang and Bielawski, 2000). De fato, este altos indices foram atribuidos a uma rapida
co-evolucdo entre hospedeiros e patégenos que foi considerada andloga a uma corrida armamentista
(Aguileta et al., 2009) e, portanto, seria de grande interesse verificar se genes codificantes de proteinas
localizadas na interface parasito-hospedeiro na esquistossomose, incluindo MEGs, estariam sujeitos a

tais tipos de pressao.

Analises das taxas de mutacdo nas regioes codificantes de MEGs foram realizadas através da
comparacdo das taxas de mutacdo ndo-sindnimas e sinonimas, inferidas a partir da comparacdo da
sequéncia do transcrito de S. mansoni com ortologos de S. haematobium e S. japonicum. Foi
verificado que MEGs possuiam um valor de dN/dS significativamente maior do que a média de todos
os genes de S. mansoni nas comparacdes com as duas espécies. Além disso, mesmo quando
considerados apenas genes codificando proteinas com peptideo sinal ou aquelas que foram detectadas
na superficie do tegumento, os valores de dN/dS ainda eram significativamente menores que os

observados para as MEGs (Phillipsen et al., 2015").

Além disso, verificou-se que os valores de dN/dS para a regido da proteina madura de MEGs
era significativamente maior que aquele observado para a regido codificando o peptideo sinal. Devido
ao fato dos peptideos sinais estarem ausentes na proteina madura e, portanto, ndo estarem expostos na
superficie do parasita, levantou-se a hipotese de que o fator que poderia estar levando a este alto nivel
de mutagdes ndo-sindnimas em MEGs seria a exposi¢cdo ao sistema imune. Os valores de dN/dS
observados para por¢oes da proteina madura de MEGs em alguns casos ultrapassa o valor de 1, o que

indicaria um processo de seleg¢do positiva (Phillipsen et al., 2015").

Andlises de valores de dN/dS para uma outra familia de genes codificando as proteinas Venon

Alergen-Like (VAL) foi realizada. Esta familia de proteinas é divididas em dois grupos (Chalmers et

*  Artigo do candidato no tema.
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al., 2008), sendo que o grupo 1 representam proteinas secretadas, com a presenca de um peptideo sinal
em sua sequéncia, e o grupo 2 proteinas intracelulares. Proteinas desta familia ja foram descritas em
secrecOes de Ancylostoma caninum (Hawdon et al., 1999) e em secrecOes de cercarias mecanicamente
transformadas de S. mansoni (Curwen et al., 2006). Foi possivel notar que os valores de dN/dS para
genes VAL do grupo 1 através da comparagdo de ortologos de S. mansoni com S. haematobium eram
significativamente maiores que as médias da valores de dN/dS envolvendo todos os genes, genes
codificando proteinas secretadas ou genes expostos no tegumento . Além disso, foi possivel notar que
genes do grupo 1 apresentam valores de dN/dS significativamente maiores que proteinas do grupo 2 e
do que VALs contendo peptideo sinal em comparagdes entre genes de C. elegans e C. briggsae. Foi
verificado também através da comparagao entre paralogos de S. mansoni que aqueles genes expressos
no hospedeiro humano possuiam valores de dN/dS significativamente maiores quando comparados
entre si, do que o mesmo tipo de comparacdo realizada com VALs expressas no hospedeiro

intermediario (Phillipsen et al., 2015%).

Grande parte dos genes codificando proteinas previamente detectadas na superficie do
tegumento do parasita apresentaram valor baixo de dN/dS. Este fato fornece suporte adicional a teoria
de que grande parte das proteinas da superficie do tegumento estdo inacessiveis ao sistema imune do
hospedeiro devido a presenca do membranocalix. Interessantemente, dois candidatos vacinais expostos
na superficie do parasita, Sm29 e TSP-2, apresentavam altos valores de dN/dS. No caso de TSP-2, este
alto valor restringia-se ao dominio hidrofilico da proteina voltado para o exterior da membrana, o que

evidencia uma possivel influencia da pressdo evolutiva do sistema imune (Phillipsen et al., 2015").

Consideracoes finais (capitulo 1).

O estudo das interagOes entre parasito-hospedeiro na esquistossomose é um tema complexo,
onde ainda existem grandes lacunas no entendimento dos mecanismos de escape do sistema imune pelo
parasito. A descricdo de um sistema genético intrincado com o objetivo de producdao de proteinas
secretadas variantes, representada pelas MEGs traz uma importante contribuicdo. Note-se que a
variacao gerada pelo splicing alternativo das MEGs deve se somar ao provavel alto nivel de
polimorfismo derivado da rdpida evolucao deste grupo de genes, gerando um perfil bastante variado de

antigenos. Desta maneira propusemos que o sistema genético presente em MEGs teria como objetivo
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gerar variacdo antigénica que teria como principal objetivo inibir uma resposta imune efetiva contra

estes antigenos.

A concentracdo da expressdo dos produtos destes genes em interfaces de interacdo com o
hospedeiro definitivo, como o tegumento e o esdfago do parasita, e em secrecOes indica a efetiva
interacdo dos mesmo com células e proteinas humanas. De fato, ja foi demonstrado que MEG-4
interage com leucdcitos ingeridos pelo parasita (Li et al.,, 2013") e dados preliminares obtidos pelo
nosso grupo de pesquisa apontam para outras interacoes com proteinas e células humanas. Desta
maneira pode-se considerar que o estudo das MEGs representa um novo e promissor campo para

entendimento dos mecanismos envolvidos na interagdo do S. mansoni com o hospedeiro definitivo.
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Capitulo 2- Estudo da dinamica e papel septinas em Schistosoma mansoni.

2.1- O estudo de proteinas de citoesqueleto em Schistosoma.

Os trés principais tipos de filamentos proteicos que compdem o citoesqueleto sdo filamentos de
actina, microttbulos e filamentos intermediarios. Considerando o papel importante do citoesqueleto em
uma serie de fungdes celulares, o detalhamento dos papeis destas proteinas em esquistossomas é de
grande importancia para o entendimento da organizacdo celular neste ramo evolutivo. Por exemplo, ja
foi demonstrado que proteinas de citoesqueleto possuem uma distribuicdo diferencial na estrutura do
tegumento do parasita (Matsumoto et al., 1988; Jones et al., 2004), o que sugere que uma serie de
estruturas especializadas deste tecido sdo derivadas de diferentes tipos de filamentos. De fato,
preparacoes de tegumento analisadas através de proteOmica apresentaram um enriquecimento em

proteinas de citoesqueleto em relagcdo aos vermes desnudos (Van Balkon et al., 2005).

Analise de bancos de transcritos de S. mansoni demonstrou que o mesmo possui 0s principais
componentes do sistema citoesquelético baseado em actina e tubulina (Jones et al., 2004). Estudos
utilizando o composto faloidina com um marcador fluorescente permitiram mapear a distribuicao de
filamentos de f-actina em diversas fases do ciclo de vida do parasita, estando fortemente associados
com células musculares e células flama (Mair et al., 2000; Mair et al., 2003; Bahia et al., 2006). Além
disso, ha dados sobre a presenca de filamentos circulares de actina associadas a estruturas sensoriais na
superficie do parasita adulto (Zhou e Podesta, 1992) e também de espinhos que se encontram na
superficie do parasita e que consistem em filamentos de actina hexagonalmente empacotados (Cohen et

al.,, 1992).

Estudos de microscopia confocal demonstraram a presenca de fibras de tubulina em uma serie
de tecidos, em varios estagios do ciclo de vida do parasita. Fibras contendo alfa-tubulina ou beta-
tubulina sdo detectaveis em estruturas ciliares presentes em papilas sensoriais em cercarias, no sistema
protonefridico de cercarias e adultos e em placas epidérmicas de miracidios. Além disso, elas estdo
presentes em projecdes neurais e na periferia das glandulas acetabulares em cercarias (Collins et al.,
2011).
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Em contraste, evidéncias para a presenca de filamentos intermediarios em schistosomas ainda é
bastante escassa, com poucos transcritos disponiveis em bancos ptblicos, havendo apenas estudos de
imunocalizacdo utilizando anticorpos heter6logos que sugeriram a presenca dos mesmos em células

subtegumentais e musculares (Jones et al., 2004 ; Sato e Kamiya, 2000).

2.2- Septinas

As septinas foram inicialmente descritas como proteinas de Saccharomyces cerevisiae que eram
essenciais para o processo de citocinese na divisao celular, sendo essenciais para a formacao de brotos
neste organismo (Hartwell, 1971; Byers e Goetsch, 1976). Posteriormente, verificou-se que filamentos
de septina estavam envolvidas em uma serie de processos celulares tais como formacdo do fuso
mitético (Spiliotis et al., 2005), formacdo de barreiras de difusdo em membranas (Dobbelaere e Barral,
2004), controle do ciclo celular (Kremer et al., 2007), transporte vesicular (Hsu et al., 1998) entre
outros. Devido a formagdo dos filamentos a partir desta proteina e da sua associagdo com membranas
celulares, filamentos de actina e microtibulos, vem sendo sugerido que filamentos de septinas sejam
considerados o quarto componente do citoesqueleto (Mostowy e Cossart, 2012). Septinas foram
primeiramente descritas como restritas a eucariotos opisthokonta (clado que inclui animais e fungos),
mas estudos mais recentes demonstraram a sua presenca também em outras linhagens eucarioticas
como algas verdes, algas pardas e ciliados (Nishiyama et al., 2011). O nimero de diferentes cépias de
septinas em um organismo é bastante variavel, sendo que algumas algas verde possuem apenas uma

copia, enquanto que humanos apresentam treze copias distintas (Beise e Trimble, 2011)

Septinas possuem um dominio do tipo P-loop GTPase que é definido pela presenca dos
motivos Walker A (GxxGxGKST), Walker B (DxxG) e de especificidade para GTP- (xKxD) (Hall e
Russel, 2004). Em algumas septinas o dominio GTPase encontra-se ativo, sendo capaz de hidrolisar
nucleotideos, enquanto que em outros casos ndo ha atividade hidrolitica, sendo a septina capaz apenas
de ligar nucleotideos. O dominio GTPase é flanqueado por regides amino e carboxi terminais de
comprimentos variaveis. Grande parte das septinas possuem uma regido basica na por¢cdo amino-
terminal adjacente ao dominio GTPase, que possui a propriedade de ligacdo a fosfoinositideos, sendo
um importante componente para interacdo de septinas com membranas (Casamayor e Snider, 2003;

Berin et al., 2010). Regides carboxi-terminais tendem a formar estruturas do tipo coiled-coil que sdo
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importantes para o estabelecimento de interagdes proteina-proteina (Casamayor e Snider, 2003).

Septinas de mamiferos foram divididas em quatro subgrupos distintos denominados SEPT2,
SEPT3, SEPT6 e SEPT7, baseado nos nomes de seus membros fundadores. Cada um destes grupos
estdo representados em mamiferos, mas somente dois ou trés grupos estdo representados em
organismos modelos de outros ramos evolutivos como Drosophila melanogaster e Caenorhabditis
elegans. Andlises de diversos complexos de mamiferos indicou que septinas dos diferentes grupos estao
distribuidas de forma ndo-randomica, com septinas de diferentes grupos ocupando posic¢oes especificas

num heteropolimero (Sellin et al., 2011).

Septinas organizam-se em complexos hetero-oligoméricos que irdo se polimerizar para a
formacdo de filamentos. Filamentos de septinas ndo sdo polares, sendo semelhantes neste aspecto a
filamentos intermediarios (Mostowy e Cossart, 2012). Em mamiferos, tais oligdbmeros existem como
subunidades de seis ou oito elementos. Normalmente, hexdmeros sdao compostos de combinacdes de
membros dos subgrupos SEPT2, SEPT6 e SEPT7 e octameros adicionariam membros do subgrupo
SEPT3 (Sellin et al., 2011). A estrutura cristalografica de um hexamero de septinas humanas (Figura 4)
foi resolvida a baixa resolugdo e mostra uma organizacdo linear para o filamento, onde uma das
interfaces de interacdo é constituida pelos dominios GTPase de diferentes monomeros que interagem
entre si e, uma segunda interface, é composta de dominios N e C terminais que também interagem entre

si (Sirajuddin et al., 2007).

Figura 4- representacdo da estrutura do hexamero de septinas de mamiferos formando um
filamento alternando interfaces do dominio GTPase (G) e dos dominios N e C terminais (NC). Retirado
de Weirich et al., 2008.
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2.3-Septinas em Schistosoma mansoni

Uma busca direcionada no genoma de S. mansoni permitiu a identificagcdo de 4 diferentes genes
codificando ortélogos de septinas humanas. Estes foram denominados SmSEPT5, SmSEPT7.1,
SmSEPT7.2 e SmSEPT10, baseado na similaridade com septinas humanas. Analises filogenéticas
destas septinas revelaram que estas pertencem aos grupos SEPT2, SEPT6 e SEPT7 (Figura 5), estando
ausente membros representantes do grupo SEPT3, em varios platelmintos analisados. Além disso,
existe apenas um membro de cada grupo, exceto no caso do grupo SEPT7 que possui dois membros.
Este cendrio é bastante contrastante com aquele observado em humanos onde ha 13 diferentes septinas
descritas (Figura 5), sendo que 3 dos 4 grupos possuem multiplos membros (Zeraik et al., 2013").

Adicionalmente, o grupo SEPT7 possui apenas um representante em humanos.

A presenca das trés familias de septinas pertencentes ao grupos responsaveis pela formacgdo de
hexameros em vertebrados sugere que as septinas de S. mansoni devam se organizar de forma
semelhante. Interessantemente, a analise da expressdo das diversas septinas de S. mansoni ao longo do
ciclo de vida do parasita com a utilizacdo da técnica de Real-Time PCR demonstra um perfil
semelhante em todas elas, compativel com o que seria esperado na formacdo de um heterocomplexo
funcional contendo vaérias septinas (Zeraik et al., 2013"). Além disso, a co-expressdo das proteinas
SmSEPT5, SmSEPT7.2 e SmSEPT10 em sistema recombinante resultou na formacdo de um

heterocomplexo funcional, capaz da formagao de filamentos in vitro (Zeraik et al., 2014a").

A imunolocalizagdo das proteinas SmSEPT5 e SmSEPT10 em diversos ciclos de vida
apresentaram padrdes bastante semelhantes, fornecendo evidéncias adicionais de que provavelmente o
complexo nativo envolve a formacdo de heteroligdbmeros. Observou-se que em vermes adultos e
miracidios as septinas se co-localizavam com filamentos de actina em células musculares. Além disso,
foi possivel notar enriquecimentos de septinas em estruturas especializadas, como placas epidérmicas
em miracidios, células germinativas em esporocistos e dutos de protenefridios presentes em cercarias

(Zeraik et al., 2013").

*  Artigo do candidato no tema.
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Figura 5- Arvore filogenética gerada a partir de inferéncia bayesiana de um alinhamento

multiplo de dominios GTPases de septinas de diversos organismos. Numeros nos nos da arvore
indicam as probabilidades posteriores calculadas pelo programa Mr. Bayes. Circulos pontilhados
indicam os quatro grupos de septinas (Adaptado de Zeraik et al., 2013).

Assim, como previamente observado em septinas de vertebrados, a exposicdo de septinas de S.
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tecido resulte em perda da funcdo muscular (Zeraik et al., 2014a").

mansoni ao composto forchlorfenuron (FCF) levou a uma mudanca na dindmica de formagdo de
filamentos. Surpreendentemente, a exposicao de parasitas vivos ao FCF levou a um estado de paralisia,
que era revertida quando da retirada do composto. Devido ao enriquecimento de septinas em fibras

musculares em diversos estagios é possivel que uma acdo direta do FCF em fibras de septinas neste
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A proteina SmSEPT10 expressa em sistema recombinante foi cristalizada e suas estruturas
tridimensionais com resolucdo de aproximadamente 2A, tanto para forma complexada com GTP quanto
com GDP. Esta foi a primeira estrutura de uma septina com alta resolucao ja obtida e permitiu, pela
primeira vez, a descricdo detalhada de uma mudanga conformacional da proteina através do
escorregamento de uma folha-beta quando da troca de GTP por GDP. A partir desses resultados, foi
proposto que tal mudanga conformacional provavelmente estaria envolvida na dindmica de interacdo de

septinas com membranas bioldgicas (Zeraik et al., 2014b").

Consideracoes finais (Capitulo 2)

A descricao de septinas em Schistosoma adicionam uma nova proteina de citoesqueleto ao
repertorio utilizado pelo parasita para formacao de diversas estruturas celulares. Evidéncias coletadas
sugerem que as mesmas devem se organizar em filamentos de maneira semelhante a aquela descrita
para septinas de mamiferos. O menor nimero de membros em cada familia, quando comparado com
humanos, sugere que platelmintos ndo sofreram o processo de diversificacao verificado em mamiferos.
Apesar disso, foi possivel verificar a formacdo de um filamento composto de um membro dos
subgrupos SEPT2, SEPT6 e SEPT7, de forma andloga ao filamento humano cuja a estrutura ja foi
caracterizada, sugerindo que o filamento de Schistosoma deve ter uma estrutura semelhante e
representaria um sistema analogo a aquele presentes em ancestrais de mamiferos, anteriormente a

diversificacdo dos membros das familias.

O fato de que septinas sdo localizadas em diversas fases do ciclo de vida do parasita e, em
muitos casos, enriquecidas em certos tecidos especializados reforca a ideia da sua importancia na
formacdo de estruturas essenciais para as fun¢des do parasito. O tratamento com FCF levando a
paralisia reversivel do parasita sugere que pelo menos parte destas funcoes deva estar relacionada a
estruturas de células musculares ligadas a contracdo. O estudo mais detalhado deste grupo de proteinas
permitird entender melhor se o papel de septina em schistosomas é semelhante a aquele descrito em

outros organismos.

*  Artigo do candidato no tema.



32

Contribuicoes do candidato ao tema (Capitulo 2).

Zeraik AE, Rinaldi G, Mann VH, Popratiloff A, Araujo AP, DeMarco R*, Brindley PJ*. Septins
of Platyhelminths: identification, phylogeny, expression and localization among developmental stages

of Schistosoma mansoni. PLoS Negl Trop Dis. 2013; 7(12):e2602.

Zeraik AE, Galkin VE, Rinaldi G, Garratt RC, Smout MJ, Loukas A, Mann VH, Araujo AP,
DeMarco R* Brindley PJ’. Reversible paralysis of Schistosoma mansoni by forchlorfenuron, a

phenylurea cytokinin that affects septins. Int J Parasitol. 2014a; 44(8):523-31.

Zeraik AE, Pereira HM, Santos YV, Branddo-Neto J, Spoerner M, Santos MS, Colnago LA,
Garratt RC, Aratijo AP, DeMarco R. Crystal structure of a Schistosoma mansoni septin reveals the

phenomenon of strand slippage in septins dependent on the nature of the bound nucleotide. J Biol

Chem. 2014b;289(11):7799-811.

* Co-autores correspondentes.

Referencias (Capitulo 2).

Bahia D, Avelar LG, Vigorosi F, Cioli D, Oliveira GC, Mortara RA. The distribution of motor
proteins in the muscles and flame cells of the Schistosoma mansoni miracidium and primary sporocyst.
Parasitology. 2006 Sep;133(Pt 3):321-9.

Beise N, Trimble W. Septins at a glance. J Cell Sci. 2011 Dec 15;124(Pt 24):4141-6.

Bertin A, McMurray MA, Thai L, Garcia G 3rd, Votin V, Grob P, Allyn T, Thorner J, Nogales E.
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate promotes budding yeast septin filament assembly and
organization. J Mol Biol. 2010 Dec 10;404(4):711-31.

Byers B, Goetsch L. A highly ordered ring of membrane-associated filaments in budding yeast.
J Cell Biol. 1976 Jun;69(3):717-21.

Casamayor A, Snyder M. Molecular dissection of a yeast septin: distinct domains are required



33

for septin interaction, localization, and function. Mol Cell Biol. 2003 Apr;23(8):2762-77.

Cohen C, Reinhardt B, Castellani L, Norton P, Stirewalt M. Schistosome surface spines are
"crystals" of actin. J Cell Biol. 1982 Dec;95(3):987-8.

Collins JJ 3rd, King RS, Cogswell A, Williams DL, Newmark PA. An atlas for Schistosoma
mansoni organs and life-cycle stages using cell type-specific markers and confocal microscopy. PLoS
Negl Trop Dis. 2011;5(3):e1009.

Dobbelaere J, Barral Y. Spatial coordination of cytokinetic events by compartmentalization of
the cell cortex. Science. 2004 Jul 16;305(5682):393-6.

Hall PA, Russell SE. The pathobiology of the septin gene family. J Pathol. 2004; 204(4):489-
505.

Hartwell LH. Genetic control of the cell division cycle in yeast. IV. Genes controlling bud
emergence and cytokinesis. Exp Cell Res. 1971 Dec;69(2):265-76.

Hsu SC, Hazuka CD, Roth R, Foletti DL, Heuser J, Scheller RH. Subunit composition, protein
interactions, and structures of the mammalian brain sec6/8 complex and septin filaments. Neuron. 1998
Jun;20(6):1111-22.

Jones MK, Gobert GN, Zhang L, Sunderland P, McManus DP. The cytoskeleton and motor
proteins of human schistosomes and their roles in surface maintenance and host-parasite interactions.
Bioessays. 2004; 26(7):752-65.

Kremer BE, Adang LA, Macara IG. Septins regulate actin organization and cell-cycle arrest
through nuclear accumulation of NCK mediated by SOCS?7. Cell. 2007;130(5):837-50.

Mair GR, Maule AG, Day TA, Halton DW. A confocal microscopical study of the musculature
of adult Schistosoma mansoni. Parasitology. 2000;121 ( Pt 2):163-70.

Mair GR, Maule AG, Fried B, Day TA, Halton DW. Organization of the musculature of
schistosome cercariae. J Parasitol. 2003 Jun;89(3):623-5.

Matsumoto Y, Perry G, Levine RJ, Blanton R, Mahmoud AA, Aikawa M. Paramyosin and actin
in schistosomal teguments. Nature. 1988 May 5;333(6168):76-8.

Mostowy S, Cossart P. Septins: the fourth component of the cytoskeleton. Nat Rev Mol Cell
Biol. 2012 Feb 8;13(3):183-94.

Nishihama R, Onishi M, Pringle JR. New insights into the phylogenetic distribution and
evolutionary origins of the septins. Biol Chem. 2011 Aug;392(8-9):681-7.

Sato H, Kamiya H.Immunofluorescent localization of intermediate filaments (IFs) in



34

helminths using anti-mammalian IFs monoclonal antibody. J Parasitol. 2000 Aug;86(4):711-5.
Sellin ME, Sandblad L, Stenmark S, Gullberg M. Deciphering the rules governing
assembly order of mammalian septin complexes. Mol Biol Cell. 2011 Sep;22(17):3152-64.
Sirajuddin M, Farkasovsky M, Hauer F, Kiihlmann D, Macara IG, Weyand M, Stark H,
Wittinghofer A. Structural insight into filament formation by mammalian septins. Nature. 2007;
449(7160):311-5.
Spiliotis ET, Kinoshita M, Nelson WJ. A mitotic septin scaffold required for Mammalian
chromosome congression and segregation. Science. 2005 Mar 18;307(5716):1781-5.
van Balkom BW, van Gestel RA, Brouwers JF, Krijgsveld J, Tielens AG, Heck AJ, van
Hellemond JJ. Mass spectrometric analysis of the Schistosoma mansoni tegumental sub-proteome. J
Proteome Res. 2005 May-Jun;4(3):958-66.
Weirich CS, Erzberger JP, Barral Y. The septin family of GTPases: architecture and dynamics.
Nat Rev Mol Cell Biol. 2008; 9(6):478-89.
Zhou Y, Podesta RB. Ring-shaped organization of cytoskeletal F-actin associated with surface
sensory receptors of Schistosoma mansoni: a confocal and electron microscopic study. Tissue Cell.

1992;24(1):37-49.



35

Capitulo 3- estudo da estrutura genomica de S. mansoni e sua evolucao.

3.1- A estrutura do genoma de Schistosoma mansoni.

O Schistosoma mansoni é um organismo diploide que possui um genoma de aproximadamente
363 megabases (Mbp), codificando aproximadamente 11.000 genes (Berriman et al., 2009; Protasio et
al., 2012). O genoma esta organizado em sete pares de cromossomos autossomicos, mais um par de
cromossomos sexuais do tipo ZW, que possuem tamanhos entre 65 e 9 Mbp (Protasio et al., 2012).
Cromossomos de S. mansoni possuem em sua extremidade telomeros com motivos de repeticdo

TTAGGG, cuja sequéncia é idéntica a aquela encontrada em humanos (Hirai e Loverde, 1996).

Cerca de 40% do genoma € repetitivo, sendo que destes ~15% podem ser atribuidos a
retrotransposons do tipo ndao-LTR, ~5% a transposons do tipo LTR, ~1.5% a retrotransposons
Penelope-Like e ~0.5% a transposons de DNA ( Berriman et al., 2009"; Venancio et al.,2010"; Jacinto et
al., 2011%). Ja foi relatado que a regido especifica do cromossomo sexual feminino (W) possui
abundancia de elementos repetitivos especificos, estando organizados em blocos, e que a presenca dos
mesmos pode estar relacionada ao fendmeno de heterocromatizacao de parte do cromossomo W

durante o desenvolvimento do mesmo em vermes adultos (Lepesant et al., 2012).

3.2-Elementos de transposicdo e sua dinamica em S. mansoni.

Elementos de transposicdo sdo componentes genéticos moveis que sao encontrados em grande
nimero na maioria dos genomas eucarioticos, sendo considerados um fonte importante de variacao
genética. Eles podem ser classificados em retrotransposons (Classe I) e transposons de DNA (Classe
IT), que possuem mecanismos de replicagcdo bastante distintos. Retrotransposons tem sua transposicao
baseada na integracdo de material genético formado a partir da transcricdo reversa do mRNA produzido
a partir de um elemento transcricionalmente ativo. Devido ao fato da copia original ficar preservada,
este tipo de mecanismo é muitas vezes referido como de “copiar e colar”. Em contraste, transposons de
DNA transpdem através da excisdao do elemento e sua reinsercdo em nova localizacao do genoma com

a utilizacdo de uma transposase. Devido a estas caracteristicas, este segundo tipo de mecanismo €
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muitas vezes referido como de “cortar e colar” (Wicker et al., 2007; Levin e Moran, 2011).

Elementos transponiveis podem ser descritos como elementos genéticos parasitarios devido ao
fato de poderem se replicar autonomamente e se espalhar em uma populacdo, mesmo quando os
eventos necessarios para sua perpetuacdo gerem mutacoes deletérias para o organismo hospedeiro
(Hurst e Werren, 2001). No entanto, ja foram descritos diversos casos onde elementos de transposicao
foram “domesticados” passando a exercer funcgdes luteis para o metabolismo celular (Sinzelle et al.,
2009), bem como casos onde fragmentos de elementos de transposicao sao fixados de forma a atuarem
como elementos genéticos de genes do genoma hospedeiro, como promotores alternativos, sitios de
ligacdo de fatores de transcricdo, sinais de poliadenilagdo, entre outros (Feschotte, 2008; Oliver e
Greene, 2009). Além disso, diversas evidéncias vem se acumulando, demonstrando a importancia deste
tipo de elemento para a evolucdo de genomas de organismos eucariotos, nos quais estes elementos
atuariam como uma fonte de variacdo genética ao estimularem eventos de recombinacdo e mutacao

(Oliver e Greene, 2009; Nakayashi, 2011).

Dezenas de retrotransposons ja foram descritos no genoma do S. mansoni (Drew e Brindley,
1997; Drew et al.,1998; Copeland et al., 2003; DeMarco et al., 2004; Laha et al., 2004; Copeland et al.,
2005; DeMarco et al., 2005; Laha et al.,, 2005) demonstrando a prevaléncia de tais elementos no
genoma do parasita. Os transposons do tipo nao-LTR de S. mansoni estao distribuidos nos clados CR1,
R2 e RTE , enquanto que transposons do tipo LTR sdo representados nos clados Ty3 e Pao (Venancio et
al., 2010%). A representacdo de tais elementos no genoma é bastante distinta, havendo elementos que

respondem a quase 4% do genoma, enquanto outros possuem representacao bastante reduzida.

Através da andlise de bibliotecas de EST foi possivel verificar que retrotransposons constituiam
uma fracdo consideravel do transcriptoma de S. mansoni, sendo que em cercaria 14% do total de ESTs
apresentavam identidade com sequéncias de transposons, enquanto que em outros estagios esta fracao
era de 3 a 7,5 % do total de ESTs (DeMarco et al., 2004"). Em adicdo, a andlise destas sequéncias de
ESTs permitiu a reconstrucdo de 22 diferentes retrotransposons, sendo que quatorze destes
apresentavam ORFs completas, com caracteristicas preservadas para um elemento autonomo (DeMarco
et al., 2004"; DeMarco et al., 2005"). De fato, foi demonstrado para quatro destes elementos que era

possivel, via reacdes de RT-PCR, obter produtos com tamanhos correspondentes ao esperado para
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transcritos de copias completas (DeMarco et al., 2004").

Verificou-se que duas familias de retrotransposons, SR2 e Perere-3/SR3, possuiam uma alta
representacdao no genoma do S. mansoni totalizando aproximadamente 7,8 % do genoma do S. mansoni,
enquanto que em S. japonicum estas duas familias representam apenas 3,5 % do genoma. A andlise
filogenética das diversas cOpias destes elementos indica uma pequena distancia entre as cépias dos
elementos SR2 e do ramo Perere-3 da familia Perere-3/SR3, sendo assim consistente com o que seria
esperado de uma expansao recente no nimero de copias destes elementos. Devido a expansao recente
destas duas familias e ao fato do genoma do S. mansoni (espécie africana) ser mais rico em elementos
de transposicdao que o de S. japonicum (espécie asiatica), especulou-se que estas diferencas poderiam
ser reflexo da adaptacdo do parasita a um novo ambiente quando da migracdo ancestral da Asia para a
Africa (Venancio et al., 2010"). Além disso, experimentos de PCR quantitativo utilizando DNA
genomico de isolados americanos e africanos detectaram um maior nimero de cOpias de quatro
retrotranposons e dois transposons de DNA, sugerindo uma recente expansao no numero de copias

destas familias (Wijayawardena et al., 2015)

Uma atuacdo muito mais discreta é observada para transposons de DNA que possuem uma
baixa representacao no genoma de S. mansoni. Foram descritos transposons de DNA das superfamilias
Merlin, CACTA e Mutator (Feschotte, 2004; DeMarco et al., 20067; Jacinto et al., 2010"). O transposon
da superfamilia CACTA descrita em S. mansoni representou o primeiro exemplo de um elemento de tal

superfamilia em metazoarios (DeMarco et al., 2006").

Em adicdo, varias sequéncias repetitivas que possuiam um promotor para polimerase III, um 3'
rico em AT produzindo uma ribozima com dominio do tipo hammerhead, foram descritas em S.
mansoni (Spotila et al., 1989; Ferbeyre et al.,, 1998). Um ribozima codificada pelo elemento
denominado SmAlpha se mostrou ativa em ensaios in vitro (Ferbeyre et al., 1998; Osborne et al., 2005)
e em experimentos in vivo utilizando a bactéria Thermus thermophilus para expressao heterdloga deste
elemento (Vazquez-Tello et al., 2002). Tais elementos sdo bastante abundantes no genoma, havendo
uma estimativa que até 200.000 copias poderiam estar presentes no genoma do S. mansoni (DeMarco et
al., 2004")
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3.3- Evolucao da estrutura de genes de micro-exon (MEGs) em schistosomas.

Os genes de micro exon codificam proteinas que ndao possuem similaridade com nenhuma
proteina de organismos fora do género Schistosoma (DeMarco et al., 2010") e apenas em outros
platelmintos foram descritos estruturas semelhantes (Tsai et al., 2013), mas que no entanto
apresentavam-se em nimero muito menor e com uma estrutura bem mais simples, sendo compostos
por um numero pequeno de micro-exons . Desta maneira é possivel supor que os MEGs tem origem
recente. Devido ao grande numero de membros com estruturas génicas distintas e codificando proteinas
completamente diferentes é possivel supor que tais genes apresentem uma evolucdo bastante dinamica.
Tal hipotese é reforcada pelo fato que as MEGs apresentam uma alta taxa de mutagdes ndao-sindnimas

(aspecto ja analisado no capitulo 1 da presente tese).

A andlise de quatro genes distintos da familia MEG-3 permitiu verificar que este genes
encontravam-se adjacentes no genoma, fato sugestivo de serem resultantes de duplicacdes segmentais
relativamente recentes. Além disso, uma das coOpias € bastante divergente em termos de estrutura
primaria (25% de identidade), mas possui uma estrutura génica bastante semelhantes as outras copias

com a maioria dos exons conservados em termos de posicdo e tamanho (DeMarco et al., 2010%).

Foram observadas diferencas no nimero de cépias de MEGs de diferentes familias em S.
mansoni, S. haematobium e S. japonicum e uma analise filogenética sugere que tal diferenca seja
resultado de fendmenos recentes de duplicacdo génica. O enriquecimento das classes de elementos de
transposicdo Sm, SmAlpha e Perere-3 na vizinhanca destes genes sugere que a insercdo destes
elementos pode estar associada aos eventos de duplicagdo detectados (Philippsen et al., 2015%). De fato,
foi descrito que um evento de duplicacdo de um exon de 9 bp em co6pias da familia MEG-3 aconteceu
através de um duplicacdo segmental de forma concomitante a insercao de um elemento SmAlpha na
regido intronica (DeMarco et al., 2010"), o que sugere que tal evento de duplicacdo pode ter sido

estimulado por um evento de quebra de dupla fita, associado a inser¢ao do elemento transponivel.

Interessantemente, o gene VAL-6 codificando uma proteina VAL (Venon-Like Antigen) possui
uma estrutura mista onde os primeiros quatro exons tem estrutura bastante conservada em relacdo aos

outros membros da mesma familia, mas possui uma estrutura ndo conservada em outros 34 exons,
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sendo que muitos destes sdo micro-exons e sofrem splicing alternativo (Chalmers et al., 2008). Devido
a semelhanca da estrutura de tal regido com MEGs, foi proposto que a mesma pode ter surgido a partir
de um evento de recombinacdo que fundiu o gene VAL-6 com uma MEG (Verjovski-Almeida e

DeMarco, 2011%).

Consideracoes finais (Capitulo 3)

O estudo de elementos de transposicao em esquistossomas demonstrou um predominio de
retrotransposons, que representam uma fracdo consideravel do genoma eque apresentam diversas
familias com alta atividade transcricional e copias intactas. Devido a associacdo da atividade de
transposicdao a uma maior dinamica evolutiva do genoma (Oliver e Greene, 2009) é esperado que esta
alta atividade transcricional reflita-se em mudangas no genoma que sdo propicias para um organismo
parasitario que se encontra sobre grande pressdo evolutiva devido a sua interacdo com o sistema imune

dos hospedeiros.

A verificacdo de que ocorreu uma grande expansdo no nimero de copias de duas familias e a
variacao no nimero de copias entre isolados africanos e americanos sugerem que de fato ha uma
grande dinamicidade destes elementos. Exemplos da influéncia destes elementos na estrutura das
MEGs, uma familia de genes que encontra-se sobre alta pressdo evolutiva, fornece um exemplo de

como estes elementos podem ser importantes para a evolucao do parasito.

Contribuicoes do candidato ao tema (Capitulo 3).

DeMarco R, Kowaltowski AT, Machado AA, Soares MB, Gargioni C, Kawano T, Rodrigues V,
Madeira AM, Wilson RA, Menck CF, Setubal JC, Dias-Neto E, Leite LC, Verjovski-Almeida S. Saci-
1, -2, and -3 and Perere, four novel retrotransposons with high transcriptional activities from the human

parasite Schistosoma mansoni. J Virol. 2004; 78(6):2967-78.

DeMarco R, Machado AA, Bisson-Filho AW, Verjovski-Almeida S. Identification of 18 new
transcribed retrotransposons in Schistosoma mansoni. Biochem Biophys Res Commun. 2005;
333(1):230-40.

*  Artigo do candidato no tema.




40

DeMarco R, Venancio TM, Verjovski-Almeida S. SmTRCI, a novel Schistosoma mansoni
DNA transposon, discloses new families of animal and fungi transposons belonging to the CACTA

superfamily. BMC Evol Biol. 2006; 6:89.

Jacinto DS, Muniz HS, Venancio TM, Wilson RA, Verjovski-Almeida S, DeMarco R.
Curupira-1 and Curupira-2, two novel Mutator-like DNA transposons from the genomes of human

parasites Schistosoma mansoni and Schistosoma japonicum. Parasitology. 2011; 138(9):1124-33.

Philippsen GS, Wilson RA, DeMarco R. Accelerated evolution of schistosome genes coding for

proteins located at the host-parasite interface. Genome Biol Evol. 2015; 7(2):431-43.

Venancio TM, Wilson RA, Verjovski-Almeida S, DeMarco R. Bursts of transposition from
non-long terminal repeat retrotransposon families of the RTE clade in Schistosoma mansoni. Int J

Parasitol. 2010; 40(6):743-9.

Verjovski-Almeida S, DeMarco R. Gene structure and splicing in schistosomes. J Proteomics.
2011; 74(9):1515-8.

Referencias (Capitulo 3).

Chalmers IW, McArdle AJ, Coulson RM, Wagner MA, Schmid R, Hirai H, Hoffmann KF.
Developmentally regulated expression, alternative splicing and distinct sub-groupings in members of
the Schistosoma mansoni venom allergen-like (SmVAL) gene family. BMC Genomics. 2008; 9:89.

Copeland CS, Brindley PJ, Heyers O, Michael SF, Johnston DA, Williams DL, Ivens AC,
Kalinna BH. Boudicca, a retrovirus-like long terminal repeat retrotransposon from the genome of the
human blood fluke Schistosoma mansoni. J Virol. 2003; 77(11):6153-66.

Copeland CS, Mann VH, Morales ME, Kalinna BH, Brindley PJ. The Sinbad retrotransposon
from the genome of the human blood fluke, Schistosoma mansoni, and the distribution of related Pao-
like elements. BMC Evol Biol. 2005; 5:20.

Drew AC, Brindley PJ. A retrotransposon of the non-long terminal repeat class from the human

blood fluke Schistosoma mansoni. Similarities to the chicken-repeat-1-like elements of vertebrates.



41

Mol Biol Evol. 1997; 14(6):602-10.

Drew AC, Minchella DJ, King LT, Rollinson D, Brindley PJ. SR2 elements, non-long terminal
repeat retrotransposons of the RTE-1 lineage from the human blood fluke Schistosoma mansoni. Mol
Biol Evol. 1999; 16(9):1256-69.

Ferbeyre G, Smith JM, Cedergren R. Schistosome satellite DNA encodes active hammerhead
ribozymes. Mol Cell Biol. 1998; 18(7):3880-8.

Feschotte C. Merlin, a new superfamily of DNA transposons identified in diverse animal
genomes and related to bacterial IS1016 insertion sequences. Mol Biol Evol. 2004; 21(9):1769-80.

Feschotte C. Transposable elements and the evolution of regulatory networks. Nat Rev Genet.
2008;9(5):397-405.

Grevelding CG. Genomic instability in Schistosoma mansoni. Mol Biochem Parasitol. 1999;
101(1-2):207-16.

Hirai H, LoVerde PT. Identification of the telomeres on Schistosoma mansoni chromosomes by
FISH. J Parasitol. 1996; 82(3):511-2.

Hurst GD, Werren JH. The role of selfish genetic elements in eukaryotic evolution. Nat Rev
Genet. 2001; 2(8):597-606.

Laha T, Loukas A, Smyth DJ, Copeland CS, Brindley PJ. The fugitive LTR retrotransposon
from the genome of the human blood fluke, Schistosoma mansoni. Int J Parasitol. 2004; 34(12):1365-
75.

Laha T, Kewgrai N, Loukas A, Brindley PJ. Characterization of SR3 reveals abundance of non-
LTR retrotransposons of the RTE clade in the genome of the human blood fluke, Schistosoma mansoni.
BMC Genomics. 2005; 6:154.

Lepesant JM, Cosseau C, Boissier J, Freitag M, Portela J, Climent D, Perrin C, Zerlotini A,
Grunau C. Chromatin structural changes around satellite repeats on the female sex chromosome in
Schistosoma mansoni and their possible role in sex chromosome emergence. Genome Biol. 2012;
13(2):R14.

Levin HL, Moran JV. Dynamic interactions between transposable elements and their hosts. Nat
Rev Genet. 2011; 12(9):615-27.

Nakayashiki H. The Trickster in the genome: contribution and control of transposable elements.
Genes Cells. 2011;16(8):827-41.

Oliver KR, Greene WK. Transposable elements: powerful facilitators of evolution. Bioessays.



42

2009; 31(7):703-14.

Osborne EM, Schaak JE, Derose VJ. Characterization of a native hammerhead ribozyme
derived from schistosomes. RNA. 2005 Feb;11(2):187-96.

Protasio AV, Tsai 1J, Babbage A, Nichol S, Hunt M, Aslett MA, De Silva N, Velarde GS,
Anderson TJ, Clark RC, Davidson C, Dillon GP, Holroyd NE, LoVerde PT, Lloyd C, McQuillan J,
Oliveira G, Otto TD, Parker-Manuel SJ, Quail MA, Wilson RA, Zerlotini A, Dunne DW, Berriman M.
A systematically improved high quality genome and transcriptome of the human blood fluke
Schistosoma mansoni. PLoS Negl Trop Dis. 2012; 6(1):e1455.

Sinzelle L, Izsvak Z, Ivics Z. Molecular domestication of transposable elements: from
detrimental parasites to useful host genes. Cell Mol Life Sci. 2009; 66(6):1073-93.

Spotila LD, Hirai H, Rekosh DM, Lo Verde PT. A retroposon-like short repetitive DNA element
in the genome of the human blood fluke, Schistosoma mansoni. Chromosoma. 1989 May;97(6):421-8.

Tsai 1J, Zarowiecki M, Holroyd N, Garciarrubio A, Sanchez-Flores A, Brooks KL, Tracey A,
Bobes RJ, Fragoso G, Sciutto E, Aslett M, Beasley H, Bennett HM, Cai J, Camicia F, Clark R, Cucher
M, De Silva N, Day TA, Deplazes P, Estrada K, Fernandez C, Holland PW, Hou J, Hu S, Huckvale T,
Hung SS, Kamenetzky L, Keane JA, Kiss F, Koziol U, Lambert O, Liu K, Luo X, Luo Y, Macchiaroli
N, Nichol S, Paps J, Parkinson J, Pouchkina-Stantcheva N, Riddiford N, Rosenzvit M, Salinas G,
Wasmuth JD, Zamanian M, Zheng Y; Taenia solium Genome Consortium, Cai X, Soberén X, Olson
PD, Laclette JP, Brehm K, Berriman M. The genomes of four tapeworm species reveal adaptations to
parasitism. Nature. 2013; 496(7443):57-63.

Vazquez-Tello A, Castan P, Moreno R, Smith JM, Berenguer J, Cedergren R. Efficient trans-
cleavage by the Schistosoma mansoni SMalphal hammerhead ribozyme in the extreme thermophile
Thermus thermophilus. Nucleic Acids Res. 2002; 30(7):1606-12.

Wicker T, Sabot F, Hua-Van A, Bennetzen JL, Capy P, Chalhoub B, Flavell A, Leroy P,
Morgante M, Panaud O, Paux E, SanMiguel P, Schulman AH. A unified classification system for
eukaryotic transposable elements. Nat Rev Genet. 2007; 8(12):973-82.

Wijayawardena BK, DeWoody JA, Minchella DJ. The genomic proliferation of transposable
elements in colonizing populations: Schistosoma mansoni in the new world. Genetica. 2015;

143(3):287-98.



