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Objetivos

Geral:

Realizar análises in silico e pela técnica de "microarray" do perfil de expressão gênica série-temporal durante o desenvolvimento da fêmea do parasita Schistosoma mansoni, desde seu contato com o macho até sua maturação. Este estudo visa encontrar padrões de expressão gênica conservados em eucariotos, por comparação com os dados obtidos de experimentos semelhantes realizados em organismos-modelo, como Drosophila melanogaster. 

Específicos:

1- Treinamento e capacitação de pessoal na análise e interpretação dos dados gerados em experimentos de microarray.

2- Escolha dos genes de S. mansoni a serem utilizados nos experimentos de "microarray", através da análise bioinformática dos dados de ESTs, ORESTEs e genes completos do S. mansoni disponíveis em bancos de dados públicos;

3- Desenho dos experimentos de microarray para maximizar a eficiência dos processos de coleta e análise de dados;

4- Análise da expressão gênica de fêmeas de S. mansoni durante a maturação sexual, utilizando "microarray";

5- Tentar produzir um modelo in silico das redes regulatórias genéticas atuantes durante o desenvolvimento sexual da fêmea;

6- Entender os mecanismo de regulação gênica que atuam durante o desenvolvimento de um organismo eucariótico através da comparação dos dados obtidos com outros presentes na literatura.

Revisão Bibliográfica

A esquistossomose humana é causada pelo trematódeo digenético da família Schistosomatidae, gênero Schistosoma, que compreende espécies que vivem como parasitas no sangue do homem e de outros vertebrados. A esquistossomose endêmica é principalmente determinada pela distribuição do hospedeiro intermediário, caramujos aquáticos pulmonados do gênero Biomphalaria. No Brasil a espécie causadora da doença é o S. mansoni. Entre as doenças parasitárias humanas, a esquistossomose está em segundo lugar, atrás da malária em termos de importância de saúde, sócio-econômica e pública em áreas tropicais e subtropicais. No Brasil, a esquistossomose vem driblando estratégias e tentativas desenvolvidas por cientistas para seu controle. Isto retrata a necessidade de maior entendimento da biologia do S. mansoni. 

O S. mansoni é um organismo diplóide, contendo 7 pares de autossomos e um par de cromossomos sexuais. O sexo homogamético é o macho (ZZ) enquanto o heterogamético é a fêmea (ZW) (Short & Grossman, 1981; Short, 1983). O tamanho do seu genoma haplóide compreende 2,7x108 pb, constituído de um conteúdo de A+T bastante elevado (66%) (Hillyer, 1974). O índice deste conteúdo varia dependendo se o DNA é de região codificadora (60%), ficando em torno de 70% na região não codificadora (Meadows & Simpson, 1989; Milhon & Tracy, 1995). Com base no tamanho do seu genoma e posição evolutiva, calcula-se que o S. mansoni contenha de 15.000 a 20.000 genes expressos (Omer et al., 1991).

Um projeto de descoberta gênica em S. mansoni foi iniciado em 1992 no Laborátorio de Genética Bioquímica do Departamento de Bioquímica-Imunologia, com a construção de uma biblioteca de cDNA de verme adulto e obtenção de Etiquetas de Seqüências Transcritas (ESTs). Após seqüenciamento intensivo e análise por pesquisas de homologia, as primeiras 607 ESTs foram produzidas. Estas ESTs corresponderam a 169 genes distintos do parasita, sendo que, 154 destes genes nunca antes haviam sido seqüenciados em S. mansoni (Franco et al., 1995). Este programa de sequenciamento foi parcialmente financiado pela WHO/TDR no período de 1994 a 2000 e os laboratórios participantes da “Schistosoma Genome Network” juntamente com outros grupos geraram, até agosto de 2003, 16815 ESTs. Em 2001 foram iniciados no Brasil dois programas de sequenciamento do transcriptoma do S. mansoni: um deles financiado pela FAPESP, visando gerar 120.000 ORESTES (Open Reading Frame ESTs, isto é, ESTs geradas a partir de RT-PCR dos mRNAs utilizando iniciadores aleatórios) de várias fases do ciclo de vida do parasita e um outro financiado pela FAPEMIG/CNPq visando gerar 100.000 ESTs e seqüências de 500 cDNAs completos do S. mansoni. Deste último programa, ainda em andamento, foram geradas em torno de 60.000 ESTs de bibliotecas de vermes adultos e ovos (março/2004) e do programa FAPESP foram obtidas 179.092 ORESTES dos estágios de esquistossômulos, esporocistos, cercárias, adulto, ovo e miracídio. Um total de 163,000 ORESTES foram agrupadas em cerca de 31.000 clusters, sendo que, em média, 55% destas seqüências únicas não puderam ser identificadas por homologia com seqüências de bancos de dados. Os pesquisadores de São Paulo estimam que tenha sido descoberto em torno de 14.000 genes, o que corresponderia a 92% do genoma expresso do parasita (Verjovski-Almeida et al., 2003). Torna-se assim, de grande interesse o conhecimento da função de cada um destes genes e, em especial, os sem similaridade com quaisquer seqüências conhecidas em outros organismos. 

As características biológicas de um organismo são definidas, em última análise, pela seqüência de nucleotídeos do seu genoma. A determinação completa desta seqüência oferece um modo apurado de compreensão do funcionamento e do metabolismo dos organismos biológicos. Entretanto, embora o sequenciamento e a análise de genomas forneçam uma grande quantidade de dados preciosos para a ciência, ao observarmos esses dados nos deparamos com um quadro estático: com raras exceções, o genoma é virtualmente o mesmo em todas as células de um indivíduo. O que permite a existência de um grande número de tipos celulares em eucariotos mais complexos (em torno de 230 tipos celulares distintos) é a expressão gênica diferencial, que gera um "transcriptoma" para cada um dos tipos celulares. Esse transcriptoma possui uma natureza altamente dinâmica, variando entre células e tecidos diversos de um único organismo e ainda dentro dos mesmos tipos celulares e tecidos, quando estes são submetidos a situações diferentes em um determinado período de tempo.

Uma metodologia recente que permite vislumbrar a dinâmica de dados de expressão gênica em larga escala, consiste na técnica de "microarrays". Este tipo de metodologia tem sido utilizada para a produção de dados de expressão gênica diferencial entre tecidos normais e tumorais, células sensíveis e resistentes à drogas e mesmo para acompanhar mudanças na expressão gênica durante o desenvolvimento (série-temporal). 

Nesse projeto esperamos estudar como a fêmea de S. mansoni terá a sua expressão gênica alterada após o contato com o macho, já que o desenvolvimento da fêmea em termos de crescimento e maturação sexual, culminando com a produção de ovos viáveis, é dependente do seu pareamento com o macho. A natureza exata deste estímulo para o desenvolvimento está ainda sob discussão. Entretanto, as profundas mudanças morfológicas na fêmea decorrentes da estimulação ao contado com o macho são facilmente reconhecidas e consistem de um aumento no comprimento, maturação do ovário e maturação da glândula vitelina (Rollinson & Southgate, 1987). Muitos estudos têm identificado o pareamento com o macho como um pré-requisito, não somente para a maturação da fêmea, mas também para a migração dos vermes pareados para as veias mesentéricas e para a contínua produção de ovos (Shaw, 1977). A separação dos vermes pareados causa uma rápida mudança fisiológica e bioquímica na fêmea (Den Hollander & Erasmus, 1985), levando a regressão do ovário, a completa regressão da glândula vitelina e uma grande redução no seu tamanho (Popiel et al., 1984; Clough, 1981). A possibilidade que o esperma liberado pelo macho pudesse servir de estimulo para o desenvolvimento da fêmea foi descartado pelos trabalhos de Erasmus (1973) e Basch e Basch (1984).


Existem vários trabalhos na literatura sugerindo os mecanismos pelos quais o macho possibilita o amadurecimento sexual da fêmea. Várias teorias e hipóteses vem sendo testadas há mais de três décadas. Já foi demonstrado que a captação de (3H)-tirosina é mais elevada em fêmeas em oviposição, quando comparada com fêmeas obtidas de infecções unissexuais, e que o nível de captação por estas últimas é acelerado após o pareamento com os machos (Popiel & Erasmus, 1981). O conteúdo de cálcio também é bem maior em fêmeas maduras, quando comparado com fêmeas imaturas (Shaw & Erasmus, 1983). As mudanças na fêmea decorrentes do seu pareamento com o macho poderiam estar ocorrendo em seu tegumento, causando uma maior captação de nutrientes pela fêmea e possibilitando o desenvolvimento da glândula vitelina (Rollinson & Southgate, 1987). Este fato é substanciado pelas observações de que fêmeas derivadas de infecções unissexuais possuem um tegumento mais ondulado e espesso do que fêmeas maduras, e quando as fêmeas imaturas são incubadas com machos, o tegumento se torna mais liso e fino (Gupta & Basch, 1988). O papel do macho poderia ser também o de ajudar a fêmea a ingerir mais nutrientes através de movimentos peristálticos da sua musculatura, o que levaria a um maior desenvolvimento da fêmea (Gupta & Basch, 1987). A possibilidade de que um estímulo químico estivesse envolvido na iniciação e manutenção do desenvolvimento da fêmea foi aventada por Shaw e colaboradores (1977). Estes demonstraram que a adição de extratos de vermes em acetona ou éter à fêmeas imaturas in vitro estimulava o crescimento e o desenvolvimento parcial da glândula vitelina. 


Transporte transtegumental do macho para a fêmea foi demonstrado para 14C-glicose, 14C-3-metilglicose, 14C-2-deoxi-D-glicose (Conford & Huot, 1981; Conford & Fitzpatrick, 1985) e colesterol marcado (Haseeb et al., 1985; Popiel & Basch, 1986). A transferência de polipeptídeos de machos para fêmeas também foi descrita (Atkinson & Atkinson, 1980), embora estes resultados não tenham sido confirmados por outro grupo (Popiel & Basch, 1984). É provável que o macho também dependa da fêmea para seu completo desenvolvimento, conforme demonstrado por Siegel e Tracy (1988) quando observaram um aumento da síntese de GSH em machos separados de fêmeas. Assim, processos envolvendo transporte através da membrana dos vermes, podem representar uma forma fisiológica de transferência de nutrientes entre os parasitos, o que estabelece um outro nível de inter-dependência entre os sexos.


Outra linha de pesquisa gira em torno de quais genes seriam ativados em decorrência do pareamento macho-fêmea e conseqüente maturação da fêmea. Entretanto, genes identificados como sexo específicos foram na maior parte dos casos identificados isoladamente e não como decorrência do pareamento entre os dois sexos. Até o momento, os estudos para identificação de genes cujo nível de expressão é alterado em função do pareamento só foi realizados para alguns poucos candidatos (Grevelding et al.,1995). Recentemente, através da técnica de microarray, Hoffmann e colaboradores (2002) identificaram doze genes como sendo específicos de fêmeas e quatro novos genes como sendo específicos dos machos. Entretanto, nesta análise o número de transcritos utilizados foi de somente 576, tendo estes sido obtidos de um banco de dados de ESTs. 

A possibilidade de identificação de novos genes envolvidos neste processo abrirá, sem dúvida, a perspectiva de interferência em uma etapa precoce da infecção, antes que as fêmeas iniciem a oviposição, uma vez que a retenção dos ovos de S. mansoni no fígado e em outros tecidos gera a formação de reações granulomatosas eosinofílicas crônicas em torno dos mesmos, principais causadoras da patogenia da doença. Essas reações inflamatórias podem gerar os quadros mais graves da doença, caracterizado por fibrose hepática, hipertensão portal e hepatoesplenomegalia, podendo resultar em óbito (Dunne et al., 1995). Dessa forma, conhecendo melhor os fatores de maturação que atuam durante o desenvolvimento da fêmea é possível vislumbrar a produção de drogas que inibam a produção de ovos.

justificativa

A determinação da função gênica é um dos maiores interesses dos grupos envolvidos na pesquisa genômica. Um completo entendimento do funcionamento de uma proteína requer informação em vários níveis: sua estrutura tridimensional, modificações pós-traducionais sofridas, atividade bioquímica, interações com outras proteínas e seu papel na biologia celular. Nesse momento, em que um grande número de genomas de procariotos e eucariotos já foram completados, a comunidade científica se voltou para o esclarecimento da função dos diversos genes novos que foram descobertos, utilizando muitas vezes técnicas que verificam diferenças nos níveis do transcrito gênico (estudos do transcriptoma por microarrays, Serial Analysis of Gene Expression (SAGE), Real Time PCR, dentre outras), ou mesmo na identificação e caracterização das proteínas codificadas por esses genes em extratos de células ou tecidos (estudos do proteoma por géis 2D e espectometria de massa).

Em 1992 foi iniciado em Minas Gerais o programa de identificação gênica pela estratégia das ESTs em S. mansoni. Este parasita foi escolhido porque a esquistossomose é uma das principais doenças endêmicas no Brasil, acometendo mais de 20 milhões de pessoas. O trabalho com o genoma do S. mansoni recobre-se assim de uma nova dimensão, pela possibilidade de descobrimento de informações que possam ser utilizadas no desenvolvimento de novas drogas e/ou vacinas contra esta parasitose, além deste consistir de um interessante modelo biológico para o estudo do desenvolvimento e maturação sexual. No transcorrer do programa de descoberta gênica de S. mansoni, hoje financiado conjuntamente pela FAPEMIG e CNPq (Rede Mineira de Sequenciamento) e pela FAPESP (FAPESP Genoma Schistosoma mansoni), foram identificados vários genes nunca antes descritos no parasita (Franco et al, 1995, 1997, 2000; Santos et al, 1999, Prosdocimi et al., 2002, Verjovski-Almeida et al., 2003). 

Para que a imensa quantidade de dados até hoje geradas nos projetos de sequenciamento em larga-escala de cDNAs do S. mansoni possa ser utilizada para um conhecimento mais aprofundado da biologia do organismo, o caminho mais óbvio a ser seguido neste momento é o uso da técnica de microarray com vistas à uma comparação do perfil de expressão gênica diferencial nas várias fases do ciclo de vida deste parasita, ou entre machos e fêmeas. A disponibilidade dos aparelhos para a produção dos arranjos gênicos, hibridação e leitura das lâminas, que foram adquiridos recentemente dentro do projeto FAPEMIG/CNPq genoma do S. mansoni, do qual faz parte o nosso grupo, tornará possível, assim que estes estiverem operando, a condução do projeto proposto. Com isto, novas metodologias serão difundidas entre vários membros da Rede Genoma Minas, com oportunidades de treinamento e formação de recursos humanos na área de estudos do transcriptoma.

Metodologia

1. Análises bioinformáticas prévias à montagem do array

a) Montagem de bancos de dados estágio/sexo específicos de Schistosoma mansoni

Obtenção de todos os dados disponíveis em bancos de dados públicos (GenBank e dbEST) sobre seqüências de S. mansoni. A partir desses dados pretendemos montar tabelas em bancos de dados - plataforma MySQL - contendo as informações sobre a fase de desenvolvimento e o sexo do organismos a partir do qual foram obtidas cada uma das seqüências. Tal procedimento deve ser realizado através da obtenção dos arquivos de seqüências no formato GenBank, onde as seqüências sexo/estágio específicas serão incorporadas em diferentes tabelas do mesmo banco de dados através da utilização de um parser construído utilizando a linguagem PERL e a biblioteca pública BioPERL.

b) Determinação dos genes fase/sexo específicos

Através dos bancos de dados construídos na etapa anterior, iremos montar bancos de dados para análises BLAST para cada uma das etapas de desenvolvimento sexual da fêmea do S. mansoni. Cada conjunto gênico de estágio sexual será submetido a análises BLAST dos outros estágios, de forma que sejam identificadas seqüências específicas de determinado estágio. 

c) Escolha dos genes a serem espotados no array


Após a definição dos genes estágio/sexo específicos, serão escolhidos os genes mais adequados a serem espotados na lâmina, de acordo com o problema a ser tratado. 

2. Obtenção dos parasitas e extração do mRNA

a) Manutenção do ciclo do Schistosoma mansoni em laborátorio:


O ciclo do S. mansoni é mantido em laborátorio utilizando camundongos da raça Swiss como hospedeiros definitivos, e caramujos Biomphalaria glabrata como hospedeiros intermediários. Ovos são retirados dos fígados e intestinos dos camundongos infectados e expostos à luz para a liberação de miracídios que são usados para a infecção dos caramujos. As cercárias liberadas pelos caramujos são, então, usadas para infectar os camundongos, de acordo com Smithers e Terry (1965).

b) Infecções unisexuadas:

Para se obter vermes adultos de um único sexo, caramujos serão infectados com apenas um miracídio, utilizando-se uma lupa para o isolamento de cada miracídio. As cercárias liberadas por estes caramujos serão usadas para infectar os camundongos.

c) Obtenção de vermes adultos de S.mansoni:


Os parasitas adultos provenientes de infecção bissexuada ou unissexuada, serão obtidos através da perfusão do sistema porta de camundongos da raça SWISS ou BALB/c, 45 dias após terem sido infectados com 150 cercárias; segundo condições previamente descritas por Smithers e Terry, (1965). Após a coleta, os parasitas serão mantidos em solução salina no gelo, ou congelados e armazenados em nitrogênio líquido. Para a obtenção de machos ou fêmeas, os parasitas em salina serão suavemente agitados e manualmente separados de acordo com o sexo, através de pincel ou pipeta Pasteur. Nesse ponto, a obtenção das fêmeas será realizada em diferentes pontos após o encontro com o macho e também será realizada a obtenção de fêmeas e machos em diferentes pontos do seu ciclo de vida.

d) Extração dos mRNAs e obtenção dos cDNAs marcados para os experimentos de microarray


Após a coleta das fêmeas nos diferentes pontos citados acima, as mesmas terão seu mRNA total extraído purificado e retrotranscrito conforme protocolo vigente em nosso laboratório. Durante a retrotranscrição, o mRNA das fêmeas que tiveram contato com o macho será marcado com a sonda vermelha e o mRNA das fêmeas sem contato com o macho será marcado com a sonda verde.

3. Realização dos experimentos de microarray


Execução dos experimentos de hibridação de ácidos nucleicos, segundo protocolo vigente para o aparelho de microarray em questão. A estratégia experimental consistirá na hibridação, em uma mesma lâmina, da mesma quantidade de cDNA de fêmeas que tiveram e que não tiveram contato com machos. Assim será possível, através da comparação da intensidade relativa de fluorescência de uma mesma lâmina, determinar quais foram os genes que tiveram sua expressão aumentada e/ou diminuída em cada ponto para as fêmeas em contato com os machos.

4. Análise dos dados série-temporais de S. mansoni
A análise dos dados será feita utilizando softwares providos pelo fabricantes do spotter e do scanner de microarray e de outros softwares disponíveis na internet.. No caso de haver necessidade de se desenvolver ferramentas especificas, estas serão desenvolvidas por membros do nosso laboratório.

5. Produção um modelo in silico das redes regulatórias genéticas atuantes durante o desenvolvimento da fêmea de S. mansoni na presença do macho


A produção de um mapa de interações gênicas, onde redes regulatórias de ativação/inativação de genes serão evidenciadas a partir dos dados de séries temporais será feita utilizando de softwares disponíveis gratuitamente na internet para esta função. Pretende-se utilizar softwares tais como GenMAPP, ,GNA, Biominer, Genepath, etc.

6. Comparação dos dados obtidos com outros presentes na literatura


Dados de expressão gênica em séries temporais têm sido produzidos com relativa frequencia para outras espécies de organismos-modelo (Arbeitman et al., 2002; Ranz et al., 2003). A comparação de nossos dados com os dados produzidos em séries temporais durante o desenvolvimento de outros organismos eucarióticos podem permitir a identificação de certos padrões ontogenéticos conservados durante o desenvolvimento.
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CRONOGRAMA FÍSICO

Primeiro semestre - Obtenção dos bancos de dados estágio/sexo específicos de Schistosoma mansoni, determinação dos genes específicos de cada fase da maturação sexual da fêmea e escolha dos genes a serem espotados no array. Obtenção dos extratos de mRNA do verme em diferentes fases de maturação sexual.

Segundo semestre – Produção do microarray e dos dados de microarray.

Terceiro semestre - Análise dos dados e tentativa de produzir um modelo in silico das redes regulatórias genéticas atuantes durante o desenvolvimento da fêmea de S. mansoni na presença do macho pela empresa contratada.

Quarto semestre - Interpretação biológica dos dados produzidos e comparação dos dados obtidos com outros da literatura e produção dos artigos científicos. Identificação de novos possíveis alvos para o desenvolvimento de drogas inibitórias durante a maturação da fêmea de S mansoni.
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