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RESUMO

Novaes J. Andlise da expressdo diferencial entre merozoitos e esporozoitos de
Eimeria tenella empregando a técnica de LongSAGE [Tese]. S&o Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2009.

A coccidiose aviéria € causada por protozodrios do género Eimeria e € responsavel
por grandes prejuizos a indudstria avicola mundial. O nosso grupo gerou e anotou
mais de 15.000 sequéncias expressas do tipo ORESTES das trés principais
espécies de Eimeria que acometem a galinha doméstica. Dentre estas, a Eimeria
tenella é a mais estudada devido a sua alta freqiiéncia e viruléncia no campo, sendo
empregada como modelo de estudo para coccidiose. Com o objetivo de se estudar o
perfil de expressdo quantitativo de dois estagios invasivos destes parasitas, foram
construidas bibliotecas de LongSAGE a partir de merozoitos de segunda geracao e
esporozoitos. As sequéncias de DNA foram submetidas a um processo seriado de
multiplos passos utilizando a plataforma Egene e, apenas seqiéncias apresentando
alta qualidade foram consideradas para as etapas posteriores. A extracdo e
contagem das tags foram realizadas utilizando o SAGE Analysis, um pacote
desenvolvido localmente. Para andlise estatistica foi empregado o Kemp, uma
implementagdo de um teste frequentista. No total, obtivemos mais de 35.000 tags,
gue corresponde a 9.516 tags Unicas. Deste conjunto, 270 tags foram classificadas
como diferencialmente expressas e utilizadas como sementes para a reconstrugao
dos cDNAs correspondentes utilizando cerca de 48.000 leituras de ORESTES/ESTs
e o programa GenSeed. Um total de 199 sequéncias de cDNA foram reconstruidas
com sucesso e submetidas a um pipeline de anotacdo automética empregando o
Egene. O processo de anotacdo consistiu na identificacdo das sequéncias
codificadoras, e a caracterizagéo dos produtos correspondentes utilizando buscas de
similaridade, buscas de motivos protéicos, detec¢do de ortdlogos e mapeamento de
ontologia génica. Estes resultados mostraram que, apesar de invasivos, estes
estagios apresentam genes de expressao estagio-especifica e um perfil
transcricional distinto. Para merozoitos, grande parte dos produtos protéicos
diferencialmente expressos estavam relacionados a traducdo, modificacdo e
manutencdo da conformacgéo das proteinas e processos de ligacdo. Enquanto que
em esporozoitos, o perfil transcricional obtido foi distinto, com poucos resultados

positivos de BLAST. Alguns dos produtos protéicos identificados foram as histonas,



proteinas associadas a transporte e atividade catalitica. Uma validagcdo experimental
preliminar utilizando um pequeno conjunto de genes foi realizada e uma boa
correlacdo entre estas técnicas foi obtida ao se comparar os dados quantitativos de
expressao génica. A analise comparativa entre os dados diferencialmente expressos
obtidos por LongSAGE e Northern Digital de ESTS/ORESTES de E. tenella mostrou
que ha coeréncia entre os dados obtidos, j& que muitos genes diferencialmente

expressos foram identificados por ambas as técnicas.

Palavras-chave: Coccidiose. Eimeria tenella. Expressdo génica. Merozoitos.

Esporozoitos. Etiquetas de sequiéncias expressas.



ABSTRACT

Novaes J. Differential expression analysis between merozoites and sporozoites of
Eimeria tenella using LongSAGE [Thesis]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo; 2009.

Coccidiosis of the domestic fowl is caused by protozoan parasites of the genus
Eimeria. The disease is world widely distributed and is responsible for relevant
economic losses to the poultry industry. Our group generated and annotated more
than 15.000 expressed sequences (ORESTES) for each one of the three most
important Eimeria species. Eimeria tenella is the most studied species due to its high
prevalence and virulence, and because is more amenable to laboratory manipulation.
For these reasons, E. tenella became the model species on coccidiosis research.
Aiming at obtaining a quantitative expression profile of two invasive stages of these
parasites, we constructed LongSAGE libraries of sporozoites and second-generation
merozoites. DNA reads were submitted to a multistep processing pipeline using
EGene platform, and only sequence stretches showing high quality were considered
for downstream analyses. Tag extraction and counting were performed using SAGE
Analysis, a locally developed package. For the statistical analysis we used Kemp, an
implementation of a frequentist test. In total we have obtained more than 35,000
tags, which correspond to 9,5126 unique tags. From this set, 270 tags were
considered differentially expressed and utilized as seeds to reconstruct the
corresponding cDNAs using circa 48,000 ORESTES/EST reads and the program
GenSeed. A total of 199 cDNAs sequences were successfully reconstructed and
submitted to an automated annotation pipeline using EGene. The annotation process
consisted on the identification of the coding sequences, and the characterization of
the corresponding products using similarity searches, protein motif finding, orthology
detection and gene ontology mapping. These results showed that besides the
invasive nature of both stages, we were able to detect stage-specific expressed
genes and a distinct transcriptional profile. In merozoites, most of the differentially
expressed genes were associated to translation, protein modification and folding, and
binding processes. Conversely, sporozoites showed a very distinct transcription
profile, with a low number of BLAST hits. Some of the identified products included
histones and proteins associated with transport and catalytic activity. A preliminary

experimental validation using real-time PCR was carried out with a small group of



genes and the expression ratio observed between the tested developmental stages
has been experimentally confirmed with a good correlation. A comparison analysis of
the differential expressed genes obtained by LongSAGE and Northern Digital of
ESTs/ORESTES also showed a good agreement, and many differentially expressed

genes have been mutually identified by both techniques.

Keywords: Coccidiosis. Eimeria tenella. Gene Expression. Merozoites. Sporozoites.

Expressed sequence tags.
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1 INTRODUCAO



1.1 Eimeria spp. e o Filo Apicomplexa

Protistas do género Eimeria (Classe Coccidia, Filo Apicomplexa) foram de
acordo com a histoéria, os primeiros protozoarios parasitas a serem visualizados. Em
1674, Antony van Leeuwenhoek, considerado um dos criadores do microscopio,
descreveu a presenca de corpusculos nos dutos biliares de um coelho, os quais
provavelmente tratavam-se de oocistos de Eimeria stiedae. Somente 150 anos mais
tarde o primeiro membro deste filo foi taxonomicamente classificado (Levine, 1973).

O Filo Apicomplexa é composto por mais de 5.000 espécies de protozoarios
intracelulares obrigatorios sdo considerados os parasitas eucarioticos mais bem
sucedidos do planeta. Dentro deste grupo, patdégenos de importancia médica e
veterinaria sdo responsaveis por grandes ameacas a saude mundial causando
prejuizos a economia global (Sibley, 2004; Tomley, 2009)

Dentre os parasitas de importancia médica, podemos destacar o género
Plasmodium, responsavel pela malaria, o Toxoplasma gondii que pode causar
abortos e danos neurolégicos congénitos e também os géneros Cryptosporidium e
Cyclospora que estdo associados a infeccbes oportunisticas em individuos
imunossuprimidos, particularmente os infectados pelo HIV (Roos, 2005; Striepen et
al., 2002). Com relagéo aos patégenos de importancia médico-veterinaria, podemos
citar os géneros Babesia, Neospora, Theileria e Eimeria, que sédo capazes de
infectar animais domésticos e de producdo, acarretando em grandes prejuizos
econdmicos (Belli et al., 2005; Hu et al., 2006).

Na figura 1 podemos observar uma arvore filogenética de alguns géneros do
Filo Apicomplexa (Wu, 2008). Os organismos deste filo sdo caracterizados pela
presenca de uma combinagdo Unica de organelas na extremidade apical das formas
“zoitas” (infectantes) destes parasitas, denominada de complexo apical (Levine,
1973; Tomley e Soldati, 2001).
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APICOMPLEXA
Gregarine » Gregarina
Cryptosporid » Cryptosporidium
Theileria
Piroplasm r’
L, Babesia
Haemosporid » Plasmodium
— Cyst
Coccidia foropiasma
[_Non-Cyst , kineria
DINOFLAGELLATES

Figura 1 — Arvore filogenética de organismos do Filo Apicomplexa baseada nas seqiiéncias
da subunidade menor do RNA ribossémico.
Fonte: Wu, 2008.

O complexo apical € composto por um condide, anéis polares, microtubulos
subpeliculares, roptrias, micronemas e granulos densos. (Dubremetz et al., 1998;
Santos et al., 2009). Estas estruturas estdo associadas a motilidade, adeséo e
penetracdo dos parasitas nas ceélulas hospedeiras e formacdo do vacuolo
parasitéforo (Bumstead e Tomley, 2000; Morrissette e Sibley, 2002). Os
micronemas, roptrias e granulos densos constituem um grupo de organelas
secretoras que liberam seu conteddo de forma sequencial durante o processo de
invasdo. Inicialmente as micronemas secretam suas proteinas que estdo envolvidas
na motilidade, adeséo e reconhecimento da célula hospedeira (Bumstead e Tomley,
2000; Tomley e Soldati, 2001). Em seguida ha liberacédo das proteinas das roptrias,
gue auxiliam na movimentacdo do parasita para dentro da célula hospedeira e na
formacdo da membrana do vacuolo parasitéforo (Sibley, 2004). Finalmente, os
granulos densos, que tem a fungdo de remodelar o vacuolo parasitéforo tornando
este compartimento metabolicamente ativo, liberam seu contetdo (Bromley et al.,
2003; Dubremetz et al., 1998; Entzeroth et al., 1998). O condide (presente apenas

nos coccidias), os anéis polares, e 0s microtibulos subpeliculares, fazem parte do
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citoesqueleto celular, responsavel por mediar o processo de invasao celular. O
condide é uma estrutura pequena na forma de cone, composta por filamentos
espiralados e, acredita-se que esteja envolvida na fungcdo mecanica da invasdo. Os
anéis polares constituem um dos centros de organizagdo dos microtibulos
subpeliculares, sendo ambos importantes para a manutencdo da forma, polaridade e
trafico de organelas nestes organismos (Morrissette e Sibley, 2002; Santos et al.,
2009).

Dentro deste filo h4 a classe Coccidia, grupo variado de parasitas cujas
espécies podem ter ciclo de vida monoxénico ou heteroxénico, podendo ou nao
acometer uma grande gama de hospedeiros (Tenter et al.,, 2002). Dentro desta
classe, o género Eimeria € o mais representativo do Filo Apicomplexa, com mais de
1700 espécies descritas (Levine, 1988), as quais podem ser encontradas em
diversos hospedeiros, desde organismos invertebrados como anelideos e insetos,
até vertebrados, incluindo anfibios, répteis, aves e mamiferos, que representam a
grande maioria dos hospedeiros.

Os protozoarios do género Eimeria apresentam um ciclo de vida direto
(monoxénico) e grande parte destes organismos infectam as células epiteliais da
mucosa intestinal. O ciclo de vida é dividido em esporogonia, que ocorre fora do
hospedeiro sendo responsavel pela formacdo do estagio infectante do parasita, a
esquizogonia (reproducdo assexuada) e a gametogonia (reproducdo sexuada) as
quais ocorrem dentro da célula de um hospedeiro espécie-especifico (Kogut, 1990;
Shirley e Harvey, 1996, 2000). Tyzzer (1929) foi o pioneiro na caracterizagcao das
espécies deste género e estabeleceu a base do estudo em coccidias, trabalhando

com espécies de Eimeria que acometem as aves (Ball et al., 1989).
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1.2 Coccidiose aviaria

1.2.1 A doencga e importancia econdémica

Os protozoarios do género Eimeria sdo responsaveis pela coccidiose aviaria,
uma doenca entérica que acomete galinhas domésticas e é causada por sete
espécies deste género: E. acervulina, E. maxima, E. tenella, E. necatrix, E. brunetti,
E. praecox e E. mitis (Fernando, 1990). Economicamente, as espécies capazes de
infectar a galinha doméstica séo consideradas as mais relevantes do género Eimeria
(Shirley et al., 2005).

Estes parasitas sdo cosmopolitas e, acometem principalmente frangos de
corte e matrizes reprodutoras (Williams, 1998). Esta doenca resulta em aumento da
conversdo alimentar, menor capacidade de absorcdo de nutrientes pelo trato
intestinal, menor ganho de peso e, em alguns casos, aumento da mortalidade (Min
et al., 2004).

Cada espécie se desenvolve em uma localidade especifica do trato intestinal
das aves (sitio-especifica) e pode induzir diferentes graus de patogenicidade,
variando de moderado até severo (Long e Joyner, 1984). A imunidade é espécie-
especifica, ou seja, uma ave imune a uma espécie é suscetivel as outras (Dalloul e
Lillehoj, 2005) e, além disso, um Unico hospedeiro pode ser infectado por mais de
uma espécie simultaneamente.

Apesar da disponibilidade de drogas anticoccidianas e de vacinas vivas para
o controle desta doenca, 0os prejuizos causados a inddstria avicola sdo enormes.
Grande parte dos custos esta relacionada a profilaxia e tratamento, além de perdas
com o aumento de mortalidade e queda da produgéo. Calcula-se que os gastos
mundiais relacionados ao controle desta doenga variem de 800 milhdes (Allen e
Fetterer, 2002) a 3 bilhdes de dolares por ano (Shirley et al., 2004b).

A industria avicola tem um papel fundamental na economia brasileira. O Brasil
€ 0 primeiro maior exportador e o terceiro maior produtor de carne de frango do
mundo (Figura 2). O frango constitui o 3° produto das exportacdes na area de

agronegacios e 5° produto brasileiro na pauta de exportacido. Sendo exportado para



mais de 150 paises. Em 2008, a producdo de carne de frango chegou a 10,9
milhdes de toneladas das quais 67% foi consumida pelo mercado interno e as

exportacdes resultaram em uma receita cambial de quase 7 bilhdes de dolares.
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Figura 2 — Exportacdo (acima) e producédo (abaixo) mundial de carne de frango, (*) projecéo

de 2009 em milhdes de toneladas.

Fonte: Associagdo Brasileira dos Produtores e Exportadores de Frangos, Relatorio

Anual (ABEF) 2008-09.
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1.2.2 Diagnoéstico

Tradicionalmente, as espécies de Eimeria sdo identificadas com base em
critérios como dimensdo e morfologia dos oocistos, especificidade do hospedeiro,
sitios intestinais de colonizacdo, caracteristicas macro e microscopicas das lesdes
intestinais, localizacdo tecidual e morfologia das formas evolutivas, periodo preé-
patente, especificidade imunolégica e tempo minimo de esporulagdo dos oocistos
(Long e Joyner, 1984; Long et al., 1976). Estes parametros analisados de forma
conjunta permitem a distincdo entre as espécies, entretanto, exigem pessoal
altamente treinado. Nem sempre este diagndéstico é confiavel, uma vez que pode
ocorrer sobreposicdo de caracteristicas entre espécies distintas, principalmente em
infeccdes mistas. Além disso, 0 uso de vacinas de cepas precoces tem limitado a
utilizacao do periodo de pré-paténcia como critério de discriminacéao.

Uma vez que as caracteristicas bioldgicas ndo sao suficientemente precisas
para se fazer a discriminacdo entre as espécies de Eimeria, novas técnicas
baseadas em métodos moleculares tém sido desenvolvidas.

Os primeiros ensaios diagndésticos baseados em PCR (Polymerase Chain
Reaction) foram realizados utilizando a técnica de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) (Johnston e Fernando, 1995; MacPherson e Gajadhar, 1993;
Shirley e Bumstead, 1994). Além de nao ser adequado para diagnéstico de amostras
mistas, a baixa confiabilidade e reprodutibilidade deste método, restringiram
severamente seu amplo uso entre diferentes laboratérios.

Schnitzler et al. (1998; 1999) desenvolveram um teste diagndstico utilizando
como alvos de amplificacdo a regido do espacador ribossémico interno transcrito 1
(ITS1).

Nosso grupo também desenvolveu um conjunto de marcadores moleculares
denominados SCARs (Sequence-Characterized Amplified Regions), os quais
permitem o diagnostico de espécies por PCR, empregando primers especificos.
Desenvolvido na forma de um PCR multiplex, este teste tem a grande vantagem de
permitir o diagnostico das sete espécies simultaneamente em uma Unica reacao
(Fernandez et al., 2003).

Mais recentemente, alguns grupos desenvolveram diagnosticos moleculares
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baseados na técnica de PCR em tempo real (Blake et al., 2008; Kawahara et al.,
2008; Morgan et al., 2009).

1.2.3 Controle da doenca

As estratégias convencionais de controle desta doenga baseiam-se
principalmente no uso de drogas anticoccidianas, adicionadas na racdo das aves de
forma profildtica ou quimioterapica (Williams, 1998). No entanto, o constante
surgimento de cepas resistentes as drogas, aliada a preocupacdo do mercado
consumidor com a contaminagdo dos alimentos com residuos quimicos, tém
influenciado negativamente o uso de quimioterapicos (Dalloul e Lillehoj, 2005;
Shirley et al., 2007).

As restricdes legislativas a utilizacdo destes farmacos tém crescido, limitando
a quantidade, tempo de exposicdo e gama de medicamentos permitidos,
principalmente na Europa e Estados Unidos, onde algumas drogas ja foram
totalmente banidas (Shirley et al., 2007). No Reino Unido, por exemplo, o nimero de
anticoccidianos disponiveis comercialmente caiu de 17 em 2002, para apenas 10 em
2004. Em decorréncia destas restri¢cdes, a ultima nova droga introduzida no mercado
foi hd mais de 10 anos.

Em detrimento ao uso de drogas, as vacinas vivas, compostas de cepas
virulentas ou atenuadas de Eimeria sé@o a Unica alternativa eficaz para o controle da
coccidiose aviaria (Williams, 1998). Estas vacinas sdo multivalentes (contém mais de
uma espécie) jA que a imunidade é espécie-especifica e, geralmente, séo
compostas por cepas sensiveis as drogas. A primeira vacina langada no mercado foi
a Coccivac® (Schering-Plough) em meados de 1950, e permaneceu a Unica durante
praticamente 35 anos. Atualmente, mais de 13 tipos de vacinas estado disponiveis no
mercado (Chapman et al., 2002).

Em relacdo as vacinas compostas por cepas virulentas, para que ndo ocorra
queda nos indices de producdo e ocasionalmente, desenvolvimento de sintomas
clinicos da doenca (Shirley et al., 2005), a aplicacdo destas vacinas requer um

controle rigido e a utilizacdo de baixas doses.



O uso de vacinas de cepas atenuadas oferece uma alternativa mais segura.
Os periodos de pré-paténcia do ciclo destes parasitas sdo mais curtos, ha reducao
de um ou mais ciclos de reproducao assexuada acarretando em uma diminui¢cédo da
capacidade reprodutiva sem prejuizo da imunogenicidade (Allen e Fetterer, 2002;
Shirley et al., 2007). No entanto, devido a baixa produgdo de oocistos, 0s custos de
producao destas vacinas sao muito maiores (Dalloul e Lillehoj, 2005).

Um sério problema relativo ao uso de vacinas vivas refere-se a
imunovariabilidade entre cepas de uma mesma espécie 0 que muitas vezes nao
confere protecdo cruzada, como é o caso de algumas cepas de E. maxima (Shirley
et al., 2004a; Smith et al., 2002). Por exemplo, a vacina Paracox® (Schering-Plough)

possui duas cepas de E. maxima em sua formulacéo.

1.3 A Eimeria tenella como modelo de estudo da coccidiose aviaria

1.3.1 Caracterizacao

Desde o trabalho pioneiro de Tyzzer (1929), a E. tenella tem sido considerada
como modelo de estudo para o entendimento da coccidiose aviaria (Chapman e
Shirley, 2003). Esta espécie apresenta alta prevaléncia no campo, alta viruléncia,
facilidade de obtencdo de formas invasivas (zoitas) e de oocistos diretamente dos
cecos, alta taxa de replicacdo e de esporulacdo, além de ser a Unica espécie capaz
de ser propagada in vitro (Chapman e Shirley, 2003; Ling et al., 2007). A cepa
Houghton (H), isolada no Reino Unido em 1949, cuja linhagem de origem clonal foi
obtida em 1986, € uma das poucas cepas de referéncia usadas para estudos
experimentais (Chapman e Shirley, 2003; Ling et al., 2007). Recentemente, alguns
artigos relatando a transfeccdo estavel em Eimeria tenella foram publicados, no
entanto, para selecdo de transfectantes, ainda é necessaria a utilizacdo de
passagens in vivo (Clark et al., 2008; Shi et al., 2009; Yan et al., 2009; Zou et al.,
2009).
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E. tenella é altamente patogénica, provocando perda de peso, diarréia com
sangue e até mortalidade das aves (de Venevelles et al., 2004). Coloniza
prioritariamente os cecos (Figura 3A), onde ha o desenvolvimento de lesdes
hemorragicas e, em casos severos ha necrose tecidual associada a formacdo de
coagulos sanguineos. As lesdes também podem ser observadas na superficie
serosa dos cecos (Figura 3B).

Este parasita € caracterizado por um ciclo de vida direto (monoxénico), com
varios ciclos intestinais enddgenos envolvendo estagios assexuados (merogonia ou
esquizogonia), seguidos de um estagio sexual (gamogonia ou gametogonia) que
resulta na formacdo de um oocisto ndo esporulado (Shirley e Harvey, 2000). Os
oocistos esporulados (Figura 3C), assim como em todos os organismos do género

Eimeria, apresentam 4 esporocistos, com 2 esporozoitos cada.

Figura 3 - Eimeria tenella: sitio da leséo intestinal, lesdo macroscoépica e oocisto. (A) Os
cecos, destacados em vermelho constituem o sitio de colonizacéo desta espécie,
(B) lesdes hemorragicas nos cecos podem ser visualizadas tanto na mucosa
guanto na serosa. (C) Oocisto de E. tenella, com as medidas de tamanho
referentes ao diametro maior e menor e a razao entre eles (entre parénteses).
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1.3.2 Ciclo de vida

O ciclo de vida de Eimeria tenella (Figura 4) € iniciado quando uma ave
suscetivel ingere um oocisto esporulado (Etapa 1). Este oocisto é rompido
fisicamente pela acdo da moela liberando os esporocistos. Os esporocistos, no
intestino delgado, sdo submetidos a acao de sais biliares e tripsina que digerem o
corpusculo de Stieda (localizado em uma das extremidades do esporocisto), abrindo
um pequeno orificio por onde os esporozoitos saem ativamente (Etapa 2), processo

este denominado de excistacao.
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Figura 4 - Ciclo de vida de Eimeria tenella (Arte Grafica: Helton Barreiro).

41



Os esporozoitos, em seguida, sado carregados até as criptas cecais por
linfocitos intra-epiteliais, onde aderem e invadem as células epiteliais e da
submucosa (Etapa 3), diferenciando-se em seguida em formas esquizontes.

Os esquizontes passam por um ciclo de reproducdo assexuada denominada
de esquizogonia (merogonia), que consiste em multiplas divisbes mitoticas sem
citocinese que geram esquizontes multinucleados (Etapa 4) os quais se diferenciam
em merozoitos uninucleados de 12 geracdo. Com o rompimento destas células, os
merozoitos de 12 geracdo sao liberados (Etapa 5), invadem novas células (Etapa 6),
formando em seguida o esquizonte de 22 geracao.

Apos 3 ou 4 ciclos de reproducdo assexuada (esquizogonia), cada merozoito
pode se diferenciar em macrogametécito (Etapa 7) ou microgametdcito (Etapa 8). Os
microgametdécitos se rompem liberando os microgametas biflagelados que fertilizam
0Ss macrogametas (Etapa 9), resultando na formacdo de um zigoto (Unico estagio
diploide do parasita). O zigoto é coberto por camadas multilamelares que irdo
constituir a parede do oocisto. Uma vez maduro o oocisto ndo esporulado é liberado
no ambiente juntamente com as fezes (Etapa 10). Sob condicbes ideais de
temperatura (entre 26-28°C), umidade e oxigenacao, 0 00cCisto passa por uma etapa
de reproducdo assexuada (esporogonia), também conhecida como esporulacao.
Durante este processo, 0 oocisto ndo esporulado (dipléide) sofre uma meiose,
gerando 4 esporoblastos hapléides (Etapa 11), cada um, apds uma divisdo mitotica,
da origem aos esporocistos com dois esporozoitos cada (Current et al., 1990;
Fernando, 1990; Hammod, 1973; Kinnaird et al., 2004; Schmatz, 1997).

1.3.3 Caracterizagado do genoma

O genoma nuclear de Eimeria spp. é hapldide durante a maior parte do ciclo
de vida deste parasita, com excec¢ao do zigoto. A cepa H de Eimeria tenella tem sido
utilizada amplamente para os estudos de caracterizagdo molecular e determinagao
do genoma destes organismos.

O material gendmico haploide estad organizado em 14 cromossomos, que

variam de tamanho entre 1,0 a mais de 7,0 Mpb, determinado através de
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eletroforese de campo-pulsado (PFGE — pulsed-field gel electrophoresis) (Shirley,
2000, 1994). O genoma possui uma complexidade de cerca de 55 milhdes de pares
de bases (Ling et al., 2007) e conteudo GC de 53% (Shirley, 2000).

O genoma da cepa H de E. tenella foi seqienciado empregando a
abordagem shotgun com uma cobertura de 8,4 vezes e 0s dados estédo
publicamente disponiveis no sitio do Instituto Sanger

(http://www.sanger.ac.uk/Projects/E_tenella/). Esta iniciativa foi patrocinada pelo

BBSRC (Biotechnology and Biological Sciences Research) e realizada pelo WTSI
(Wellcome Trust Sanger Institute, Cambridge, Inglaterra), em colabora¢do com o I1AH
(Institute for Animal Health, Compton, Inglaterra).

Além do genoma, o cromossomo 1 desta espécie foi totalmente seqiienciado
(Ling et al., 2007). Este cromossomo possui uma organizacdo gendémica incomum
segmentada em regides R (feature-rich), que sao ricas em repeticdes, apresentando
elementos similares a transposons e repeticbes teloméricas, confirmando estudos
preliminares que apontavam para uma distribuicdo frequente de regides repetitivas
no genoma de Eimeria tenella (Shirley, 2000; Shirley et al., 2004b). Também
apresenta segmentos livre de repeticdes P (feature-poor) (Ling et al., 2007).

Grande parte das repeti¢cdes seriadas do trinucleotideo CAG e do heptamero
AGGGTTT estao presentes nas 3 regides de segmentos R, que sdo separadas por 4
regibes de segmentos P. Os microssatélites CAG sdo encontrados
preferencialmente em regifes codificadoras, enquanto que as seqUéncias do
heptamero, identificadas como unidades repetitivas teloméricas em Plasmodium,
sdo encontradas nas pontas da sequUéncia consenso, assim como nas regides
intrénicas e intergénicas do segmento R. Além destes, ha também o octamero
palindromo TGCATGCA, aparentemente Unico em apicomplexas, que esta presente
157 vezes das quais grande parte estdo em regides intergénicas do segmento R. As
duplicacdes génicas em sua grande maioria estdo associadas aos segmentos P e
podem conter genes, enquanto que as duplicacdes detectadas nos fragmentos R
sao geralmente pequenas e associadas as regioes similares a teléomeros (Ling et al.,
2007).

Além do genoma nuclear, estdo presentes nestes parasitas, dois genomas
extracromossOmicos: 0 mitocondrial e o do apicoplasto. Estes protozoarios

apresentam uma unica mitocéndria de formato tubular e 0 genoma € constituido de
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concatameros lineares contendo unidades repetitivas de 6kb (Chapman e Shirley,
2003; Romano, 2004). O apicoplasto é uma organela exclusiva dos organismos do
Filo Apicomplexa, homodloga aos cloroplastos das plantas, ndo possuindo atividade
fotossintética (Waller e McFadden, 2005). O genoma desta organela em Eimeria

tenella é circular, rico em contetdo AT e contém cerca de 35 kb (Cai et al., 2003).

1.4 Métodos de andlise da expressao génica

A geragéo de sequéncias de DNA gendmico tem sido de grande utilidade para
a caracterizacdo molecular de organismos. No entanto, o conhecimento destas
sequéncias nao é suficiente para a caracterizacdo inequivoca dos genes expressos.
Para um melhor entendimento da biologia dos parasitas, diversos estudos sobre
expressao génica tém sido realizados (Ojopi et al., 2007; Skuce et al., 2005).

O modelo de genes eucaridticos € extremamente complexo conforme
ilustrado e descrito na Figura 5.

Considerando que as proteinas constituem o produto final da funcdo génica, o
estudo destas representa a forma mais direta de avaliagdo dos genes expressos.
Como existem vérias estudos que indicam que a quantidade de proteina produzida
pode ser diretamente proporcional a quantidade de RNAmM (RNA mensageiro) que a
codifica (Yamamoto et al., 2001) a medi¢cao dos niveis de RNAmM pode também ser
utilizada para o estudo de funcdo e anotacdo dos genes (Sun et al., 2004).

Os métodos para a analise de expressao génica evoluiram rapidamente em
poucos anos. Tradicionalmente, a avaliacdo do nivel de um RNAm transcrito era
realizada empregando-se metodos como o Northern blot e RT-PCR (Reverse
Transcriptase PCR) semi-quantitativo, utilizando-se sequéncias de DNAs
complementares (cDNAS) transcritas reversamente a partir das amostras de RNA
mensageiros, as quais representam uma fonte direta para a descoberta de regides
codificadoras de genes.
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Figura 5 — Esquema do modelo génico de eucariotos. A linha continua corresponde a
sequéncia de DNA. As regides intergénicas estdo nas extremidades em
amarelo. O gene comeca com o0 sitio de inicio da transcricdo, e o final é
representado pelo sitio de poliadenilacdo. As barras que estdo na linha
representam os éxons do gene, enquanto que as linhas em rosa sdo os introns
(ndo transcritos). As juncdes entre éxons e introns sao sitios de splicing
denominados de sitio doador e sitio aceptor. A traducdo do transcrito € iniciada
no codon de iniciacdo e finalizada no cédon de terminagdo originando o
produto génico. As barras em laranja e azul correspondem as regiées nao
traduzidas (UTRS).

Fonte: Adaptado de Wu, 2008.

Em 1991 Adams et al. descreveram uma abordagem para obtencdo e
sequenciamento de pequenas sequUéncias expressas, denominadas de ESTs
(Expressed Sequence Tags) que permitem avaliar o perfil transcricional de um
subconjunto de genes expressos. Milhares de sequéncias de ESTs foram geradas

para varios organismos em diferentes tecidos ou estagios (Nagaraj et al., 2007).
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Basicamente, para a geracao de ESTs, clones de bibliotecas de cDNA séo
selecionados randomicamente e submetidos a um sequenciamento de uma unica
fita (single-pass) gerando sequéncias curtas de aproximadamente 300-600 pb que
podem ser obtidas a partir de um tecido, ou estagio especifico de desenvolvimento
de um organismo. As bibliotecas convencionais podem ser construidas a partir da
regido 5 ou 3’ dos transcritos, utilizando-se adaptadores que permitem a clonagem
unidirecional. As bibliotecas direcionais 5 apresentam maior cobertura de regides
codificadoras, facilitando a identificagcdo de genes desconhecidos. No entanto, as
bibliotecas 3’, que geralmente identificam as por¢gdes ndo traduzidas (3'UTR —
Untranslated Regions) apresentam maior variabilidade do que as regides
codificadoras e permitem a identificacdo inequivoca destes transcritos, facilitando a
obtencdo de um perfil de transcricdo quantitativo (Gruber, 2007). Bibliotecas de
ESTs também podem ser construidas de maneira alternativa empregando a técnica
ORESTES (Open Reading Frame EST). Este método baseia-se em PCR de baixa
estringéncia utilizando primers arbitrarios para amplificacdo dos cDNA (Dias Neto et
al., 2000), resultando desta forma, em uma maior cobertura da regido central da
sequéncia dos RNAs mensageiros, a qual contém a maior parte da porcao
codificadora dos genes. Como estas bibliotecas sdo normalizadas, aumenta-se a
probabilidade de deteccdo de transcritos raros. Importante salientar que apenas
bibliotecas ndo normalizadas podem refletir quantitativamente os niveis de
expressdo dos transcritos (Moody, 2001). Entretanto, a deteccdo de transcritos de
baixa abundancia é limitada, principalmente nas bibliotecas ndo normalizadas (Alba
et al., 2004; Sun et al., 2004). Além disso, a cobertura dos transcritos em sua
maioria é parcial, sujeita a erros e, muitas vezes, devido a frequéncia heterogénea
dos transcritos, pode ser altamente redundante e enviesada (Gruber, 2007; Li et al.,
2003; Nagaraj et al., 2007).

A geragdo de ESTs tem contribuido de maneira significativa para a
identificacdo de novos genes, determinacdo das regides codificadoras das
sequéncias gendmicas (fronteiras intron-exon), mapeamento fisico, assim como
analise de perfil de expressao (Sterky e Lundeberg, 2000). Além disso, ESTs que
compartilham trechos em comum podem ser agrupadas e montadas, permitindo
muitas vezes a identificacdo de sequéncias completas de RNAs mensageiros
(Kozian e Kirschbaum, 1999).

46



Técnicas de hibridizacdo subtrativa de bibliotecas de cDNA permitiram um
avanco na andlise dos padrées de expressao génica, constituindo um dos primeiros
métodos a serem utilizados para detectar genes diferencialmente expressos em
larga escala. Basicamente, os genes diferencialmente expressos sao isolados pela
hibridizacdo de duas amostras de cDNAs: uma amostra em excesso (teste) e uma
segunda amostra (controle). Os transcritos expressos em ambas as amostras
formam uma molécula hibrida, enquanto que as moléculas exclusivamente
expressas na amostra teste permanecem em forma de fita simples, estas Ultimas,
sdo isoladas podendo ser utilizadas para a construcdo de bibliotecas de cDNA
(Moody, 2001). A técnica de hibridizacdo subtrativa de cDNAs comecou a ser
utilizada na década de 80 sendo aprimorada anos mais tarde de forma a incluir uma
etapa de PCR, a qual foi denominada de Supression Subtractive Hybridization (SSH)
(Diatchenko et al., 1996). Nesta variacao, a etapa de amplificacdo é direcionada de
forma a amplificar apenas as sequencias de genes diferencialmente expressos.

Além dos métodos subtrativos, a geracao de fingerprinting de RNA também
foi uma das primeiras abordagens de selecdo de genes de interesse
(diferencialmente expressos) e incluem o Differential Display (DD) (Liang e Pardee,
1992) e o RNA fingerprinting by arbitrary primed PCR (RAP_PCR) (Welsh et al.,
1992). O DD é baseado na conversdo do RNAm em cDNA (duas ou mais amostras
a serem comparadas), utilizando oligo dT primers, em seguida, o cDNA é
amplificado empregando-se oligo dT primers e primers arbitrérios. As amostras sdo
separadas por tamanho em gel de poliacrilamida avaliando-se a presenca ou
auséncia de bandas, assim como bandas de diferentes intensidades as quais podem
representar potenciais transcritos diferencialmente expressos. Estas bandas sao
excisadas, os transcritos sdo clonados e sequenciados (Moody, 2001). Apesar de
largamente utilizada, esta técnica apresenta um alto indice de falsos positivos
(Green et al., 2001). O RAP-PCR é uma abordagem muito semelhante ao DD, que
ao invés de usar oligo dT primers para sintese de cDNA utiliza primers arbitrarios de
10 pb, o que permite a utilizacdo de RNA total nos ensaios experimentais (Avison,
2008). Estes meétodos apresentam bons resultados e ainda sdo usualmente
empregados, no entanto, possuem uma limitagdo quanto ao niamero de transcritos

que podem ser analisados simultaneamente, além disso, sdo capazes de gerar
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apenas um retrato parcial sem informacéo direta a respeito da abundancia destes
genes.

Recentemente, outros métodos de andlise de expressdo génica foram
desenvolvidos incluindo SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), MPSS
(Massive Pararell Signature Sequencing), e Microarrays (van Ruissen et al., 2008).
Atualmente, os métodos de andlise de expressado génica sdo divididos em dois
grupos: sistemas de plataformas abertas ou fechadas.

Uma plataforma é considerada fechada, quando os genes que determinam o
espaco da investigacdo sao finitos, e, portanto, para utilizacdo destas técnicas é
necessario o conhecimento prévio das sequéncias a serem utilizadas o que depende
da disponibilidade de informac¢des do organismo a ser estudado (Green et al., 2001).
Os métodos mais amplamente utilizados sdo os de microarrays, classificados como
plataformas fechadas de larga escala baseadas em hibridizacdo. Os mais
conhecidos sao os microarrays de cDNA (Schena et al., 1995), de oligonucleotideos
(Pease et al., 1994) e os Affymetrix chips comercialmente disponiveis que sintetizam
centenas de sondas de oligonucleotideos in situ (diretamente nos chips) utilizando
um método fotolitografico (http://www.affymetrix.com/index.affx). O PCR em tempo
real (Real time PCR ou gPCR, quantitative PCR) (Heid et al., 1996), é também

considerado como uma plataforma fechada, porém de baixa escala.

Um microarray € tipicamente definido como um arranjo pré-definido de
moléculas (fragmentos de DNA, cDNAs ou oligonucleotideos) quimicamente ligadas
(ligagcbes covalentes) a uma superficie sélida ou a uma membrana (carregada
positivamente). A superficie sélida pode ser de vidro ou de silicone (Affy chip -
Affymetrix), ou conter orificios microscépicos na superficie (lllumina-

http://www.illumina.com/pages.iimn?ID=5). O principio deste método baseia-se na

hibridizagcdo entre as sondas que compdem estes microarranjos com 0 gene ou
molécula de interesse. A ligacdo dos alvos marcados com fluoroforos permite a
deteccdo e quantificacdo das moléculas hibridizadas. Em seguida, uma imagem de
hibridacdo € gerada e detectada por meio de leitores (scanners) (Dufva, 2009;
Jaluria et al., 2007).

Centenas a milhares de sondas (genes) podem ser testadas em um unico
experimento, o0 que torna a tecnologia de microarray bastante atraente e

amplamente utilizada. No entanto, como qualquer outra técnica, apresenta
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limitacdes. Por se tratar de um método de hibridizacéo, sdo necessarias replicatas
experimentais (normalmente duas), além disso, os dados de fluorescéncia somente
detectam a presenca ou auséncia das moléculas hibridizadas, ndo fornecendo
nenhuma outra informacdo a respeito do tamanho ou composicdo dos alvos
capturados. Problemas relativos a hibridizacdo cruzada (familias de genes contendo
sequéncias muito semelhantes) ou inespecifica sdo inerentes a técnica, ja que
moléculas de diferentes tamanhos e composi¢des sdo simultaneamente submetidas
ao processo. Assim, a escolha correta das sondas é de fundamental importancia
para 0 sucesso do experimento, bem como a utilizacdo de analise estatistica
complexa para interpretacdo dos dados de fluorescéncia. Como diferentes
marcadores, métodos de hibridizacdo e construcdo dos arrays podem ser
empregados, a comparacao inter-plataformas € uma tarefa dificil. Medi¢cdes de
expressdo génica absolutas somente sdo obtidas através de microarrays de
oligonucleotideos (single-channel), enquanto que as outras tecnologias, em geral,
sdao relativas (dual-channel) (Dufva, 2009; Jaluria et al., 2007).

O PCR em tempo real tornou-se um procedimento muito bem estabelecido
para quantificacdo de niveis de expressdo génica. Esta técnica baseia-se na
deteccdo da quantidade de produto amplificado em cada ciclo da reacédo
empregando-se fluoréforos (Ponchel, 2006). Para tal, diferentes estratégias podem
ser utilizadas como substancias fluorescentes intercalantes de DNA (SYBR® Green)
ou uso de sondas marcadas. O SYBR® Green possui a propriedade de emitir
fluorescéncia quando ligado as moléculas de DNA dupla fita e é amplamente
utilizado, devido ao seu baixo custo, facilidade de uso e sensibilidade. Como este
corante se liga a qualquer molécula dupla-fita de DNA, como dimeros de primers ou
produtos inespecificos, a concentracdo do fragmento alvo pode ser superestimada
(Kubista et al.,, 2006; Ponchel, 2006). Este problema pode ser minimizado
empregando-se primers que ndo formem dimeros e que sejam mais especificos. O
TagMan® (sondas de hidrdlise) utiliza sondas que apresentam em sua extremidade
um fluoréforo reporter, e na outra extremidade um fluoréforo aceptor (quencher), que
guando ligados na mesma molécula ndo emitem fluorescéncia, pois o fluoréforo
aceptor absorve o sinal emitido pelo repérter. Durante a amplificacdo e sob a
atividade de exonuclease da Taq DNA polimerase, a sonda de oligonucleotideos é

clivada, o repoérter e o aceptor sdo separados, permitindo a deteccdo da
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fluorescéncia emitida pelo fluoroforo reporter. O principio da deteccdo da
fluorescéncia é similar ao do SYBR® Green no qual os produtos amplificados s&o
mensurados a cada ciclo de amplificacdo. Como somente a fluorescéncia emitida
pelas seqiiéncias alvo é mensurada, a tecnologia TagMan® é mais especifica (Bell e
Ranford-Cartwright, 2002; Valasek e Repa, 2005). Existem outras variacbes da
utilizacdo de um repdrter e um quencher, baseados em sondas de hidrolise,
incluindo molecular beacons, sunrise primers e scorpion primers, entretanto 0s
custos sdo maiores. H& também sondas baseadas em um Unico corante, na qual a
fluorescéncia é detectada de acordo com a ligacdo ao DNA, tais como as sondas
LightUp, que possuem em sua estrutura um acido nucléico peptidico neutro (PNA)
que se liga ao DNA com maior afinidade do que os oligonucleotideos comuns
(Kubista et al., 2006; Valaseq e Repa, 2005).

Na técnica de real time PCR, os métodos de quantificagdo podem ser
classificados como absolutos ou relativos. Na quantificacdo absoluta ha a
construcdo de uma curva padrdao baseada na diluicio de uma molécula de
concentracdo conhecida, enquanto que nas abordagens relativas a determinacéo da
diferenca de expressdo é calculada em relagdo a um grupo experimental de
amostras controle (Peirson et al., 2003). Apesar da alta sensibilidade, a ampla
utilizac@o da técnica de PCR em tempo real ainda é limitada devido ao alto custo e
baixo throughput.

Um dos grandes desafios da chamada era pds-gendémica esta na elucidagao
do transcriptoma dos organismos o qual depende de predigcbes computacionais e de
sequéncias previamente caracterizadas (que podem estar incompletas ou mal
anotadas). A utilizacdo das plataformas abertas de larga escala pode acelerar estes
estudos e melhorar a qualidade do conhecimento obtido até o0 momento (Harbers e
Carninci, 2005). Estas plataformas ndo necessitam de um conhecimento a priori do
transcriptoma a ser estudado permitindo desta forma, a descoberta de novos genes.
Além disso, ndo sao limitadas a uma possivel complexidade inerente destes
transcritos, como por exemplo, a presenca de SNPs (Single Nucleotide
Polymorphims), de splicing alternativo, entre outros (Green et al., 2001).

Dentre as plataformas abertas de larga escala destacam-se o SAGE (Serial
Analysis of Gene Expression) e suas varia¢cdes (microSAGE, miniSAGE, LongSAGE,
superSAGE, etc) e o MPSS (Massive Pararell Signature Sequencing), considerados
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como métodos de perfil de expressao digital, pois os dados de expressao génica
obtidos sdo analisados utilizando-se a contagem dos transcritos (frequéncia). A
contagem é uma medida simples e estatisticamente facil de modelar. A expresséo
dos transcritos € medida em termos absolutos, permitindo uma analise global da
expressao génica.

O MPSS (Brenner et al., 2000; Reinartz et al., 2002) baseia-se na producao
de sequéncias (signature sequences) de 16-20 bases adjacentes ao sitio de
restricdo da enzima Dpnll mais proximo a extremidade 3’ do RNAm. Este método,
no entanto, possui peculiaridades quanto a manipulacdo bioquimica e estratégia de
sequenciamento, combina clonagem e amplificacdo de cDNA in vitro na superficie
de milhares de microbeads a uma alta capacidade de sequenciamento de DNA né&o
baseada em gel. Em cada microbead ha a ligacdo de apenas uma molécula de
cDNA. Apoés a hibridizacdo, as sequéncias alvo sdo clonadas obtendo-se cerca de
100.000 fragmentos de cDNA idénticos. Para o sequenciamento, os microbeads sao
posicionados em uma plataforma de analise e ligados a um adaptador (contendo o
sitio de reconhecimento para a enzima do tipo lls). Cada bead é digerido de forma
sequencial com esta enzima que cliva o DNA de forma a deixar uma extremidade
coesiva de 4 nucleotideos. Adaptadores fluorescentes (possuindo todas as
combinacdes possiveis dos 4 nucleotideos) sao ligados as extremidade coesivas. A
imagem é captada por uma camera e analisada por um software capaz de processar
os sinais de fluorescéncia durante as etapas de hibridizacéo, ligacdo e clivagem
determinando a sequéncia destes 4 nucleotideos. O processo todo € repetido
algumas vezes, até a obtencdo das sequéncias de 16-20 nucleotideos. Cada
experimento pode gerar cerca de 250.000 — 400.000 sequéncias. Como esta
tecnologia é baseada em instrumentos sofisticados e protegida por direitos autorais,
seu custo é elevado, sendo disponivel apenas comercialmente inicialmente pela
Lynxgxgen Therapeutica, Inc., e posteriormente pela Solexa Inc., que encerrou esta
prestacao de servico em 2006.

SAGE (Velculescu, 1999; Velculescu et al., 2000; Velculescu et al., 1995;
Velculescu et al.,, 1997) é uma técnica que envolve o isolamento de pequenas
sequéncias de nucleotideos, denominadas tags (etiquetas), que sdo concatenadas,
seguUenciadas e quantificadas (Tuteja e Tuteja, 2004). Cada tag consiste de 4 pb da
sequéncia de reconhecimento (CATG) da enzima de restricao Nlalll e 10 pb de
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sequéncia adjacente na direcdo da cauda poliA de uma molécula de RNAmM
(Patankar et al., 2001). Cada tag representa uma sequéncia expressa e a contagem
de cada tag € diretamente proporcional a sua freqiiéncia em uma dada populacdo de
RNAmM (Dinel et al.,, 2005). Além de permitir a descoberta de novos transcritos
(Rivals et al., 2007), SAGE permite a identificagcdo de transcritos de baixa
abundancia (Chen et al., 2002; Kim et al., 2006), com uma sensibilidade 26 vezes
maior do que ESTs (Sun et al., 2004).

A caracterizacdo de transcritos diferenciais, resultantes de splicing alternativo
(Khattra et al., 2007; Kuo et al., 2006; Wahl et al., 2005a), poliadenilacao
heterogénea (Keime et al., 2007; Ojopi et al., 2007), SNPs (Single nucleotide
polymorphisms) (Radke et al.,, 2005; Silva et al., 2004), transcritos antisense
(Patankar et al., 2001; Quére et al., 2004; Wahl et al., 2005b; Williams et al., 2007) e,
até mesmo microRNAs (Ge et al., 2006) também pode ser obtida através da analise
dos dados de SAGE.

O SAGE tem sido utilizado com sucesso em diversos organismos, tanto para
a obtencéo de perfis de expressao génica, assim como na identificacdo de genes
diferencialmente expressos, incluindo estudos em humanos (Keime et al., 2007),
principalmente relacionados a cancer (Boon et al., 2002; Kirschbaum-Slager et al.,
2005; Silveira et al., 2008), em organismos modelos como ratos (Wahl et al., 2005a,
2005b), Saccharomyces cerevisiae (Velculescu et al., 1997), Caenorhabditis elegans
(Jones et al., 2001; Wang et al., 2009), Danio rerio (zebrafish) (Knoll-Gellida et al.,
2006), Arabidopsis spp. (Fizames et al., 2004; Robinson e Parkin, 2008). Esta
técnica também foi aplicada em estudos de parasitas, como Schistossoma mansoni
(Ojopi et al., 2007; Taft et al., 2009; Williams et al., 2007), Leishmania spp. (Guerfali
et al., 2008; Li et al., 2008), Haemonchus contortus (Skuce et al., 2005) e Giardia
lamblia (Palm et al., 2005).

Dentro do Filo Apicomplexa estudos em Plasmodium falciparum (Munasinghe
et al.,, 2001; Patankar et al., 2001), esporozoitos de Plasmodium berguei
encontrados na glandula salivar de mosquito (Rosinski-Chupin et al., 2007) e
Toxoplasma gondii (Radke et al., 2005) também utilizaram a plataforma SAGE.
Estes estudos revelaram alta expresséo de transcritos estagio especificos, detec¢éo
de genes mitocondriais, tags antisense, poliadenilacdo alternativa, além da
caracterizagdo de novos genes. Em Toxoplasma, foram construidas bibliotecas de
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SAGE utilizando taquizoitos das 3 cepas de referéncia deste organismo (tipo 1 - RH,
tipo 2 - Me49B7 e tipo 3 — VEGmSsj). A partir da cepa VEG foi também realizado um
estudo detalhado de seis fases do ciclo de vida, como oocistos, e varias fases de
reproducdo assexuada até a diferenciacdo em bradizoitos. Foram encontrados
diferentes conjuntos de RNAmM quando comparados a eucariotos superiores ou
eucariotos unicelulares, como Saccharomyces. Foi observado que menos de 5% dos
genes representam cerca de 75% dos transcritos totais. Diversos genes
apicomplexa especificos foram encontrados nas classes de genes mais expressos.
Segundo os autores, a transcricdo nestes parasitas parece ser bastante dinamica,
com um alto nimero de genes expressos exclusivamente em um Unico estagio de
desenvolvimento, demonstrando a importancia da regulagao transcricional.

Um aprimoramento desta técnica é o LongSAGE que ao invés de tags de
14pb, gera tags com 21pb, facilitando desta forma a predi¢éo in silico e a anotagao
génica (Bianchetti et al., 2007; Saha et al., 2002). Por serem mais longas, o
mapeamento das tags no transcriptoma e no genoma € mais especifico, (Akmaev e
Wang, 2004; Wahl et al., 2004; Wahl et al., 2005a) quando comparado ao SAGE
convencional (Li et al., 2006; Lu et al., 2004), possui maior sensibilidade e cobertura
génica do que MPSS (Hene et al., 2007), além de ser a técnica de larga escala
como menor indice de viés composicional GC (Margulies et al., 2001; Siddiqui et al.,
2006).

1.5 Base de dados de GO (Gene Ontology) e KOG (euKaryotic Orthologous
Groups)

O conhecimento da funcédo biologica de uma determinada proteina em um
dado organismo pode ajudar a inferir a sua fungdo em outros organismos. Genes
ortélogos sao genes presentes em diferentes espécies derivados de um ancestral
comum, e que normalmente retém essa mesma funcdo no decorrer da evolugéo,
enquanto que paralogos estéo relacionados a eventos de duplicacdo (Koonin, 2005;
Tatusov et al., 1997). A comparacdo de novos dados com proteinas conhecidas é

importante para anotacdo, e, consequentemente, atribuicdo da funcdo de produtos
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génicos ainda nao caracterizados. As bases de dados de GO e KOG sao atualmente
muito utilizadas para este tipo de busca e possuem a grande vantagem de serem
curadas, o que aumenta a confiabilidade de suas informagbes, no entanto,

apresentam um menor volume de dados.

Com o0 objetivo de estabelecer um vocabulario controlado comum,
estruturado, dinamico, precisamente definido e padronizado para a descricdo das
funcdes dos produtos génicos em quaisquer organismos, em 2000, foi criado o
consorcio de Ontologia Génica (GO) (Ashburner et al., 2000). A classificacdo de GO
€ estruturada em trés ontologias de termos para descrever: a funcdo molecular, o
processo biolégico e o componente celular dos produtos protéicos. A funcéo
molecular descreve a funcdo normalmente exercida pelo produto génico, como por
exemplo, structural molecule activity (atividade molecular estrutural), o processo
bioldgico classifica 0 processo em que o produto protéico estd envolvido, como
metabolic process (processo metabdlico) e o componente celular, descreve a
localizacdo celular onde o produto ocorre, por exemplo, organelle (organela)
(Dimmer et al., 2008). Uma mesma proteina pode estar classificada dentro das trés
ontologias, refletindo a realidade biologica desta em particular, que pode funcionar
em diferentes processos, conter dominios que carregam diversas funcdes
moleculares e participar em interacdes multiplas com outras proteinas, organelas ou
localizacdes celulares. A estrutura do GO é representada com um gréafico aciclico
direto conhecido como DAG (directed acyclic graph), onde as relagcbes séo diretas,
como por exemplo, a mitocéndria € uma organela, mas uma organela ndo é uma
mitocondria. A organizagdo deste grafico consiste em termos child (filhos), que séo
mais especializados e parents (pais), que sdo menos especificos, no entanto, cada
termo pode possuir mais de um termo parent, e também termos sibling (irm&os)
(Martin et al., 2004). Os termos sé&o ligados por relagdes do tipo is a (é um) e part of

(é parte de) conforme exemplificado na Figura 6.
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B G0:0005575 : cellular_component [172147 gene products] His =
H G0:0005623 : cell [107828 gene products] @ parc of
@ G0:0044464 : cell part [107789 gene products]
H G0:0005622 : intracellular [84114 gene products]
@ G0:0044424 : intracellular part [83487 gene products]
B G0:0005737 : cytoplasm [68579 gene products]
@ G0:0044444 : cytoplasmic part [62112 gene products]
H G0:0033279 : ribosomal subunit [2005 gene products]
H G0:0015935 : small ribosomal subunit [877 gene products]

Figura 6 — Exemplo de gréafico aciclico direto (DAG) de termos GO, mostrando a estrutura
hierarquica e as rela¢des entre os termos: is a (¢ um) e part of (é parte de).

O COG (Clusters of Orthologous Groups of proteins) (Tatusov et al., 2000) &
uma das bases de dados de ortol6gos mais antigas sendo composta atualmente por
66 organismos unicelulares e a base de dados equivalente para eucariotos é
denominada de KOG (euKaryotic Orthologous Groups). Apesar de nao serem
atualizadas desde 2003, sédo consideradas por muitos autores como a base de
dados de ort6logos padrédo (Altenhoff e Dessimoz, 2009). A base de dados de KOG
inclui proteinas de 7 genomas de eucariotos: trés de animais (Caenorhabditis
elegans, Drosophila melanogaster e Homo sapiens), uma planta Arabidopsis
thaliana, dois fungos (Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe) e
o0 parasita intracelular microsporideo Encephalitozoon cuniculi, que atualmente
pertencente ao Reino Fungi. O conjunto atual de KOG consiste de 4.852 clusters de
ortélogos, que incluem 59.838 proteinas (Tatusov et al., 2003).

Cada KOG consiste de um gene ortélogo individual ou de grupos de ortélogos
paralogos de 3 ou mais linhagens filogenéticas (cada genoma € considerado uma
linhagem filogenética). Em outras palavras, quaisquer duas proteinas provenientes
de diferentes linhagens, e que pertencam ao mesmo KOG s&do consideradas
ortélogas. Assume-se que cada COG/KOG evoluiu de um ancestral comum atraves
de uma série de eventos de especiacdo e duplicacdo. Para definicdo dos KOGs, as
sequéncias codificadoras de proteinas dos sete genomas eucariéticos foram
comparadas entre si, e para cada proteina, o melhor hit (best hit — BeT), ou seja, 0

melhor alinhamento encontrado contra cada um dos outros genomas foi computado.
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Se um dos genomas possui BeTs em outros dois genomas, considera-se que estas
sequéncias sejam ortélogas, e, portanto, este € o critério utilizado para definir uma
unidade minima de KOG (Tatusov et al., 1997).

1.6 Estudo da expressao génica em Eimeria spp.

1.6.1 Transcriptoma

Varios projetos para geracdo de ESTs de Eimeria de galinha doméstica,
envolvendo diferentes estagios do ciclo de vida destes parasitas foram realizados.
Até o momento foram depositadas no GenBank cerca de 35.000 sequéncias ESTs
(Expressed Sequence Tags) de E. tenella, das quais 80% destas foram obtidas a
partir de estagios esporozoitos e merozoitos de segunda geracdo. Grande parte
destas sequéncias depositadas foram resultantes do projeto WashU-Merck E. tenella
estabelecido entre a Washington University e a Merck, que produziu 27,500 ESTs.
Cerca de 1.000 sequéncias foram produzidas pela University Kebangsann Malaysia
(Ng et al., 2002; Wan et al., 1999), 499 ESTs foram gerados a partir de oocistos
esporulados e nao esporulados pelo USDA (United States Departamento of
Agriculture) (Miska et al., 2004). Welcome Trust Sanger Institute gerou mais de
8.000 ESTs incluindo oocistos ndo esporulados, esporozoitos e merozoitos de
primeira geracdo (dados nao publicados), destas aproximadamente 2.500
sequéncias ja estao disponiveis publicamente no Genbank.

Além destas ESTs convencionais, 0 n0Sso grupo, como parte integrante do
Consorcio Internacional do Genoma de E. tenella
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/E_tenella/consortium.shtml) foi responsavel pelo
sequenciamento de mais de 15.000 ESTs do tipo ORESTES (Open Reading Frame

EST) para cada uma das trés principais espécies de Eimeria de galinha doméstica:
E. acervulina, E. maxima e E. tenella (Shirley et al., 2004b). Em E. tenella, as

sequéncias geradas pelo nosso grupo, foram obtidas a partir de diferentes estagios
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evolutivos deste parasita, incluindo: oocistos esporulados, oocistos parcialmente

esporulados, oocistos ndo esporulados, merozoitos de 22 geracao e esporozoitos.

Protocolos de anotacédo automatica de sequéncias ORESTES de Eimeria spp.
de galinha doméstica foram desenvolvidos pela nossa equipe de bioinformatica e
aplicados aos conjuntos de dados utilizando-se componentes recém-desenvolvidos
para a plataforma EGene (Durham et al., 2005; Ferro, 2008). No caso de E. tenella,
além dos dados de ORESTES, foram utilizados os ESTs convencionais disponiveis
publicamente, o que permitiu uma cobertura tanto das regibes centrais dos
transcritos, obtidas pelos ORESTES, quanto das regides terminais. Para E. maxima
e E. acervulina, foram usadas somente as sequéncias ORESTES produzidas pelo

NOSSO grupo.

Os dados relativos a anotacdo automatica estdo disponiveis no sitio

www.coccidia.icb.usp.br/eimeria/annotation/. O sitio web encontra-se

provisoriamente protegido por senha (username consortium, senha etgc2005). Esta
pagina web disponibiliza atualmente os produtos da anotacdo para estas trés
espécies de Eimeria, a montagem das sequéncias, a classificacdo dos termos de
ontologia génica (GO), anotacdo na base de dados KOG, além de uma base de

dados relacional.

1.6.2 Expresséo génica diferencial

A Eimeria apresenta um ciclo de vida complexo, envolvendo varios estagios
de desenvolvimento, e pouco se sabe quais sd0 0s conjuntos de genes mais
importantes e expressos em cada um dos estagios de desenvolvimento da Eimeria.
Por exemplo, as formas zoitas como esporozoitos, merozoitos de primeira geragao e
merozoitos de segunda geracdo apresentam uma morfologia relativamente
semelhante, e compartilham funcionalmente a utilizagcdo do complexo apical para a
adesdo e penetracdo dos parasitas nas células do hospedeiro. As fases de
proliferacéo sdo criticas para a patogénese no hospedeiro, enquanto o ciclo sexual é

de suma importancia para a transmissao, dispersdo e geracdo da diversidade
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genética. Apesar dos oocistos ndo esporulados ndo serem infectantes, no ambiente
sob condi¢cbes adequadas, o processo de esporulacéo € disparado. Os oocistos de
Eimeria responsaveis pela dispersdo da doenca para novos hospedeiros sao
capazes de permanecer no ambiente por longos periodos devido a protecéo
conferida pela parede dos oocistos (Belli et al., 2005; Schmatz, 1997).

Em Toxoplasma gondii e Plasmodium falciparum, a analise do perfil de
transcricdo em diferentes estéagios evolutivos, revelou a predominancia de grupos de
genes diferencialmente expressos e predominantemente estagio-especificos
(Bozdech et al., 2003; Cleary et al., 2002; Duncan, 2004; Llinas e DeRisi, 2004).
Estudos dos niveis protéicos também indicaram um perfil de expressdo semelhante
(Hall et al., 2005; Xia et al., 2008).

Estudos comparativos entre diferentes estagios evolutivos de Eimeria ja foram
descritos, no entanto, grande parte destes utilizou um numero de transcritos
reduzido, ou a caracterizacao estagio-especifica foi direcionada a um determinado
gene ou a uma familia de genes especificos.

Wan et al. (1999), analisando 500 ESTs provenientes de merozoitos de
segunda geracédo, observou que 47,7% destas ESTs tiveram resultados positivos em
buscas de similaridade empregando o programa BLAST, incluindo proteinas de
ribossomo (correspondentes a quase um terco dos resultados positivos), um grupo
de proteinas com funcbes enzimaticas, tais como quinases, oxidases,
desidrogenases, sintetases, entre outras, e um grupo de ESTs com identidades
putativas representando moléculas com uma vasta gama de fungfes. Dentro destes
trés grupos, 14,3% representaram genes previamente identificados para E. tenella.
Um estudo muito similar realizado pelo mesmo grupo (Ng et al., 2002) analisou 556
ESTs provenientes de esporozoitos. Apds a busca por similaridade por BLAST foi
observado um padrédo distinto ao observado em merozoitos. Apenas 27,3% das
sequéncias apresentaram resultados positivos, sendo que destes, 22,5%
representaram genes nunca estudados em E. tenella. ESTs com fung¢les putativas
foram classificadas em 10 grupos baseado em suas fung¢des biol6gicas, para tanto,
foram utilizadas 125 seqliéncias de esporozoitos e 179 seqiéncias de merozoitos.
Esporozoitos mostraram um maior numero de transcritos associados com
crescimento celular, divisdo celular e sintese de DNA, enquanto que merozoitos

apresentaram transcritos envolvidos com a expressao de genes e proteinas.
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Uma analise de mais de 55.000 ESTs de organismos do Filo Apicomplexa
incluindo cerca de 13.500 ESTs provenientes de Eimeria tenella foi realizada por Li
et al. (2003). Quando comparadas, 80% das sequUéncias provenientes de
esporozoitos e merozoitos de Eimeria tenella, foram classificadas como estagio-
especificos. e, interessantemente, 0 mesmo indice de transcritos estagio-especificos
foi encontrado quando formas assexuais de Plasmodium falciparum foram
analisadas.

Um conjunto de 499 ESTs, 225 clones especificos de oocistos esporulados e
274 de oocistos nao esporulados foram obtidos empregando o método de
hibridizacdo subtrativa (Miska et al., 2004). A montagem destas sequUéncias gerou
162 contigs dos quais 64% nado apresentam resultados em buscas por similaridade
empregando o programa BLAST. Em seguida, os dados provenientes dos oocistos
foram comparados com sequéncias disponiveis de outros estagios de Eimeria,
metade dos transcritos Unicos de oocistos esporulados foi também encontrada em
merozoitos e esporozoitos, enquanto que 79% dos transcritos isolados de oocistos
ndo esporulados ndo foram detectados em outros estagios de desenvolvimento. N&o
€ surpresa gue oocistos esporulados compartiihem semelhancas aos estagios
invasivos, ja que cada oocisto esporulado contém 8 esporozoitos no seu interior,
entretanto, a outra metade dos transcritos néo foi identificada e, segundo os autores,
poderiam fazer parte de um grupo de genes com expressao limitada a oocistos
esporulados (Miska et al., 2004).

Avaliando-se a presenca de proteinas de micronema durante o processo de
esporulacdo, Ryan et al. (2000) demonstraram que a expressédo de genes destas
proteinas é altamente coordenada. No inicio da esporulagdo muitas dessas
proteinas foram detectadas em niveis baixos, mas, a partir de 22 horas, quando
ocorre a maturacdo dos esporozoitos, cinco tipos de proteinas de micronema foram
observadas em altos niveis. Entretanto, os RNAs mensageiros que codificam para
estas proteinas foram detectados cerca de 10 a 12 horas antes, indicando um
controle tanto transcricional, quanto pos-transcricional. Tomley et al., (2001) ao
estudar e caracterizar a EtMIC4 (E. tenella Proteina de Micronema 4) verificaram
que esta proteina também apresenta localizacdo diferencial durante a esquizogonia.
No inicio desta fase, esta proteina estava presente na extremidade apical dos

esporozoitos, desaparecendo durante o progresso desse processo. Na etapa final,
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foi detectada novamente sendo observada tanto no citoplasma, quanto na periferia
do esquizonte. Nos esquizontes totalmente maduros, a EtMIC4 foi localizada apenas
na extremidade apical dos merozoitos.

A regulacdo da expressao génica nos diferentes estagios de desenvolvimento
de Eimeria tenella também foi relatada para outros genes. A EtCRK2, uma quinase
dependente de ciclina, € transcrita tanto nas fases sexuais quanto assexuais do
parasita, sendo diferencialmente expressa durante o processo de esporulagao.
Segundo Kinnaird et al. (2004) o nivel do RNAmM que codifica para esta proteina
mostrou-se reduzido entre 6 a 12 horas de esporulacdo, e no final do processo,
entre 40-48 horas, elevou-se novamente. Schaap et al. (2005) estudaram transcritos
que codificam proteinas de ribossomo. Foi observado que estes transcritos sao
expressos de forma diferencial, representando cerca de 10% dos transcritos totais
encontrados em merozoitos e praticamente ndo sendo detectados em oocistos e
esporozoitos. Transcritos que codificam as proteinas de ribossomo L5 e L23 foram
detectados nos esquizontes n&o sendo observados em oocistos esporulados.

Portanto, assim como ja relatado para outros organismos do Filo
Apicomplexa, a regulacao da expressao génica em Eimeria spp também parece ser
estagio-especifica. Considerando a importancia da espécie Eimeria tenella tanto
economicamente quanto como modelo de estudo para coccidiose, um
aprofundamento do conhecimento da expressdao de genes diferencialmente
expressos nos estagios de desenvolvimento deste parasita pode ser de grande
importancia para a caracterizagdo de genes fundamentais para que o ciclo biologico
deste parasita se complete.

As fases invasivas tém um papel fundamental na patogénese da doenca, os
esporozoitos sdo os responsaveis pelo inicio da replicacdo endoégena do parasita e
sado o0 maior alvo da resposta imune protetiva do hospedeiro (Lillehoj e Lillehoj,
2000), enquanto que os merozoitos de segunda geracdo estdo relacionados a
patogenia da doenca propriamente dita (Ng et al., 2002), sendo responsaveis pelos
maiores danos causados a mucosa e submucosa intestinais (Schmatz, 1997).

Estudos comparativos realizados pelo nosso grupo a partir de seqiéncias
ORESTES provenientes de diversos estagios de desenvolvimento do ciclo de
Eimeria tenella sugerem que um pequeno conjunto de genes é altamente expresso

em cada fase do ciclo de vida, e que menos de 20% dos genes sdo compartilhados
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entre os estagios estudados (Novaes et al., 2005). Estes dados foram obtidos a
partir de bibliotecas normalizadas e, portanto, ndo refletem um quadro quantitativo,
além disso, as ESTs convencionais disponiveis publicamente (em sua grande parte
provenientes de esporozoitos e merozoitos) também néo refletem completamente
um perfil quantitativo, devido as limitacdes inerentes a técnica.

Assim, com o0 objetivo de se obter um perfil de expressdo génica em larga
escala, tanto quantitativo quanto qualitativo, decidimos empregar a técnica de
LongSAGE (Saha et al., 2002) para construcdo de bibliotecas a partir esporozoitos e
merozoitos de segunda geracdo de E. tenella, duas fases invasivas de grande
importancia no ciclo de vida destes organismos.

Os dados gerados poderdo fornecer novas informacdes em relacdo aos
genes expressos nestes organismos, incluindo dados quantitativos mais acurados.
Além disso, estes dados poderdo complementar as informacdes atualmente
disponiveis (ORESTES e ESTS), possibilitando um melhor conhecimento do
transcriptoma destes parasitas e a elucidacdo de varios mecanismos moleculares
ainda desconhecidos, como também os envolvidos na regulagdo das principais
etapas do ciclo de vida destes parasitas.

O estudo de genes diferencialmente expressos entre estas duas fases nao
somente podera contribuir para um melhor entendimento do processo de adeséo e
interiorizacdo do parasita nas células do hospedeiro, como também no futuro
poderdo ser utilizados como alvos terapéuticos, permitindo assim o desenvolvimento

de novas estratégias de controle da doenca.
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2 OBJETIVOS



2.1 Objetivos Gerais

e Analisar comparativamente o perfil de expressdo de esporozoitos e
merozoitos de segunda geracdo de Eimeria tenella empregando a técnica
de LongSAGE.

2.2 Objetivos Especificos

e Construcdo de duas bibliotecas de LongSAGE de cada estagio evolutivo
(merozoitos de segunda geracao e esporozoitos);
e Pré-processamento das seqiéncias dos concatameros, extracdo e
contagem das tags;
e Processamento dos dados in silico e analise estatistica,;
e Mapeamento das tags contra o0 genoma de E. tenella;
e Identificacdo dos genes diferencialmente expressos entre merozoitos e
€esporozoitos;
= Mapeamento das tags diferencialmente expressas contra as
montagens de ESTs / ORESTES;
= Anotacdo automética dos genes diferencialmente expressos e
curagem manual;
= Andlise de ontologia génica utilizando a classificacdo GO (Gene
Ontology) e KOG (Eukaryotic Orthologous Groups) para os genes
diferencialmente expressos;
e Validacdo das andlises de LongSAGE utilizando um pequeno conjunto de
genes para quantificar os dados de expressao empregando-se a técnica
de Real-time PCR;
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Comparagcdo entre os dados de SAGE e de Northern eletrénico
(ESTS/ORESTES) para os estagios de esporozoitos e merozoitos de
segunda geracao de E. tenella;

Publicacdo dos resultados da anotacdo automatica na web, para consulta

e analise dos resultados obtidos.
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3 MATERIAL E METODOS



3.1 Preparo e tratamento das solugdes

Todas as solugbes foram preparadas utilizando-se é&gua purificada por
osmose reversa, deionizada e tratada com luz UV pelo Sistema RiOs e Milli-Q
Synthesis da Millipore (dgua Milli-Q). As solucbes foram autoclavadas por 15
minutos para a eliminacdo de possiveis contamina¢des por acidos nucléicos e
enzimas. Para reagentes termossensiveis, utilizou-se dgua pré-autoclavada.

Para a purificacdo de RNA mensageiro, todo o material utilizado foi adquirido
ou previamente tratado de forma a ndo conter RNAses. Para isto, todas as solucdes
foram preparadas com agua previamente tratada com dietilpirocarbonato de sodio
(DEPC) 0,1% por 2 horas, a 37 °C e posteriormente autoclavadas. Toda a vidraria
utilizada foi incubada em Forno Pasteur a 180 °C por 8 horas e o material plastico foi
tratado com solucédo 0,1% DEPC por 2 horas a 37 °C e em seguida autoclavado.
Bancadas e fluxos utilizados nas etapas de manipulacdo de RNA, foram limpos com
solucdo de dodecil sulfato de sédio (SDS) 0,5%.

3.2 Condicbes de criacdo e manutencdo das aves

Machos de postura da linhagem Bovans White foram gentiimente cedidos
pela granja Kunitomo (Mogi das Cruzes, SP) com um dia de idade. As aves foram
criadas e mantidas no biotério de aves do Laboratério de Biologia Molecular de
Coccidias, Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo.

Considerando-se que varias espécies de Eimeria podem infectar
simultaneamente um mesmo hospedeiro, e como no nosso laboratério, algumas das
espécies de Eimeria de galinha doméstica, sdo manipuladas e propagadas com
certa frequéncia, € imprescindivel que as condicbes de criacdo e manutencdo das
aves sejam severamente controladas.

O nosso biotério possui um sistema de filtracdo do ar de entrada e de saida. A

sala de criacdo tem pressao positiva enquanto que as salas de infeccdo pressao
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negativa e, além disto, as salas de infeccdo possuem uma rede de gas amoénia
instalada, para esterilizagcdo do ambiente e eliminacao de oocistos residuais.
Além destas medidas, durante o periodo de criacdo, as fezes das aves foram

monitoradas quinzenalmente quanto a presengca de oocistos de Eimeria que

acometem a galinha doméstica.

3.3 Propagacao dos Parasitas

3.3.1Infeccédo das Aves

Para a propagacdo dos parasitas, foram utilizados machos de postura da
linhagem Bovans White com idade entre 3 a 5 semanas. Os animais foram criados
em ambiente livre de coccidias e alimentados ad libitum com racdo sem adicao de
antibioticos e anticoccidianos. Para infeccdo com Eimeria tenella cepa H, utilizou-se
uma dose infectante de 2x10° e 5x10° oocistos esporulados/ave para obtencdo de
oocistos e merozoitos de segunda geracédo, respectivamente. A inoculacéo foi feita
por via oral com o auxilio de uma seringa de plastico conectada a uma sonda de
polietileno. A cepa de referéncia H de E. tenella, utilizada neste estudo, foi
gentilmente cedida pelo Dr. Martin W. Shirley (Institute for Animal Health, Reino
Unido).

3.3.2 Purificagéo dos oocistos de Eimeria tenella

Os oocistos foram purificados empregando-se uma variagdo do método
utilizado por Long et al. (1976). ApGs 7 dias de infeccdo os cecos das aves foram
coletados e abertos longitudinalmente. A mucosa dos cecos foi raspada, com auxilio
de uma laminula de vidro e lavada com agua destilada. O raspado foi peneirado em
uma tela de aco inoxidavel de 40 mesh e, posteriormente centrifugado a 2.500 g por

5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi submetido a um



tratamento com uma solucao 10% (v/v) de hipoclorito de sédio 10-12% (cloro ativo).
ApoOs incubacdo por 10 minutos no gelo, a amostra foi diluida em agua destilada,
novas centrifugacdes foram realizadas, até a completa remocdo do hipoclorito de

sodio (cerca de 2 a 3 centrifugacdes).

3.3.3 Esporulacédo dos oocistos

Os oocistos obtidos de Eimeria tenella foram ressuspensos em solucao de
dicromato de potassio 2% (p/v) na concentracdo de 250.000 oocistos/mL e
submetidos a esporulacdo (Shirley, 1995). A esporulacdo dos oocistos foi realizada
durante 72 horas a temperatura de 28 °C (Long et al., 1976) em uma camara de
incubacdo B.O.D. (Fanem) com controle automatico da temperatura. Os oocistos

foram mantidos sob oxigenacao forcada através de borbulhamento de ar.

3.3.4 Tratamento dos oocistos com hipoclorito de sédio

Para purificacdo dos esporozoitos, os oocistos esporulados foram submetidos
a um tratamento com hipoclorito de sodio visando a remocdo de impurezas e
possiveis bactérias contaminantes. Inicialmente, a suspensédo de oocistos foi
centrifugada a 2.500 g por 5 minutos e o sedimento lavado duas vezes em agua
destilada para a remocdo completa do dicromato de potassio. Em seguida, o
sedimento foi ressuspenso em hipoclorito de sodio 10-12% (cloro ativo) e incubado
por 10 minutos em gelo. Apés a incubacéo, o volume foi completado com agua
destilada na proporcdo (9:1) e centrifugado nas mesmas condicdes acima. A
centrifugacéo foi repetida por 2 a 3 vezes lavando-se com agua destilada para

completa remocéao do hipoclorito de sodio.



3.3.5Isolamento e purificacdo de esporozoitos

Os esporozoitos de E. tenella foram obtidos a partir de oocistos esporulados
previamente tratados com hipoclorito de sodio, conforme previamente descrito (ver
item 3.3.4).

Primeiramente, os oocistos foram ressuspensos em meio Hanks, transferidos
para um erlenmeyer e um volume de pérolas de vidro de 3 mm de diametro foi
adicionado a amostra. Para uma ruptura parcial dos oocistos visando a obtencéo de
esporocistos, 0os oocistos foram incubados a temperatura ambiente sob agitacédo
(200 rpm). O progresso da quebra foi cuidadosamente monitorado por microscopia
Optica. Esta etapa de quebra parcial in vitro é equivalente ao processo de ruptura
mecanica dos oocistos que ocorre na moela das aves, culminando na liberagéo dos
esporocistos.

Apos a quebra parcial, a amostra contendo os esporocistos, foi transferida
para outro erlenmeyer, foi ressuspensa em solucéo de excistacao (Hanks acrescido
de 0,25% de tripsina; 1% de &cido colico e 10 mM de cloreto de magnésio; pH 7,6) e
incubada a 41 °C sob leve agitacdo durante 3 horas, ou até total excistacdo dos
esporozoitos. Apos a excistacao in vitro a amostra foi lavada duas vezes em solucao
salina tamponada (PBS) (pH 8,0; 1% glicose) centrifugando-se a 1.500 g durante 5
minutos.

Para a purificacdo de esporozoitos é necessario remover 0S 00Cistos e
esporocistos provenientes das etapas anteriores. Para tanto, utilizou-se uma coluna
hibrida, que contém duas camadas: uma de fibras de nylon para filtragdo do material
e uma de resina DE-52 para cromatografia por troca idnica (Figura 7) (Shirley, 1995).
Esta coluna é capaz de reter os oocistos, cascas de oocistos e esporocistos, e
permite a passagem dos esporozoitos. A amostra obtida apds a excistagdo in vitro
foi adicionada a esta coluna, diversas lavagens com PBS (pH 8,0; 1% glicose) foram
efetuadas, e a passagem dos esporozoitos foi monitorada por microscopia optica.
Os esporozoitos obtidos foram centrifugados, e posteriormente, submetidos a

extracdo de RNA mensageiro.

69



Amostra

Resina
DE-52

L& de Nylon

Esporozoitos

Figura 7 — Coluna para a purificacdo de esporozoitos. Método hibrido envolvendo a
utilizacdo de 1& de nylon para filtracdo e resina DE-52 para cromatografia por
troca ionica.

3.3.6 Purificacdo de merozoitos de segunda geracao de E. tenella

A purificacdo de merozoitos de E. tenella foi realizada de acordo com Shirley
(1995), com pequenas modificacdes. Apos 112 horas de infeccdo, os cecos das
aves foram coletados, mantidos e lavados em PBS gelado (pH 7,6) e cortados em
pequenos pedacos (2 mm). Os fragmentos de tecido foram adicionados a uma
solucéo de excistacdo (Hanks acrescido de 0,25% de tripsina; 1% de acido colico e
10 mM de cloreto de magnésio; pH 7,6) e incubados a 41 °C sob agitagdo de 120
rpm por 45 minutos. Apos a incubacéo, os fragmentos foram peneirados em telas de
aco inoxidavel de 50 mesh e 140 mesh, e posteriormente, a amostra foi lavada em
PBS (pH 7,6) centrifugando-se 2 a 3 vezes a 1500 g por 5 minutos. Os merozoitos

obtidos foram submetidos a extragdo de RNA mensageiro.
3.3.7 Verificagdo de contaminagéo inter-especifica
Além da realizacdo dos exames parasitologicos das fezes das aves mantidas

no nosso biotério (ver item 3.2), todas as amostras de oocistos purificados foram
submetidas a um ensaio de PCR multiplex que é capaz de diagnosticar
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simultaneamente as sete espécies de Eimeria que infectam a galinha doméstica.
Este teste baseia-se na utilizacdo de marcadores SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions) espécie-especificos (Fernandez et al., 2003) e foi empregado
com o objetivo de monitorar uma possivel contaminacéo inter-especifica no material
purificado.

Para tanto, o DNA foi extraido a partir de 5x10° oocistos previamente tratados
com hipoclorito de sédio conforme descrito no item 3.3.4, e ressuspensos em
tampéao de extracao (Tris-Cl 10 mM pH 8,0; EDTA 50 mM pH 8,0). Os oocistos foram
rompidos por meio de agitagcdes com pérolas de vidro de 0,5 mm de diametro, em
velocidade maxima por cerca de 6 minutos. Apdés uma centrifugacdo a 20.000 g
durante 10 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi recolhido e tratado com RNAse A
(20ug/mL) a 37 °C por 30 minutos. A seguir foram adicionados SDS (0,5% p/v) e
Proteinase K (100pg/mL) e a amostra foi incubada a 50 °C durante 1 hora. O DNA foi
purificado pelo método fenol/cloroférmio (Sambrook e Russell, 2001). Os ensaios de
PCR foram realizados de acordo com Fernandez et al. (2003) e, para todas as
reacoes foram adicionados controles positivo e negativo. Os produtos amplificados
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampao 1x Tris-borato-
EDTA (TBE) e visualizado sob luz UV.

3.4 Extracdo de RNA mensageiro

O RNA mensageiro (RNAmM) de esporozoitos e merozoitos de segunda
geracdo foi extraido utilizando-se o kit (MACS mRNA isolation (Miltenyi Biotech),
conforme instru¢cées do fabricante. Este kit baseia-se no uso de oligo dT ligado a
particulas paramagnéticas permitindo o isolamento do RNAm a partir de células em
uma Unica etapa. Para avaliagdo quantitativa e qualitativa, um décimo do material
purificado foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1% em tampéao 1x MOPS
(0,2 M de &cido 3-(N-morfolino propano sulfénico), 20 mM acetato de Sdédio; 10mM
EDTA, pH 8,0), na auséncia de brometo de etideo. Apds a corrida, o gel foi incubado
por 10 minutos em MOPS 1x contendo brometo de etideo (0,5 ug/mL) e visualizado
sob luz UV. Para a construcdo de bibliotecas de LongSAGE o RNA mensageiro foi
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quantificado pela medicdo da absorbancia das amostras em espectrofotdmetro

(GeneQuant™, Amersham Pharmacia Biotech).

3.4.1 Tratamento com DNAse

Para eliminacdo de possiveis contaminacbes com DNA gendmico, as
amostras de RNA mensageiro purificado, foram submetidas a tratamento com
DNAse. Para o ensaio utilizou-se DNAse RQ1 (Promega) livre de RNAse (1U/10uL
de reacdo), na presenca de tampado de DNAse 1x concentrado, DTT (2 mM final) e
inibidor de RNAse, RNAsin (Promega) (0,5 U/uL de reacéo). A amostra foi incubada
a 37 °C por 30 minutos e a reacdo de digestéo foi interrompida pela adicdo de Stop
Solution e incubacéo a 65 °C por 5 minutos. O RNA mensageiro apés a digestao foi

devidamente dividido em aliquotas e congelado a -80 °C.

3.4.2 Verificagédo de contaminagdo do RNA mensageiro com DNA gendmico

Além do tratamento com DNAse (ver item 3.4.1), a presenca de DNA
gendmico contaminante nas amostras de RNA mensageiro foi descartada pela
realizacdo de ensaio de PCR empregando primers baseados em marcadores SCAR
espécie-especificos para E. tenella (Fernandez et al., 2003). Os testes de PCR
foram realizados em um volume final de 25 puL contendo 200 uM de dNTP, 1x de
tampdo, 1 U de BIOLASE™ DNA polimerase (Bioline, UK), 1,5 mM de MgCl,, 1 uM
de cada primer especifico para E. tenella, empregando as condi¢cdes de ciclagem
segundo Fernandez et al. (2003). Para todas as reacdes foram realizados controles
positivo e negativo. Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em

gel de agarose 1,5%.



3.4.3 Verificagdo da integridade do RNA mensageiro

Com o objetivo de verificar a integridade do RNA mensageiro purificado, foi
realizada uma reacdo de transcricdo reversa (RT-PCR) empregando primers
especificos para uma regido do gene de Proteina de Micronema 4 (ETMIC-4 -
accession number AJ306453) de Eimeria tenella. A EtMIC4 é expressa em
esporozoitos e merozoitos, e esta associada a locomocéo e invasdo do parasita na
célula hospedeira (Tomley et al., 2001). A amplificacdo desta regido gera um
fragmento de 986 pares de bases (pb). Por ser de grande tamanho, a amplificacéo
deste fragmento indica de forma indireta que 0 RNAmM das amostras esta integro. A
sintese de cDNA foi realizada a partir de primer especifico, utilizando-se a enzima
SuperScript™ [l Reverse Transcriptase (Invitrogen), conforme instru¢cées do
fabricante. A amplificacdo do cDNA foi realizada utilizando-se 10% do volume da
reacdo de sintese de cDNA, 1 U de Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen), 1x
tampéo da enzima, 1,5 mM de Cloreto de Magnésio, 100 uM de dNTP e 1 uM de
cada primer (Foward (F) - TATAGACGAGTGCCAAGACCCG; Reverse (R) -
CCGTCACCTGAATAGCCAGCTA). As condicbes da reagcao consistiram em uma
desnaturacao inicial de 95 °C por 5 minutos; 30 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 56 °C
por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto e uma etapa final de extensdo a 72 °C por 5
minutos. Para verificacdo da amplificacdo, um terco de cada amostra amplificada foi

submetido a eletroforese em gel de agarose.

3.5 Construcéao de bibliotecas de LongSAGE

As bibliotecas de LongSAGE foram obtidas a partir de esporozoitos e
merozoitos de segunda geracao de Eimeria tenella cepa H. Para tal, foi empregado

o kit I-SAGE Long (Invitrogen), de acordo com as instru¢cdes do fabricante (Figura 8):

a) o RNA mensageiro extraido foi ligado as esferas magnéticas contendo oligo
dT;

b) em seguida, o RNAm foi submetido a sintese de cDNA dupla fita;
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c)

d)

f)

9)

h)

o cDNA foi submetido a digestdo utilizando-se a enzima de restricdo sitio-
especifica Nlalll. Como o sitio de restricdo desta enzima ocorre em meédia a
cada 256 pb, grande parte dos transcritos pode ser clivada ao menos uma
vez. Controles relativos a sintese de cDNA e digestdo com a enzima Nlalll
foram realizados conforme descrito no item 3.5.1;

apos a digestdo, o cDNA foi dividido em duas partes e cada uma destas
partes foi ligada a um adaptador A e B (oligo com cerca de 40pb). Os
adaptadores contem 4 bases complementares ao cDNA digerido com Nilalll,
um sitio de reconhecimento para a endonuclease Mmel na extremidade 3’ e
sitios de pareamento de primers para a etapa posterior de amplificacao;

para a liberacdo das tags da cauda poliA, o cDNA foi digerido com a enzima
Mmel. Esta enzima de restricao tipo IIS (enzima de tagging) tem a propriedade
de clivar numa distancia definida, de aproximadamente 21 pb downstream ao
sitio de reconhecimento, localizado no adaptador. A digestao libera entéo tags
de aproximadamente 60 pb com extremidades coesivas de 2 bases. Cada tag
consiste em 40 pb de bases do adaptador e aproximadamente 21 pb de uma
sequéncia Unica de cada transcrito;

as duas partes de cDNA foram misturadas e submetidas a reacéo de ligacédo
para a formacado das ditags de cerca de 130pb. As ditags foram amplificadas
utilizando-se primers complementares as seqiiéncias dos adaptadores;

apos a amplificacdo, as ditags de 130 pb foram isoladas e purificadas e,
posteriormente, digeridas com a enzima Nlalll para liberagdo dos
adaptadores. As ditags de 34 pb, livre dos adaptadores, sdo resultantes de
sequéncias derivadas exclusivamente dos cDNAs transcritos. Cada ditag
contém em suas extremidades sitios de pontuacdo, correspondentes aos
sitios de clivagem da enzima Nlalll;

as ditags de aproximadamente 34 pb foram entdo purificadas, e
posteriormente concatenadas por reagéo de ligacao.

os concatameros foram clonados em vetor pZErO®-1 (item 3.5.2) , submetidos

a PCR de colbnia (3.5.3), e posteriormente sequenciados (item 3.5.4).
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Figura 8 — Representagéo esquematica da construcéo das bibliotecas de LongSAGE
Fonte: Adaptado de Velculescu et al. (1995).



Para a construcao das bibliotecas de LongSAGE poucas modificacbes foram
realizadas em relagdo ao protocolo original do kit. , Ao invés de 100 ng conforme
indicado pelo kit, para a construcdo das bibliotecas, foi utilizado cerca de 2.000 ng
de RNAm por biblioteca. A quantidade de RNAm foi modificada pois com 100ng nao
obtivemos material suficiente para a etapa de clonagem e sequenciamento dos
concatameros. Os tempos de incubacéo, digestao, centrifugagao entre outros, foram
realizados empregando-se os tempos mais longos recomendados pelo kit. Para as
etapas de digestdo do cDNA dupla fita com a enzima de restricdo Nlalll e para a
liberacdo dos adaptadores, as amostras foram incubadas respectivamente, por 3
horas (ao invés de 1 hora) e por 12 horas (ao invés de 3 horas). Para a linearizacéo

do vetor pZero, 50 mM de espermidina foi acrescentado a reacéo de digestao.

3.5.1 Verificacdo da sintese e da digestdo do cDNA com enzima de restricdo
Nlalll

O kit comercial I-SAGE Long (Invitrogen), foi originalmente concebido para
andlise seriada da expressdo génica em humanos. Como o kit foi empregado para a
construcdo de bibliotecas de Eimeria tenella, para verificacdo da sintese do cDNA e
digestdo do cDNA com a enzima Nlalll (etapas controle), primers especificos para
esta espécie foram desenhados.

Para a verificacdo da sintese de cDNA, foi desenhado um par de primers a
partir de uma sequéncia de cDNA full lenght (AY508221.1) do gene EtCRK2,
expresso em merozoitos e esporozoitos (Kinnaird et al., 2004). Esta seqiéncia é
desprovida de sitios de restricdo para enzima Nlalll, permitindo a amplificacéo deste
produto a partir de cDNA digerido ou hdo com a enzima Nialll.

Para a verificacdo da etapa de digestdo com a enzima Nlalll, um segundo par
de primers foi desenhado de forma a conter um sitio de restricdo para esta enzima.
Para tanto, foi utilizada uma sequéncia de Eimeria tenella (Contig Eten 3204,
montagem E_tenella_ ORESTES/EST assembled cDNAs — USP_v.2008 10-02 -
http://www.coccidia.icb.usp.br), que tem alta similaridade com o gene de GAPDH de

Toxoplasma gondii (AF265361). O fragmento amplificado foi escolhido de forma a
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conter o primeiro sitio de restricdo para a enzima Nlalll mais proximo a cauda poliA,
permitindo avaliar indiretamente a etapa de digestao.

Os primers foram desenhados utilizando-se o programa Oligo — Primer
Analysis Software 4.0 (autoria de Wojciech Rychlik). As reacdes de amplificacdo

foram feitas seguindo o protocolo do kit, utilizando-se os primers da Tabela 1.

Tabela 1 - Primers utilizados para verificacdo da sintese e digestdo do cDNA com enzima
de restricdo Nlalll.

Nome do primer Sequéncia do primer

EtCRK2 F TCCTCAAAGAACTCCACCACCC
R CCCTAAACCCTAAACCCTTGCG

GAPDH F AAGCTTACTGGGATGGCTTTCCG
R AGTTGCCGTCTTTCTGGGACATG

3.5.2 Clonagem dos concatameros e selegao

Os concatameros foram clonados em vetor pZErO®-1, de acordo com as
instrucdes do fabricante. Este vetor permite a selegcédo direta por conter gene letal
ccdB na extremidade C-terminal do LacZa. Além disso, contém gene de resisténcia
para zeocina e sitio de pareamento para os primers M13F e M13R.

O vetor foi inserido por eletroporacdo em bactérias eletrocompetentes Shot®
TOP10 eletrocomp™ E coli, utilizando o eletroporador Gene Pulser II™ (Bio-RAD),
calibrado para um pulso de 2.500 V, com capacitancia de 50 pF e resisténcia de 200
Q (parametros ideais para a cubeta de 0,2 mm).

Apos a transformacédo, o material foi semeado em placas de petri contendo
meio LB agar com zeocina e incubado a 37 °C durante 18 a 24 horas. As colbnias
isoladas foram picadas com palitos estéreis e inoculadas nos orificios de
microplacas de 96 cavidades contendo meio TB adicionado de zeocina. Em seguida,
as bactérias foram incubadas a 37 °C por 14 horas e estocadas a -80 °C com adicéo

de glicerol 30% estéril.



3.5.3 PCR de colbnia

Para a obtencdo dos DNA moldes, os insertos presentes nas bactérias
transformadas foram amplificados por reacdo de PCR de colbnia. Esta técnica se
baseia no principio de que a temperatura inicial de desnaturacdo da reacao de
amplificacdo é suficientemente alta para promover a lise da bactéria e consequente
liberacdo do DNA. As reacbes de amplificacdo foram realizadas em um volume final
de 15 pL, utilizando-se 1 uL de cada suspensdo bacteriana transferida das
microplacas de cultura com o auxilio de um replicador de 96 agulhas. Para cada
reacdo de PCR foram utlizados 2,3 pM de cada primer M13 forward
(TGTAAAACGACGGCCAGT) e M13 reverse (CAGGAAACAGCTATGACC), 125 uM
de dNTP, 1 U de enzima BIOLASE™ DNA polimerase (Bioline) e tamp&o da enzima
1x. As condi¢cBes de amplificacdo consistiram em uma desnaturacéo inicial de 95 °C
por 4 minutos; 40 ciclos de 95 °C por 45 segundos, 55 °C por 45 segundos e 72 °C
por 1 minuto; e uma etapa final de extenséao a 72 °C por 5 minutos. Para verificacéo
da amplificacdo, 3uL dos produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel

de agarose 1,2%.

3.5.4 Sequenciamento de DNA

A reacdo de sequenciamento foi realizada pelo método de terminacdo de
cadeia de Sanger (Sanger et al., 1977), utilizando-se o ABI PRISM BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit version 3. Para a realizacdo do
sequenciamento, o DNA resultante do PCR de col6nia foi diluido 1:10 em agua.

As reacdes de sequenciamento foram realizadas em um volume final de 20
uL, utilizando-se 1 uL de cada suspensao bacteriana transferida das microplacas de
cultura com o auxilio de um replicador de 96 agulhas. Para cada reacdo de PCR
foram utilizados 30 puM de primer M13, 2 uL de ABI BigDye Terminator e tampéao da
enzima 1x. A condicdo de reacdo empregada foi de 40 ciclos de 96 °C por 10
segundos, 52 °C por 20 segundos e 60 °C por 4 minutos. Apés a reagdo, 0S
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terminadores nao incorporados foram removidos por precipitacdo diferencial do
DNA. Em seguida, as amostras foram submetidas a eletroforese em um

sequenciador automatico modelo ABI 3700 de 96 capilares (Applied Biosystems).

3.6 Pré-processamento das sequéncias

Os cromatogramas gerados pelo sequenciador de DNA foram submetidos a
um processamento seriado de multiplas etapas (“pipeline”) no sistema EGene
(Durham et al., 2005), representado graficamente na Figura 9. Basicamente, o

processamento consistiu das seguintes etapas:

a) atribuicao de bases (“base calling”) e avaliagao da qualidade. Para essa
etapa utilizou-se o componente upload traces.pl do EGene, acoplado ao
programa Phred (Ewing e Green, 1998; Ewing et al., 1998);

b) mascaramento de bases de vetor. Utilizou-se o componente do EGene
mask cross match.pl acoplado ao programa Cross_match (Phil Green,
nao publicado) do pacote Phred/Phrap/Consed, para 0 mascaramento contra
a sequéncia nucleotidica do vetor pZero-1 (Invitrogen) utilizado nas
construcdes das bibliotecas de LongSAGE;

Cc) mascaramento das sequéncias dos adaptadores. Foi feito 0 mascaramento
contra os dois adaptadores utilizados na construcdo das bibliotecas,
utilizando-se o componente mask cross match.pl do EGene e o programa
Cross_match;

d) mascaramento de sequUéncias de concatameros similares. Os
concatameros foram comparadas todos contra todos, e as sequéncias
comuns de comprimento equivalente a duas ditags (84 pb) foram mascaradas.
Esta etapa tem o objetivo de eliminar clones duplicados derivados da
replicacdo de clones bacterianos durante a etapa de cultivo das bactérias no
meio SOC (protocolo de transformacdo bacteriana) logo antes do

plagueamento (Dinel et al., 2005). Para tanto, foi empregado o componente



f)

mask cross match concatamers.pl do EGene, o qual trabalha de forma
conjunta com o programa Cross_match;

filtragem por qualidade. Nesta etapa procurou-se eliminar todas as
seqiéncias que ndo atendiam critério de qualidade Phred. Para ser aceita,
uma leitura deveria apresentar pelo menos uma sequiéncia continua de 42 pb
com 100% das bases com qualidade Phred igual ou maior do que 30. Para
iSs0, utilizou-se uma abordagem de janela deslizante de 42 pb, equivalente ao
tamanho de uma ditag (incluindo o sitio de pontuagcdo CATG 5’ terminal). O
racional desse critério € que cada leitura deveria apresentar um trecho de
sequéncia de alta qualidade com comprimento equivalente a pelo menos o de
uma ditag de LongSAGE. O programa utilizado para essa etapa foi o
filter quality.pl do sistema EGene;

aparamento das pontas. Apés a filtragem por qualidade, as sequéncias
foram submetidas ao programa trimming.pl do EGene para remover 0s
trechos de sequéncia com qualidade inferior ao conjunto de parametros
definidos. O processamento é realizado em duas etapas. No primeiro passo
usa-se uma janela deslizante de 42 pb. Dentro dessa janela, a sequéncia,
para ser aceita, tem que apresentar todas as bases com indice Phred igual ou
maior do que 32. No segundo passo, uma janela de verificacdo de 21 pb faz a
varredura da sequéncia e, toda vez que a mesma encontra um trecho que nao
atende o critério de 100% de bases com Phred igual ou superior a 32, a
sequéncia 5’ é salva e a janela prossegue até encontrar um novo trecho de
sequéncia que atenda o critério. Desta forma, ao final do processo, obtém-se
um ou multiplos trechos de sequiéncias que apresentam 100% das bases com

esta qualidade;

g) filtragem por tamanho. ApOs 0 processamento e aparamento de pontas,

todas as sequiéncias foram submetidas ao programa filter size.pl do

EGene. Somente foram aceitas seqiiéncias que continham pelo menos 42 pb.
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Figura 9 - Captura de tela do editor grafico (CoEd) do sistema EGene, mostrando o pipeline
de pré-processamento dos cromatogramas gerados pelo sequienciador de DNA.
Os icones representam os componentes do pipeline.

3.7 Extracéo e contagem das tags de LongSAGE

As etapas de extragdo e contagem de tags foram realizadas com um pacote
de programas desenvolvido pelo nosso grupo de bioinformatica, intitulado SAGE
Analysis. Este programa foi desenvolvido de forma genérica, possibilitando a
extracdo de tags de SAGE convencional, LongSAGE, MPSS, entre outras. O pacote
ainda possui uma versdo grafica compativel com os sistemas operacionais Linux,
Windows e Macintosh. O processo de extracdo das tags consistiu em duas etapas,

como descrito a seguir:



a) extracdo das ditags. Nesta etapa, o programa utilizou um arquivo de

multiplas sequéncias em formato FASTA (concatameros) (Figura 10A) e, com
base na existéncia dos sitios CATG (da enzima de ancoragem Nlalll),
determinou o posicionamento das ditags e sua extracdo Para a técnica de
SAGE convencional (Velculescu et al., 1995), utiliza-se como enzima de
tagging a endonuclease de restricdo de tipo IS BsmFI, que cliva o DNA 10
pares de bases downstream ao sitio de reconhecimento, resultando em uma
tag de 14 pb (incluido o CATG). No caso do LongSAGE (Saha et al., 2002),
emprega-se a enzima Mmel, que cliva o DNA gerando uma extremidade
coesiva, com sitios de corte localizados a 21 e 19 bases downstream ao sitio
de reconhecimento. A enzima, entretanto, muito freqientemente também
apresenta clivagens nos sitios 20 e 18 bases downstream ao sitio de
reconhecimento (Emmersen et al.,, 2007; Harbers e Carninci, 2005). Para
efeito de calculo do tamanho das respectivas tags geradas, quando o corte é
feito nas posicdes 21/19, obtém-se tags de 18 pb, enquanto que no corte nas
posicdes 20/18 as tags resultantes tém 17 pb, sem incluir a sequéncia CATG.
Como esses cortes ocorrem simultaneamente no processo de digestao, ao se
fazer a juncdo de tags para formacdo de ditags durante a constru¢do das
bibliotecas de LongSAGE, é comum se observar ditags apresentando 32 pb
(duas tags de 17 pb subtraindo-se a sobreposicdo de duas bases das
extremidades coesivas), 33 pb (uma tag de 17 pb e outra de 18 pb, menos a
sobreposicao) e, finalmente, ditags de 34 pb (duas tags de 18 pb). O
programa foi concebido de forma a permitir a escolha do tamanho minimo e
maximo das ditags, no nosso caso foram escolhidos ditags de 32 a 34 pb. O
programa possibilita ainda a extracdo das tags das pontas dos concatameros
(monotags), permitindo uma recuperagdo maior do niumero de tags. Apés a
extracdo das monotags, a sequéncia da tag foi completada com Xs, formando
uma ditag. Assim, o programa gera uma lista de ditags a serem utilizadas para

posterior extracao das tags;
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Figura 10 - Captura de tela da interface grafica do programa SAGE Analysis. (A) Etapa de
extracdo das ditags a partir de arquivo com a lista de concatameros. (B) Lista
de ditags extraidas.

b) extracdo e contagem das tags. A partir da lista de ditags (Figura 10B), o

programa gera uma lista de tags Unicas e suas respectivas contagens (Figura
11a).

A X SAGE Analysis = | B [
File Help B
Extract Ditags | Extract Tays | Statistical Analysis Trim tag size to: |17 bp
Trim Tags
Cohesive end size: 2 b Trim tag size to bp
Minimum tag sizs: 17 bp Maimum tag size: 18 bp Trim Tags

Tags | Fieport | Trimmed ‘

Ditag List ‘ Fisport ‘ Tags | Feport | Trimmed |
tacaactoocateattt=l ra
©g00guggetyabaggoXRXXKKREETKIARERR &l tacaastoooaboattt=l Al gacattaiaasaggate=l —
gyt t 1
catbygggtotbbE bggRRXNXKRELXXAXARLL = gacattaaaaaaggate= = atggtgacgegotigge=s
ERAAXXAXLRAAXXALLggtatoactibotottt ctgegtatatggaceoa=bb tyctyctogygegataa=2
XXX IKKAKER ¢ agebge ge teactge a tgtatagagaacagoagesi ctgcotatatogaccea=127
06800 83888588 KKK TR RET gagucectiguectogt=2 cazcggegeagetageasl
REROEKKE R IKKAKRE 06 A0 0042060 bEG sageteotogegganco=g i o
REROOKHRTRIKHAKLE bo by bas bye be bogba sackgoagoacatagog=1 gagacagatacaacagas
caagackitoeggtage R KXXXXXXXIAAARLRT tgcagggtcyg:g{gag=3 coaggacgeeogyyacy=1
cogeagetgggkebicas =
Totancotgatbogat e EGOETEY aacogbttiaatatacet=1 e
cagetectegegyacce=s3
B el fotetgtratatagtaony
sabeoos baakbo saggecagoabhbacago= =
oo IEES cagggcagc?awcgs‘c? totasbasgasgoggoe=1
LoaaAITTY g =
attEgoaaotgoaanaak KKKKKEXXDOXRRE ttgobgotaastbtotgaa=1 9'9'99'°°°a°°t'°“9'9'9'720
EERXOXKE TR0 £0 00000 LgAa0 g taE goagoacaaccagcaggy=2 cactgcageacatageg=1
gacegegacgagtactgR KX LXXXXLRLL agetactgotageagte=1 tgcagggtegygagggag=1
£ Lt cackbaggetctgtecesl AFCCICAgCAgcaycag=1
£ 8828388238888 EO0CEETOOOMELE #0aggageegeage agesl T e
thtobbotoogbbh byak XX XXX ARLL caactggegggagease=1 g gegc Loty
ERXAXXAXXRXAXXALL 2abbbogaacakbboty ttgoaaaaatbtgoage=73 tyctgotgaagttectg=1
EEAKKKLN AKX 20 aaagtttycteagte tgaageatetyccacgy=l gugggagatocagcaye=1
togeeege tyge gkge HUROKERTOOOHERE saaccaaacakettobg=l T
s . 7] gegoagrtttosggetat-1 A goagetagg
£ = < =l taccebttobactbaac=1
tttggatobytateage=1
ggaaggggestetoggg=1
geaactggaaatgecaa=1 f

Figura 11 - Captura de tela da interface grafica do programa SAGE Analysis, durante a
etapa de extracdo das tags. (A) extracdo das tags (a direita) a partir de uma

lista de ditags (a esquerda), (B) aparamento das tags de acordo com o
tamanho selecionado.



Nesta etapa é possivel definir quantas bases comp&em a sobreposi¢cao entre
tags. Por exemplo, na técnica de SAGE convencional, a enzima de tagging BsmFI
gera sitios de extremidades cegas e, portanto, as tags unidas para formar ditags ndo
apresentam sobreposicdes. J& na técnica de LongSAGE (Saha et al.,, 2002), a
enzima Mmel gera extremidades coesivas de duas bases, de tal forma que as tags
ligadas entre si em cada ditag apresentam duas bases de sobreposi¢cdo. Assim, 0
programa permite estabelecer através de um parametro o tamanho esperado da
sobreposicdo (valor zero se ndo houver). E possivel também definir o tamanho
maximo e minimo das tags a serem extraidas e quando necessario, realizar o
aparamento das extremidades das tags para um tamanho definido pelo usuario

(Figura 11B), ferramenta esta importante para andlise estatistica das tags.

3.8 Mapeamento de tags contra uma base de tags gendmicas virtuais

O conjunto de tags uUnicas obtidas a partir das bibliotecas de SAGE foi
submetido a um mapeamento global contra tags virtuais extraidas a partir da
montagem do genoma de E. tenella cepa H (versdo de 08/05/2007),

(ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Eimeria/tenella/genome/assemblies/assembly

2007_05_08.gz), disponivel no sitio do Sanger Institute. Para tanto, foi utilizado um

conjunto de scripts em linguagem Perl que gera um banco de tags virtuais
hipotéticas de 17 pares de bases downstream e upstream ao sitio da enzima de
restricdo Nlalll (CATG). Todos os sitios de restricdo da enzima encontrados no
genoma foram utilizados. As tags experimentais foram comparadas ao banco de

tags virtuais, mapeadas e classificadas de acordo com sua frequéncia.

3.9 Mapeamento das tags contra o genoma mitocondrial de E. tenella

O conjunto de tags Unicas, obtidas a partir das bibliotecas de SAGE, foram
mapeadas contra 0 genoma de mitocondria de E. tenella. Para tanto, buscas de

similaridade por BLASTN utilizando parametro Wordsize 21 foram realizadas.
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Paralelamente, as tags foram reconstruidas a partir de leituras do genoma de
E. tenella, utilizando-se o programa Genseed (Sobreira e Gruber, 2008). Uma vez
reconstruidas, as sequéncias dos cDNAs foram submetidas a um pipeline de
anotacdo automatica (ver item 3.11). Estes dados ndo foram mostrados no presente
trabalho, mas foram utilizados para a caracterizacdo das tags encontradas no

genoma mitocondrial.

3.10 Andlise estatistica das bibliotecas de LongSAGE

3.10.1 Anédlises pelo programa Kemp

Os dados foram submetidos a uma ferramenta de andlise estatistica denominada
Kemp desenvolvida por Varuzza et al., 2008 (em fase de elaboracéo)’ que é
baseada em um teste frequentista, desenvolvido para a comparacdo de perfis de
expressao digital. Esta ferramenta foi acoplada ao programa SAGE Analysis,
permitindo desta forma, a extracdo, contagem e andlise estatistica das tags em um
anico pacote (Figura 12).

Para classificar se uma determinada tag é expressa diferentemente em um
conjunto de bibliotecas empregou-se o p-value (p) que representa uma medida
numerica da coeréncia dos dados observados em relacdo a hipétese nula (Cox,
1975; Kempthorn, 1976). Neste teste os valores de p foram calculados utilizando

como hipotese nula a nao diferenciacao das tags.

! varuzza L, Gruber A, Pereira, CAB. Significance tests for comparing digital gene expression profile,
2008 (em fase de elaboracé&o). Nature Precedings: hdl:10101/npre.2008.2002.3).
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Figura 12 - Captura de tela da interface grafica do programa SAGE Analysis, na etapa de
andlise estatistica.

Além do calculo dos valores de p, o Kemp calcula automaticamente o nivel
critico (a) para cada tag em particular. Este valor é utilizado para se comparar 0s
valores de p, e assim, aceitar ou rejeitar a hipotese nula. A escolha do nivel critico
pode gerar dois tipos de erro:

Erro do tipo I: Rejeitar a hipétese nula quando ela é verdadeira. Este erro
também é chamado de falso positivo;

Erro do tipo Il: Aceitar a hipotese nula quando ela é falsa. Também chamado
de falso negativo.

Para tanto, o programa utiliza um procedimento de decisdo tedrica que
minimize os erros do tipo | (a’) e do tipo Il (B) da fungdo aa’ + bp. Neste caso foi
escolhido a=4 e b=1, o que caracteriza um nivel critico mais estringente em relacéo
a escolha das tags diferencialmente expressas, minimizando o numero de resultados
falso positivos, pois o valor de o', que considera a hipotese nula verdadeira (n&o
diferenciacao das tags) possui um peso maior do que o valor de 3, onde a hipotese
nula é considerada falsa (diferenciacéo das tags).



O programa Kemp gera um arquivo de saida do tipo csv (comma-separated
values), ou seja, de valores separados por virgulas, o qual pode ser importado em
qualquer programa de planilhas. O arquivo de saida consiste em uma lista na qual
cada linha do arquivo contém as informacgdes relativas a uma tag distinta. Assim,
cada linha possui um identificador da tag, a sequéncia nucleotidica, a frequéncia
(contagem) da tag em cada biblioteca, os valores de p (valor de significancia), de a
(nivel critico), o score da tag (10 x (1-pvalue/a), e a categoria (U para nao diferencial
e D para diferencial). O score serve como um parametro de ordenacao das tags, ou
seja, quanto maior score, mais diferencialmente expressa é a tag. A categoria foi
decidida de acordo com o p-value e o valor de a. Se o p-value for menor do que q, a
tag é classificada como diferencialmente expressa. A Figura 13 mostra um exemplo

de algumas linhas da saida do programa Kemp.

tag name, sequence,MzI MzII,5zI,5zI1T,HzxS5=z:pvalue, alpha, score, category
Tag 0001, 2a2aaaaaaaacaaaasa,,0,0,1,0,1,0.0629925,0,U

Tag_0002, aaaaaaaataaaaaaag, 0,0,
Tag 0003, 2aaaaaaattggcttgg, 0,0,
Tag_0004,aaaaaaacaaaaaaaaa,l,l,
Tag_ 0005, aaaaaaaggtcaaagaa,0,1,
Tag_0006,22aaacaaaaaaaaaac,0,1,
Tag 0007, aaaaactggaccactge, 0,0,
Tag 0008, aaaaacttaatagaagg,l,0,
Tag_ 0009, aaaaagaaactggaagc, 4,0,
Tag 0010, =22aaagagaaaatgaag, 0,0,
Tag_ 0011, aaaaagagatcttttac, 0,0,
Tag 0012, aaaaagaggcaaaaacc,1,0,
Tag_0013, aaaaagcccagtatgaa, 0,1,
Tag 0014, 2aaaagctaaacggaga,l, s,
Tag_ 0015, aaaaaggagacagaaaa,l,0,

0.0629925,0,0T
.0629925,0,T
3842,0.0629925,0,07
4371,0.0629925,0,0
4371,0.0629925,0,07
0629925,0,T
3842,0.0629925,0,0
0

o

0

0

.
.
0.
.170166,0.030645,0,07

§29925,0,T

§29925,0,T

459066,0,U
0459066,0,U
1372,0.030645,5.52293,D
24371,0.0629925,0,07

r
r
r
r

0
4
4
4
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4
17
4]
0
0
4]
4]
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Figura 13 — Saida em modo texto no formato CVS (valores separados por virgulas) gerado
pelo programa Kemp. A primeira linha representa um cabecalho contendo
informacdes relativas a cada um dos valores: nome da tag, seqiéncia da tag,
contagens absolutas nas bibliotecas Mzl, Mzll, Szl e Szll, valores de p da
comparagéo entre soma das bibliotecas Mz contra a soma das bibliotecas Sz,
valor de a, score e categoria.Cada linha apresenta os dados relativos a uma
tag especifica.

Visando identificar as tags de expressao diferencial, os arquivos de contagens
de tags das bibliotecas de formas merozoitas (Mzl e Mzll) foram comparados com 0s

de esporozoitos (Szl e Szll).
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3.10.2 Anélise dos dados no Microsoft Excel

O arquivo produzido pelo kemp shell.pl, formato CSV foi exportado para o
programa Excel. Neste programa, os valores de contagens absolutas de tags foram
normalizados, uma vez que cada biblioteca possuia um numero total de tags distinto.
Para a normalizacdo, a contagem de cada tag foi dividida pela contagem total de
tags de sua biblioteca e multiplicada pela contagem total da biblioteca de menor
representatividade numeérica. Vamos assumir como exemplo, que a Tag 0235
obteve uma contagem de 100 na biblioteca A e 150 na biblioteca B, e que as
contagens totais das duas bibliotecas foram de respectivamente 5.000 e 6.000.
Assim, a contagem normalizada da Tag_0235 na biblioteca A foi de [(100/5.000) x
5.000], e na biblioteca B de [(150/6.000) x 5.000], o que corresponde
respectivamente a 100 e 125. A normalizacéo visa facilitar a comparacéo visual de
contagens a partir de bibliotecas de representatividades distintas. Apls a
normalizacdo, procedeu-se ao calculo do que denominamos de “poder de
expressao” (PE), que corresponde para cada tag individual, a soma das contagens
das tags em todas as bibliotecas. Célculos referentes a diferenca de expresséo entre

as bibliotecas também foram realizados.

3.11 Reconstrucéo dos cDNAs das tags diferencialmente expressas

As tags de 21 pb foram submetidas a um programa de reconstrugdo de
sequéncias denominado GenSeed desenvolvido em nosso laboratorio (Sobreira e
Gruber, 2008). Este programa utiliza sequéncias denominadas sementes para
realizar uma montagem progressiva através de multiplos ciclos de busca de
similaridade, recuperacdo de sequéncias e montagem. Como base de dados, foi
utilizado um conjunto de aproximadamente 48.000 leituras de cDNAs de ESTs de E.
tenella, incluindo cerca de 14.000 ORESTES gerados pelo nosso grupo. Uma vez
reconstruidas, as sequéncias dos cDNAs foram submetidas a um pipeline de

anotacdo automatica.
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3.12 Anotagéo automética

O nosso grupo de pesquisa em Bioinformatica desenvolveu um conjunto de

componentes do sistema EGene (Durham et al., 2005) para a anotacdo automatica

de sequéncias (Ferro, 2008). A partir dai, foi construido um pipeline de anotacdo

automatica dos transcritos consistindo nas seguintes etapas (Figura 14):

a)

b)

d)

busca de similaridade de tags. O objetivo desta etapa, foi de verificar se
tags diferentes a tag utilizada para reconstrucdo dos transcritos, estavam
presentes nestas sequéncias. Para tanto, utilizou-se 0 componente
annotation blast.pl do EGene acoplado ao programa BLAST (Altschul
et al., 1997), utilizando-se o BLASTN e como parametro na busca de
similaridade Wordsize 21. Foram considerados alinhamentos com e-values
inferiores 1e-03 e porcentagem de identidade igual a 100%;

determinacdo das fases de leitura abertas (ORFs) e traducado protéica.
Para essa etapa utilizou-se o componente annotation orf do EGene.
Foram escolhidas as fases de leitura abertas codificando pelo menos 50
residuos de aminoacidos, sem requerimento de codon de iniciacdo. Todas as
ORFs foram traduzidas conceitualmente utilizando-se o cdodigo genético
universal e as sequéncias nucleotidicas e protéicas correspondentes foram
armazenadas em relatorios;

busca de similaridade. Para as buscas de similaridade foi utilizado o
componente annotation blast.pl do EGene, acoplado ao programa
BLAST (Altschul et al., 1997). Como base de dados utilizou-se o nr do
GenBank. Os cinco melhores alinhamentos com e-values inferiores 1e-04 e
minima porcentagem de identidade igual a 45% foram anotados. Além disso,
os resultados das buscas foram armazenados em arquivos texto assim como
em arquivos HTML, os quais podem ser visualizados utilizando qualquer
navegador web;

busca de dominios conservados. As seqiéncias protéicas geradas pelo
componente annotation orf.pl foram submetidas a uma busca de

dominios conservados contra a base de dados CDD (Marchler-Bauer et al.,
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f)

g)

h)

)

2007). Para isso, utilizou-se o componente annotation rpsblast.pl
acoplado ao programa RPS-BLAST (Marchler-Bauer et al., 2002). O RPS-
BLAST € um programa que compara uma sequUéncia protéica contra uma
base de dados de matrizes de escores posicado-especifica (Position Specific
Scoring Matrices — PSSMs). Somente foram considerados os alinhamentos
com e-values inferiores a 5e-04. Os resultados completos foram armazenados
em arquivos texto;

busca de dominios protéicos. As sequéncias protéicas foram submetidas a
uma busca de motivos protéicos utilizando-se o componente do EGene
annotation interpro.pl acoplado ao programa InterproScan (Mulder e
Apweiler, 2007). O InterProScan é um programa que identifica assinaturas a
partir de bases de dados pertencentes ao InterPro: Pfam, PROSITE, PRINTS,
ProDom, SMART, TIGRFAMs, PIRSF, SUPERFAMILY, Gene3D, e
PANTHER. Todos os resultados foram armazenados em arquivos texto e
HTML,;

busca de sequéncias de peptideo-sinal. Para essa busca foram utilizados
0S componentes annotation signalP.pl € annotation phobius.pl,
acoplados respectivamente aos programas SignalP (Bendtsen et al., 2004) e
Phobius (Kall et al., 2004);

busca de dominios transmembranares. Nessa busca foram utilizados os
componentes annotation tmhmm.pl € annotation phobius.pl,
acoplados respectivamente aos programas TMHMM (Krogh et al., 2001) e
Phobius (Kall et al., 2004);

busca de sequéncias de sitios de ancoras GPI. Nessa etapa utilizou-se o
componente annotation dgpi.pl acoplado ao programa DGPI (Kronegg e
Buloz, 1999; http://129.194.185.165/dgpi/);

busca de seqlUéncias repetitivas seriadas. Foi utilizado o componente

annotation trf.pl acoplado ao programa Tandem Repeats Finder
(Benson, 1999), que realiza a busca por repeticdes seriadas em sequiéncias;

selecdo das ORFs anotadas. Foi utilizado o componente report ORF.pl
para selecionar as ORFs com maior numero de evidéncias. O conjunto de
evidéncias a ser considerado para a selecdo das ORF é livremente definido
pelo usuério e nesse caso incluiu resultados de similaridade por BLAST,
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K)

considerando resultados com melhor e-value, presenca de dominios
conservados detectados pelo RPS-BLAST e motivos protéicos encontrados
pelo InterproScan. Quando ocorre um empate do numero de evidéncias, o

componente seleciona a ORF de maior comprimento;

geracdo de anotacdo automética em formato Feature Table. Foram
utilizados 0S componentes do EGene
report feature table submission.pl e

report feature table artemis.pl para gerar arquivos de anotagao
completa em formato feature table no padrdo de submissdo de sequéncias
para bancos internacionais e na versdo ampliada para visualizacdo e edicao
no Artemis. Essa Ultima versao contém algumas etiquetas que somente séao
validas dentro do programa Artemis, como, por exemplo, a visualiza¢do de cor
nos quadros que representam as ORFsS;

geracdo de anotacdo automatica em formato Generic Feature Format. Foi
utilizado o componente do EGene report gff.pl para gerar arquivos de
anotacdo completa em formato GFF3, que esta se tornando um formato

universal de intercambio de anotacdes gendmicas;

m) mapeamento dos termos GO (Gene Ontology). Uma vez concluido o

pipeline de anotacdo automatica, foi usado o componente do EGene
mapping GO.pl para realizar o mapeamento e quantificagéo dos termos GO
nas trés ontologias génicas para cada seqiéncia anotada. O mapeamento foi
originalmente realizado pelo proprio programa InterproScan, que utiliza uma
tabela de conversdo denominada interpro2go, e guarda o0s termos
encontrados num arquivo de saida. O componente do EGene
mapping GO.pl, gera a partir desses termos um arquivo denominado Gene
Association File, o qual é utilizado pelo script map2slim.pl para quantificar o
namero de sequéncias com termos GO dentro do subconjunto de ontologias
GO Slim. O componente gera no final um conjunto de arquivos HTML
contendo uma tabela dos termos de GO Slim, o nimero de seqléncias
positivas para cada termo GO e os links para as respectivas sequéncias
nucleotidica e protéica. Também é gerada uma versdo XML dessa saida, mas,
nesse caso as ontologias sdo representadas de forma hierarquica, com uma

arvore na qual os links podem ser expandidos ou colapsados. As sequéncias
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gue nao apresentaram resultados positivos de Interpro receberam nimeros de
GO referentes as trés ontologias génicas, ja que nao puderam ser

classificadas.
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Figura 14 - Tela do editor grafico (CoEd) do sistema EGene mostrando um pipeline com os
componentes de anotagdo automatica utilizados para o processamento de
seqliéncias de cDNA (vide icones na tela).

3.12.1 Anotacédo utilizando a base de dados KOG (euKaryotic Orthologous
Groups)

Para a anotacdo dos produtos protéicos na base de dados KOG foi utilizado
um script em Python desenvolvido pelo nosso grupo de bioinformética
(thibinitor) que € uma modificacdo da verséo stand-alone dignitor disponivel
no sitio (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/tatusov/dignitor/old/SGI/). Este script cria uma
pagina HTML com os resultados da anotacdo, um grafico de distribuicdo das
categorias de KOG e links para os resultados individuais e alinhamentos. Para
utilizacdo deste script sdo necessarios dois arquivos: o primeiro (utilizado nas

buscas de similaridade por BLASTP) ¢é denominado de kyva
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(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/COG/KOG/), um arquivo do tipo FASTA contendo todas as

proteinas (ou dominios) dos 7 genomas completos de eucariotos, e o segundo,
denominado de euCogan (kog no FTP), que contém a informacdo de cada KOG,
incluindo o nome, a classificacdo funcional (codigo de uma letra), a descricdo

funcional e a lista de proteinas (ou dominios).

3.12.2. Geracgédo de paginas web com resultados da anotacao

Foi utilizado o componente do EGene report html.pl para gerar
dinamicamente paginas web para a visualizacdo e consulta dos resultados de
anotacdo automatica das sequéncias reconstruidas a partir das tags

diferencialmente expressas de Eimeria tenella.

3.12.3 Curadoria manual da anotacdo automatica

Apbs a construcao do protocolo de anotacdo, implementacdo na forma de um
pipeline no sistema EGene e execucdo, procedeu-se a curadoria das anotacfes das
sequéncias. Basicamente, os dados gerados automaticamente, correspondentes aos
arquivos de anotacéo na versdao ampliada, foram abertos no programa Artemis e as
sequéncias foram analisadas quanto a presenca de uma ou mais tags por transcrito,
a posicao e direcao (sense ou antisense) da tag assim como a direcdo do transcrito.

Baseando-se na sequéncia e nos alinhamentos obtidos por BLAST (quando
positivo), foram verificados a presenca de codons de iniciacdo e terminagdo, a
correta identificacdo do produto protéico da anotacédo e a presenca ou auséncia de
cauda poliA (Figura 15).
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Figura 15 - Tela do programa Artemis mostrando um exemplo de anotagdo de uma

sequéncia reconstruida no formato feature table estendido. Em destaque: a
identificacdo de start e stop codon, o sitio de restricdo CATG mais proximo a
extremidade 3’, a respectiva tag e a cauda PoliA.

3.13 PCR em tempo real

Experimentos de PCR em tempo real (QPCR — PCR quantitativo) foram

executados

com o objetivo de realizar uma validacao preliminar dos resultados

obtidos através da técnica de LongSAGE. A partir das sequéncias reconstruidas (ver

item 3.10),

genes com

primers (Tabela 2) foram desenhados para um pequeno conjunto de

auxilio do programa Oligo — Primer Analysis Software 4.0 (autoria de

Wojciech Rychlik), de forma criteriosa. Este programa, além do desenho dos

primers, analisa caracteristicas dos oligonucleotideos quanto a Tm (temperatura de

melting), complementaridade entre os primers (dimeros), falsos sitios de pareamento

e formacdo de hairpins. O tamanho das sequéncias a serem amplificadas foi limitado

a 350 pares

de bases.
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Tabela 2 - Primers utilizados para a verificacdo de expressdo génica diferencial em
experimentos de PCR em tempo real.

Nome do primer Produto da Anotagéo Sequéncia do primer

(tag)

0263_Mz F 40 S Ribosomal Protein S8 (RPS8) CGACAGAAGGCACAAGCACC
0263_Mz R GCACTGGGCGGACTCTTTTG
1591 Mz F Actin Depolymerizing factor (ADF) AGCGGAATGCCAGTCAACG
1591 Mz R ACGGTTCCCTCCAGTTTCTTC
2126 Sz F Putative Uncharacterized Protein (PUP) TGTTTAGGGGTGGCGATG
2126_SzR CAAACGAAAGTATGTCTGTGCAT
5173 Sz F Eukaryotic translation initiation factor 5 CGGAGTTGCTGGAGGAGAA
5173 Sz R GCGGGGGCTGTTGTAGTAAG
5642_Mz F Actin (ACT) CGAGCATCGTTCACCGCA
5642_Mz R CTAGCCTCATCTTCCCACCAGG
5992 Sz F Glut/Leu/Phe/Val dehydrogenase family protein  TCTTCGAGCAGCAAACGGG
5992 Sz R (ELFV_dehydrog). CGAACTCTTCCTCAGTCAGCGA

A extracdo de RNAm foi realizada de acordo com o item 3.4. Para
quantificacdo deste material foi utilizado o fluorébmetro Qubit™ (Invitrogen), o qual
utiliza um fluoréforo que se torna fluorescente somente quando se liga
especificamente a moléculas de RNA. Este tipo de medi¢cdo € mais acurado que a
medida da absorbancia em luz UV, ja que a quantificacdo reporta somente a
concentracdo da molécula de interesse.

Para a sintese de cDNA utilizou-se em cada reacdo 10 ng de RNAmM. Os
ensaios de transcricdo reversa foram realizados a partir de primers especificos,
utilizando-se a enzima RevertAid™ H Minus M-MuLV (Fermentas), conforme
instrucdes do fabricante. Para a deteccdo de amplificacdo em tempo real utilizou-se
o termociclador “Realplex2/2” (Eppendorf).

As reacdes de gPCR foram feitas em triplicata, em um volume final de 20 pL
por reagao. O kit ABsolute™ QPCR SYBR Green Mix (Thermo Scientific), contendo
dNTPs, enzima Taqg polimerase (Thermo-Start) e cloreto de magnésio 3mM foi
utilizado, acrescido de 10% da reagao de cDNA (produto da transcricdo reversa) e
0,3 mM de cada primer. Como controle negativo, para cada gene testado, foram
realizadas reacdes sem a adicdo de cDNA. Para a avaliacdo da expressao génica

relativa, reacdes empregando o gene controle também foram realizadas.
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A selecdo de genes controle (Tabela 3) foi feita a partir de transcritos
reconstruidos que apresentaram p-value igual a 1 (hipotese nula verdadeira), e que
em buscas de similaridade por BLAST, tiveram resultados positivos. Além disso,
para verificar se o perfil de expressédo génica constitutivo também era observado em
espécies relacionadas, estes genes foram comparados com dados de expresséo de
ortdlogos do Filo Apicomplexa.

Os experimentos de validacdo do gene controle, foram realizados
empregando-se amostras de RNAs mensageiros de duas extracdes independentes

purificadas a partir de esporozoitos e merozoitos de segunda geracao.

Tabela 3 - Primers testados em experimentos de PCR em tempo real para a escolha do
gene controle (housekeeping gene constitutivamente expresso).

Nome do primer Produto da Anotacéo Sequéncia do primer

(Tag)

0247H F Ribosomal Protein 22 (RP22) CCAGATGCCCCAGGACGA
0247HR CTGTCTGCGAAAAGCCAAGTTA
1360H F GTP-binding nuclear protein ACGTAACGAGTCGCATCACCTA
1360H R AACTCCCTCTCCGCTTGCTG
7041H F Histone H2A CCGCCAGAGACCACAAGAAAAC
7041H R GCATGACGCCGCCAGAGG
7924H F Ubiquitin CGTCCAGTTCAAGCGTTCGG
7924H R ATCTGCATTGTAGCGCGGC
8019H F Zinc Finger TTGCCACAAGTGCAACAAGA
8019H R CATCGGGGTAGCGGTGC

Para o programa de ciclagem da reacéo foi empregada uma etapa inicial de
15 minutos a 95 °C para ativacdo da Taq DNA polimerase. A amplificacéo foi feita
em 35 ciclos consistindo cada um em 15 segundos de desnaturagéo a 95 °C, 30
segundos para o anelamento a 55 °C e 30 segundos de extensdo a 72 °C. Para a
determinacao da especificidade dos produtos de PCR e verificacdo da formacéo de
dimeros de primers as curvas de dissociacdo (curvas de melting) dos produtos
amplificados foram analisadas. A andlise da temperatura de dissociacdo consistiu
em um ciclo de 95 °C por 30 segundos seguido de uma etapa a 60 °C durante 30

segundos e um ciclo de 20 minutos de aquecimento gradual, partindo de 60 °C ate
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95 °C. Os sinais de fluorescéncia foram capturados de forma constante. Todos 0s
ensaios, bem como todas as amostras foram avaliados pelo menos duas vezes.

A andlise dos dados foi realizada utilizando o software Realplex (Eppendorf).
Para a determinacdo de um unico C; os dados de fluorescéncia foram coletados na
fase exponencial da reacdo. Genericamente, o C; (Cycle Threshold) corresponde ao
ciclo de gPCR no qual a fluorescéncia emitida ultrapassa o threshold, ponto da
reacdo onde um numero suficiente de amplicons ja pode ser detectado. O threshold
foi automaticamente definido pelo software Realplex seguindo os parametros default
do programa.

Para a quantificacdo da expressédo, optamos pelo método de andlise relativa,
onde a expressdo dos genes selecionados foi normalizada em relacdo a um gene
controle. Para tanto, os valores de C; foram exportados para o programa Q-Gene
(Muller et al., 2002). Neste programa, a eficiéncia de todas as reacdes foi
considerada igual a 2 (100%) e para o célculo de 2™C; foi utilizado o parametro 2 do
programa (calculo da média de expressdao génica normalizada utilizando
concomitantemente os 3 valores de C; referente as triplicatas). Em seguida, estes
dados foram exportados para uma planilha Excel para calculo da média dos valores
de C; obtidos nos diferentes experimentos (duplicatas ou triplicatas experimentais) e
valores de 2*“C;no formato padrao.

Para a comparacao dos dados de expressao entre LongSAGE e qRT-PCR, o0s
valores de 2°C; e as diferencas de expressdo detectadas por LongSAGE foram
transformados em valores de log na base (2). Para avaliar a concordancia dos
dados, o coeficiente de correlacdo de Pearson e o valor de R? (curva de regressao)

foram calculados.
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3.14 Analise comparativa de expressdo génica em merozoitos e esporozoitos
de E. tenella obtida por LongSAGE e Northern digital (ESTS/ORESTES)

3.14.1 Northern Digital de ESTs/ORESTES de merozoitos de segunda geracgéo e
esporozoitos de E. tenella

Protocolos de anotacéo automéatica de sequéncias ORESTES de Eimeria spp.
de galinha doméstica foram desenvolvidos pela equipe de bioinformatica do nosso
grupo e, aplicados aos nossos conjuntos de dados utilizando-se componentes
recém-desenvolvidos para a plataforma EGene (Durham et al., 2005; Ferro, 2008).

Para E. tenella, além dos dados de ORESTES, ESTs convencionais
disponiveis publicamente também foram utilizados permitindo uma cobertura tanto
das regides centrais dos transcritos, obtidas pelos ORESTES, quanto das regides
terminais. ApGs o pré-processamento das sequéncias no sistema EGene (Durham et
al., 2005), 48.361 sequéncias de E. tenella (Tabela 4), provenientes de diferentes
estagios evolutivos (merozoitos de primeira e segunda geracdo, esporozoitos,
oocistos ndo esporulados, parcialmente esporulados e oocistos esporulados) foram
submetidas a reconstrucdo (agrupamento e montagem de ESTS/ORESTES)
utilizando-se o programa CAP3 (Huang e Madan, 1999). Os cDNAs reconstruidos

foram submetidos ao protocolo de anotagdo automatica (Ferro, 2008).
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Tabela 4 - Origem, tipo de biblioteca e quantidade de leituras utilizadas para a clusterizacao
das seqliéncias de E. tenella.

Origem Tipo de biblioteca Ng de Formato Fonte
leituras

Sanger Institute, Reino Unido ESTs convencionais 5939 FASTA e SCF Sanger e NCBI*

Universiti Kebangsaan Malaysia ESTs convencionais 1.028 FASTA NeBlt

Washington University, EUA ESTs convencionais 26.249 Cromatogramas WUSTL?

USDA®, EUA ESTs convencionais 1.022 Cromatogramas USDA®

USP*, Brasil ORESTES 14.123 Cromatogramas USP*

Total - 48.361 - -

! National Center of Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Bethesda, EUA

2 Washington University (http://www.washington.edu/), Seatlle, EUA

® United States Department of Agriculture (http://www.usda.gov/wps/portal/usdahome), Baltimore, EUA
* Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil

Considerando que cada cDNA reconstruido pode estar representado por
sequéncias de diferentes estagios evolutivos, a estimativa da freqiéncia de leituras
de cada estdgio pode ser estimada permitindo a identificacdo de genes
diferencialmente expressos através de uma abordagem denominada Northern
eletrénico ou digital. O Northern eletrénico foi realizado a partir das contagens das
leituras presentes nos cDNAs reconstruidos.

A partir do arquivo de montagem dos cDNAs, a contagem do numero de
leituras respectivas a cada estagio evolutivo que compde cada sequéncia foi
realizada empregando-se um script em Perl. Os dados foram submetidos a
ferramenta de andlise estatistica Kemp (ver item 3.8.1). Em seguida, os genes

diferencialmente expressos foram identificados.

3.14.2 Comparacao dos dados de expresséao diferencial obtida por LongSAGE
e Northern digital

Os genes provenientes de formas merozoitas e esporozoitas identificados nas
técnicas de LongSAGE e Northern digital dos ESTS/ORESTES como sendo de

expressao diferencial foram comparados entre si, através de buscas de similaridade
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por BLASTN (1e-40) e andlise dos dados individualmente, observando os

alinhamentos e os resultados da anotacdo automatica.

3.14.3 Analise comparativa entre os transcritos mais expressos em LongSAGE
e Northern digital (ESTs/ORESTES)

Os genes provenientes de formas merozoitas e esporozoitas identificados nas
técnicas de SAGE e Northern digital como sendo de expressdo maior
(numericamente mais representativos) foram comparados entre si. A partir do
conjunto de genes mais expressos por LongSAGE foi avaliado quantos desses
genes confirmaram o carater de maior expressao por Northern digital.

Em ambas as plataformas foram selecionadas as 100 sequéncias
numericamente mais representativas em cada estagio evolutivo (merozoitos de
segunda geracao e esporozoitos). A comparacado foi feita através de buscas de
similaridade por BLASTN (1e-40) e andlise dos dados individualmente, observando

os alinhamentos e os resultados da anotacdo automatica.
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4 RESULTADOS



4.1 Propagacéao dos parasitas

Oocistos: apés a infeccdo e purificagdo dos oocistos foi obtido um rendimento
médio de 3x10” oocistos/ave. A taxa de esporulacdo média foi de 85-90%.

Esporozoitos: apds a quebra parcial dos oocistos, excistagéo in vitro e purificacdo
dos esporozoitos em coluna hibrida de 1& de nylon (filtracdo) e resina DE-52
(cromatografia por troca-ibnica), 0 numero de esporozoitos obtidos foi o0 equivalente
a 5-10% do namero inicial de esporozoitos. Dados semelhantes foram também
obtidos por Tomley, 2004 (comunicacdo pessoal)®. Para a construcdo de cada uma

das bibliotecas de LongSAGE, cerca de 10° esporozoitos foram utilizados.

Merozoitos de segunda geracao: o rendimento médio obtido nas infeccfes foi de
10® merozoitos/ave. Para a construcéo de cada uma das bibliotecas de LongSAGE,

cerca de 10° merozoitos de segunda geracdo foram utilizados.

4.2 Verificacdo de contaminacao inter-especifica

O DNA dos oocistos utilizados para infeccdo das aves, assim como 0 DNA
dos oocistos recém purificados e utilizados em todos os experimentos, foram
submetidos a um ensaio de PCR multiplex capaz de detectar simultaneamente as

sete espécies de Eimeria que infectam a galinha doméstica.

2Tomley F. S&o Paulo; 2004 (comunicagéo pessoal).
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Em todos os ensaios de PCR realizados, apenas uma Unica banda de 539
pares de bases compativel com o tamanho esperado para o marcador SCAR
especifico de E. tenella (Fernandez et al., 2003) foi observada, conforme
exemplificado na Figura 16. O fato de ndo terem sido observadas bandas de outros
tamanhos compativeis com as demais espécies de Eimeria é indicativo de que néo

ocorreu contaminacao inter-especifica das amostras de Eimeria tenella utilizadas.

600 pb

Figura 16 - Resultado do ensaio de PCR multiplex para deteccdo das sete espécies de
Eimeria de galinha doméstica. (A) DNA de oocistos de E. tenella (B) amostra
mista de DNA contendo as sete espécies de Eimeria, (C) controle sem adi¢éao
de DNA (M) Marcador de peso molecular do tipo escada de 100 pb.

4.3 Avaliagéo da qualidade das amostras de RNA mensageiro

Para a construcéo de bibliotecas de LongSAGE, assim como, para 0S ensaios

de gPCR, foram utilizadas amostras de RNA mensageiro de alta qualidade e livre de
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contaminantes. Conforme exemplificado na Figura 17, os RNAs mensageiros
purificados e digeridos com DNAse apresentaram-se integros e livres de bandas
ribossémicas.

Apos a digestdo com DNAse, as amostras de RNA mensageiro foram também
submetidas a uma reagdo de PCR capaz de detectar a presenca de contaminacgéo
com DNA gendmico de E. tenella. Em cada uma das amostras utilizadas para o
desenvolvimento deste trabalho, ndo foi possivel observar a presenca de banda
compativel com o fragmento de 539 pb, do marcador SCAR espécie-especifico para
DNA de E. tenella (Fernandez et al., 2003), conforme exemplificado na Figura 18.
Estes resultados indicam que as amostras de RNA mensageiro utilizadas,

apresentaram-se livres de contaminacdo com DNA gendmico.

3.000 pb -

Figura 17 - Eletroforese em gel de agarose do RNA mensageiro purificado e tratado com
DNAse RQ1. (A) RNA mensageiro extraido a partir de esporozoitos de Eimeria
tenella. (M) marcador de peso molecular High Mass Ladder (Invitrogen).
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Figura 18 - Resultado do ensaio de PCR para verificacdo de contaminacdo do RNA
mensageiro com DNA gendmico de E. tenella. (A) RNA mensageiro de
esporozoitos, (B) Controle positivo (DNA de E tenella), (C) controle negativo
da reacdo (M) Marcador de peso molecular do tipo escada de 100 pb.

Além da visualizacdo das amostras de RNA mensageiro em gel de agarose, a
integridade do RNA mensageiro foi também verificada pela amplificacdo de um
transcrito de alto peso molecular proveniente do gene de Proteina de Micronema 4
(AJ306453) de Eimeria tenella. Para todos os RNAs utilizados, apds o ensaio de RT-
PCR, foi observada uma banda de 986 pb compativel com o fragmento do gene de
Proteina Micronema 4, conforme exemplificado na Figura 19. Estes resultados
indicam de forma indireta que as amostras de RNA mensageiro utilizadas
apresentavam-se integras e, portanto, puderam ser utilizadas nas demais etapas

deste trabalho.
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Figura 19 - Resultado do ensaio de PCR para controle de integridade do RNA mensageiro.
(A) amostra de cDNA obtida a partir de RNA mensageiro de E. tenella, (B)
controle positivo da reacdo (C) controle negativo, (M) Marcador de peso
molecular do tipo escada de 100 pb.

4.4 Construcéo das bibliotecas de LongSAGE de Eimeria tenella

Foram construidas com sucesso um total de quatro bibliotecas de LongSAGE
a partir de RNA mensageiro de dois estagios evolutivos de Eimeria tenella: duas de

merozoitos de segunda geracado e outras duas a partir de esporozoitos.

4.4.1. Sintese de cDNA e digestdo com a enzima de restricao Nlalll

A sintese de cDNA dupla-fita e a posterior digestdo com a enzima de restricao
Nlalll sédo as etapas iniciais e de fundamental importancia para a construcao das
bibliotecas de LongSAGE. Desta forma, ensaios de PCR foram realizados com o
objetivo de verificar se os cDNA provenientes dos RNA mensageiros purificados a
partir de esporozoitos e merozoitos haviam sido sintetizados, e posteriormente,
adequadamente digeridos pela enzima Nlalll. Para os ensaios, regides dos genes
constitutivos EtCRK2 e GAPDH foram amplificadas.

Amostras de cDNA recém sintetizado e amostras de cDNA digeridas com a
enzima de restricdo Nlalll foram utilizadas como alvo de amplificagdo. Controles
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positivos utilizando DNA gendmico de E. tenella e, controles negativos sem adicao
de &cidos nucléicos foram também realizados.

Como podemos observar na Figura 20, a amplificacdo do fragmento de 247
pb de EtCRK2 tanto a partir de cDNA recém sintetizado (Figura 20A), quanto a partir
de cDNA digerido com a enzima Nlalll (Figura 20B), indica que ocorreu sintese de
cDNA. Como a seqiéncia que codifica para o gene EtCRK2 n&o possui sitio de
restricdo para a enzima Nlalll, a amplificacdo do produto pds digestdo foi utilizada
como controle positivo do PCR da reagdo da digestdo com a enzima Nlalll. O
controle positivo utilizando DNA gendmico apresentou 564 pb (Figura 20C) devido a
presenca de introns.

Por outro lado, como a sequéncia do gene de GAPDH selecionada para
amplificacdo possui sitio de restricdo para a enzima Nlalll, somente foi observada
amplificacdo de um fragmento de 334 pb a partir de cDNA néao digerido (Figura 20E).
E importante verificar se ha amplificacdo deste fragmento, pois a presenca de um
produto poés-digestdo pode ser indicativo de que a digestdo ndo ocorreu
adequadamente.

Analisando todos os dados em conjunto podemos concluir que as etapas de

sintese e digestdo do cDNA com enzima Nlalll foram realizadas com sucesso.

600 pb-

Figura 20 - Verificagdo da sintese de cDNA e digestdo do cDNA com a enzima Nlalll: (1) Produto da
amplificagcdo do gene EtCRK2 a partir de: (A) cDNA recém sintetizado; (B) cDNA
digerido com NIlalll; (C) DNA genbmico; (D) controle negativo. (2) Produto da
amplificacdo do gene GAPDH a partir de: (E) cDNA recém sintetizado; (F) cDNA
digerido com Nlalll; (G) DNA genémico; (H) controle negativo. (M) Marcador de peso
molecular do tipo escada de 100 pb.
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4.4.2 Ligacado dos Adaptadores, clivagem com a enzima Mmel e ligacdo das
tags para formacgéo das ditags

Para todas as quatro bibliotecas, as etapas de ligacdo dos adaptadores,
clivagem com a enzima Mmel e ligacdo das tags para formacdo de ditags foram
realizadas adequadamente. As ditags de aproximadamente 130 pb foram entdo
amplificadas por PCR. Previamente a amplificacdo em larga escala por PCR, uma
etapa preliminar foi realizada para a otimizacdo da construcdo das bibliotecas. Trés
diluicdes do cDNA das ditags foram realizadas e apds amplificacdo e comparacao
com o controle positivo do kit, a diluicdo de 1:40 foi escolhida para construcdo das
quatro bibliotecas.

A partir desta diluicdo, cerca de 300 reacdes de PCR foram realizadas para
cada uma das bibliotecas. O produto total da amplificacdo foi submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (Figura 21) e as ditags de ~130 pb foram
excisadas do gel e purificadas eliminando-se assim os produtos da digestao parcial

e 0s adaptadores nao incorporados.

125 pb gl P

Figura 21 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% para purificacdo das ditags de ~130
pb. (A) Produto de amplificacdo das ditags de ~130 pb (a seta branca indica o
fragmento de ~130 pb que foi excisado do gel), (M;) Marcador de peso
molecular do tipo escada de 25 pb, (M,) Marcador de peso molecular do tipo
escada de 50 pb.
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4.4.3 Clivagem com a enzima Nlalll, purificacdo das ditags de 34 pb e
concatenacao

ApGs a purificacdo das ditags de ~130 pb, estas foram submetidas a digestao
com a enzima Nlalll, para a liberacdo dos adaptadores, resultando nas ditags de ~34
pb. Para eliminacdo de produtos de digestdo parcial, assim como as sequéncias
provenientes dos adaptadores (~40 pb), as ditags foram purificadas em gel de

poliacrilamida 12%, conforme o exemplo da Figura 22.

A M,
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350 pb

Figura 22 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% para purificacdo das ditags de ~34
pb. (A) Produto da digestdo das ditags de ~130 pb com a enzima Nlalll (a seta
branca indica a banda de ~34 pb excisada do gel), (M;) Marcador de peso
molecular do tipo escada de 50 pb, (M,) Marcador de peso molecular do tipo
escada de 25 pb.

Em seguida, as ditags de ~34 pb excisadas do gel, foram submetidas a uma
reacdo de ligacdo para formacdo dos concatameros. Os concatameros foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, para selecdo por tamanho,
(G) 800 — 1000 pb, (M) 500 -800 pb, (P) 400 — 500 pb, e (PP) 300 — 400 pb conforme
0 exemplo da Figura 23.
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Figura 23 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% para sele¢cdo dos concatameros por
tamanho. (A) concatameros de ditags de ~34 pb. As letras em destaque,
representam a sele¢do dos concatameros de acordo com seu tamanho: (G)
800 — 1000 pb, (M) 500 -800 pb, (P) 400 — 500 pb, e (PP) 300 — 400 pb, (M)
Marcador de peso molecular do tipo escada de 100 pb.

4.4.4 Clonagem, transformacé&o, PCR de colbnia e reacao de sequenciamento

Os concatameros foram ligados ao vetor pZero-1, clonados, amplificados
(PCR de colbnia) e posteriormente sequenciados. Para todas as bibliotecas, o grupo
de concatameros de tamanho entre 500 — 800 pb (M) apresentou maior eficiéncia na
ligacdo e rendimento na etapa de clonagem sendo o escolhido para a geracao de
grande parte das sequiéncias. A Figura 24 mostra o resultado de algumas reacdes

de PCR de colbnia obtidas utilizando-se concatameros de tamanho entre 500 — 800
pb (M).
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Figura 24 — Produto da reacdo de PCR de colbnia a partir de seqiiéncias clonadas de
concatameros de tamanho M (500-800 pb). (M) Marcador de peso molecular
do tipo escada de 100 pb.

4.5 Pré-processamento das seqliéncias provenientes das bibliotecas de

LongSage

Foram geradas quatro bibliotecas de LongSAGE, sendo duas de estagios
merozoitos (Mzl e Mzll) e duas de esporozoitos (Szl e Szll).

Os cromatogramas gerados foram submetidos a um pipeline de
processamento seriado automatico empregando-se o sistema EGene, como descrito
no item 3.6. A Tabela 5 mostra os resultados obtidos discriminados pelas
respectivas etapas do pipeline. Conforme se pode verificar, a taxa de aceitacéo de
sequéncias foi de 63 a 81%, 0 que, em vista da alta qualidade exigida no pipeline
(qualidade igual ou superior a 32 em todas as bases), pode ser considerado um bom
resultado. A escolha da qualidade 32 foi feita com base nos resultados de extracéo

de tags, descritos no proximo item.
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Tabela 5 — Resultados do pré-processamento das leituras de LongSAGE de E. tenella
submetidas a um pipeline no sistema EGene.

Biblioteca

Discriminacéo
Mzl Mzll Szl Szll

Total inicial de seqiiéncias ~ 2.360 (100%) 1.367 (100%) 1.462 (100%) 1.469 (100%)

Filtradas por tamanho 194 (8,2%) 38 (2,8%) 74 (5%) 79 (5,4%)
Filtradas por qualidade 681 (28,9%) 451 (33%) 207  (14,2%) 235 (16%)
Sequéncias aceitas 1.485 (62,9%) 878 (64,2%) 1.181 (80,8%) 1.155 (78,6%)

4.6 Extracéo e quantificacdo das tags

As tags foram extraidas com o conjunto de programas desenvolvido pelo
nosso grupo, conforme descrito no item 3.7, utilizando o indice de qualidade Phred
32. Este parametro tdo estringente poderia resultar no descarte de muitas
sequéncias, ocorrendo assim uma gueda no numero final de tags extraidas. Para
tanto, foi realizado um teste de comparacao a partir de seqiéncias processadas com
filtros de qualidade com valores de Phred 20 e 32 (Tabela 6). O uso do valor de
Phred 32 eliminou em média 24% das tags extraidas. Embora tenhamos perdido
parte significativa das tags, as sequéncias obtidas apresentaram uma altissima
confiabilidade, ja que cerca de 20% das tags com qualidade Phred 20 poderiam

apresentar erros de sequenciamento.

Tabela 6 — Comparacdo entre valores de Phred utilizados no filtro de qualidade e seu
impacto na obtencdo de dados das bibliotecas de LongSAGE.

Critério d liacs Biblioteca
ritério de avaliagéo e YET Sl S

Total de bases (Phred 20) 228.314 230.785 304.250 270.550
Total de bases (Phred 32) 155.292 179.004 242.821 197.007
Sequéncias aceitas (Phred 20) 1.613 914 1.217 1.310
Sequiéncias aceitas (Phred 32) 1.485 878 1.181 1.155
Média de bases/sequéncia (Phred 20) 141,5 252,5 250 206,52
Média de bases/sequéncia (Phred 32) 104,6 203,9 205,6 170,56
Tags extraidas (Phred 20) 9.510 10.374 13.928 12.246

Tags extraidas (Phred 32) 6.550 8.391 11.247 9.060
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Como a enzima Mmel freqientemente cliva de forma irregular (Emmersen et
al., 2007; Nakonieczna et al., 2009), o nosso programa extraiu tags de 17 ou 18 pb
(ver item 3.7b). A Figura 25 mostra um histograma de distribuicdo das ditags em
relacdo ao seu tamanho utilizando o conjunto de todas as 4 bibliotecas. Para
construcdo deste histograma utilizou-se ditags de 20 a 40 bases. Como podemos
observar, a grande concentracdo de ditags encontra-se entre 32 a 34 bases,
exatamente o tamanho escolhido no processo de extragdo das ditags. Se
assumirmos que apenas tags de 17 e 18 pb compde este grupo de ditags e,
analisando-se nossos dados, podemos dizer que 41,2% das tags possuem 17 pb e
58,8% 18 pb. As tags extraidas das pontas dos concatameros (monotags) ndo foram

utilizadas para esta analise.
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Figura 25 — Histograma de distribuicdo do tamanho das ditags em relacéo a frequéncia nas
4 bibliotecas de LongSAGE de E. tenella.

Akmaev e Wang (2004) ja haviam descrito que as ditags de LongSAGE
possuiam uma variacado de tamanho entre 32 e 34 nucleotideos, das quais mais de
50% apresentavam tamanho de 33 pb, conforme observado em nossas bibliotecas
(Figura 23).
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Para a obtencédo de um conjunto uniforme de tags de 17 pb as tags maiores
foram aparadas em uma base. O numero de tags Unicas de cada biblioteca foi
determinado e estéa apresentado na Tabela 7. Conforme pode se ver, cada biblioteca
resultou em um numero de tags variando de 2.633 a 3.951. A determinacdo do
conjunto total de tags uUnicas foi obtida através da juncdo das tags de todas as
bibliotecas. Isso foi feito para eliminar a redundancia global, visto que ha tags Unicas
gue estdo presentes em mais de uma biblioteca. Apds essa jungcdo, obtivemos um
total de 9.516 tags Unicas. E importante ressaltar, que além dos controles
relacionados a digestdo com a enzima Nlalll (ver item 4.4.1), nenhuma das 9.516
tags Unicas obtidas possuem no meio de sua sequéncia o sitio de reconhecimento
CATG, o que é um forte indicativo de que ndo ocorreu digestdo parcial com a

enzima Nlalll.

Tabela 7 — Numero de tags totais e Unicas extraidas das bibliotecas de LongSAGE de
E.tenella.

Biblioteca  Tags totais Tags Unicas (17pb)

Mzl 6.550 2.633
Mzl 8.391 3.489
Szl 11.247 3.951
Szl 9.060 3.457
Total 35.248 -

Das 9.516 tags Unicas totais, 5.401 tags foram detectadas nas bibliotecas de
merozoitos, 6.090 tags em esporozoitos e apenas 1.975 (20,75%) séao
compartilhadas entre ambos os estagios evolutivos (Figura 26). As bibliotecas de
merozoitos compartilham 1.145 tags entre si, enquanto que as esporozoitos
compartilham 830. O conjunto total de tags (9.516) foi em seguida processado pelo

programa Kemp de analise estatistica.
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Mz Sz

Figura 26 — Diagrama de Venn mostrando a distribuicdo das 9.516 tags Unicas de acordo
com estagio evolutivo: Mz (merozoitos de segunda geragdo) e Sz
(esporozoitos).

4.7 Andlise da freqiiéncia das tags

Analisando-se a distribuicdo das tags totais (35.248) podemos observar na
Tabela 8 e Figura 26 que 66,5% das tags geradas (6.328) ocorrem somente uma
vez e representam 17,9% das tags Unicas totais, além disso, mais de 88% das tags
Gnicas apresentam uma contagem inferior a 5. As tags com freqiéncia entre 5 e 50
representam 11,1% do total. Analisando-se as tags que aparecem em maior
frequéncia, de 51 a 1.147 vezes, observa-se que nestas bibliotecas, um pequeno
grupo (<1%) de tags € altamente expresso.

Se considerarmos que cada tag corresponde a um transcrito (0 que néo é
necessariamente correto), esses dados sugerem que 88% dos transcritos
apresentam baixa expressao (contagem de até 4). Apenas 11,1% das tags
apresentaram uma expressdo meédia a alta enquanto somente 0,9% dos genes
mostraram uma expressao muito alta (51 a 1.147 vezes), correspondente a 30,2%

de todos os transcritos encontrados no parasita.



Tabela 8 - Frequéncia das tags provenientes das bibliotecas de LongSAGE de Eimeria
tenella.

Freqliéncia tags Unicas total de tags
1 6.328 6.328
2 1.211 2.422
3 544 1.632
4 298 1.192
5a50 1.054 13.019
51a1.147 81 10.655
Total 9.516 35.248
w0
3 31% : 51a1147x
0,9%
Frequéncia das tags
- 1x
-2y
-3
Ay
5a50x
513 1147x

66,5%

Figura 27 — Porcentagem da freqiiéncia das tags Unicas provenientes das bibliotecas de
LongSAGE de Eimeria tenella.

4.8 Mapeamento das tags contra o banco de tags genémicas virtuais

O conjunto das 9.516 tags foi submetido a um mapeamento contra um banco
de tags virtuais do genoma completo de E. tenella, conforme descrito no item 3.8. O

banco virtual, obtido a partir do genoma, resultou em aproximadamente 141.000
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sitios de reconhecimento (CATG) para a enzima Nlalll gerando uma lista de 281.862
tags virtuais (uma tag sense e uma antisense para cada sitio CATG). Considerando
gue o tamanho da montagem do genoma utilizada apresentava 47.745.645 bases, o
sitio de restricdo para esta enzima foi encontrado em média a cada 339 pb.

Apés a comparacdo com o banco virtual, um total de 5.626 tags (59%) foi
mapeado (Figura 28A). Das tags mapeadas (5.626), 5.337 foram encontradas

apenas uma vez (95%), 172 duas vezes (3%), e 117 varias vezes (2%) (Figura 28B).

Tags mapeadas no genoma Frequéncia das tags mapeadas no genoma
=R b
H 2%
: 95% \ o
(1x) |
' 3%
A B o0,

dMapeadas LI NaoMapeadas

Figura 28 — Mapeamento das tags no genoma (A) Porcentagem de tags totais mapeadas,
(B) frequéncia de ocorréncia das tags mapeadas no genoma.

4.9 Mapeamento das tags contra o genoma mitocondrial de E. tenella

Um total de 13 tags foi mapeado no genoma mitocondrial de E. tenella, das
guais 8 encontram-se na fita antisense (Figura 29). Apenas 4 tags apresentaram

resultados positivos em buscas de similaridade por BLAST.
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rRNAL rRNA2-3 4 8 10 11-12-13
) e lleox1 e I eexz T [ [0
|_BDD 1600 |§4DD %ZDD |_4000 |_4800 S600
W 44 4 4 dwdd
12 3 rRNA4 rRNA5 5 6 7 9 rRNA6-7
1 rERHA 14 52 similar to rRNA fragment 1 of P. falciparum mitochondrial genome [(M76611)
Ch3 127 1206
B Tag 30z: 277 297 ¢
Bl Tax_1596 343 363 o
CD3 1239 2681
2 rEN4 2748 2545 similar to fragment 10 of P. falciparum nitochondrial genome [(M76511)
.Tag_8293 2823 2843 ¢ 3Fimilar to cytochrome c oxidase subunit I
3 rENi 2547 2949 similar to fragment 11 of P. falciparum nitochondrial genome (M76611)
4 rENA 3223 3283 © similar to fragment number 7 of P. falciparum witochondrial genome [(M76611)
.Tag_4318 3492 3512
5 rEN4 35853 3939 ¢ gzimilar to fragment number 2 of P. falciparum mitochondrial genome [(M76611)
.Tag_l459 40832 4102 ¢ 5Similar to cytochrome oxidase T
.Tag_?422 4188 4208 ©
Cha 4250 5005 precise initiation codon uncertain
.Tag_6043 Slle 5136 c
.Tag_?sdlg 5133 5153 Similar to cytochrome c oxidase subunit IIT
.Tag_0934 5343 L3683 ©
.Tag_8523 5433 5453
6 rERINA 5645 58353 ¢ gimilar to fragment number § of P. falciparum mitochondrial genome [(M76611)
.Tag_DSSG 5747 5767 Similar to CYE 0¥GO Cytochrome b | b-cl complex subunit 3)
.Tag_SDSD 5764 5784
.Tag_9222 5549 5569
7 rRNA 5944 5971 ¢ zimilar to fragment & of P. falciparum nitochondrial genome

Figura 29 - Representagdo esquemética da anotacdo do genoma mitocondrial de 6.213 pb
de Eimeria tenella. Genes de citocromo b e das subunidades 1 e 3 do citocromo
¢ (quadros azuis) dispostos ao longo do genoma mitocondrial, fragmentos das
subunidades pequena (rns) e grande (rnl) de rRNA (quadros verdes), e
mapeamento das tags de LongSAGE (quadros magenta). Abaixo estéo
relacionados os genes, os rRNAs e as tags, as coordenadas e os produtos da
anotacao.

4.10 Analise estatistica e selecdo das tags diferencialmente expressas

O programa Kemp, além de gerar os dados de p-value, possui um
procedimento automatico para o calculo do nivel critico (a) para cada tag em
particular, gue neste caso foi escolhido o peso 4 para a hipétese nula ser verdadeira
e peso 1 para hipotese nula ser falsa, desta forma, se o p-value for menor do que q,
a tag é classificada como diferencialmente expressa. Portanto a selecdo de tags
diferencialmente expressas foi feita de forma automatica. No conjunto de 9.516 tags
anicas, 270 tags foram classificadas como diferencialmente expressas. Dentro deste
conjunto, todas as tags apresentaram poder de expressdo (soma das contagens
absolutas das tags) maior ou igual a 4.



E interessante observar, que apos a andlise de freqiiéncia das tags (item 4.7),
dentro do grupo das tags Unicas altamente expressas (81 tags Unicas - 30,2% do
total), 45 destas (55,5%) foram classificadas como diferencialmente expressas
(dados ndo mostrados). Em Toxoplasma gondii, das 412 tags classificadas como
altamente expressas, apenas 37% sdo constitutivamente expressas nos estagios
estudados (Radke et al., 2005), indicando que em ambos 0s parasitas, 0S genes
mais expressos nao séo representados apenas por housekeeping genes, perfil este
geralmente encontrado em células animais.

E importante ressaltar ainda que o fato de n&o termos analisado um conjunto
de cerca de 9.000 tags néo significa que as mesmas nao tenham utilidade. De fato,
o conjunto de todas as tags pode nos fornecer varias outras informacgdes altamente
valiosas como, por exemplo, o perfil de expressdo. Além disso, esse conjunto de
tags permitira, através do mapeamento, a definicdo do transcriptoma do parasita e a
identificacdo de novos genes. Essas aplicacdes deverédo ser levadas adiante pelo

NOSso grupo em breve.

4.11 Mapeamento das tags diferencialmente expressas contra ESTs/ORESTES
e reconstrucdo dos cDNAs

As 270 tags classificadas como diferencialmente expressas, foram
submetidas a um processo de reconstrucado de sequéncias usando-se 0 programa
GenSeed, conforme descrito no item 3.10. Utilizando-se como bases de dados os
ESTsS/ORESTES, das 270 tags iniciais, 199 tags foram mapeadas e reconstruidas
(73,7%) com uma média de 1.132 pb por seqiiéncia. As 199 sequéncias de cDNAs
reconstruidas foram entdo submetidas ao pipeline de anotacdo automatica. Quando
comparamos esta estratégia de mapeamento nos ESTs com o mapeamento no
genoma (item 4.8), que foi feito de forma bem global (apenas localizando os sitios
CATG), das 270 tags diferencialmente expressas, apenas 211 foram localizadas no
genoma. E das 199 tags reconstruidas, apenas 160 foram mapeadas no genoma
através desta abordagem. Diversas raz6es podem explicar este resultado, 0 genoma
de E. tenella ainda €& apenas um rascunho, nao finalizado e, ndo anotado

completamente e possui muitos contigs (4.707). Talvez estas tags poderiam estar
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nas fronteiras entre os diversos contigs, além disso, algumas tags virtuais também

poderiam conter SNPs.

4.12 Anotacdo automatica e curagem manual dos cDNAs reconstruidos a aprtir

de tags diferencialmente expressas em merozoitos e esporozoitos

A anotacao foi realizada automaticamente para o conjunto de 199 sequéncias
de cDNA de E. tenella reconstruidas. Do total dessas sequéncias, 197 (99%)
apresentaram pelo menos uma ORF (open reading frame — fase aberta de leitura)
codificando um produto protéico contendo no minimo 50 residuos de aminoacidos.
Apenas 2 sequéncias reconstruidas (1%) nado foram aceitas pelo critério utilizado no

pipeline (http://www.coccidia.icb.usp.br/sage eimeria).

Das sequéncias anotadas automaticamente, 102 (51,7%) produtos protéicos
nao apresentaram similaridades significativas (1e-04) em buscas de similaridade por
BLASTP contra a base de dados nr (GenBank), enquanto que 95 produtos protéicos
(48,3%) apresentaram similaridade contra proteinas de funcdo conhecida ou
hipotéticas conservadas.

Os resultados de anotacdo dos reconstruidos a partir das tags
diferencialmente expressas entre merozoitos e esporozoitos (197) podem ser
observados nas Tabelas 9 a 12. Conforme pode se observar, foram identificadas
130 tags com expressao diferencial (up-regulated) em merozoitos (Tabelas 9 e 10) e
67 em esporozoitos (Tabelas 11e 12).

Para as 130 sequéncias reconstruidas a partir de tags diferencialmente
expressas em merozoitos, 79 (60,7%) apresentaram resultados positivos de BLAST
e estdo representados na Tabela 9. E interessante observar que 70 destas
sequéncias (88,6%) apresentaram produtos protéicos similares aos de organismos
do Filo Apicomplexa (Figura 30A), destes, 48 (68,6%) pertencem a classe Coccidia,
28 (40%) ao género Eimeria e 25 a espécie Eimeria tenella (Figura 30B). Apenas 9
sequéncias (11,4%) apresentaram resultados positivos contra outros organismos
diversos, incluindo fungos, bactérias, plantas, dinoflagelados, entre outros, sendo
que 5 destes produtos correspondem a proteinas de ribossomo (normalmente

conservadas entre organismos de espécies distintas).
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Figura 30 — Distribuicdo dos 79 produtos protéicos diferencialmente expressos em
merozoitos (up-regulated), de acordo com as espécies encontradas nas
buscas de similaridade por BLAST (A) Porcentagem de produtos protéicos
similares a sequéncias de organismos do Filo Apicomplexa, (B) Diagrama
de Venn mostrando a distribuicdo das seqiéncias em relacdo ao Filo
Apicomplexa, a classe Coccidia, ao Género Eimeria e & espécie E. tenella.

Ainda analisando os 79 produtos protéicos das sequéncias reconstruidas a
partir das tags de merozoitos (Figura 31 e Tabela 9), podemos observar que 38
destes correspondem a proteinas de ribossomo (48,1%), 20 a antigenos (25,3%),
sendo que destes 17 séo similares a antigenos de superficie e outros 3 produtos
(3,8%) correspondem a proteinas de micronema, os 18 produtos restantes
correspondem a outros genes de fungdes diversas, incluindo actina, calmodulina,

tiorredoxina, proteina wx, entre outras.

4 Proteinas de Ribossomo

Antigenos

3.8%

Proteinas de Micronema

25,3%
Figura 31 — Distribuicdo dos 79 produtos protéicos resultantes da anotacdo dos cDNAs

reconstruidos a partir das tags diferencialmente expressas em merozoitos (up-
regulated) que apresentaram resultados positivos de BLAST.

4 Outros



Tabela 9 — Seqiiéncias de cDNASs reconstruidas a partir de tags diferencialmente expressas em merozoitos (up-regulated) que apresentaram resultado de
BLAST positivo. Estdo apresentados na tabela os valores de p (p-value) apds a comparacédo entre 0s estagios de merozoitos e esporozoitos
(Mz_vs_Sz), alpha (nivel critico), poder de expressao (PE), o nimero de vezes que as tags foram mais expressos em relacéo a esporozoitos
(Mz1), os resultados da busca de similaridade por BLAST contra a base de dados nr, os cédigos de acesso das seqiiéncias e 0 organismo.

Id do cDNA Seqiiéncia datag p-value alpha PE Mzt Resultado de BLAST # Acesso Organismo
Et SAGE0093 aaagcacttttcgatgc 1,1E-03 2,5E-02 8 3,1 Similar to ribosomal protein S5 XP_727402 Plasmodium yoelii
Et_ SAGE0125 aaatgcactgcgcttcc 1,9E-03 2,1E-02 12 15,1  Similar to 60S ribosomal protein L7a, putative EEA05430 Cryptosporidium muris
Et SAGE0135 aaatttacacttgcggc 3,1E-03 2,0E-02 13 7,4 Similar to wx protein AAO60053 Toxoplasma gondii
Et_ SAGE0161 aacagaggcacagaaga 1,1E-03 2,5E-02 8 3,7 Similar to surface antigen 16 CAE52303 Eimeria tenella
Et SAGE0263 aactcggcaggcccgca 2,1E-04 1,8E-02 17 10,2  Similar to 40S ribosomal protein S8, putative EEA08343 Cryptosporidium muris
Et SAGE0357 aagccctgcttccagtce 3,2E-02 3,4E-02 4 1,6 Similar to AF353165_1 microneme protein 8 AAK19757 Toxoplasma gondii
Et SAGE0459 aagtgagttgactgcgc 1,8E-04 2,3E-02 10 3,9 Similar to surface antigen 23 CAE52308 Eimeria tenella
Et SAGE0478 aagtggcgaaagccctg 1,3E-02 2,4E-02 9 10,7  Similar to 40S ribosomal protein S12 XP_762841 Theileria parva
Et_SAGEO675 acccaaaccctaaaccc 5,5E-04 1,7E-02 21 5,5  Similar to 40S ribosomal protein S13 XP_001350306 Plasmodium falciparum
Et SAGE0689 accggcggggcectggac 1,3E-02 2,4E-02 10,7  Similar to ribosomal L37ae protein family AAQ23712 Toxoplasma gondii
Et_SAGE1072 agctgctgctgctgctg 3,2E-02 3,4E-02 4 1,6  Similar to peptidyl-prolyl cis-trans isomerase XP_001941476 Pyrenophora tritici-repentis
Et SAGE1328 agttgcagttttcaaag 0 1,5E-02 29 11,3  Similar to surface antigen 7 CAES2294 Eimeria tenella
Et_SAGE1431 atgaacaacgccgccag 3,0E-06 1,3E-02 43 5,0 Similar to 19 kDa sporozoite antigen AAW31899 Eimeria tenella
Et SAGE1463 atgattttctacctccc 0 5,2E-03 230 2,1 Similar to microneme protein 4 CAC34726 Eimeria tenella
Et SAGE1591 atttactcttcatcgaa 0 1,6E-02 22 8,6  Similar to actin depolymerizing factor ABM89551 Eimeria tenella
Et SAGE1740 caaaggactagtggcgc 0 8,4E-03 92 4,5  Similar to ribosomal protein L11 BAF98658 Solea senegalensis
Et_SAGE1929 caagactgaactcagtc 3,0E-06 1,3E-02 40 4,7 Similar to ubiquitin/s27a 40s ribosomal protein AAW56553 Nicotiana benthamiana
Et SAGE1938 caagcaaacaacaccgc 0 1,6E-02 22 9,2 Similar to surface antigen 22 CAE52312 Eimeria tenella
Et_SAGE2112 cacacaaaagacgtgcg 1,9E-03 2,1E-02 12 15,5  Similar to putative 60S ribosomal protein RPL31 XP_001610775 Babesia bovis
Et SAGE2794  cagccatttgcaaagaa 1,1E-03 2,5E-02 8 3,7 Similar to heat shock protein 90 AAS17969 Eimeria acervulina
Et_SAGE2865 cagcgcccgggaggcag 9,0E-06 1,5E-02 28 7,8 Similar to 60S ribosomal protein L19, putative XP_001608966 Babesia bovis
Et SAGE2948 cagctcggeageagett — 1,4E-02  31E-02 5 2,0 i:;;;:f;;‘;;as;ﬁ;tnﬂﬁtp;%fe associated complex NP_001078369 Arabidopsis thaliana
Et_SAGE2994 cagctgggaggccgcgg 3,2E-02 3,4E-02 4 1,6 Similar to 60S ribosomal protein L38 Q4PMD1 Ixodes scapularis

continua
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Tabela 9 — (continuacéo)

Id do cDNA Seqiiéncia datag p-value alpha PE Mzt Resultado de Blast # Acesso Organismo
Et SAGE3089 caggcttataggaaacg 6,9E-05 2,2E-02 11 4,3  Similar to surface antigen 17 CAE52302 Eimeria tenella
Et SAGE3542 ccaaacctccaactctc 1,0E-06 1,9E-02 15 6,5  Similar to surface antigen 16 CAE52303 Eimeria tenella
Et SAGE3560 ccaagcctccaactgtc 1,2E-04 2,0E-02 14 17,4  Similar to surface antigen 17 CAE52302 Eimeria tenella
Et SAGE3624 ccattgactcgaagtaa 2,5E-02 2,5E-02 8 9,4  Similar to surface antigen 19 CAE52305 Eimeria tenella
Et SAGE3646 cccagcgtgcecgggccaa 2,5E-02 2,5E-02 7,6 Similar to 60S ribosomal protein L15 XP_762879 Theileria parva
Et SAGE3730 ccgaacgaaagacacct 3,2E-02 3,4E-02 4 2,2 Similar to 40S ribosomal protein S5 XP_762985 Theileria parva
Et_ SAGE3839 cctcacattagcacgec 7,0E-06 1,4E-02 36 5,0 Similar to microneme protein 5 CAB52368 Eimeria tenella
Et_ SAGE3957 cgaacagccaggtggag 3,2E-02 3,4E-02 4 1,6  Similar to 60S ribosomal protein L24 XP_739533 Plasmodium chabaudi
Et_ SAGE3991 cgacagaaacttatggt 2,3E-05 1,7E-02 21 12,9 Similar to hypothetical protein, conserved XP_001238614 Eimeria tenella
Et SAGE4101 cgcactgcgcggaagcet 2,5E-02 2,5E-02 8 9,4  Similar to ribosomal protein S23 CAD98683 Cryptosporidium parvum
Et SAGE4143 cgcaggccccgetgeag 0 1,7E-02 20 25,5 Similar to 60S ribosomal protein L38 Q4PMD1 Ixodes scapularis
Et SAGE4275 cgcgcctgageccgetg 5,7E-04 1,6E-02 24 5,1  Similar to 40s ribosomal protein s17, putative CAJ20516 Toxoplasma gondii
Et SAGE4421 cgcttggegttecgect 0 7,0E-03 132 28,3  Similar to surface antigen AAA16457 Eimeria tenella
Et SAGE4592 cgggaagcttttccgeg 1,2E-02 2,2E-02 11 6,0  Similar to 60S ribosomal protein L30, putative XP_626935 Cryptosporidium parvum
Et SAGE4673  cggttagtaactcttct 0 8,9E-03 83 12,6  Similar to ribosomal protein S7e family protein XP_001612059 Babesia bovis
Et SAGE4699 cgtaggggcatcgtgaa 2,6E-05 1,7E-02 20 12,1  Similar to 40S ribosomal protein S15a XP_764633 Theileria parva
Et SAGE4919 ctaactcaaccggatac 2,5E-03 2,7E-02 7 2,7 Similar to surface antigen AAA16457 Eimeria tenella
Et SAGE5007 ctcacgaaccagatcac 1,1E-03 2,5E-02 8 3,1  Similar to putative ribosomal protein S2 CAD43146 Toxoplasma gondii
Et_SAGE5210 ctgcgactaataggcag 6,0E-06 1,6E-02 23 14,3  Similar to RL5_EIMTE 60S ribosomal protein L5 Q5EY89 Eimeria tenella
Et_SAGE5438 ctgtgggacgtgagtga 0 1,6E-02 23 29,5 Similar to receptor for activated C kinase 1 AAT11121 Toxoplasma gondii
Et SAGE5444  ctgttgatgcacaacac 1,2E-02 2,2E-02 11 6,0  Similar to 60S ribosomal protein L32 XP_627679 Cryptosporidium parvum
Et_SAGE5459  cttacggcattgtcggg 3,2E-02 3,4E-02 4 1,6  Similar to surface antigen 9 CAE52300 Eimeria tenella
Et SAGE5610 gaaacagttactgctga 1,4E-02 3,1E-02 5 2,0 Similar to unknown ABX80198 Prorocentrum minimum
Et_SAGE5642 gaaatgcgtttcaggct 0 1,5E-02 28 36,6 Similar to ACT_TOXGO Actin P53476 Toxoplasma gondii
Et SAGE5789 gacgccctcgagcecgta 3,2E-02 3,4E-02 4 1,6  Similar to superoxide dismutase YP_002151128 Proteus mirabilis
Et SAGE5846  gagaaacgcacagtgct 0 8,0E-03 101 13,2  Similar to 60S ribosomal protein L24 XP_739533 Plasmodium chabaudi
Et SAGE6008 gagtacctgcgtgacta 1,4E-02 3,1E-02 5 2,6  Similar to 40S ribosomal protein S10 XP_764473 Theileria parva
Et SAGE6107 gcaaaccgggcattggc 0 7,4E-03 117 2,7  Similar to 40s ribosomal protein s15, putative XP_952742 Theileria annulata

continua
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Tabela 9 — (continuacéo)

Id do cDNA Seqiiéncia datag p-value alpha PE Mzt Resultado de BLAST # Acesso Organismo

Et SAGE6121 gcaacacagctggcctc 0 5,4E-03 216 4,8  Similar to antigen AAA29080 Eimeria acervulina

Et SAGE6140 gcacaaggcgcagtagt 3,3E-03 1,8E-02 18 4,4 Similar to myosin light chain TgMLC1 AAL08211 Toxoplasma gondii

Et SAGE6144  gcacagacttaactttg 3,7E-03 2,2E-02 11 11,4  Similar to antigen AAA29080 Eimeria acervulina

Et SAGE6284  gccacttgcattacgac 3,2E-02 3,4E-02 4 1,6  Similar to acid phosphatase, putative CAQ42925 Plasmodium knowlesi
Et_ SAGE6364 gccgcccccgtegteag 6,8E-03 2,3E-02 10 9,7  Similar to possible apicomplexan-specific protein XP_625389 Cryptosporidium parvum
Et_ SAGE6426  gccttctgtctgttgca 3,2E-02 3,4E-02 4 1,6  Similar to vacuolar ATP synthase subunit G1, putative EEA06526 Cryptosporidium muris
Et_ SAGE6639 gctgcctgtttggaggt 0 1,7E-02 20 26,2  Similar to surface antigen 2 CAE52301 Eimeria tenella

Et_ SAGE6890 ggcagggccggaacggc 1,4E-02 3,1E-02 5 3,2 Similar to 60S ribosomal protein L8 XP_667075 Cryptosporidium hominis
Et SAGE7411 ggtttctctctctttga 0 1,4E-02 32 8,9 Similar to ribosomal protein P1 BAD67181 Neospora caninum

Et SAGE7414 ggtttgtctctctttga 8,1E-04 1,9E-02 15 7,9  Similar to AF353514_1 ribosomal protein P2 AAK38885 Eimeria tenella

Et_ SAGE7450 gtatatatcctagactc 0 1,2E-02 49 15,5 Similar to surface antigen 18 CAE52309 Eimeria tenella

Et SAGE7507 gtctcgctgcccaagga 1,2E-02 2,0E-02 14 5,4  Similar to 40s ribosomal protein s4, putative CAJ20484 Toxoplasma gondii

Et SAGE7601 gtggcactgtgacgcgt 3,2E-02 3,4E-02 4 2,2 Similar to surface antigen 9 CAE52300 Eimeria tenella

Et SAGE7668 gtgttgcttttctecte 3,2E-02 3,4E-02 4 1,6  Similar to thioredoxin 1 AAF34541 Plasmodium falciparum
Et_ SAGE7689 gttctcgggacctgtcc 3,2E-02 3,4E-02 4 1,6  Similar to 60S ribosomal protein 135a, putative XP_955277 Theileria annulata

Et SAGE7722 gttttcccttetggteg 4,7E-03 1,3E-02 38 2,7  Similar to 60S ribosomal protein L12, putative CAQ40420 Plasmodium knowlesi
Et_ SAGE7808 tacaaagaagtccgcga 4, 5E-04 2,4E-02 9 3,5 Similar to ribosomal protein L18A CAJ17297 Georissus sp.

Et SAGE7853 tacctaacttaacagtt 1,0E-06 1,9E-02 15 6,5  Similar to calmodulin XP_765284 Theileria parva

Et_ SAGEB8085 tatttggctcaaactaa 1,9E-03 2,1E-02 12 14,7  Similar to surface antigen 19 CAE52305 Eimeria tenella
Et_SAGE8093 tcaaactgtccatcgag 1,4E-02 3,1E-02 5 2,0  Similar to guanylyl cyclase CACO00546 Plasmodium falciparum
Et SAGES099 tcaaccccgtcaggtgce 0 1,6E-02 22 8,6  Similar to 40S ribosomal protein S26e XP_766501 Theileria parva
Et_SAGE8495 tgagctgctgctgcagc 9,0E-06 1,5E-02 28 7,6  Similar to 40S ribosomal protein S3, putative EEAQ07044 Cryptosporidium muris
Et_SAGES8907 tggtacgaaggagcttc 5,8E-03 2,8E-02 6 3,0 Similar to 1433_EIMTE 14-3-3 protein 096436 Eimeria tenella
Et_SAGE8984  tgtgaataagtcgctaa 4,5E-04 2,4E-02 9 3,5  Similar to surface antigen 19 CAE52305 Eimeria tenella

Et_ SAGE9037 tgtttcccacggggcac 1,8E-04 1,1E-02 58 2,6 Similar to 60S ribosomal protein L8 XP_667075 Cryptosporidium hominis
Et SAGE9363 tttacgggggtgacgaa 1,1E-03 2,5E-02 8 3,1  Similar to ribosomal protein L6 homologue, putative CAQ41377 Plasmodium knowlesi
Et SAGE9393 tttcggatttttaggaa 1,8E-04 2,3E-02 10 3,9  Similar to surface antigen 21 CAE52307 Eimeria tenella

Et SAGE9512  tttttgctagttttttc 3,2E-02 3,4E-02 4 1,6  Similar to 60s ribosomal protein L36, putative EEA07466 Cryptosporidium muris

conclusao
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Analisando ainda os resultados da Tabela 9, podemos observar que alguns
cDNAs reconstruidos a partir de tags distintas apresentaram produtos de anotacao
idénticos, ou seja, 0 mesmo numero de acesso no GenBank.

Por exemplo, as tags 4421 e 4919 apresentam como produto da anotacdo um
antigeno de E. tenella (estes genes de antigenos sdo muito semelhantes entre si,
formando familias génicas). Ambas as tags estdo no mesmo transcrito reconstruido,
a tag 4421 representa a tag mais proxima da cauda poliA (12 CATG), engquanto que
a tag 4919, esta presente no segundo sitio de reconhecimento para a enzima Nlalll
(2° CATG). O mesmo acontece para as tags 5846 (1° CATG) e 3957 (2° CATG),
similares a uma RPL24 (ribosomal protein L24 - Plasmodium chabaudi). Nestes dois
casos, este resultado pode ser decorrente de digestdo parcial com a enzima Nlalll,
uma falha inerente a técnica, apesar de todos nossos controles apontarem para uma
digestdo completa. Além disso, podem também representar de fato variantes de
transcritos, resultados de um splicing alternativo na por¢ao 3° UTR, ou, sitios de
poliadenilagdo heterogénea. A sequéncia contendo as tags 4421 e 4919 possui dois
sitios (ATAAA) de sinal de poliadenilacdo, mas que estdo muito distantes da cauda
poliA (cerca de 500-600pb), o que a principio ndo explicaria uma poliadenilacao
heterogénea. A sequéncia reconstruida a partir das tags 5846 e 3957 ndo possui
sinal de poliadenilacdo, mas é dotada de uma cauda poliA de cerca de 170
nucleotideos. A regido codificadora predita de 462 pb similar a RPL24 quando
submetida a busca de similaridade por BLASTN no genoma de E. tenella, alinha em
3 porg¢des distintas do mesmo contig do genoma separados por menos de 400 pb
cada. Estes fragmentos poderiam corresponder a 3 exons distintos, e, portanto seria
razoavel supor que estes transcritos diferenciais possam ser derivados de splicing
alternativo.

Os reconstruidos a partir das tags 6890 e 9037 foram identificados como uma
proteina de ribossomo (RPL8 - Cryptosporidium hominis). Ambas as tags estdo na
mesma sequéncia reconstruida, a tag 9037 esta posicionada no 1° sitio de restri¢éo
para a enzima Nlalll mais préximo da cauda poliA, no sentido sense, enquanto que a
tag 6890, encontra-se na mesma posicdo no sentido antisense. Neste caso
podemos supor que exista um controle pos-transcricional utilizando sequéncias
antisense. O mesmo foi encontrado para as tags 2994 (sense) e 4143 (antisense),
correspondentes a uma RPL38 e para as tags 4421 (sense) (RPL24- Plasmodium

chabaudi) e 8276 (antisense), anotada como uma proteina hipotética (Tabela 9).
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Os cDNAs reconstruidos a partir das tags 7601 e 5459 sdo semelhantes a um
antigeno de superficie de Eimeria tenella, no entanto, as tags estdo apresentadas
separadamente em cada uma destas sequéncias reconstruidas. Os produtos
possuem uma regido de similaridade, mas as sequéncias reconstruidas sao
diferentes entre si, sendo que cada uma delas quando submetidas a buscas de
similaridade na base de ESTS/ORESTES montada de E. tenella, sdo encontradas
em contigs diferentes, e quando comparadas ao genoma de E. tenella alinham no
mesmo contig, mas em regides diferentes, o que parece indicar a presenca de um
mesmo gene com duas isoformas.

Na Tabela 10, estdo apresentados os 51 (39,3%) cDNAs reconstruidos a
partir de tags diferencialmente expressas em merozoitos (up-regulated) em relacéo
a esporozoitos que ndo apresentaram resultados positivos de BLAST, e portanto
foram caracterizadas como proteinas hipotéticas. Analisando-se a diferenca de
expressado entre merozoitos e esporozoitos, 9 tags possuem uma diferenca

consideravel de 10 a 31,6 vezes maior do gue em esporozoitos.

Tabela 10 — Sequéncias de cDNAs reconstruidas a partir de tags diferencialmente expressas em
merozoitos (up-regulated) que nao apresentaram resultado de BLAST. Estédo
apresentados na tabela os valores de p ap6s a comparagdo entre os estdgios de
merozoitos e esporozoitos (Mz_vs_Sz), alpha (nivel critico), poder de expressédo (PE) e
0 numero de vezes que as tags foram mais expressas em relacdo a esporozoitos

continua

(Mz7).

Id do cDNA Seqliéncia da tag p-value alpha PE Mzt
Et_SAGEO0014 aaaaagctaaacggaga 1,4E-02 3,1E-02 2,0
Et SAGE0038 aaaagtcttagcggcag 3,2E-02 3,4E-02 4 1,6
Et_SAGE1282 agtgaggctcgagcaac 1,3E-02 2,4E-02 10,7
Et SAGE1401 atcgccgtttactacgt 3,2E-02 3,4E-02 4 1,6
Et_ SAGE1655 caaacactgagggacta 0 1,2E-02 50 12,1
Et SAGE1891 caactgcgaaaagagct 1,4E-02 3,1E-02 5 2,0
Et_ SAGE1942 caagcagcagcccactg 0 1,4E-02 32 20,5
Et SAGE2117 cacacacttggcgtttg 3,2E-02 3,4E-02 4 1,6
Et_ SAGE3072 caggcgatggtctcgtg 0 6,7E-03 144 3,1
Et SAGE3288 cagtttgagctgatatg 4,0E-06 6,9E-03 135 2,5
Et_ SAGE3440 cattcggagccccagag 2,2E-02 2,3E-02 10 4.8
Et_ SAGE3664 ccccacgtctgcaccct 2,5E-03 2,7E-02 7 2,7
Et_ SAGE3830 cctactagggctaaccg 5,8E-03 2,8E-02 2,3
Et_ SAGE3903 ccttacattctacagac 3,2E-02 3,4E-02 4 1,6
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Tabela 10 — (continuacéo)

Id do cDNA Sequéncia da tag p-value alpha PE Mzt
Et SAGE3924 cctttgactcaaaccaa 5,0E-06 1,8E-02 18 23,2
Et SAGE3927 cctttgattcaatgtaa 5,8E-03 2,8E-02 6 2,3
Et SAGE4064 cgattcgggccgtccaa 3,2E-02 3,4E-02 4 1,6
Et SAGE4267 cgcgcagcetgecgggegg 0 1,6E-02 24 31,6
Et SAGE4407 cgcttccgagectecgt 2,2E-02 2,3E-02 10 51
Et_SAGE4467 cggagcagaagcagcac 0 1,9E-02 16 6,2
Et SAGE4492 cggatttagtctaacag 2,5E-02 2,5E-02 8 8,5
Et SAGE4590 cggctttgctgetgege 1,0E-06 1,9E-02 15 5,9
Et SAGE4819 cgttcgtgtctgtaaag 0 1,6E-02 25 13,8
Et_ SAGE4913 ctaaaggcttcaaaaaa 1,4E-02 3,1E-02 5 2,0
Et SAGE5162 ctgcagcagcagctgca 0 1,5E-02 30 7,9
Et_ SAGE5268 ctgctgcaaggcatcgce 6,9E-05 2,2E-02 11 4,9
Et_SAGE5549 cttgttttctctgatge 3,2E-02 3,4E-02 4 2,2
Et_ SAGE5599 gaaaagacttctctgaa 5,8E-03 2,8E-02 6 2,3
Et_SAGE5780 gacgacctcgttcccga 5,8E-03 2,8E-02 6 2,3
Et_SAGE6150 gcacatcatcaatcctt 3,0E-06 1,6E-02 24 13,3
Et SAGE6409 gcctgcggtgtattgac 1,4E-02 3,1E-02 5 2,6
Et_ SAGE6515 gcgggaaacgggcgtga 1,1E-03 2,5E-02 8 3,1
Et SAGEG6540 gcgtctcgaccttgett 1,4E-02 3,1E-02 5 2,0
Et_SAGE6767 ggacgccaaagcaaagt 1,8E-04 2,3E-02 10 3,9
Et SAGEG6835 ggattctctctcttega 1,2E-02 2,2E-02 11 6,0
Et_SAGEG6962 ggcggaggggagggtte 3,7E-03 2,2E-02 11 13,8
Et SAGE7025 ggctttgtgggggtttc 4,2E-04 1,9E-02 16 9,8
Et_SAGE7075 gggcagcgcaggagtca 5,6E-03 1,4E-02 31 2,5
Et SAGE7269 gggggccccgcaggtge 3,2E-02 3,4E-02 4 1,6
Et_SAGE7647 gtggtgctatttaattt 4,5E-04 2,4E-02 9 3,5
Et SAGE7737 taaaaggcttgttgaat 2,6E-05 2,1E-02 12 53
Et_ SAGE7798 taattgctgcagctggg 1,0E-06 1,1E-02 57 4,3
Et SAGES8276 tcgcggcacaggcaagce 2,3E-05 1,5E-02 26 7,1
Et_SAGES8514 tgataccgcgacaaatt 1,1E-03 2,5E-02 8 3,1
Et_SAGES8631 tgccgecttttacaaaag 0 1,2E-02 47 5,4
Et_SAGE8795 tggataccagcgcgatt 3,2E-02 3,4E-02 4 1,6
Et SAGE9103 ttatgaggcagttaagt 1,1E-03 2,5E-02 8 3,1
Et_SAGE9283 ttgctgcatctttcacc 1,1E-03 2,5E-02 8 3,1
Et SAGE9340 ttgtttattactgttcc 1,0E-06 1,9E-02 15 5,9
Et_ SAGE9461 tttgttcctggaacaga 2,6E-05 2,1E-02 12 4.7
Et_SAGE9497 ttttgttttgaataaac 0 1,6E-02 24 251

conclusao
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Podemos observar que dentro deste conjunto de produtos protéicos
classificados como hipotéticos, 3 tags (5,9%) séo de alta expresséo (> 50x), 40 tags
(78,4%) de média expressao, e apenas 8 tags (15,7%) sdo de baixa expressao,

conforme destacado na Figura 32.

78% wAlta (>51x)
uMédia (550 x)

I Baixa (<5x)

Figura 32 — Distribuicdo das 51 proteinas hipotéticas resultantes da anotacdo dos cDNAs
reconstruidos a partir das tags diferencialmente expressas em merozoitos (up-
regulated), de acordo com a freqtiéncia de contagem.

Analisando-se os reconstruidos diferencialmente expressos em esporozoitos
em relagdo & merozoitos (Tabela 11 e 12), apenas 16 tags reconstruidas (23,9%)
apresentaram similaridade significativa por BLAST (Tabela 11), sendo que destas, 5
(31%) correspondem a proteinas de Eimeria tenella de fungdo desconhecida. Para
esporozoitos ndo temos grandes grupos de genes relacionados mas sim produtos
protéicos diversos de grande importancia como histona, catepsina, facilitador do
transporte de glicose entre outros. Novamente grande parte das seqiéncias
anotadas apresentou similaridade com seqiiéncias pertencentes a organismos do
Filo Apicomplexa, no total 13 (81,2%), sendo que destas, 7 (43,4%) sdo da propria
espécie Eimeria tenella (Figura 33).
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Tabela 11 — Sequiéncias de cDNAs reconstruidas a partir de tags diferencialmente expressas em esporozoitos (up-regulated) que apresentaram resultado
de BLAST positivo. Estdo apresentados na tabela os valores de p (p-value) apés a comparacdo entre os estagios de merozoitos e
esporozoitos (Mz_vs_Sz), alpha (nivel critico), poder de expressao (PE), o nimero de vezes que as tags foram mais expressos em relacéo
a merozoitos (Sz?), os resultados da busca de similaridade por BLAST contra a base de dados nr, os cédigos de acesso das seqiiéncias e o

organismo.

Id do cDNA Sequéncia da tag p-value alpha PE Szt Resultado de BLAST # Acesso Organismo
Et_SAGE0488 aagttcacgaaatatgg 0 1,2E-02 48 6,9 Similar to unknown ABQ41432 Eimeria tenella
Et SAGE1028 agcgaataagcagggcc  1,0E-02 2,0E-02 13 10,0 Similar to AF361949 1 histone 3 AAMO00267 Eimeria tenella
Et_SAGE1236 agggtttggaggccctg 0 7,3E-03 122 5,6  Similar to AF361949_1 histone 3 AAMO00267 Eimeria tenella
Et SAGE1279 agtctttcggggctcaa 0 1,3E-02 41 8,5  Similar to ribosome associated membrane protein, putative CAQ38380 Plasmodium knowlesi
Et_SAGE1668 caaacctcggcagaaac  7,9E-03 1,7E-02 21 3,9  Similar to ATP-binding cassette transporter sub-family A XP_001377138 Monodelphis domestica
Et_ SAGE1996 caaggctttgcggtgge  1,0E-05 3,2E-03 565 1,3  Similar to AF518411_1 facilitative glucose transporter; GT1 AAM69350 Toxoplasma gondii
Et SAGE2219 cacctcggcggctgetg — 1,4E-04 8,3E-03 94 2,1 Similar to non-transmembrane antigen AAO65977 Toxoplasma gondii
Et SAGE3171 cagtatgaggcatacac  2,3E-02 2,7E-02 7 3,2  Similar to ribosome associated membrane protein, putative CAQ38380 Plasmodium knowlesi
Et SAGE3792 ccgtacacggcaatgga  2,0E-03 1,9E-02 16 10,1  Similar to cathepsin C1 AAZ15654 Toxoplasma gondii
Et_ SAGE4769 cgtcttgggtatgagag  1,0E-06 7,8E-03 108 2,7  Similar to unknown ABQ41433 Eimeria tenella
Et SAGE5402 ctggttgtcggegectt  1,8E-02 2,1E-02 12 9,6  Similar to hypothetical protein BAL199_03464 ZP_02187509 alpha proteobacterium
Et_ SAGE5992 gaggtcttggccgeget  2,0E-06 1,3E-02 40 10,4 Similar to Glutamate/Leu/Phe/Val dehydrogenase family protein XP_001612092 Babesia bovis
Et SAGE6544 gcgtcttacaggggttt  7,3E-03 2,4E-02 9 4,1  Similar to GK21745 (membrane associated phosphatidic acid phosphatases) XP_002063107 Drosophila willistoni
Et_ SAGE7435 gtagacagctctccact  1,5E-05 8,2E-03 98 2,3 Similar to unknown ABQ41434 Eimeria tenella
Et_SAGE7752 taaagttttaacgcaaa 0 6,2E-03 163 4,2 Similar to unknown ABQ41432 Eimeria tenella
Et_SAGE7755 taaagttttaacgcaat 0 9,6E-03 72 10,9  Similar to unknown ABQ41432 Eimeria tenella
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Sz tags - BLAST positivas

M Apicomplexa Eimeria
 Outros Tenella

Figura 33 - Distribuicdo dos 16 produtos protéicos diferencialmente expressos em
esporozoitos (up-regulated) de acordo com as espécies encontradas nas
buscas de similaridade por BLAST. (A) Porcentagem de produtos protéicos
similares a seqiiéncias de organismos do Filo Apicomplexa, (B) Diagrama de
Venn mostrando a distribuicdo das sequéncias em relacdo ao Filo
Apicomplexa, a classe Coccidia e espécie E. tenella.

Assim como em merozoitos, alguns cDNAs reconstruidos a partir de tags
distintas classificadas como diferencialmente expressas em esporozoitos
apresentaram produtos de anotacdo idénticos. As tags 1236 (sense) e 1028
(antisense) tém como produto de anotacdo uma Histona 3 de Eimeria tenella.

As tags 0488, 7752 e 7755, similares a uma proteina ndo caracterizada de
Eimeria tenella constituem um exemplo interessante, as tags 7752 e 7755 possuem
apenas uma base de diferenca entre si, correspondente ao ultimo nucleotideo,
devido a este SNP (polimorfismo de um Unico nucleotideo) cada uma delas
reconstruiu uma sequéncia distinta. A tag 7752 reconstruiu uma sequéncia que
possui 2133 pb e uma cauda poliA de mais de 80 nucleotideos, enquanto que a tag
7755 resultou em uma sequéncia de 213 pb, ndo apresentando cauda poliA. Porém,
0 produto da anotagao é idéntico, mas as regides 3' UTR nao, podendo indicar a
presenca de duas isoformas. De fato, quando estas duas seqiiéncias sao alinhadas
do nucleotideo 1 ao 2043 ha um alinhamento perfeito, sendo que os 90 nucleotideos
que restaram da sequéncia 7752 sao diferentes dos 170 nucleotideos da porgao 3’
terminal da sequéncia 7755. Ambas as isoformas apresentam a tag 0488 como tag
antisense, o que pode indicar a presenca de controle pos-transcricional nas duas
isoformas deste transcrito.

Grande parte das tags diferencialmente expressas em esporozoitos em

relacdo a merozoitos (51 tags - 76,1%) ndo apresentou resultados positivos de
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BLAST, conforme mostrado na Tabela 12. Destas tags 14, apresentaram diferencas
de expressao consideraveis em relacdo aos merozoitos de 7,2 a 85,9 vezes mais

expressas.

Tabela 12 — Sequéncias de cDNAs reconstruidas a partir de tags diferencialmente expressas em
esporozoitos (up-regulated), que n&o apresentaram resultado de BLAST. Estdo
apresentados na tabela os valores de p apés a comparacdo entre os estagios de
merozoitos e esporozoitos (Mz_vs_Sz), alpha (nivel critico), poder de expressédo (PE) e
0 numero de vezes que as tags foram mais expressas em relagdo a merozoitos (Sz?).

Id do cDNA Sequéncia da tag p-value alpha PE Szt
Et SAGE0411 aaggccgttacccccge 2,3E-02 2,7E-02 7 3,0
Et SAGE0620 acactgttcacggggga 0 2,5E-03 880 15
Et SAGE1067 agctgatttagtgttac 7,9E-03 1,7E-02 21 4,1
Et SAGE1125 aggactttctcggcgeg 1,0E-02 2,0E-02 13 7,8
Et SAGE1143 aggcaccggcgaaacgt 4,2E-03 2,3E-02 10 4,9
Et SAGE1177 aggctttggctgcttct 1,0E-02 2,0E-02 13 7,6
Et_SAGE1503 atgcttttaaaaaaaaa 2,3E-02 2,7E-02 7 3,0
Et SAGE1504 atgcttttagaaaaaaa 0 9,7E-03 71 6,1
Et_SAGE1508 atgcttttagaattacg 1,2E-02 1,7E-02 20 3,9
Et SAGE1717 caaagccccaaaggagqg 2,7E-05 8,2E-03 97 2,3
Et SAGE1764 caaaggtgttttcaagg 0 4,8E-03 263 2,4
Et_ SAGE1787 caaatcaaacaggaaac 2,4E-03 2,2E-02 11 4.0
Et SAGE1893 caactgctgattcaatt 0 6,4E-03 157 2,6
Et_SAGE1917 caagaagtgctgaacga 7,2E-04 1,2E-02 45 3,4
Et SAGE2091 caatttggacggacagc 2,2E-03 1,2E-02 45 2,7
Et SAGE2198 caccgatctgcaagagt 8,0E-06 1,5E-02 26 16,1
Et SAGE2320 cactcaagcttggcttg 4,5E-03 1,4E-02 33 3,0
Et_ SAGE2443 cagaactcgcctgegge 4,9E-03 1,6E-02 23 4.4
Et SAGE2505 cagactaaggcttcttt 1,7E-05 1,2E-02 47 4,6
Et_SAGE2507 cagactcaccttgtcaa 7,3E-03 2,4E-02 9 3,5
Et SAGE2685 cagcagcagcaaacttg 5,1E-03 1,0E-02 64 1,9
Et SAGE2977 cagctgctctttatttt 0 9,7E-03 71 5,9

continua
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Tabela 12 — (continuacéo)

Id do cDNA Seqliéncia da tag p-value alpha PE Szt
Et_SAGE3008 cagcttcgececttcetat 1,2E-04 1,5E-02 27 8,4
Et SAGE3110 cagggcggaggaagcga 4,3E-03 1,2E-02 46 2,6
Et SAGE3233 cagtgggtggcgcgaaa 2,3E-02 2,7E-02 7 3,6
Et SAGE3237 cagtgtacctacacctg 1,1E-05 7,4E-03 119 2,2
Et SAGE3777 ccggaaacaaatgaaca 7,0E-03 1,0E-02 63 2,0
Et SAGE3786 ccgggtgtctagacagt 2,1E-04 1,7E-02 21 13,1
Et SAGE3813 cctaaagtggatgtaaa 0 8,6E-03 88 3,8
Et SAGE4085 cgcaatggcgcagagcc 9,5E-05 1,8E-02 17 7,2
Et SAGE4103  cgcacttgcgtatataa 2,3E-02 2,7E-02 7 3,0
Et_ SAGE4228 cgcctcecgectcaagat 3,5E-05 1,5E-02 29 8,6
Et SAGE4544 cggcgcattagttgaat — 0,0E+00  7,1E-03 127 4,0
Et_ SAGE4629 cgggggcgtgcetgegte 3,4E-04 1,6E-02 24 7,2
Et SAGE4895 cgttgctttgatgtttt 0 1,0E-02 64 85,9
Et_ SAGE5236 ctgcgtatatggaccca 0 4,0E-03 372 1,6
Et SAGES5322 ctgctggcagaccctac 1,3E-02 2,5E-02 8 3,6
Et SAGES5372 ctggctcagactctgga 1,2E-02 1,8E-02 17 6,0
Et_SAGE6340 gcccgetectgggtgect 1,3E-03 1,4E-02 33 3,6
Et SAGE6672 gctgttcaaaaagaaac 2,3E-02 2,7E-02 7 3,0
Et_ SAGE7169 ggggcccacctcaaggg 2,2E-04 1,3E-02 41 3,7
Et SAGE7226 ggggccctcaagggcecc 7,0E-06 1,3E-02 38 7,2
Et_ SAGE7398 ggtgtagcagcagaaaa 2,8E-05 1,8E-02 19 8,0
Et SAGE7490 gtcctcagctaacccac 1,2E-04 1,5E-02 27 9,8
Et_SAGE7559 gtgcataggcgcgaacc 2,8E-05 6,1E-03 168 1,8
Et SAGE7620 gtgggcaaaagagaagc 0 5,0E-03 251 2,3
Et_SAGE8175 tcccaaagaaggacaat 0 9,1E-03 80 8,2
Et SAGE8608 tgcatcttgaatggttt 7,9E-03 1,7E-02 21 4,8
Et SAGE8654 tgccttgtcttcaagga 1,2E-02 1,7E-02 20 4,0
Et_ SAGES8703 tgctcctgcgegggtge 1,0E-03 7,9E-03 105 1,8
Et SAGES8801 tggcaacccatctgtga 1,7E-05 1,4E-02 35 7,7

concluséo
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Destes produtos protéicos classificados como hipotéticos, 17 tags (33,3%)
sdo de alta expressao e as 34 tags restantes (66,7%) representam tags de média

expressao, conforme demonstrado na Figura 34.



H Alta (=51x)
4 Média (5-50 x)

Figura 34 — Distribuicdo das 51 proteinas hipotéticas resultantes da anotagdo dos cDNAs
reconstruidos a partir das tags diferencialmente expressas em esporozoitos
(up-regulated), de acordo com a freqiiéncia de contagem.

Analisando ainda o conjunto total de 197 tags diferencialmente expressas
reconstruidas, anotadas e curadas foi possivel verificar a presenca de tags
antisense e transcritos antisense. Estes casos poderiam simplesmente se tratar de
transcritos sense apresentados de forma invertida. Para verificar a correta direcao
destes reconstruidos, estas sequéncias reconstruidas foram submetidas a buscas
de similaridade por BLASTN contra ESTs de Eimeria tenella depositados no
Genbank. Quando comparadas a ESTs direcionais 5, 18 destes reconstruidos
apresentaram alinhamentos com a fita oposta em mais de um hit sugerindo que
poderiam representar transcritos antisense. Além destas, foram encontrados 9 casos
de tag sense e antisense na mesma pontuagdo (sitio CATG), totalizando 27 tags

antisense putativas, o que representa 13,7% das tags diferencialmente expressas.

4.12.1 Mapeamento de termos de ontologia génica (GO)

Todas as 197 sequéncias analisadas tiveram atribuicdo de termos GO. De
acordo com 0 nosso protocolo de anotacado automatica, quando o produto protéico é
desconhecido (Interpro), a sequéncia é classificada nas trés ontologias génicas
(processo bioldgico, componente celular e fungdo molecular), pois poderia pertencer
a qualquer uma das categorias (Tabela 13). Na Figura 35 podemos verificar os

termos GO representados na forma de gréafico aciclico direto, o que permite
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Tabela 13 — Frequiéncias de termos GO para as trés principais ontologias génicas (processo
biolégico, componente celular e funcdo molecular) dos produtos protéicos
reconstruidos a partir de tags diferencialmente expressas em merozoitos e

esporozoitos de E. tenella.

Termo GO - Processo Biolégico

# de contagens

G0:0008150:
G0:0008152:
G0:0044238:
G0:0019538:
G0:0009058:
G0:0006412:
G0:0006464:
: cellular component organization and biogenesis
G0:0006996:
G0:0006810:
G0:0006139:
G0:0006259:
G0:0019725:
G0:0009605:
G0:0007165:
G0:0007154:
G0:0007010:
G0:0006950:
G0:0006519:

G0:0016043

biological_process
metabolic process

primary metabolic process
protein metabolic process
biosynthetic process
translation

protein modification process

organelle organization and biogenesis
transport

nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic process
DNA metabolic process

cell homeostasis

response to external stimulus

signal transduction

cell communication

cytoskeleton organization and biogenesis
response to stress

amino acid and derivative metabolic process

197 (100.00%)
52 (26.40%)
51 (25.89%)
47 (23.86%)
39 (19.80%)
38 (19.29%)
5 (2.54%)

4 (2.03%)

4 (2.03%)

3 (1.52%)

3 (1.52%)

2 (1.02%)

1 (0.51%)

1 (0.51%)

1 (0.51%)

1 (0.51%)

1 (0.51%)

1 (0.51%)

1 (0.51%)

Termo GO - Componente Celular

# de contagens

GO0:0005575:
G0:0005623:
G0:0005622:
G0:0043226:
G0:0005840:
G0:0005737:
G0:0043234:
G0:0005694:
G0:0005634:
G0:0005856:
G0:0005576:

cellular_component
cell

intracellular
organelle

ribosome
cytoplasm

protein complex
chromosome
nucleus
cytoskeleton
extracellular region

197 (100.00%)
48 (24.37%)
44 (22.34%)
41 (20.81%)
38 (19.29%)
38 (19.29%)
9 (4.57%)

2 (1.02%)

2 (1.02%)

1 (0.51%)

1 (0.51%)

Termo GO - Funcdo Molecular

# de contagens

G0:0003674:
G0:0005198:
G0:0005488:
G0:0003824:
G0:0003676:
G0:0000166:
G0:0016787:
GO0:0016740:
GO0:0005515:
G0:0016301:
G0:00055009:
GO0:0005215:
GO0:0004672:
G0:0003723:
GO0:0003677:
G0:0008233:
G0:0008092:
GO0:0003779:
G0:0030528:

molecular_function
structural molecule activity
binding

catalytic activity

nucleic acid binding
nucleotide binding
hydrolase activity
transferase activity

protein binding

kinase activity

calcium ion binding
transporter activity

protein kinase activity

RNA binding

DNA binding

peptidase activity
cytoskeletal protein binding
actin binding

transcription regulator activity

197 (100.00%)
38 (19.29%)
25 (12.69%)
15 (7.61%)
9 (4.57%)

7 (3.55%)

5 (2.54%)

5 (2.54%)

5 (2.54%)

4 (2.03%)

4 (2.03%)

4 (2.03%)

4 (2.03%)

4 (2.03%)

4 (2.03%)

3 (1.52%)

2 (1.02%)

2 (1.02%)

1 (0.51%)
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Number of sequences with GO terms: 197

‘ - G0:0008150: biological_process  count: 197
§ - GO:0007154: cell communication count: 1

§. G0D:0007165: signal transduction count: 1
§. GO:0019725: cell homeostasis count: 1
§- G0:0016043: cellular component organization and biogenesis count: 4
§ — GO:0006996: organelle organization and biogenesis count: 4

§ . GO:0007010: cytoskeleton organization and biogenesis count: 1
§- GO:0008152: metabolic process count: 52

§- GO:0009058: biosynthetic process count: 39
§. GO:0006412: translation count: 38
§ — G0O:0044238: primary metabolic process count: 51
§ . GO:0006519: amino acid and derivative metabolic process count: 1
§ — G0O:0006139: nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic process count: 3
§ . GO:0006259: DNA metabolic process count: 2
§ - G0:0019538: protein metabolic process count: 47
§ . GO:0006464: protein modification process count: 5
§. GO:0009605: response to external stimulus count: 1
§. GO:0006950: response to stress count: 1
* _ G0D:0006810: transport count: 3

— GO:0005575: cellular_component count: 197
¥ G0:0005623: cell count: 48
§- G0O:0005622: intracellular count: 44
§. GO:0005694: chromosome count: 2
§- GO:0005737: cytoplasm count: 38
§. GO:0005840: ribosome count: 38
§. GOD:0005856: cytoskeleton count: 1

§. G0:0005634: nucleus count: 2
* GO-0005576 extracellular region count: 1

* G0:0043226: organelle count: 41

* G0:0043234: protein complex count: 9 Relacionamento

— GO:0003674: molecular_function count: 197

dos termos GO
*_ G0:0005488: binding count: 25

* . .
*. G0:0005509: calcium ion binding count: 4 -iIsa (e um)
*_ G0:0003676: nucleic acid binding count: 9

%, G0:0003677- DNA binding count: 4 § - part of (€ parte)
* GO:0003723: RNA binding count: 4

*. (G0:0000166- nucleotide binding count: 7

* G0:0005515: protein binding count: 5

* G0:0008092: cytoskeletal protein binding count: 2
* GO:0003779: actin binding count: 2
*_ 50:0003824: catalytic activity count: 15
*_ G0:0016787- hydrolase activity count: 5
*, G0:0008233: peptidase activity count: 3
*_ GO:0016740: transferase activity count: 5
*_ G0:0016301: kinase activity count: 4
*_ G0O-0004672: protein kinase activity count: 4
* _ (30:0005198: structural molecule activity count- 38

*_ G0:0030528: transcription regulator activity count: 1
*, GO:0005215: transporter activity count: 4

Figura 35 — Grafico aciclico direto de termos GO das seqliéncias protéicas codificadas

pelos cDNAs reconstruidos a partir de tags diferencialmente expressas de
merozoitos e esporozoitos de E. tenella.



visualizar a relacdo entre os termos e a hierarquia, possibilitando a distingdo entre
termos parents e child. Este grafico foi gerado utilizando um GO Slim genérico e

também pode ser visualizado no sitio (http://www.coccidia.icb.usp.br/sage eimeria).

Do conjunto das 197 sequéncias, um total de 72 (36,5%) apresentou
resultados positivos nas buscas de similaridade contra as bases de dados do
Interpro sendo mapeadas em pelo menos uma ontologia. Destas 55 (76,4%) e 17
(22,5%) sdo provenientes de sequéncias reconstruidas a partir de tags
diferencialmente expressas em merozoitos e esporozoitos, respectivamente. Como
uma sequéncia protéica pode apresentar um Uunico termo GO e/ou pode ser
mapeada em mais de um termo GO dentro das trés ontologias génicas, para as 72
sequéncias foram atribuidos 260 termos de GO, 64 (24,6%) na ontologia de
processo biolégico, 100 (38,4%) para componente celular e 96 (37%) para fungéo
molecular.

O numero de sequéncias que tiveram resultados positivos em cada estagio
evolutivo (merozoitos versus esporozoitos) foi normalizado para permitir a
comparacao em termos de porcentagem de seqiéncias que tiveram termos de GO
atribuidos em cada categoria analisada. Na Figura 36, podemos observar a
porcentagem de sequéncias (normalizadas) as quais foram atribuidos termos GO
para cada uma das trés ontologias génicas de acordo com o estagio evolutivo.

d
0,
o 25,12% "Mz Sz
Processo Biolagico 22.81%

43,84%
Componente Celular 19,30%

Funcao Molecular ] 57,89%
]

;/’

Figura 36 — Porcentagem de sequéncias (hormalizadas) com termos GO atribuidos para as
trés ontologias génicas (processo bioldgico, componente celular e funcéo
molecular), de acordo com os produtos protéicos reconstruidos a partir de tags
diferencialmente expressas em merozoitos (Mz) ou esporozoitos (Sz).
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As sequéncias reconstruidas a partir de tags diferencialmente expressas em
merozoitos apresentaram uma maior porcentagem de produtos protéicos
relacionados a categoria componente celular (43,84%), enquanto que para
esporozoitos, os produtos protéicos apresentaram uma maior porcentagem de
sequéncias na categoria funcao molecular (57,89%).

Nas Figuras 37, 38 e 39 podemos observar a porcentagem de seqUéncias
(normalizadas) reconstruidas a partir de tags diferencialmente expressas em
merozoitos ou esporozoitos as quais foram atribuidos termos GO para processo
biolégico, componente celular e fungdo molecular, respectivamente.

Para os termos relacionados ao processo bioldgico (Figura 37) podemos
perceber que a porcentagem de sequéncias que tiveram termos GO atribuidos para
processo metabdlico (GO:0008152) foram relativamente semelhantes entre os dois
estagios, no entanto, ao analisar sequiéncias provenientes de merozoitos, 18% estédo

relacionadas ao processo biossintético (GO:0009058), e dentre estas, 17,59% estdo

Processo Biologico

GO0:0007154: cell communication
GO0:0007165: signal transduction
G0:0019725: cell homeostasis |

‘P 0,46%

HMz LSz

fp 0.46%
0.46%

. . . . 0,93%
G0:0016043: cellular component organization and biogenesis |=— ) 5.13%
0,93% !
GO0:0006996: organelle organization and biogenesis |=# ) 5.13%
GO0:0007010: cytoskeleton organization and biogenesis P 0,46%

G0:0008152: metabolic process
G0:0009058: biosynthetic process
G0:0006412: translation

G0:0044238: primary metabolic process

G0:0006519: amino acid and derivative metabolic process

G0:0006139: nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic process

G0:0006259: DNA metabolic process

G0:0019538: protein metabolic process

GO0:0006464: protein modification process

GO:0009605: response to external stimulus
GO:0006950: response to stress
GO:0006810: transport

19,91%
A————————

— 18,06%
— 17,59%

L EE——————, 19.44%

1 23,08%

| 23.08%
' 2.56%
0,46%
a ) 513%
. 1 513%
— 18,98%
Lo " 15 38%
R 10,26%
$0.46%
P 0.46%
& 0.46%

1 5,13%

7

Figura 37 — Porcentagem de sequéncias (normalizadas) com termos GO atribuidos para
processo bioldgico de acordo com os produtos protéicos reconstruidos a partir
de tags diferencialmente expressas em merozoitos (Mz) ou esporozoitos (Sz).

137



hY

relacionadas a traducdo (G0O:0006412), nenhuma sequiéncia de esporozoitos foi
classificada dentro destas duas categorias. Para esporozoitos podemos observar
que 5% das sequéncias estdo relacionadas a organizacdo dos componentes
celulares e biogénese (G0O:0016043), 5% para processo metabolico de DNA
(G0O:0006259), e 5% na categoria transporte (G0O:0006810), contra menos de 1%
para cada uma destas em merozoitos. Podemos destacar que 10% das seqiiéncias
de esporozoitos estdo relacionadas ao processo de modificagcdo protéica
(GO:0006464).

ApGs a andlise dos termos GO relacionados ao componente celular (Figura
38), 20,39% das sequéncias de merozoitos foram classificadas como célula
(G0:0005623), das quais 18,45% pertencem aos termos citoplasma (G0O:0005737) e
ribossomo (GO:0005840). Para esporozoitos 33,33% foram classificadas como
célula, sendo 11,11% de cromossomo (GO:0005694) e 11,11% de ndcleo
(G0O:0005634), nenhuma das seqiiéncias de esporozoitos foram classificadas para
os termos citoplasma e ribossomo. Para o termo complexo protéico (G0O:0043234)
16,67% das sequéncias sdo de esporozoitos enquanto que apenas 2,91% sao

provenientes de merozoitos

Componente Celular

: : ——20,39%
G0:0005623: cell | 33,33%

GO0:0005622: intracellular - 16.6”19,90%

. . !
GO0:0005694: chromosome 1 11,11%

G0:0005737: cytoplasm — 18,45%
GO:0005840: ribosome — 18.45%

G0:0005856: cytoskeleton r 0,49%

: : I
G0:0005634: nucleus ' 1111%

GO:0005576: extracellular region |§ 0,49%
GO0:0043226: organelle |IEEEEEESESSS—— 15,93%

11,11%
GO:0043234: protein complex |fmmm 2,91% 16.67%

HMz L8z

Figura 38 — Porcentagem de sequéncias (normalizadas) com termos GO atribuidos para
componente celular de acordo com os produtos protéicos reconstruidos a
partir de tags diferencialmente expressas em merozoitos (Mz) ou esporozoitos
(S2).
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Na Figura 39 estdo representadas as seqUéncias da ontologia funcao

molecular. A categoria atividade de estrutura molecular (GO:0005198) somente foi

observada em merozoitos (42,7% das sequéncias). Sequéncias classificadas como

de ligacdo apresentaram porcentagens proximas entre esporozoitos e merozoitos,

no entanto em esporozoitos 9,62% destas sdo de ligacdo a nucleotideos

(G0O:0000166) e em merozoitos, 5,62% estdo relacionadas ao termo ligacdo de
proteinas (GO:0005515). Para a atividade catalitica (GO:0003824), 19,23% séao de

esporozoitos contra apenas 5,62% de merozoitos. Em relacdo a atividade de

transporte (GO:0005215) 5,77% das sequéncias sao provenientes de esporozoitos.

G0:0005488: binding
GO0:0005509: calcium ion binding

G0:0003676: nucleic acid binding

G0:0003677: DNA binding

G0:0003723: RNA binding

G0:0000166: nucleotide binding

GO0:0005515: protein binding

G0:0008092: cytoskeletal protein binding

G0:0003779: actin binding

GO0:0003824: catalytic activity
GO0:0016787: hydrolase activity

G0:0008233: peptidase activity

G0:0016740: transferase activity

G0:0016301: kinase activity

G0:0004672: protein kinase activity

G0:0005198: structural molecule activity
G0:0030528: transcription regulator activity
G0:0005215: transporter activity

Funcdo Molecular
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Figura 39 — Porcentagem de sequéncias (normalizadas) com termos GO atribuidos para
funcdo molecular de acordo com os produtos protéicos reconstruidos a partir
de tags diferencialmente expressas em merozoitos (Mz) ou esporozoitos (Sz).



4.12.2 Anotacdo utilizando a base de dados KOG (euKaryotic Orthologous
Groups of proteins)

As 197 sequéncias reconstruidas e anotadas a partir de tags diferencialmente
expressas entre merozoitos e esporozoitos foram submetidas a um processo de
anotacao utilizando a base de dados KOG (20 categorias). O total de 56 (28,42%)
produtos protéicos foram classificados resultando em 9 categorias funcionais
conforme mostrado na Tabela 14 e Figura 40, estes resultados também podem se
visualizados no sitio (http://www.coccidia.icb.usp.br/sage eimeria).

A maior parte das sequéncias, 89,3% que apresentaram KOGs foi
reconstruida a partir de tags diferencialmente expressas em merozoitos e apenas

10,7% a partir de sequéncias provenientes de esporozoitos (Tabela 14).

Tabela 14 - Classificacdo dos 56 produtos protéicos reconstruidos a partir de tags
diferencialmente expressas em merozoitos ou esporozoitos de E. tenella em
categorias funcionais de KOG.

Categoria
KOG Categoria Funcional # Total %Total #Mz #Sz
B Chromatin structure and dynamics 2 3,57 - 2
E Amino acid transport and metabolism 1 1,79 - 1
I Lipid transport and metabolism 2 3,57 - 2
J Translation, ribosomal structure and biogenesis 39 69,64 39 -
K Transcription 1 1,79 1 -
(@] Posttranslational modification, protein turnover, chaperones 4 7,14 4 -
R General function prediction only 2 3,57 1 1
T Signal transduction mechanisms 3 5,36 3 -
Z Cytoskeleton 2 3,57 2 -
TOTAL 56 100 50 6

Grande parte das sequéncias (69,64%) foi classificada na categoria funcional
J, que esta relacionada a traducgdo, estrutura ribossémica e biogénese (Figura 37).
As demais sequéncias foram distribuidas de uma forma mais equilibrada entre as
outras oito categorias, cujo porcentual variou de 1,79 a 7,14%. As categorias K
(transcricédo) e E (transporte e metabolismo de aminoacidos) apresentaram o menor
namero de seqiiéncias, cada uma composta por 1,79%. Com 3,57% das seqliéncias

estdo representadas as categorias B (estrutura e dindmica da cromatina), |
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(transporte e metabolismo de proteinas), R (predicdo de funcdo geral) e Z

(citoesqueleto). A categoria T (mecanismos de transducdo de sinal) € composta por

5,36% das sequéncias, enquanto que a categoria O (modificacdo pos-traducional,

modificacdo de proteinas e chaperonas) apresentou um percentual de 7,14%. Na

Tabela 15 estdo representadas todas as sequéncias que tiveram codigos de KOG

atribuidos e suas funcdes especificas.

Distribuigdo das Categorias de KOG

B - Chromatin structure and dynamics

=E- Amino acidtransport and metabolism

|- Lipid transport and metabolism

" K- Transcription

=R - General functionprediction only

=T - Signal transduction mechanisms

" Z-Cytoskeleton

=J -Translation, ribosomal structure and bicgenesis

= O - Postiranslational modification, proteinturnover, chaperones

Figura 40 — DistribuicAo em porcentagem dos 56 produtos protéicos reconstruidos a partir
de tags diferencialmente expressas em merozoitos ou esporozoitos de E
tenella classificados de acordo com as categorias de KOG.

Tabela 15 - Classificacdo dos produtos protéicos reconstruidos a partir de tags
diferencialmente expressas de E. tenella em categorias funcionais de KOG,
funcéo especifica e nimero de KOG.

Categoria

Sequéncia ld de KOG Funcéo especifica # KOG

Et_SAGE1236_cDNA B Histones H3 and H4 KOG1745
Et_SAGE1028_cDNA B Histones H3 and H4 KOG1745
Et_SAGE5992_cDNA E Glutamate/leucine/phenylalanine/valine dehydrogenases KOG2250
Et_SAGE6544_cDNA | Lipid phosphate phosphatase and related enzymes of the PAP2 family ~KOG3030
Et_SAGE8608_cDNA | Phosphatidylinositol transfer protein SEC14 and related proteins KOG1471
Et_SAGE2994_cDNA J 60S ribosomal protein L38 KOG3499
Et_SAGE4143_cDNA J 60S ribosomal protein L38 KOG3499

continua
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Tabela 15 - (continuacéo)

Sequénciald

Categoria
de KOG

Funcao especifica

# KOG

Et_SAGE0675_cDNA
Et_SAGE0689_cDNA
Et_SAGE5846_cDNA
Et_SAGE3957_cDNA
Et_SAGE4101_cDNA
Et_SAGE0263_cDNA
Et_SAGE1740_cDNA
Et_SAGE4592_cDNA
Et_SAGE8495_cDNA
Et_SAGE7689_cDNA
Et_SAGE3646_cDNA
Et_SAGE6890_cDNA
Et_SAGE9037_cDNA
Et_SAGE9512_cDNA
Et_SAGE7808_cDNA
Et_SAGE0478_cDNA
Et_SAGE4275_cDNA
Et_SAGE4673_cDNA
Et_SAGE7414_cDNA
Et_SAGE1929_cDNA
Et_SAGE6107_cDNA
Et_SAGE6008_cDNA
Et_SAGES5444_cDNA
Et_SAGE7411_cDNA
Et_SAGE2865_cDNA
Et_SAGE3730_cDNA
Et_SAGE8099_cDNA
Et_SAGE9363_cDNA
Et_SAGE4699_cDNA
Et_SAGE7722_cDNA
Et_SAGE7507_cDNA
Et_SAGE5210_cDNA
Et_SAGE2112_cDNA
Et_SAGE0093_cDNA
Et_SAGE0125_cDNA
Et_SAGES5007_cDNA
Et_SAGE0135_cDNA
Et_SAGE2948_cDNA
Et_SAGE2794_cDNA
Et_SAGE8907_cDNA
Et_SAGE7668_cDNA
Et_SAGE1072_cDNA
Et_SAGE1996_cDNA

Et_SAGE3991_cDNA

Et_SAGE5438_cDNA
Et_SAGE7853_cDNA
Et_SAGE6140_cDNA
Et_SAGE1591_cDNA
Et SAGE5642 cDNA

NN 0 10000 R “LuUULUULULLLLULULULUULULULULULUULUULUULULULULUULUULULULOOLOLOLOLOLGOLOGOOOGOGO

40S ribosomal protein S13
60S ribosomal protein L37

60s ribosomal protein L24

60s ribosomal protein L24

40S ribosomal protein S23
40S ribosomal protein S8

60S ribosomal protein L11

60S ribosomal protein L30
40S ribosomal protein S3

60S ribosomal protein L35A/L37
60s ribosomal protein L15

60s ribosomal protein L2/L8
60s ribosomal protein L2/L8
60S ribosomal protein L36

60S ribosomal protein L18A
40S ribosomal protein S12
40S ribosomal protein S17
40S ribosomal protein S7

60S acidic ribosomal protein P2
Ubiquitin/40S ribosomal protein S27a fusion
40S ribosomal protein S15

40s ribosomal protein s10

60S ribosomal protein L32

60s acidic ribosomal protein P1
60s ribosomal protein L19
Ribosomal protein S7

40s ribosomal protein S26

60S ribosomal protein L9

40S ribosomal protein S15/S22
40S ribosomal protein S2

40S ribosomal protein S4

60S ribosomal protein L5

60S ribosomal protein L31

40S ribosomal protein S2/30S ribosomal protein S5

60S ribosomal protein L7A

40S ribosomal protein SA (P40)/Laminin receptor 1

60S ribosomal protein L7

Transcription factor containing NAC and TS-N domains

Molecular chaperone (HSP90 family)
Multifunctional chaperone (14-3-3 family)
Thioredoxin

Cyclophilin type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
Predicted transporter (major facilitator superfamily)
FOG: Transposon-encoded proteins with TYA, reverse transcriptase,

integrase domains in various combinations
G protein beta subunit-like protein

Calmodulin and related proteins (EF-Hand superfamily)
Calmodulin and related proteins (EF-Hand superfamily)

Actin depolymerizing factor
Actin and related proteins

KOGO0400
KOGO0402
KOG1722
KOG1722
KOG1749
KOG3283
KOG0397
KOG2988
KOG3181
KOGO0887
KOG1678
KOG2309
KOG2309
KOG3452
KOG0829
KOG3406
KOGO0187
KOG3320
KOG3449
KOG0004
KOG0898
KOG3344
KOG0878
KOG1762
KOG1696
KOG3291
KOG1768
KOG3255
KOG1754
KOG0886
KOG0378
KOGO0875
KOGO0893
KOGO0877
KOG3166
KOG0830
KOG3184
KOG2239
KOG0019
KOG0841
KOGO0907
KOGO0865
KOGO0254

KOGO0017
KOG0279
KOGO0027
KOGO0027
KOG1735
KOGO0676

conclusao
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Em seguida, os dados de contagem das sequéncias presentes em cada
estagio (merozoito e esporozoito) foram normalizados e comparados em relacdo a
classificacdo das categorias KOG (Figura 41). A Unica categoria compartilhada entre
os dois estagios evolutivos estudados € a R, que classifica estas proteinas como de
funcdes gerais. As categorias B, E e | estdo apenas representadas por sequéncias
de esporozoitos, enquanto que as categorias J, K, O, T e Z estéo presentes apenas
nos estagios merozoitas. Dentre estas, a categoria J possui 0 maior numero de

sequéncias, correspondente a 78%.

Distribuigao das Categorias de KOG

B - Chromatin structure and dynamics
=E- Amino acidtransport and metabolism
|- Lipid transport and metabalism
=J-Translation, ribosomal structure and bi ogenesis
® K- Transcription
= - Posttranslational medification, protein turnover, chaperones

=R - General functionprediction anly

=T - Signal transduction mechanisms

MZ SZ 7 - Cytoskeleton

Figura 41 — Porcentagem das sequéncias classificadas de acordo com as categorias de
KOG dividido de acordo com os produtos protéicos reconstruidos a partir de
tags mais expressas em merozoitos (Mz) ou esporozoitos (Sz).

4.13 PCR em tempo real

Experimentos de PCR em tempo real (QPCR — PCR quantitativo) foram
realizados com o objetivo de se realizar uma validacao preliminar dos resultados
obtidos através da técnica de LongSAGE. A partir das sequéncias reconstruidas
(item 2.9), primers (Tabela 2 e 3) foram desenhados para um pequeno conjunto de

genes.
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Como optamos pela quantificacdo relativa da expressao génica, para 0S
experimentos de RT-gPCR o primeiro procedimento realizado foi a busca de genes
expressos de forma constitutiva em merozoitos e esporozoitos. Adicionalmente, a
expressdo destes genes também foi verificada em 3 estagios de oocistos (ndo
esporulados, esporoblastos e esporulados). Infelizmente, ao se comparar estes 5
estagios, os valores de C; apresentaram grande variagdo (>2) (dados néo
mostrados). Para merozoitos e esporozoitos, o gene escolhido como de referéncia
foi a histona H2A por apresentar a menor variagdo de C; nos diferentes

experimentos (Figura 42).
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Figura 42 — Variacao dos valores de Ct (PCR cycle threshold) para os genes candidatos a
housekeeping genes constitutivamente expressos. As barras correspondem a
média dos valores obtidos em diferentes experimentos utilizando amostras de
cDNA sintetizadas a partir de RNAmM de merozoitos e/ou esporozoitos, as
caixas representam o 25° e 75° percentil, e os tragos correspondem aos
valores minimos e maximos obtidos.

Em seguida, a expressao dos genes diferencialmente expressos foi avaliada.
Um total de 6 genes foi testado e os resultados estdo apresentados na Figura 43. De
um modo geral, para 0s genes testados, a expressao diferencial estagio-especifica
tanto em merozoitos quanto em esporozoitos foi congruente em ambas as técnicas
(LongSAGE e gRT-PCR). Em relacdo aos dados quantitativos, a expressdo dos

genes diferencialmente expressos em esporozoitos (up-regulated) € altamente
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concordante para ambas as técnicas, apresentando um coeficiente de correlagdo de
Pearson (P=0,999) e um R?= 0,999, entretanto, para merozoitos foi observada uma
correlacdo moderada entre as técnicas (P= 0,67 e R?=0,45). Analisando os dados
em conjunto na Figura 43 (merozoitos e esporozoitos), encontramos uma boa
correlacdo inter-plataformas com P= 0,79 e R?*= 0,63. Os genes cuja expressio
diferencial apresentou maior discordancia entre as plataformas foram a actina e o
fator depolimerizante de actina (Figura 43).

Nos dados de anotacéo foi observado que os produtos protéicos referentes
aos transcritos reconstruidos a partir das tags 1.360 (GTP), 2.126 (PUP) e 5.173
(elF5) bem como as respectivas tags, apresentavam um direcionamento antisense.
Como a sintese do cDNA foi realizada com sucesso ao se empregar primers
forward, hd evidéncia experimental de que o direcionamento destes transcritos seja

antisense.

Genes-alvo
-3
9

ESAGE

: elF5 OgRT-PCR

4 -2 0 2 4 6 8
Expresséo Relativa (log,)

Figura 43 — Comparacao entre a expressao relativa (log2) obtida a partir das técnicas de
gRT-PCR e LongSAGE para os genes: RPS8 (Ribosomal Protein S8), ADF
(Actin Depolymerizing factor) e ACT (Actin), diferencialmente expressos em
merozoitos (Mz-up); ELFV_dehydrog (Glut/Leu/Phe/Val dehydrogenase family
protein), elF5 (Eukaryotic translation initiation factor 5) e PUP (Putative
Uncharacterized Protein), diferencialmente expressos em esporozoitos (Sz-

up).
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4.14 Analise comparativa da expressao génica em merozoitos e esporozoitos
de E. tenella obtida por LongSAGE e Northern Digital (ESTs/ORESTES)

4.14.1 Northern Digital de ESTs/ORESTES de merozoitos de segunda geracao e

esporozoitos de E. tenella

As 48.361 sequéncias provenientes de diversos estagios evolutivos (ver item
3.13.1) de Eimeria tenella foram agrupadas e montadas (clustering) resultando em
8.700 eventos, das quais, 3.724 sequéncias reconstruidas (contigs) e 4.976
sequéncias unicas (singlets).

Para andlise estatistica, apenas o0s contigs (3.008 eventos) contendo
sequéncias provenientes de merozoitos de segunda geracao e esporozoitos foram
utilizados. Destes, 2.101 tem leituras provenientes de esporozoitos e 1.787 de
merozoitos, apenas 880 eventos possuem leituras de ambos os estagios (29,25%)
(Figura 44).

880

Mz Sz

Figura 44 - Diagrama de Venn mostrando os 3.008 eventos de ESTS/ORESTES
distribuidos de acordo com estagio evolutivo: Mz (merozoitos de segunda
geracao) e Sz (esporozoitos).

Dos 3.008 eventos, 660 contigs foram classificados como diferencialmente
expressos. Apdés anotacdo automatica, 274 (41,5%) apresentaram resultados
positivos de BLAST em buscas de similaridade por BLASTP contra a base de dados

nr e 386 (58,5%) produtos protéicos ndo apresentaram resultados positivos, sendo
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classificados como proteinas hipotéticas

(http://www.coccidia.icb.usp.br/sage_eimeria). Dos 660 contigs, 363 sao

diferencialmente expressos em merozoitos (up-regulated) dos quais 205 (56,5%)
apresentaram resultados positivos de BLAST. Para esporozoitos, 297 contigs foram
classificados como diferencialmente expressos, dos quais apenas 68 (22,9%)
apresentaram resultados positivos de BLAST.

Dos 205 produtos protéicos provenientes de merozoitos, 42 sdo similares a
antigenos (41 antigenos de superficie), 53 a proteinas de ribossomo, 4 a produtos
similares a proteinas de micronema (4,5 e 8), 3 a HSP (Heat Shock Protein — 90, 10
e organelar) e, outros similares a calmodulina, miosinas e fator depolimerizante de
actina. Para os 68 produtos protéicos de esporozoitos, encontramos 5 antigenos de
superficie dos quais 3 também foram observados em merozoitos, 3 proteinas de
micronema (1, 7 e 13), 2 HSP (70 e organelar) e outros produtos de funcdes
diversas como, por exemplo, facilitador do transporte de glicose, subsitilinas, fator de

elongacéo 5, proteina quinase e histonas.

4.14.2 Comparagdo dos dados de expressado diferencial entre LongSAGE e

Northern digital

Ao se comparar as 199 sequéncias reconstruidas a partir de tags
(LongSAGE) diferencialmente expressas de merozoitos de segunda geragcdo e
esporozoitos contra as 660 sequéncias clusterizadas de ESTS/ORESTES destes
mesmos estagios observamos que 144 (72,36%) sequéncias de LongSAGE estéao
presentes dentro do conjunto de dados diferencialmente expressos de ESTs (Figura
45). Das 144 sequéncias, 45 (66,17%) foram reconstruidas a partir de tags
diferencialmente expressas em esporozoitos, enquanto que 99 (75,57%) a partir de
merozoitos. Somente um transcrito apresentou discordancia em relacdo a sua
freqiéncia estagio-especifica, nos ESTs foi mais observado (1,5 vezes) em
merozoitos, enquanto que nos dados de LongSAGE apresentou-se 1,5 vezes mais
expresso em esporozoitos. Ainda analisando estes 144 reconstruidos, 12 produtos

protéicos apresentaram diferencas em relagdo a anotagdo automatica.
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ORESTES/ESTs

516

Figura 45 — Diagrama de Venn mostrando a distribuicdo das sequéncias diferencialmente
expressas de ESTS/ORESTES e de LongSAGE.

Em seguida, os 55 reconstruidos a partir de tags de LongSAGE néo
compartilhadas com os dados de ESTs diferencialmente expressos (Figura 45)
foram comparadas aos contigs de ESTs classificados como nao diferenciais (2.348).
Destes reconstruidos, 51 sdo compartilhados, dentre os quais 37 apresentam
concordancia em relacdo a expressdo estagio especifica e apenas 4 ndo foram

encontrados (dados ndo mostrados).

4.14.3 Analise comparativa entre os transcritos mais expressos em LongSAGE
e Northern digital (ESTs/ORESTES)

Os produtos protéicos numericamente mais expressos em cada estagio foram
comparados entre as duas plataformas. Das 100 tags mais expressas em
merozoitos, 68 foram reconstruidas e puderam ser usadas para a comparacgao inter-
plataformas Destas, 42 foram classificadas como diferencialmente expressos (29
apresentaram resultados positivos de BLAST) e 26 como nao diferencialmente
expressas dos quais somente 12 apresentaram resultados positivos de BLAST
(Figura 46). Para esporozoitos 71 tags foram reconstruidas dentre estas 35 foram
classificadas como diferencialmente expressas (10 com resultados positivos de
BLAST) e 36 como nao diferenciais (11 com resultados positivos de BLAST) (Figura
A7).
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Mz - 100 tags mais expressas .
70 1
60 +

OMND - BLAST-
50 1

68 :> 40

30 4
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10

A Reconstruidas B

END - BLAST+

OD- BLAST-

OD- BLAST+

Figura 46 — Distribuicdo das 100 tags mais expressas numericamente em merozoitos. (A)
namero de tags reconstruidas, (B) numero de tags reconstruidas de acordo
com a classificagéo estatistica e anotacdo automatica: ND = né&o diferencial,
D= diferencialmente expressa, BLAST- = ndo possui resultados de BLAST,
BLAST+= possui resultados positivos de BLAST.

Sz - 100 tags mais expressas
80

70 17

T

60 25 OMND - BLAST-

71 I:> 0T J BIND - BLAST+
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: OD- BLAST-
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\/ ”
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Figura 47 - Distribuicdo das 100 tags mais expressas numericamente em esporozoitos. (A)
namero de tags reconstruidas, (B) numero de tags reconstruidas de acordo
com a classificacdo estatistica e anotacdo automatica: ND = nao diferencial, D=
diferencialmente expressa, BLAST- = n&o possui resultados de BLAST,
BLAST+= possui resultados positivos de BLAST.

Para as sequéncias ESTS/ORESTES, das 100 mais expressas em merozoitos
(Figura 48), 93 foram classificadas como diferencialmente expressas (73 com

resultados positivos de BLAST) e 7 como néo diferenciais (3 com resultados de
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BLAST) e das 100 mais expressas em esporozoitos (Figura 48), 89 foram
classificadas como diferencialmente expressas (28 com resultados positivos de

BLAST) e 11 como nao diferenciais (9 com resultados positivos de BLAST).

100 clusters mais expressos ORESTES/ESTs

o,

90 — r

20

s OND- BLAST-

BND- BLAST+

FUN S oD- BLAST-
73 oD~ BLAST+

Mz Sz

Figura 48 — Distribuicdo dos 100 clusters numericamente mais expressos em merozoitos
(Mz) e esporozoitos (Sz) de acordo com a classificacdo estatistica e anotacao
automatica: ND = néo diferencial, D= diferencialmente expresso, BLAST- =
nao possui resultados de BLAST, BLAST+= possui resultados positivos de
BLAST.

Quando os produtos protéicos provenientes de merozoitos gerados pelas
duas técnicas foram comparados entre si, foi observado que apenas 26 (38,2%)
produtos sdo compartilhados entre estas plataformas (Figura 49), dos quais 4 sao
hipotéticos (Tabela 16). A mesma analise para esporozoitos resultou em um
compartilhamento de 40 (56,3%) produtos protéicos (Figura 49), dentre estes, 24
hipotéticos (Tabela 17).
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Figura 49 — Diagrama de Venn mostrando a distribuicdo das sequéncias numericamente
mais expressas compartilhadas entre o0s dados provenientes de
ESTs/ORESTES e LongSAGE (Mz — Merozoitos; Sz- Esporozoitos).

Tabela 16 — Sequéncias de cDNAs reconstruidas a partir de tags numericamente mais expressas em

merozoitos e compartilhadas entre LongSAGE e Northern Digital de ESTs /ORESTES
de E. tenella. Estdo apresentados na tabela a categoria (Cat.), o poder de expressao
normalizado (PE(N)), os resultados da busca de similaridade por BLAST contra a base
de dados nr, e 0 organismo.

Id do cDNA cat. PE(N) Resultado de BLAST Organismo

Et SAGE0173 U 27,85  Similar to 40S ribosomal subunit protein S6, putative Theileria annulata

Et_ SAGE0247 U 24,87  Similar to 60S ribosomal protein L22 Theileria parva

Et SAGE1328 D 22,64 Similar to surface antigen 7 Eimeria tenella
Et_SAGE1431 D 33,06 Similar to 19 kDa sporozoite antigen Eimeria tenella
Et_SAGE1463 D 172,28 Similar to microneme protein 4 Eimeria tenella
Et_SAGE1591 D 17,17 Similar to actin depolymerizing factor Eimeria tenella
Et_SAGE1740 D 70,55 Similar to ribosomal protein L11 Solea senegalensis
Et_SAGE1938 D 17,39 Similar to surface antigen 22 Eimeria tenella
Et_SAGE2865 D 21,64 Similar to 60S ribosomal protein L19, putative Babesia bovis
Et_SAGE3072 D 109,25 hypothetical protein

Et SAGE3839 D 27,72 Similar to microneme protein 5 Eimeria tenella
Et_SAGE4219 U 18,81  Similar to 60S ribosomal protein L10, putative Cryptosporidium muris
Et SAGE4421 D 102,51 Similar to surface antigen Eimeria tenella
Et_SAGESZ:LO D 17,78 Similar to RL5_EIMTE 60S ribosomal protein L5 Eimeria tenella
Et_SAGE5438 D 17,76  Similar to receptor for activated C kinase 1 Toxoplasma gondii
Et_SAGE5642 D 21,88 Similar to ACT_TOXGO Actin Toxoplasma gondii
Et_SAGE5846 D 78,22 Similar to 60S ribosomal protein L24 Plasmodium chabaudi
Et_SAGE6107 D 91,71 Similar to 40s ribosomal protein s15, putative Theileria annulata
Et_SAGE6121 D 167,21 Similarto antigen Eimeria acervulina
Et_SAGE6150 D 18,70 hypothetical protein

Et_ SAGE7324 U 20,91  Similar to microneme protein 4 Eimeria tenella

Et SAGE7450 D 38,33 Similar to surface antigen 18 Eimeria tenella
Et_SAGEgogg D 17,17  Similar to 40S ribosomal protein S26e Theileria parva
Et_SAGE8495 D 21,20 Similar to 40S ribosomal protein S3, putative Cryptosporidium muris
Et_SAGES8631 D 35,19 hypothetical protein

Et SAGE 8276 D 20,08 hypothetical protein
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Dos 26 produtos numericamente mais expressos em merozoitos, encontrados
tanto por Northern Digital de ESTS/ORESTES, quanto nos dados de LongSAGE

grande parte dos genes € representada por proteinas de ribossomo (38,46%), por

antigenos (23%), e proteinas de micronema (11,54%). Podemos verificar também a

presenca do transcrito similar a actina e fator depolimerizante de actina, receptor

para ativagdo de C quinase 1 e 4 proteinas hipotéticas. Grande parte destes

transcritos foi classificada como diferencialmente expresso (84,6%) e apenas 4

produtos foram considerados como nédo diferenciais, os quais incluem 3 proteinas de

ribossomo e uma proteina de micronema 4.

Tabela 17 — Sequéncias de cDNAs reconstruidas a partir de tags numericamente mais expressas em
esporozoitos e compartilhadas entre LongSAGE e Northern Digital de ESTs /ORESTES
de E. tenella. Estdo apresentados na tabela a categoria (Cat.), 0 poder de expresséo
normalizado (PE(N)), os resultados da busca de similaridade por BLAST contra a base
de dados nr, e 0 organismo.

Id do cDNA Cat. PE(N) Resultado de BLAST Organismo
Et_SAGE0208 U 1,06 hypothetical protein
Et_SAGE0251 U 1,31 Similar to surface antigen 10 Eimeria tenella
Et_SAGE0488 D 6,90  Similar to unknown Eimeria tenella
Et_SAGE1236 D 5,59  Similar to AF361949_1 histone 3 Eimeria tenella
Et_SAGE1476 U 1,12  hypothetical protein
Et_SAGE1504 D 6,11 hypothetical protein
Et_SAGE1717 D 2,30 hypothetical protein
Et_SAGE1764 D 2,39  hypothetical protein

Staphylococcus
Et SAGE1873 U 1,35 Similar to hypothetical protein SH1975 haemolyticus
Et_SAGE1893 D 2,62  hypothetical protein
Et_SAGE1917 D 3,41 hypothetical protein
Et_SAGE1996 D 1,28 Similar to AF518411_1 facilitative glucose transporter; GT1 ~ Toxoplasma gondii
Et_SAGE2223 U 1,25 hypothetical protein
Et_ SAGE2505 D 4,59 hypothetical protein
Et SAGE3237 D 2,19 hypothetical protein
Et SAGE3549 U 1,02  hypothetical protein
Et_ SAGE3612 U 1,19 hypothetical protein
Et_SAGE3813 D 3,76  hypothetical protein
Et SAGE4544 D 4,04 hypothetical protein
Et_SAGE4769 D 2,71  Similar to unknown Eimeria tenella
Et_SAGE5236 D 1,61 hypothetical protein
Et_ SAGE5422 U 1,28  Similar to AF420596_1 subtilisin-like protease Toxoplasma gondii
Et_ SAGE5695 U 1,37  Similar to SERPIN1 protein precursor Eimeria tenella
Et_ SAGE5709 U 1,44  Similar to surface antigen 9 Eimeria tenella

Similar to Glutamate/Leucine/Phenylalanine/Valine

Et SAGE5992 D 10,40 dehydrogenase family protein Babesia bovis

continua



Tabela 17 — (continuacéo)

Id do cDNA Cat. PE(N) Resultado de BLAST Organismo
Et SAGE6177 U 1,25 hypothetical protein

Et SAGE6188 U 2,31  hypothetical protein

Et_SAGE6258 U 1,59 Similar to cystathionine-beta-synthase isoform 8 Pan troglodytes
Et_SAGE6451 U 1,50 Similar to RNA recognition motif. family protein Cryptosporidium muris
Et_SAGE6749 U 1,45 Similar to dense granule protein 12 Toxoplasma gondii
Et_SAGE7224 U 1,52 hypothetical protein

Et SAGE7435 D 2,27  Similar to unknown Eimeria tenella

Et SAGE7559 D 1,79 hypothetical protein

Et_ SAGE7620 D 2,32 hypothetical protein

Et SAGE7752 D 4,23 Similar to unknown Eimeria tenella

Et SAGE7755 D 10,88 Similar to unknown Eimeria tenella
Et_SAGE8175 D 8,19 hypothetical protein

Et_SAGE8194 U 1,05 hypothetical protein

Et_SAGE8801 D 7,66 hypothetical protein

Et SAGE9239 U 1,17  hypothetical protein

conclusao

Para esporozoitos, 40 produtos mais expressos foram encontrados em ambas
as técnicas (LongSAGE e Northern Digital de ESTS/ORESTES) e destes, grande
parte foi classificada como proteinas hipotéticas (60%). Em relacdo a expressao
génica, 17 (42,5%) transcritos nao foram classificados como diferencialmente
expressos sendo que 8 apresentaram resultados positivos de BLAST, incluindo 2
antigenos de superficie, uma proteina de granulo denso, uma proteina que possui
motivos de reconhecimento de RNA, um precursor de serpina, entre outros. Dentro
dos transcritos classificados como diferencialmente expressos podemos destacar a
histona 3, um facilitador do transporte de glicose e uma proteina similar a

Glutamato/Leucina/Fenilalanina/Valina desidrogenase.
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5 DISCUSSAO



Dentre as espécies de Eimeria de galinha, E. tenella apresenta a maior
prevaléncia e viruléncia no campo, sendo a espécie mais estudada e empregada
como modelo para o entendimento da coccidiose aviaria (Chapman e Shirley, 2003).
Até o momento foram depositadas no GenBank cerca de 35.000 sequéncias ESTs
(Expressed Sequence Tags) de E. tenella, sendo que, 80% destas sequéncias foram
obtidas a partir de estagios esporozoitos e merozoitos. Além destas ESTs, 0 nosso
grupo foi o responsavel pelo sequenciamento de mais de 15.000 ESTs do tipo
ORESTES para esta mesma espécie. Desta forma um total de 48.361 leituras foi
utilizado para agrupamento e reconstrucdo (clustering), resultando em 8.700
eventos, 3.724 clusters e 4.976 singlets. Este resultado € préximo ao niamero de
genes estimados para E. tenella, cerca de 9.000.

Na auséncia de dados funcionais para a grande parte dos genes recém
isolados as evidéncias de expressao diferencial podem ser utilizadas para explorar
os dados obtidos, tanto na pesquisa basica, quanto na aplicada (Audic e Claverie,
1997).

Como varios estagios evolutivos estdo presentes nas leituras de
ESTs/ORESTES, foi possivel realizar uma analise de Northern Digital, utilizando a
frequéncia de leituras relativa a cada estagio evolutivo presente em cada transcrito
reconstruido. No entanto esta abordagem néo é exatamente quantitativa, ja que este
conjunto de dados é formado por bibliotecas de diversas origens e metodologias,
como por exemplo, as bibliotecas normalizadas de ORESTES, bibliotecas de
subtracdo e bibliotecas de ESTs convencionais 5 e 3'. Estes eventos foram
submetidos a um protocolo de anotagdo automatica (Ferro, 2008), cerca de 20% dos
cDNAs reconstruidos apresentaram resultados positivos de BLAST contra a base de
dados nr, a maior parte dos cDNAs reconstruidos ainda estdo por serem
caracterizados. As analises de Northern digital mostraram que apenas 20% dos
genes sdo compartilhados entre cada estagio, mostrando um perfil de expressao
diferenciado, com conjuntos de genes altamente expressos em cada fase do
parasita.

Decidimos realizar uma analise quantitativa em larga escala empregando a
técnica de LongSAGE, utilizando as fases de esporozoitos e merozoitos de segunda

geracdo, ambos estagios invasivos e responsaveis pelas fases de proliferacéo,
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criticas para a patogénese no hospedeiro (Kinnaird et al., 2004). A escolha foi
baseada na grande disponibilidade de sequéncias destas fases, além da sua
importancia dentro do ciclo de desenvolvimento. Os esporozoitos estdo intimamente
relacionados aos mecanismos de resposta imune do hospedeiro, além de serem
considerados como o0 estagio ideal para o desenvolvimento de vacinas
recombinantes a partir de antigenos especificos. Em teoria, a interrupcdo da
atividade dos esporozoitos seria capaz de prevenir a infeccdo (Min et al., 2004,
Shirley et al., 2005). Os merozoitos de segunda geracdo por sua vez, Sao
responsaveis pelos maiores danos causados ao intestino (Schmatz, 1997).

LongSAGE é uma variacao da técnica de SAGE que gera tags mais longas,
de 21pb, o que facilita a identificacdo inequivoca de uma tag experimental em um
banco de dados como também aumenta a sua taxa de mapeamento (Malig et al.,
2006; Pleasance et al., 2003).

Considerada como uma plataforma aberta de larga escala, SAGE possibilita a
descoberta de novos genes, incluindo genes de baixa abundancia e pode auxiliar a
validacdo das predicdes in silico e de regibes génicas ndo anotadas (Saha et al.,
2002). Por ser capaz de gerar um perfil digital, esta metodologia também permite
catalogar tanto a identidade quanto a frequiéncia dos transcritos de uma determinada
amostra experimental (Tuteja e Tuteja, 2004).

Apesar da estratégia de LongSAGE ser conceitualmente similar ao
sequenciamento de ESTs, é pelo menos uma ordem de magnitude mais eficiente,
permitindo a descoberta de genes raros (Saha et al.,, 2002). De fato, Sun et al.
(2004) observaram uma sensibilidade 26 vezes maior de deteccdo de transcritos
raros empregando SAGE quando comparada a ESTs. Provavelmente esta diferenca
se deva ao fato de que um namero maior de sequéncias é coletado pela técnica de
SAGE e, como o tamanho das tags é muito semelhante, ndo ha predilecdo na
deteccdo destes transcritos com relacdo ao seu tamanho (Keime et al., 2007). Além
disso, a quantidade de dados de expressdo génica chega a ser 20 vezes maior em
SAGE quando comparada a mesma quantidade de ESTs sequienciadas (Moody,
2001), mesmo considerando que 1% dos transcritos possivelmente ndo sao
detectados, devido a auséncia do sitio CATG (Unneberg et al., 2003).

Quando comparamos LongSAGE a outras técnicas de plataforma aberta em
larga escala, como o SAGE convencional e o MPSS, o LongSAGE apresenta

vantagens em relacdo ao mapeamento, deteccao de transcritos de baixa abundéancia
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e descoberta de novos genes. Analisando o viés composicional GC, LongSAGE
apresenta o menor viés quando comparado a estas mesmas plataformas (Siddiqui et
al., 2006).

Li et al. (2006) ao comparar bibliotecas de SAGE convencional versus
LongSAGE encontrou uma maior especificidade no mapeamento, maior descoberta
de genes e uma menor chance de falsos positivos e ainda foi capaz de detectar um
namero maior de genes diferencialmente expressos.

O MPSS é uma técnica muito semelhante ao SAGE. E baseada no
isolamento de pequenas seqluiéncias proximas a cauda PoliA, combinando clonagem
in vitro de cDNAs na superficie de microbeads a uma alta capacidade de
sequenciamento ndo baseado em gel, gerando desta forma, milhées de sequéncias
por experimento. Apesar de ser protegida por direitos autorais e de ter sido
descontinuada, diversas bibliotecas empregando-se MPSS foram construidas.
Estudos relatam que o aumento do numero de bibliotecas de MPSS néao
necessariamente aumenta o niamero de sequUéncias novas, 0 que provavelmente
deve estar relacionado a algum viés durante a construcdo da biblioteca (Hene et al.,
2007). De fato, o sitio para a enzima Dpnll mesmo apresentando 4 bases é cerca de
50% mais raro do que a utilizada em LongSAGE. Apesar do MPSS ser capaz de
gerar um volume muito maior de dados, a técnica de LongSAGE é capaz de
identificar mais genes com um mapeamento 6 vezes maior (Siddiqui et al., 2006).

Ao contrario das plataformas fechadas, LongSAGE ndo depende de
conhecimento a priori de sequéncias gendmicas (Calsa e Figueira, 2007), o que &
vantajoso em relacdo aos meétodos de hibridizacdo (microarrays) que possuem alta
capacidade de analise de dados em larga escala, porém dependem do
conhecimento prévio das sequéncias a serem estudadas (Alba et al., 2004; Skuce et
al., 2005; Yamamoto et al., 2001). Normalmente os sinais de hibridizagdo ndo sao
facilmente reprodutiveis, necessitando de replicatas experimentais e, além disso,
podem ser afetados por inUmeras propriedades desconhecidas, como por exemplo,
complexidade da biblioteca de cDNA (Audic e Claverie, 1997). Genes pertencentes a
familias génicas altamente conservadas podem também gerar resultados
equivocados devido a hibridizagcdo cruzada (Cleary et al.,, 2002). Em particular,
microarrays Affymetrix possuem um viés para sequéncias ricas em AT (Lu et al.,
2004; van Ruissen et al., 2005) podendo alterar os dados de expressdo génica.

Outra plataforma fechada muito utilizada € o real-time PCR (RT-gPCR) que apesar
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de possuir alta sensibilidade, gera dados em baixa escala limitados a transcritos
conhecidos (Wang, 2007).

Considerando que em 2003, época em que projeto de pesquisa foi concebido,
0S microarrays eram extremamente caros e associado ao fato de que a
caracterizacdo das sequéncias de E. tenella era bastante limitada, optamos por
utilizar a técnica de LongSAGE para estudos de expressao génica em E. tenella. A
analise de transcriptomas de apicomplexa empregando-se SAGE tem evidenciado
gue 0S mecanismos transcricionais possuem um papel fundamental no
desenvolvimento destes parasitas (Meissner et al., 2007).

Nesta época, os estudos estatisticos e analises de SAGE n&o eram tdo bem
conhecidos e explorados e decidimos construir 4 bibliotecas, 2 de cada estagio
infectante. Atualmente, recomenda-se a construcdo de apenas uma biblioteca para
cada estagio ou célula a ser estudada, ndo havendo a necessidade de replicatas
experimentais (Dinel et al., 2005) e, para ser ter uma maior sensibilidade,
confiabilidade e reprodutibilidade deve-se aumentar o nimero de tags seqiienciadas
(Wang, 2007). Desta forma, no presente estudo, as duas bibliotecas de cada estagio
foram analisadas em conjunto, formando uma biblioteca Unica para cada estagio. A
geracado de cerca de 35.000 tags € um namero pequeno para a cobertura de todos
0s genes de Eimeria tenella, embora o nimero de tags Unicas encontradas 9.516
seja bem préximo ao numero de genes estimados para esta espécie. De fato, como
este projeto era vinculado a um projeto de pesquisa individual financiado pela
FAPESP (Fundacdo de Amparo a pesquisa do Estado de S&o Paulo) foi solicitada
verba adicional para o sequenciamento de um numero maior de leituras, mas
infelizmente, a mesma foi negada. Independentemente de nossas escolhas, um
projeto em larga escala para o seqienciamento de tags de LongSAGE é inédito para
0 género Eimeria.

Para a construcéo das bibliotecas de E. tenella, uma das maiores dificuldades
enfrentadas foi a obtencdo de uma grande quantidade de esporozoitos para
posterior extragdo de RNAm. Apesar de cada oocisto conter 8 esporozoitos, a
metodologia de purificacdo destes parasitas envolve mdltiplas etapas e é
extremamente laboriosa. Os oocistos devem ser parcialmente quebrados (assim
como acontece na moela da ave) de forma a liberar os esporocistos, entretanto,
qualquer alteracdo da amostra, como por exemplo, a presenca de debris, pode

alterar o rendimento. A etapa seguinte consiste em uma mimetizacdo da acao dos
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sais biliares e tripsina que ocorre no intestino delgado da ave, desta forma, os
esporocistos sdo submetidos a uma etapa de excistacao in vitro para a digestdo do
corpusculo de Stieda e saida ativa dos esporozoitos, este processo pode demorar
cerca de 3 horas.

Apdés a excistagdo, 0s esporozoitos sdo purificados (separados dos
esporocistos que nédo liberaram seus esporozoitos, dos oocistos ndo rompidos e dos
debris). Para tanto, utilizamos um meétodo hibrido de purificagdo baseado em uma
coluna de troca ibnica e um método de filtracdo. Em cada passo deste processo
existem perdas, e no final cerca de 5 a 10% do material inicial é purificado, ou seja,
para cada oocisto obtem-se menos de 1 esporozoito purificado. Levando em
consideracao que estes parasitas somente sao obtidos através de passagens in vivo
e que cada ave infectada é capaz de produzir cerca de 2 a 5.10" oocistos, como foi
purificado um numero elevado de esporozoitos, grande quantidade de animais foi
utilizado.

A implementacdo de uma nova técnica, normalmente vem acompanhada de
algumas dificuldades iniciais. Em nosso caso, a primeira biblioteca construida néo
foi concluida com sucesso, ja que ndo foi obtida quantidade suficiente de
concatameros para as etapas posteriores de clonagem e segienciamento das tags.
A partir deste resultado, tivemos que adaptar o protocolo original, utilizando uma
guantidade de RNAm inicial muito maior do que a recomendada (cerca de 20 vezes).
E importante ressaltar que, para garantir a qualidade de nossos dados, além da alta
qualidade de RNAmM empregado, todos os testes de controle sugeridos pelo kit foram
realizados.

Diferentemente das outras técnicas, SAGE € altamente dependente da
qgualidade do sequenciamento usado para gerar os dados onde uma Unica base
errada pode alterar os dados de expressao (Green et al., 2001). Baseando-se nesta
premissa decidimos utilizar um critério de qualidade elevado para a selecdo das
sequéncias. Grande parte dos grupos que trabalham com seqienciamento de DNA,
e mesmo com SAGE, adota a qualidade Phred 20 como aceitavel, o que
corresponde a um erro esperado a cada 100 pb. Assim, utilizando-se tags de 21 pb,
cerca de uma em cada cinco tags (20%) poderia estar comprometida. Em funcéo
dessa taxa de erro ser muito alta, foi utilizado o valor de Phred 32, o qual
corresponde a 1 erro esperado para cada 1.585 pb. Assim para um tamanho de tag

de 21 pb, somente 1 em cada 75 tags (1,33%) teria um erro de sequenciamento.
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Ainda, como as tags que apresentam erros derivados de seqlenciamento possuem
normalmente uma ou duas bases trocadas (Chen et al., 2002; Kim et al., 2006), o
critério de qualidade Phred 32 foi aplicado para 100% das bases das tags.

Considerando que na etapa de replicacdo dos clones bacterianos anterior ao
plagueamento pode ocorrer duplicacdo de concatameros (Dinel et al., 2005), para o
pré-processamento das sequéncias, um novo componente foi implementado ao
Egene (Durham et al., 2005). Este componente compara todas as sequéncias entre
si e 0s concatameros comuns do tamanho de 4 tags sdo mascarados.

O kit de LongSAGE vem acompanhado de um software para a extracdo das
tags, no entanto, este programa possui uma documentacdo escassa, 0 método de
extracdo nao € explicito, além do cddigo nédo ser aberto, o que nos fez procurar por
outras opcdes. Além disso, poucos programas para extracdo de tags de SAGE estdo
disponiveis, nem sempre sdo facilmente utilizdveis e grande parte destes é
destinada apenas a extracdo de tags de SAGE convencional. Desta forma, com a
experiéncia e tradicdo do nosso grupo no desenvolvimento de ferramentas de
bioinformética versateis e aplicaveis a qualquer organismo, foi criado um pacote de
programas denominado de SAGE Analysis destinado a extracdo e contagem de tags
provenientes de qualquer plataforma de expresséo digital, como SAGE, LongSAGE,
MPSS entre outras, este pacote apresenta alta flexibilidade e é compativel com os
sistemas operacionais Windows, Linux e Macintosh. Para validacdo deste software,
foi desenvolvido um pacote de programas, o SAGE Suite. Este pacote é capaz de
simular a sintese de uma biblioteca de SAGE, gerar listas de tags randémicas de
diferentes tamanhos com contagens facilmente modelaveis, arquivos de ditags e de
concatameros abordando diversos parametros além de permitir a introducdo de
erros, possibilitando testar e validar a recuperacdo de tags pelo pacote SAGE
Analysis.

O pacote SAGE Analysis também foi importante para atender as
peculiaridades da técnica de LongSAGE. A enzima Mmel cliva o DNA gerando
extremidades coesivas de duas bases (Saha et al.,, 2002), ao contrario do SAGE
convencional que emprega outra enzima que forma extremidades cegas. Devido a
presenca de extremidades coesivas, a ligagao das tags para formacao de ditags em
LongSAGE ndo é randbmica, diferentemente do observado para SAGE
convencional. Segundo Velculescu et al. (1995) para SAGE convencional todas as

ditags idénticas deveriam ser excluidas durante o processo de extracdo das tags,
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pois podem representar artefatos da etapa de amplificacdo, entretanto, em
organismos onde um pequeno numero de genes € altamente expresso em cada fase
de vida, a exclusdao das ditags idénticas, pode acarretar numa quantificacao
subestimada destes genes. Trabalhos mais recentes, ao invés de simplesmente
excluir todas as ditags idénticas, empregam um modelo estatistico capaz de estimar
a proporcdo de ditags idénticas que representariam artefatos (Dinel et al., 2005).
Para LongSAGE, como a ligagao das tags néo ocorre de forma randdémica, a retirada
de ditags repetidas leva a uma alteracdo nos dados de expressédo génica podendo
introduzir erros (Emmersen et al., 2007; Khattra et al., 2007).

Outra peculiaridade, refere-se ao tamanho das ditags, a enzima Mmel cliva
em sitios de corte localizados a 21 e 19 bases downstream ao sitio de
reconhecimento, e alternativamente também a 20 e 18 bases (Nakonieczna et al.,
2009). Como é comum observar ditags de 32 pb (duas tags de 17 pb subtraindo-se a
sobreposicao de duas bases das extremidades coesivas), 33 pb (uma tag de 17 pb e
outra de 18 pb, menos a sobreposicao) e, finalmente, ditags de 34 pb (duas tags de
18 pb), o pacote SAGE Analysis foi concebido de forma a permitir a escolha do
tamanho minimo e maximo das ditags. Este fenbmeno de variacdo do tamanho das
tags ja havia sido relatado por Akmaev e Wang (2004) que observaram que mais de
50% das ditags apresentavam 33 pb, fato este também observado em nossos
dados.

Para aumentar a recuperacdo das tags a partir das seqiéncias dos
concatameros, uma estratégia de recuperacdo de tags das pontas (monotags)
também foi implementada aumentando o rendimento total de tags em cerca de 5%.

Analisando os nossos dados, foram obtidas 35.248 tags totais, das quais
9.516 eram unicas. Destas apenas 1.975 tags unicas foram encontradas em ambos
0S estagios evolutivos estudados, indicando novamente a presenga de genes
regulados de acordo com estagio evolutivo, semelhante ao encontrado em
Toxoplasma gondii, da qual a analise global de RNAm (utilizando mais de 8000
genes) indicou uma expressao génica altamente dindmica e estagio especifica (Xia
et al., 2008).

Com relacdo a distribuicdo das tags, mais de 88% das tags uUnicas
apresentaram uma contagem inferior a 5, tags com contagens entre 5 e 50
representaram 11,1%, e tags altamente expressas, menos de 1% corresponderam a

30,2% de todas as tags. Nas andlises de SAGE de cana de acucar, 70% dos

161



transcritos apresentaram contagem igual ou menor a 5 (Calsa e Figueira, 2007),
assim como 80% das tags provenientes de SAGE de arroz tiveram contagem inferior
a 5 (Bao et al, 2005). Em Toxoplasma gondii, 70% das tags apresentaram
contagem entre 2 a 10 vezes (Radke et al., 2005). Portanto, esta alta taxa de tags
com baixa expressdo ndo € uma peculiaridade de Eimeria. Um perfil semelhante,
com poucos genes representando um grupo de transcritos altamente expressos
também foi encontrado em Plasmodium falciparum, do qual 0,3% das tags Unicas
representavam o0s genes de alta expressao (Patankar et al., 2001). Considerando
gue a E. tenella apresenta um perfil transcricional com grupos de genes estagio-
especificos, o padrao de distribuicdo da freqiéncia das tags parece ser coerente.
Em uma célula somatica tipica os RNAm séo divididos em trés classes, altamente
expressos, que normalmente sdo 10-15 genes que representam de 10-20% da
quantidade de RNAm total, genes intermediarios (1.000-2.000) que representam 40-
45% do total e finalmente os transcritos raros (15.000-20.000) representando o
restante (Sterky e Lundeberg, 2000).

Assim como esperado, grande parte das tags apresentou contagem igual a
um, correspondente a 66,5% das tags Unicas e 18% das tags totais, este achado é
extremamente comum em bibliotecas de SAGE, devido a alta sensibilidade da
técnica. A alta freqiéncia de tags com contagem igual a 1 ndo € uma caracteristica
Gnica de nossas bibliotecas, varios trabalhos relatam bibliotecas de SAGE com
distribuicdo similar. Keime et al. (2007) mapeando tags de LongSAGE no genoma
humano observou que 13% das tags totais possuiam apenas uma contagem e que
estas representavam 75% do conjunto total de tags. Dados semelhantes foram
relatados por Gibbings et al. (2003) e Nielsen et al. (2005) que encontraram 70% de
singletons em seus dados. Nas bibliotecas de Leishmania donovani cerca de 70%
das tags também apresentavam contagem igual a um (Li et al., 2008).

Segundo Wang (2007), em geral 70 a 80% das tags apresentam contagens
Gnicas, e a Unica maneira de diminuir esta alta porcentagem estd em aumentar o
namero de tags seqienciadas. Entretanto, mesmo com um numero elevado de tags
a taxa de singletons ndo reduz tdo drasticamente. Chen et al. (2002), analisaram
101 bibliotecas de SAGE de humanos, com o objetivo de verificar se a alta
ocorréncia de tags de contagem igual a um seria reduzida a medida que um maior
volume de dados fosse obtido. Ao averiguar apenas uma biblioteca, 75% de tags de

copia Unica foram encontradas, aumentando-se este niumero para dez bibliotecas a
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taxa de singletons cai para 50%, e a analise de 101 bibliotecas resultou ainda em
48% de singletons, demonstrando a alta sensibilidade da técnica em detectar
transcritos de baixissima abundancia. Muitos destes transcritos podem estar
representados por menos de uma coépia por célula podendo ser expressos em
pontos muito especificos do ciclo celular ou em resposta a um nivel particular de
stress celular em subconjuntos populacionais (Hene et al., 2007).

Tags com contagem igual a um ainda sao consideradas por muitos autores
como artefatos (Keime et al., 2007; Khattra et al., 2007; Pleasance et al., 2003) e
varios trabalhos eliminam estas tags das analises (mesmo que estas representem
cerca de 70% das tags Unicas obtidas), como por exemplo, em Arabidopsis (Fizames
et al., 2004), Schistossoma mansoni (Ojopi et al., 2007), arroz (Gibbings et al.,
2003), entre outros. Entretanto, segundo Keime et al. (2007), a eliminacdo de tags
com contagem igual a um nédo elimina todas as tags que apresentam erros de
sequenciamento. Poroyko et al. (2005) utilizando a técnica de GLGI (Generation of
Longer cDNA fragments from serial analysis of gene expression tags for Gene
Identification) (Chen et al.,, 2002), testaram 55 tags de contagem igual a um e
provaram que 63% destas tags correspondiam a transcritos verdadeiros.

Em nosso trabalho optamos pela ndo eliminacdo das tags de coépia Unica, ja
que utilizamos critérios altos de qualidade na selecdo das sequéncias. Além disso,
se estas tags representam transcritos reais, sua eliminacao acarretaria numa analise
distorcida dos dados de expressdo génica, diminuindo assim uma das vantagens
desta técnica, que é exatamente a deteccdo de transcritos de baixa abundancia,
normalmente ndo detectados atraves de outras metodologias (Wang, 2007).

Para 0 mapeamento das tags no genoma, utilizamos uma abordagem bem
simples. O conjunto de tags virtuais extraidas levou em consideracdo apenas a
presenca do sitio de restricdo para enzima Nlalll, ndo avaliando a presenca de
introns, éxons e outros critérios mais acurados. Esta abordagem, no entanto, teve
gue ser empregada ja que o genoma de E. tenella esta montado em 4.707 contigs e
nao estd completamente anotado. Metodologia semelhante foi utilizada para
analises de SAGE em Plasmodium falciparum (Patankar et al., 2001). No nosso
trabalho obtivemos uma taxa de mapeamento de 59%, embora o grau de
mapeamento nao seja alto, esse € compativel ao relatado por outros autores para
varios organismos (Fizames et al., 2004; Funaguma et al., 2007; Ojopi et al., 2007,

Poroyko et al., 2005; Wahl et al., 2004). Mesmo para humanos e ratos que sao
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organismos bem estudados, cerca de 38% das tags ndo foram encontradas no
genoma (Keime et al., 2007; Wabhl et al., 2005a). Se considerarmos que as bases de
um genoma fossem distribuidas de forma equilibrada, em teoria 99,8% das tags de
21 pb deveriam ser mapeadas em apenas um Unico sitio genémico da ordem de
3x10° nucleotideos (genoma humano). Apesar dos célculos apontarem para uma
alta taxa de mapeamento inequivoco, a analise de 16.000 genes humanos apontou
que apenas 75% das tags foram encontradas em um Unico sitio neste conjunto
(Saha et al., 2002).

Analisando 0 nosso conjunto de tags mapeadas no genoma (59%), a alta taxa
de tags mapeadas em um unico sitio (95%) € considerada como um fator positivo, ja
gue uma das maiores preocupacfes em relacdo a técnica de SAGE é o
mapeamento inequivoco destas pequenas sequéncias (Malig et al., 2006).

Assim como as tags com contagem igual a 1, as tags ndo mapeadas também
sdo consideradas por muitos como artefatos. Estas podem ser o resultado de
digestao incompleta com a enzima de restricdo Nlalll (0 que ndo parece ser 0 Nn0SsO
caso, jA que efetuamos os controles e nenhuma das tags apresenta em sua
sequéncia sitio CATG para reconhecimento da enzima), poliadenilagcdo alternativa,
splicing na extremidade 3’ UTR, jungdo entre dois éxons, regides polimérficas dos
transcritos, SNPs e presenca de bases da cauda PoliA na sequéncia das tags
(Harbers e Carninci, 2005; Keime et al., 2007). Kuo et al. (2006) analisando tags
preditas de transcritos conhecidos observaram que de 2 a 6% destas tags recaem
sobre juncgdes de splicing. Chen et al. (2002) comprovaram que a maioria das tags
nao encontradas no genoma representa tags verdadeiras. Foram testadas mais de
1000 tags e destas aproximadamente 400 correspondiam a tags ndo mapeadas,
estes autores observaram que 70% das tags ndo mapeadas puderam ser
caracterizadas como transcritos reais. Rivals et al. (2007) também foram capazes de
detectar novos transcritos a partir de tags ndo mapeadas.

Uma das mais importantes aplicacdes de SAGE estd na identificacdo de
genes diferencialmente expressos (Tuteja e Tuteja, 2004). Assim, além do
desenvolvimento de um software para extragdo e contagem das tags, decidimos
utilizar uma ferramenta estatistica para analise dos dados e classificacdo dos genes
diferencialmente expressos. O Kemp é um programa baseado em um teste
frequentista desenvolvido para a comparacao de perfis de expressao digital e ja foi

empregado com sucesso para analise de bibliotecas de SAGE de carcinoma de
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células escamosas da laringe (Silveira et al., 2008). Outra vantagem da aplicacéo
deste teste esta na sua maior eficiéncia para a avaliacdo das tags de baixa
freqiiéncia, quando comparado ao teste x* (Varuzza, 2008). Este programa
estatistico foi acoplado ao Sage Analysis, 0 que permitiu a extracdo, contagem e
analise estatistica dos dados em um Unico pacote.

Este teste de significancia calcula os valores de p (p-value) que representam
uma medida numérica da coeréncia dos dados observados em relacdo a hipotese
nula (n&o diferenciacdo da expressao das tags). Para os célculos dos valores de p,
este teste utiliza uma técnica exata independente da quantidade de bibliotecas e das
contagens totais das tags em todas as bibliotecas, mas altamente dependente das
verossimilhancas (funcdo de probabilidade condicional). Como a chance de se
encontrar uma tag especifica em uma biblioteca € um evento raro, para o
modelamento estatistico utilizou-se a distribuicdo de Poisson.

Normalmente para a selecdo de genes diferencialmente expressos, um Unico
valor de corte canbnico é utilizado para todas as tags, geralmente baseado no p-
value, utilizando-se os valores 0,1; 0,05 ou 0,01. Estes valores de corte s&o
utilizados para definir se uma tag € diferencialmente expressa ou ndo, ou seja,
aceitar ou rejeitar a hip6tese nula. Em qualquer perfil de expressdo génica, a
abundancia relativa de cada tag pode variar de forma significante e a utilizacdo de
um nivel de corte fixo para todas as tags pode alterar os dados de expressao,
principalmente para as tags de baixa abundancia, ja que normalmente as tags de
alta abundéancia apresentam valores de p menores (Varuzza, 2008). O Kemp possui
a grande vantagem de calcular um valor de nivel critico para cada tag em particular
(a), o que minimiza a combinacgao linear dos erros do tipo | (falso positivo) e Il (falso
negativo). Como nosso objetivo era analisar as tags diferencialmente expressas, foi
utilizado um peso maior (4) para a hipotese nula (erros do tipo I) selecionando assim
tags realmente diferencialmente expressas, minimizando os erros do tipo Il (falsos
negativo).

A classificacdo dos genes diferencialmente expressos foi realizada de forma
automética. As tags com valores de p menor do que a (nivel critico) foram
classificadas como diferencialmente expressa.

Considerando que um dos principais objetivos deste trabalho € a identificacao
de genes diferencialmente expressos entre os estagios estudados, apenas as tags

diferencialmente expressas foram utilizadas para o mapeamento nos transcritos. O
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custo computacional para 0 mapeamento de 9.516 tags seria extremamente alto e o
tempo de processamento extremamente longo, o que nao descarta a possibilidade
da utilizacéo destes dados em novos estudos.

Para se construir uma base de dados de referéncia para SAGE multiplos
transcritos expressos a partir do mesmo gene necessitam ser agrupados, ja que
leituras presentes nas bases de dados de ESTs sdo altamente redundantes. Este
processo néo é facil, diferentes genes podem ser agrupados como um unico, devido
a alta taxa de similaridade, enquanto que transcritos do mesmo gene podem ser
separados em grupos distintos (Wang, 2007).

Para o mapeamento das tags nos transcritos de ESTS/ORESTES de E.
tenella resolvemos utilizar uma abordagem inédita, utilizando o programa GenSeed
(Sobreira e Gruber, 2008) que utiliza as tags como sementes para realizar uma
reconstrucdo progressiva através de multiplos ciclos de busca de similaridade,
recuperacdo de sequéncias e montagem. A grande vantagem deste método esta na
utilizacdo das leituras dos cDNAs e ndo das montagens, pois neste ultimo,
dependendo dos parametros utilizados as tags podem ser cortadas de tal forma que
parte delas possam estar representadas em diferentes contigs, principalmente em
casos onde um numero alto de eventos € encontrado no processo de clusterizacao.
A utilizacdo das tags como semente aumenta a chance de mapeamento destas e de
uma posterior caracterizacdo das sequéncias reconstruidas. Das 270 tags
classificadas como diferencialmente expressas, 199 (73,7%) foram reconstruidas
utilizando esta abordagem, enquanto que se optassemos pela utilizagcdo de BLASTN
contra o banco de ESTS/ORESTES clusterizado apenas 169 (62,6%) das
sequéncias seriam utilizadas para as analises posteriores (dados ndo mostrados).

Mesmo que nem todas as tags possam ser mapeadas, pois os dados de
transcriptoma nem sempre estdo completos para a maioria dos organismos (Malig et
al., 2006), basear o mapeamento das tags em genes preditos de bases de dados
gendmicas é problematico. Raramente as anotacdes génicas incluem as UTRs dos
transcritos expressos (Pleasance et al., 2003), principalmente em genomas drafts
ndo curados como o de E. tenella. Além disso, a arquitetura génica deste parasita
tém se mostrado extremamente complexa, possuindo um grande namero de introns
que freqlientemente apresentam splicing alternativo (Lal et al., 2009).

A aplicacéo dos dados de expressao gerados em larga escala depende de

sua correta interpretacdo, o que requer o uso de um arsenal de técnicas e

166



programas de bioinformatica. Dentro deste contexto, para anotacao das sequéncias
reconstruidas a partir das tags diferencialmente expressas, empregamos um
procedimento de anotacdo automatica utilizando-se componentes recém
desenvolvidos da plataforma Egene (Durham et al., 2005). Esta metodologia foi
utilizada com sucesso na anotacdo dos dados de ORESTES de trés espécies de
Eimeria de galinha doméstica (Ferro, 2008).

A anotacéo consiste em um processo multiplo pelo qual sequiéncias brutas de
DNA ou aminoacidos séo analisados com a finalidade de se atribuir caracteristicas
biolégicas e funcbes a estas sequiéncias (Stein, 2001). A identificacdo de genes em
genomas eucarioticos, que apresentam éxons e introns é classicamente feita por
uma combinacdo entre o uso de diferentes preditores de genes e de mapeamento
de cDNAs. Os preditores de genes utilizam um arsenal de diferentes técnicas de
predicdo, utilizando-se um conjunto representativo de genes (golden standard) para
o treinamento. Esses programas baseiam-se principalmente na existéncia de regides
contendo fases de leitura aberta, desvios composicionais (ex. maior conteido G+C
nos éxons), vieses (biases) na utilizacdo de cédons, etc. Para Eimeria tenella, o
contetdo G+C do genoma é muito préximo de 50% e os desvios composicionais nas
regibes codificadores sdo praticamente indetectaveis. Este parasita apresenta uma
utilizacdo de cbédons bastante equilibrada, o que também torna mais dificil a
distincdo entre as regides codificadoras e nao codificadoras. Finalmente, o parasita
apresenta uma estrutura gendmica peculiar com grande quantidade de sequiéncias
repetitivas seriadas (microssatélites) distribuidas de forma ndo homogénea ao longo
de todo o genoma, sendo encontradas mais frequentemente em regides
codificadoras, determinando assim um padrdao gendémico segmentado, conforme
descrito para o cromossomo 1 de E. tenella (Ling et al., 2007), tornando o0 processo
de predicdo génica ainda mais complicado. N&o obstante, conforme destacado
anteriormente, 0os genes destes organismos possuem uma grande quantidade de
introns (Pinney et al., 2005), o que prejudica a performance dos preditores de genes.

A anotacdo de genes também pode ser obtida a partir de dados de
similaridade com sequéncias biolégicas de funcdo conhecida, encontro de motivos
protéicos, regides transmembranares, peptideo sinal, entre outros (Ferro, 2008).
Dentre as evidéncias utilizadas para a anotacdo automatica, a busca de similaridade
utilizando BLAST (Altschul et al., 1997) constitui uma das principais etapas de

caracterizacdo das sequéncias especialmente quanto ao seu grau de conservagao e
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sua possivel funcdo, e por esse conjunto de caracteristicas, foi a principal
abordagem escolhida para analise dos transcritos no presente projeto.

A anotacdo automatica apresentou resultados extremamente positivos, das
199 sequéncias submetidas a este protocolo, 197 (99%) foram aceitas e
apresentaram pelo menos uma ORF contendo no minimo 50 residuos de
aminoacidos. Mesmo apds a curagem manual, apenas 5 transcritos reconstruidos
foram alterados com relacdo a denominacao de seus produtos protéicos. Além do
mais, dentro das sequéncias que apresentaram resultados positivos de BLAST, a
determinacdo da ORF pelo programa (obedecendo aos critérios escolhidos pelo
usuario) foi sempre a correta. Para reconstruidos com resultados negativos de
BLAST o mesmo parece nao ter ocorrido, entretanto, ndo possuimos evidéncias
suficientes para afirmar com certeza se a escolha da ORF foi realmente adequada.

Das 197 sequéncias anotadas, 102 (51,7%) produtos protéicos nao
apresentaram resultados positivos em buscas de similaridade por BLASTP, apesar
de ndo satisfatorio, este resultado ja era esperado, jA que apenas 20% das
sequéncias ESTs/ORESTES de E. tenella apresentaram resultados positivos de
BLAST. Este perfil € relativamente comum em outros organismos relacionados, das
5268 proteinas preditas no genoma de Plasmodium falciparum cerca de 60% néo
apresentou resultados de similaridade com proteinas de outros organismos (Gardner
et al., 2002), em Toxoplasma gondii metade dos genes preditos estdo anotados
como proteinas hipotéticas (Xia et al., 2008).

Apesar de muitos destes produtos reconstruidos estarem anotados como
proteinas hipotéticas, a frequéncia das tags utilizadas como semente, em sua
grande maioria era de média e alta expressdo, das quais menos de 8% foram
caracterizadas como de baixa expressao (contagem inferior a 5), o que demonstra
gque muito provavelmente estes reconstruidos correspondam a transcritos reais
ainda néo caracterizados. Para minimizar este problema novas abordagens poderao
ser utilizadas, como a criagdo de um banco de dados de ESTs de organismos do filo
Apicomplexa para realizar novas buscas de similaridade, o que poderia permitir a
caracterizacdo de genes conservados. Buscas em organismos Alveolata também
possibilitariam a identificacdo de genes Filo especificos.

Dos 95 produtos protéicos que apresentaram resultados de similaridade,
grande parte destes (87,4%) apresentou resultados positivos contra organismos do

Filo Apicomplexa, o que € um bom indicio tanto para a caracterizacdo destes
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reconstruidos, quanto para a credibilidade do protocolo de anotacgio utilizado. E
importante ainda ressaltar que os resultados obtidos contra fungos, bactérias,
dinoflagelados, correspondem em sua maioria a proteinas ribossémicas, geralmente
conservadas entre organismos filogeneticamente mais distantes.

Foram identificados 130 transcritos reconstruidos a partir de tags
diferencialmente expressa em merozoitos e 67 em esporozoitos. Analisando-se as
sequéncias com resultados positivos de BLAST mais expressas em merozoitos
qgquando comparadas a esporozoitos, podemos observar que na distribuicdo dos
produtos protéicos, 48,1% correspondem a proteinas de ribossomo, 25,3% a
antigenos (em sua grande parte antigenos de superficie) e 3,8% a proteinas de
micronema, o restante inclui produtos de funcbes diversas. Em esporozoitos apenas
16 reconstruidos apresentaram resultados positivos de BLAST, resultados
semelhantes foram também observados por Ng et al. (2002). Além disso, em
esporozoitos, a distribuicdo das proteinas ndo apresenta uma divisdo tdo bem
estabelecida como acontece para merozoitos, das quais 5 correspondem a
proteinas de E. tenella ainda ndo caracterizadas e os produtos restantes sdo bem
variados incluindo histonas, proteinas de membrana associadas a ribossomos,
facilitador do transporte de glicose, proteina de ligacdo a ATP, catepsina, entre
outras. Apesar de ambos 0s estagios estarem relacionados ao processo de invasao,
o perfil transcricional obtido foi relativamente diferente.

Merozoitos apresentam um grande numero de proteinas de ribossomo, de
fato, Schaap et al. (2005) ao analisar mais de 26.000 ESTs de E. tenella
observaram que cerca de 10% dos ESTs de merozoitos codificam proteinas de
ribossomo enquanto apenas 0,2% destas sdo codificadas nos esporozoitos. A
identificagcdo de um grande numero de genes relacionados a expressdo génica e
sintese de proteinas em merozoitos também ja havia sido relatada (Ng et al., 2002).
Um estudo de proteoma de E. tenella revelou uma maior quantidade de proteinas
envolvidas na transcricdo, sintese protéica e ciclo celular em merozoitos quando
comparados aos esporozoitos (Lal et al., 2009). Para a espécie E. acervulina, uma
analise de 1.847 ESTs de merozoitos de segunda geracdo e esquizontes revelou
gue 4 dos contigs mais abundantes codificavam proteinas de ribossomo (Miska et
al., 2008). Em Plasmodium falciparum, a expressao de cada unidade de RNAr é
regulada de acordo com o0 estagio de desenvolvimento do parasita resultando na

expressao de diferentes conjuntos de RNAs ribossémicos. Aparentemente estas
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mudancgas sdo capazes de alterar a taxa de traducdo (globalmente ou para
determinados RNAmM), o que acarreta em mudangas na taxa de crescimento celular
e nos padrdes de desenvolvimento (Gardner et al., 2002), podendo estar altamente
correlacionada a expressao estagio especifica encontrada nestes organismos.

Em taquizoitos de Toxoplasma gondii 12% das proteinas correspondem a
proteinas de ribossomo e o segundo grupo mais abundante é de antigenos de
superficie (Kappe et al., 2001), resultado este semelhante aos nossos dados para
merozoitos. Grandes familias de antigenos de superficie sdo normalmente
encontradas nos genomas de patégenos e exercem um papel fundamental na
variacdo antigénica e evasdo da imunidade do hospedeiro (Roos, 2005). Em P.
falciparum cerca de 40% dos genes especificos de merozoitos sdo representados
por antigenos de superficie (Llinas e DeRisi, 2004). Uma analise recente do
protecoma de E. tenella foi capaz de detectar 47 antigenos de superficie em
merozoitos contra apenas 4 em esporozoitos (Lal et al., 2009).

Analisando-se ainda apenas os produtos protéicos reconstruidos a partir de
tags diferencialmente expressas, as proteinas de micronema (EtMIC) foram
identificadas somente em merozoitos, embora nos dados de ORESTES (dados néo
mostrados) varias  proteinas de micronema também foram observadas em
esporozoitos. As micronemas, organelas localizadas na porcdo apical das fases
invasivas de todos os parasitas do Filo apicomplexa possuem um papel fundamental
na invasdo das células hospedeiras e contém proteinas criticas para o processo de
adesdo (Ryan et al., 2000). As micronemas exercem um papel importante na
motilidade, adesdo e reconhecimento da célula hospedeira, sendo a primeira
organela a liberar seu conteudo durante o processo de invasdo (Bromley et al.,
2003). Também estdo envolvidas no trafico e sequestro de ligantes para os
receptores da célula hospedeira, liberando altas concentracdes destas adesinas na
extremidade apical do parasita quando ha contato com a célula alvo (Tomley e
Soldati, 2001).

Ainda em merozoitos podemos destacar uma proteina com atividade peptidil-
prolil cis/trans isomerase que acelera o dobramento (folding) de proteinas.
Provavelmente trata-se uma proteina da familia das ciclofilinas, conhecidas por
interagirem com as fosfatases calcineurinas mediadoras cruciais da via de

sinalizacao de célcio (Hosse et al., 2008). Relacionada ao processamento de RNA e
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transducéo de sinal esta proteina também pode ser utilizada como alvo terapéutico
contra organismos do Filo apicomplexa (Krucken et al., 2009).

Heat shock protein 90 (Hsp90) é uma chaperona molecular, considerada
como uma das proteinas mais abundantes e conservadas evolutivamente. Possuem
a funcdo de manter a conformacdo adequada das proteinas auxiliando no
dobramento das cadeias polipeptidicas nascentes além de estarem envolvidas no
re-dobramento das proteinas desnaturadas apés estresse proteotoxico.
Normalmente observa-se uma maior concentracao destas proteinas com o aumento
da temperatura sob situacdes de estresse celular e oxidativo. Durante a invasao,
estabelecimento e desenvolvimento dos parasitas na célula hospedeira, estes
organismos sdo expostos a estresse ambiental e a Hsp90 possui um papel
fundamental na sobrevivéncia destes protozoarios. Em taquizoitos de Toxoplasma
gondii os niveis de Hsp90 assim como a sua transcricdo € aumentada durante o
estresse, além disso, este estagio de desenvolvimento também é capaz de secretar
esta proteina (Echeverria et al., 2005). Cerca de 2% dos genes de P. falciparum
codificam chaperonas e durante exposi¢cdo a drogas foi relatado um aumento de
transcritos de Hsp90 (Natalang et al., 2008). Em E. tenella estas proteinas sao
consideradas praticamente como constitutivas sendo detectadas em oocistos
esporulados e ndo esporulados, esporozoitos e merozoitos, no entanto, niveis
diferentes destes transcritos sdo observados em cada fase evolutiva. Quando
analisados por PCR em tempo real, estas chaperonas mostram-se mais presentes
nos estdgios de merozoitos em relacdo aos esporozoitos (Miska et al., 2005),
corroborando com os nossos dados. A localizagcéo celular desta proteina também é
alterada quando esporozoitos mantidos em PBS séo transferidos para meio
contendo soro fetal bovino, estas proteinas que antes estavam no citoplasma
dirigem-se para a porcdo apical do parasita, mesmo padrdao de migracdo €
observado em esporozoitos intracelulares. Em esquizontes a distribuicdo é uniforme,
em merozoitos a HSP tem localizagdo préxima do nucleo e também podem ser
encontradas no vacuolo parasitoforo. Ainda neste estudo foi relatado que o uso de
anticorpos contra Hsp90 pode impedir a invasdo dos parasitas nas ceélulas
hospedeiras (Péroval et al., 2006).

Proteinas associadas ao complexo da cadeia polipeptidica nascente
subunidade a (NAC) também foram encontradas em merozoitos e sao

provavelmente as primeiras proteinas citosolicas a entrar em contato com a cadeia

171



polipeptidica nascente, prevenindo assim interagdes inapropriadas com outros
fatores (Beatrix et al., 2000).

A superoxido dismutase (SOD) também foi observada em merozoitos esta
envolvida no controle do estresse oxidativo, causado pela producdo de compostos
toxicos e espécies reativas de oxigénio (ROS). A SOD é responsavel pela reacao de
dismutacdo de O, para H,O, em Plasmodium falciparum (Bozdech e Ginsburg,
2004) e também estad implicada em neutralizar e eliminar os ROS em E. tenella
(Georgieva et al., 2006).

A miosina faz parte do sistema actina miosina, necessario para 0 movimento
de gliding e penetracédo dos “zoitos” na célula hospedeira. Em Toxoplasma gondii a
miosina A é ancorada na membrana plasmatica e se liga a miosina de cadeia leve
(TgMCL1), similar a encontrada em nossos dados de merozoitos e, este complexo
encontra-se distribuido de forma homogénea no citoplasma das células do parasita.
Aparentemente o citoesqueleto de actina destes organismos do Filo apicomplexa é
muito bem utilizado, usando uma combinacdo de movimento aumentado pela
miosina juntamente com a forca gerada pela polimerizacéo da actina (Herm-Gotz et
al., 2002).

As fosfatases acidas estdo envolvidas na transducdo de sinal (Klotz et al.,
2005). A fosforilagdo de proteinas tem um papel fundamental na regulacdo de
funcdes celulares, causando a inibicdo ou ativacdo de muitas enzimas envolvidas
em diversas vias bioquimicas.

Uma ATP sintase sub-unidade G1 (V-ATPase) vacuolar também foi
observada em merozitos e esta relacionada a acidificacdo do ambiente intracelular.
Sao encontradas como proteinas de ligacdo as membranas em varias organelas,
assim como na membrana plasmatica de células especializadas podendo estar
envolvida no acoplamento da degradacéo de ATP com a translocagdo de H*. Esta V-
ATPase em P. falciparum esté implicada na regulagdo do armazenamento do calcio
intracelular nos compartimentos acidos e a sua alteracdo modifica negativamente a
homeostase intracelular de calcio, podendo levar a morte celular, necrose e
apoptose (Natalang et al., 2008).

As tiorredoxinas séo proteinas doadoras de hidrogénio que participam das
reacoes de reducédo, sendo encontradas em praticamente todos 0s organismos
vivos. Em geral agem como uma dissulfeto oxirredutase. O sistema de tiorredoxina

foi caracterizado para P. falciparum, a acdo desta proteina € capaz de fornecer
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equivalentes reduzidos para uma ampla variedade de aceptores, além de ser muito
eficiente na reducéo néo especifica das pontes de dissulfeto das proteinas (Bozdech
e Ginsburg, 2004). Algumas moléculas que requerem a ativacao via tiorredoxina ou
sdo associadas a esta estdo localizadas no apicoplasto de T. gondii (DeRocher et
al., 2008).

A calmodulina também é uma proteina que se liga a moléculas de célcio, em
T. gondii, foi encontrada no complexo apical concentrada principalmente no condide.
Proteinas do complexo apical que se ligam a moléculas de calcio provavelmente
estdo envolvidas na regulacdo motora, ja que o movimento do condide e de suas
fibras é aumentado com a elevacdo da concentracdo de célcio intracelular (Hu et al.,
2006), apresentando desta forma, um papel importante no processamento da
sinalizacdo de calcio. O complexo calmodulina-célcio é capaz de se ligar a outros
componentes e regular diversas fungbes celulares, incluindo a secregdao,
organizacdo do citoesqueleto, ativacdo enzimatica (Pezzella-D'Alessandro et al.,
2001) e evasao celular (Santos et al., 2009).

A guanilil ciclase, presente também nos dados de merozoitos, catalisa a
formacdo do GMP ciclico (cGMP) a partir de GTP. Esta proteina age como um
mensageiro intracelular ativando a cGMP quinases dependentes e regulando os
canais de ion sensiveis a cGMP. A inibicdo de proteinas quinases dependentes de
cGMP (PKG) em Toxoplasma e Eimeria inibe a secre¢cdo de adesinas, a motilidade
(glinding), adeséo celular e invasdo. O mecanismo pelo qual estas PKGs regulam a
secrecdo das proteinas de micronema ainda é desconhecido e deve estar envolvido
na comunicacdo com a via dependente de calcio (Wiersma et al., 2004). Além disso,
em Plasmodium berguei o controle da hidrolise de cGMP é essencial para prevenir
uma super estimulagdo de PKGs que séo proteinas reguladas de forma estagio
especifica (Moon et al., 2009).

A proteina 14-3-3 de Eimeria também foi identificada. Sabe-se que esta
proteina estimula interacdes proteina-proteina, funcionando tanto como ancoras ou
chaperonas, além de estarem envolvidas na regulagéo da localizagcdo sub-celular de
proteinas e inibicdo de algumas enzimas. Esta proteina foi estudada em T. gondii e
localiza-se principalmente no citosol dos taquizoitos. Uma pequena porcdo destas
estd associada a membranas evidenciada pela sua co-localizagdo com SAGl
(surface antigen 1), entretanto, sua funcdo nos protozoarios ainda nao foi totalmente

estabelecida (Assossou et al., 2003).
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Analisando em conjunto estes produtos protéicos diferencialmente expressos
em merozoitos, podemos observar que estdo relacionados principalmente a
manutencdo e dobramento das proteinas, como a ciclofilina hipotética, Hsp90, NAC
e proteinas 14-3-3; resposta a estresse, muito comum em “zoitos” como SOD,
tiorredoxina e Hsp90; transducdo de sinal, incluindo novamente a ciclofilina, a
fosfatase é&cida e as proteinas associadas ao célcio intracelular intimamente
relacionadas ao processo de invasdo, como a miosina, a ATP sintase vacuolar, a
calmodulina e, indiretamente a guanilil ciclase e a ciclofilina.

Em esporozoitos podemos destacar a catepsina C e uma proteina
transportadora de cassete de ligacdo de ATP subfamilia A. As catepsinas pertencem
a familia das cisteino-proteases normalmente ativadas sob o pH &acido dos
lisossomos. Estas proteinas exercem atividades fundamentais para a invasao,
biogénese organelar e sobrevivéncia intracelular dos parasitas do Filo apicomplexa.
As catepsinas C sao estruturalmente e cataliticamente Unicas dentro da sub-familia
das papainas, pois possuem atividade de exopeptidase. Estas proteinas sao
capazes de remover de forma sequencial os dipeptideos da por¢cdo N-terminal das
cadeias polipeptidicas. Estudos demonstram que a catepsina C pode ter importancia
no crescimento celular, diferenciacdo e ativacao das proteases, além disso, pode ser
secretada para o0 compartimento extracellular podendo estar relacionada a
degradacéo da matriz extracelular (Que et al., 2007).

Em T. gondii, trés catepsinas C foram encontradas, a C1 é a mais expressa
em taquizoitos, sendo observada nos granulos densos e ndo € encontrada em
bradizoitos. A liberacéo de proteinas dos granulos densos € um dos processos mais
importantes destes parasitas. Estas proteinas sdo transmembranares em sua
grande parte, sdo secretadas para o espaco vacuolar na forma de proteinas sollveis
e sao responsaveis por remodelar o vacuolo parasitéforo em um compartimento
ativo. Podem estar implicadas nas trocas entre o parasita e a célula hospedeira
como a aquisicdo de nutrientes, transducdo de sinal ou manutencdo do vacuolo
parasitéforo (Que et al., 2007). Catepsina C também foi detectada no vacuolo
parasitéforo de Plasmodium falciparum onde participa do processo de quebra da
hemoglobina (Klemba et al., 2004). Aparentemente os dipeptideos gerados pela
acao da catepsina C podem ser transportados para o citosol do parasita de forma
ativa onde sao hidrolisados em aminoacidos por aminopeptidases neutras citosolicas
(Klemba et al., 2004).
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A proteina transportadora de cassete de ligacdo de ATP subfamilia A,
pertence a super-familia do cassete de ligacdo a ATP (ABC) e é uma das proteinas
mais conservadas evolutivamente. Os transportadores ABC utilizam a hidrélise de
ATP para fornecer energia a diversos sistemas biologicos relacionados
principalmente manutencdo da homeostase celular. Possuem também um papel
fundamental na desintoxicagdo celular de endobiéticos e xenobibticos, sendo que a
super expressao de algumas proteinas desta familia contribui para a resisténcia as
drogas em varios organismos, desde células neoplasicas humanas, bactérias,
fungos, nematdides até os protozoarios parasitas, como Plasmodium berguei
(Gonzalez-Pons et al., 2009). Em Cryptosporidium parvum estas proteinas estao
localizadas na fronteira entre o parasita e a célula hospedeira e sdo capazes de
transportar grandes anions organicos. Aparentemente possuem maior importancia
nos estagios intracelulares, entretanto, também s&o encontradas em oocistos e
esporozoitos. Sua distribuicAo em esporozoitos parece estar relacionada aos
granulos densos que sofrem exocitose durante a invasdo das células hospedeiras
(Perkins et al., 1999).

Ambos o0s produtos protéicos descritos acima sdo importantes para o
desenvolvimento de esporozoitos, a catepsina C serve como fonte de aminoacidos e
a proteina transportadora de cassete de ligacdo de ATP intimamente relacionada
com transporte celular e resisténcia as drogas.

Ainda em relacéo aos dados de anotacao com resultados positivos de BLAST,
pudemos identificar em ambos o0s estagios tags distintas reconstruidas que
apresentaram 0 mesmo numero de acesso no Genbank e, que desta maneira,
podem representar partes do mesmo gene, isoformas, ou mesmo transcritos
diferenciais resultantes de splicing alternativo na extremidade 3’ UTR, poliadenilacéo
heterogénea, RNAs antisense, SNPs, entre outros. Estudos de SAGE em
Arabidopsis thaliana revelaram que 15% dos transcritos diferencialmente expressos
correspondiam a transcritos alternativos (Robinson e Parkin, 2008).

Dentre estes transcritos alternativos foi observado casos sugestivos de
poliadenilacdo heterogénea (Stern et al., 2003) (apesar de nao termos encontrado
0s sitios de poliadenilacdo) e splicing alternativo da extremidade 3° UTR (Keime et
al., 2007; Kuo et al., 2006; Unneberg et al., 2003). Em ambos os exemplos, sempre
as tags mais proximas a cauda poliA apresentavam uma contagem absoluta de no

minimo 10 vezes maior do que a segunda tag encontrada no transcrito. Segundo
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Malig et al. (2006) 20% das tags experimentais mapeadas em um transcrito estao
localizadas no segundo sitio CATG mais préximo a cauda poliA.

Poliadenilacdo heterogénea ja foi relatada em estudos de SAGE. Em
Schistossoma mansoni 13 genes apresentaram poliadenilagdo alternativa
acarretando em uma diminuicdo da porgao 3’ terminal dos RNAs mensageiros, o que
poderia afetar a estabilidade e regulacéo destes transcritos (Ojopi et al., 2007). Em
T. gondii a presenga de poliadenilagdo heterogénea em um gene diferencialmente
expresso referente a proteina de granulo denso 7 (GRA7), foi comprovada
experimentalmente através de RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) (Radke et
al., 2005). Poliadenilacdo heterogénea também foi relatada em transcritos de SAGE
proveniente de bibliotecas de trigo (Poole et al., 2008)

O splicing alternativo € uma das maiores fontes de diversidade transcricional
em células humanas (Kirschbaum-Slager et al., 2005). Formas alternativas de
splicing foram encontradas em mais de 59% dos transcritos de humanos e 41% em
ratos (Wabhl et al., 2005a). Em organismos do Filo apicomplexa variantes de splicing
tem sido mais exploradas e caracterizadas em espécies do género Plasmodium
spp., sendo encontrados nos genes maebl, stevor, 41-3 e b7 e possivelmente nos
genes yir (Plasmodium interspersed repeats- pir de P. yoelli) (Fonager et al., 2007).
Em T. gondii a miosina B e C sdo variantes de splicing que diferem apenas na
extremidade 3’ (carboxi-terminal). Devido esta diferenca, estas isoformas
apresentam solubilidades distintas e diferentes localizacdes subcelulares. Estes 2
transcritos estdo presentes em taquizoitos, no entanto, em bradizoitos sdo super-
expressos. Aparentemente a producdo de miosina B é menos freqiente quando
comparada a miosina C, ja que a super expressao de miosina B leva a um defeito na
divisdo celular, reducédo da viruléncia e atraso na replicacdo (Delbac et al., 2001).
Outro trabalho também em T. gondii relatou a presenca de duas variantes de
splicing do gene que codifica uma hipoxantina-xantina-guanina
fosforibosiltransferase (HXGPRT), estas variantes diferem apenas na presencga ou
auséncia de 49 aminoacidos, mas suas caracteristicas quanto a atividade, substrato
e padrao de expressao sao similares, diferindo apenas quanto a localizacao celular
(Chaudhary et al.,, 2005). Em Theileria lestoquardi foi identificado um gene
denominado de clone 5 que possui duas isoformas do mesmo gene codificador. A
Unica diferenca entre as variantes esta na retencdo de um intron de 34 pb o qual
pode gerar isoformas com dominios transmembranares (Bakheit et al., 2006).
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Quando tags distintas provenientes de SAGE recebem uma mesma anotacao
pode ser um indicio da presenca de variantes de splicing na extremidade 3’ UTR
deste gene. A porcao 3’'UTR tem um importante papel na regulacdo da traducéo,
estabilidade dos RNAm e sublocalizagéo celular (Kuersten e Goodwin, 2003; Wabhl et
al., 2004; Wahl et al., 2005a). Variantes de splicing foram detectadas em bibliotecas
de SAGE de humanos (Keime et al., 2007); (Kim et al., 2006), de ratos (Wahl et al.,
2005a) em raiz de milho (Poroyko et al., 2005), cana de acucar (Calsa e Figueira,
2007) e em tecido de folhas de Arabidopisis thaliana mantidas sob condi¢cdes de
baixa temperatura (Robinson e Parkin, 2008). Estes estudos mostram a relevancia
dos mecanismos transcricionais para o controle da expressdo génica. Além disso,
caracterizacdo destes variantes pode auxiliar na elucidagdo dos mecanismos
moleculares utilizados por estes organismos.

Ainda analisando os transcritos diferenciais encontrados em nossos dados,
tags potencialmente antisense também foram encontradas. Dois casos distintos
foram observados: a presenca de sense e antisense no mesmo sitio de pontuacdo
(CATG) e a identificagéo de tags apenas no sentido antisense. Foram encontrados 9
pares de tags sense-antisense e 18 tags potencialmente antisense (baseada na
comparacdo das sequéncias reconstruidas contra bases de dados de ESTs
direcionais de E. tenella), totalizando 13,7% das tags diferencialmente expressas.
Ensaios de RT-PCR evidenciaram experimentalmente que 3 tags apresentavam
direcionamento antisense.

Uma caracteristica elegante da técnica de SAGE €& que a posicdo e
orientacao de uma determinada tag em um transcrito pode ser determinada de modo
acurado, permitindo a deteccdo de transcritos antisense (Gibbings et al., 2003). O
controle de expressao génica por transcritos antisense naturais (NAT) foi descoberta
em procariotos ha mais de 20 anos. Como o0 RNAm possui apenas uma unica fita, a
presenca de uma fita antisense complementar pode alterar a transcri¢cdo, elongagéo,
processamento, estabilidade e traducdo destes RNAs. Os transcritos antisense
podem ser codificadores ou ndo, complementares a regides codificadoras de RNAmM
processadas e maduras ou podem ser complementares apenas ao transcrito
primario ndo processado (Kiyosawa et al.,, 2003). Existem dois tipos de RNA
antisense endoégeno ou NAT, os RNAs antisense em cis e 0s em trans. Os RNAs
antisense em cis sao transcritos a partir de uma fita oposta do RNA sense na mesma

localizacdo genbOmica e, sdo caracterizados por possuirem uma sobreposicao
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geralmente longa e perfeita com 0 RNA sense. Os RNAs antisense em trans séo
transcritos a partir de outras regides gendmicas e a sobreposicdo normalmente é
pequena e imperfeita (Chen et al., 2004).

Kiyosawa et al., 2003 estudando genes de ratos encontraram 2.481 pares de
transcritos sense-antisense demonstrando que talvez a regulacao da expressao por
transcritos antisense seja muito mais comum do que o previsto. Chen et al. (2004)
relataram que 22% dos genes humanos formam pares sense-antisense.
Aparentemente estes pares sdo conservados entre os vertebrados, provavelmente ja
estavam presentes nos ancestrais e podem ter influenciado a evolucdo destes
organismos. A ocorréncia destes pares parece ocorrer com maior freqiéncia na
regido UTR dos transcritos (Dahary et al., 2005). Geralmente a expressdo dos
transcritos sense € maior do que 0s seus correspondentes antisense. (Wahl et al.,
2005b), como observado no estudo de mais de 18.000 transcritos de ratos, dos
quais 1.468 transcritos eram antisense e destes, 78% dos transcritos antisense
apresentavam um par sense. Uma analise focada em tags de humanos que nado
mapearam em transcritos conhecidos, identificou que na média 61% dos transcritos
de cada biblioteca apresentam-se na posicdo sense, 10% apenas ha posicao
antisense e 29% eram pares sense-antisense (Keime et al., 2007). A obtencao de
tags antisense também foi relatada em outros organismos como Schistossoma
mansoni (Taft et al., 2009), Brassica napus (Obermeier et al., 2009) e Oriza sativa
(Gibbings et al., 2003). A partir dos dados de SAGE de Giardia spp foi observado
gue os transcritos antisense sao gerados a partir de promotores que realizam uma
transcricdo bidirecional. Estes transcritos antisense sdo detectados em niveis baixos
e estdo distribuidos de forma homogénea por todo o genoma (Teodorovic et al.,
2007). Em P. falciparum, a sintese de transcritos antisense parece ser um fenémeno
transcricional comum catalisado pela RNA Polimerase Il que aparentemente n&o
possui a capacidade de distinguir a fita sense da antisense. Estes transcritos
antisense normalmente nao apresentam ORFs e podem representar novos
reguladores da expressdo estagio especifica competindo com os fatores de
transcricdo sense ou modelando a estrutura da cromatina e podem também formar
uma estrutura duplex para regulacdo da transcricdo e estabilidade do RNAmM
(Militello et al., 2005). Para o gene MSP3 (merozoite surface protein 3) de P.
falciparum o transcrito sense aparece cerca de 60 vezes mais do que o seu par

antisense. Em estudos de SAGE de P. falciparum, 12% das tags foram
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caracterizadas como somente antisense, das quais 70% eram de baixa abundancia
e 5% constituiam pares sense-antisense (Gunasekera et al., 2004). Patankar et al.
(2001) relatou que 17% das tags de alta expressdo estavam na posicao antisense.
Em T. gondii, 21,5% das tags mapeadas em um Unico sitio genémico também
correspondiam a transcritos antisense (Radke et al., 2005). Nos nossos dados
também foi observado um maior nimero de tags sense do que antisense nos pares
sense-antisense.

Transcrito alternativo, possivelmente resultante de SNP também foi
encontrado em nossas analises. Estima-se que tags alternativas derivadas de SNP
ocorram em 8,6% dos genes humanos. Dentro deste conjunto putativo, 61,9% dos
genes apresentaram tags obtidas experimentalmente contendo estes SNPs (Silva et
al., 2004). Em T. gondii analisando um conjunto de cerca de 200.000 tags mais de
400 tags apresentaram SNPs (Radke et al., 2005).

Mesmo analisando um pequeno conjunto de tags, 197 transcritos
reconstruidos a partir de tags diferencialmente expressas, observamos alguns
transcritos alternativos demonstrando que a técnica de LongSAGE foi capaz de
detectar estes transcritos. Estudos futuros utilizando o conjunto total de tags poderéo
ser realizados com o objetivo de se caracterizar estes transcritos alternativos mais
profundamente.

Como tags mitocondriais também j& haviam sido encontradas em SAGE
proveniente de Saccharomyces cerevisiae (Velculescu et al., 1997), C. elegans
(principalmente antisense) (Jones et al., 2001), Oryza sativa (Song et al., 2007) e P.
falciparum (Patankar et al., 2001), decidimos mapear as 9.516 tags Unicas no
genoma anotado de mitocondria de E. tenella (Romano, 2004).

Plasmodium, Toxoplasma e outros organismos do Filo apicomplexa, assim
como maior parte dos tripanossomatideos apresenta uma mitocondria com
capacidade de realizar fosforilagdo oxidativa (Ginger, 2006). Em apicomplexa,
durante o processo evolutivo, a maior parte dos genes mitocondriais foram
transferidos para o nucleo (Gardner et al., 2002; Ossorio et al., 1991) permaneceram
na mitocondria apenas 0s genes cujos produtos sao altamente toxicos para serem
liberados no citoplasma. O mesmo parece ter ocorrido para Eimeria spp., pois
somente genes de citocromo s&o encontrados na mitocondria destes organismos
(Romano, 2004). Analisando os nossos dados observamos que apenas 13 tags

foram encontradas no genoma mitocondrial, das quais 8 apresentam-se na direcao
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antisense. Destas 13 tags, somente 4 apresentaram resultados positivos de
anotacdo. E importante ressaltar que ndo temos como afirmar se estas tags
realmente sao verdadeiras e ndo artefatos. Como as tags localizadas na mitocondria
também foram encontradas no genoma nuclear e, considerando que o0s genes de
citocromo b e ¢ de E. tenella ndo possuem cépias nucleares (Romano, 2004), é um
indicativo de que aparentemente as sequéncias disponiveis do genoma nuclear ndo
foram filtradas contra esta organela. Desta forma, as tags foram reconstruidas a
partir das sequéncias do genoma nuclear e entdo submetidas ao processo de
anotacao.

Apesar de nao termos como afirmar que as tags encontradas no genoma
mitocondrial de E. tenella sejam realmente verdadeiras, indicios da presenca de
cauda poliA nos RNAs ribossdmicos, assim como a presenca de transcritos
antisense provenientes desta organela em outros organismos nos leva a acreditar
gue estas possam ser de fato reais. Em P. falciparum 5,3% das tags mais
abundantes s&o provenientes de mitocondria (Patankar et al., 2001).

Em humanos, RNAs antisense de citocromo oxidase C também foram
observados e podem induzir mudangas morfoldgicas e morte celular em linhagens
celulares hematopoiéticas, provavelmente pela inducdo de respiracdo mitocondrial
insuficiente (Shirafuji et al., 1997). A deteccao de transcritos antisense relacionados
aos RNAr foi encontrada em duas regides reguladoras de mitocondrias de humanas
apresentando-se de forma estavel e providos de cauda poliA (Tullo et al., 1994).
Pequenos fragmentos de RNAr em ambas as fitas também sdo encontrados no
genoma mitocondrial de P. falciparum e muitos destes apresentam poliadenilacao,
provavelmente para conferir protecdo contra eventuais enzimas com atividade
exonucleotidica 3’ (Gillespie et al., 1999). Esta mesma caracteristica também foi
descrita para Theileria parva (Nene et al., 1998).

Aléem do genoma mitocondrial, os organismos do Filo apicomplexa possuem
uma organela denominada de apicoplasto provida de genoma proprio. A fungéo
exata desta organela ainda nédo foi elucidada, mas esta intimamente associada a
sintese de lipideos, heme e isopropendides e varios destes processos metabdlicos
podem também constituir alvos terapéuticos interessantes (Waller e McFadden,
2005). Nenhuma tag foi encontrada no genoma de apicoplasto de E. tenella,
caracterizado por Cai et al. (2003), apesar dos transcritos derivados deste genoma

possuirem cauda poliA. No entanto, a poliadenilacdo destes transcritos ao invés de

180



conferir estabilidade, como acontece nos transcritos citoplasmaticos, deve marcar
estes RNAs para serem degradados, assim como acontece nos cloroplastos das
plantas (Hayes et al.,, 1999). Talvez este fato possa explicar a auséncia de tags
derivadas do genoma desta organela.

Nossos dados também foram submetidos ao mapeamento e quantificacao
das sequéncias por termos de ontologia génica (GO) e busca de ortélogos na base
de dados KOG. Por serem curadas, estas bases sdo mais confiaveis, entretanto, o
tamanho destes bancos de dados é muito menor. Trés ontologias de termos sdo
utiizadas na classificacdo de GO: funcdo molecular, processo bioldgico e
componente celular. Das 197 sequéncias analisadas apenas 72 (36,5%)
apresentaram resultados positivos de Interpro, sendo 55 sequéncias provenientes de
reconstruidos mais expressos em merozoitos e 17 em esporozoitos.

Da mesma forma que observado anteriormente em relacéo aos resultados de
anotacdo, um maior numero de seqiéncias provenientes de merozoitos tiveram
termos GO atribuidos levando-se em consideracdo apenas os resultados positivos
de Interpro. Para comparacdo entre os dados obtidos de sequéncias
diferencialmente expressas em merozoitos e esporozoitos apenas 0s resultados
normalizados foram utilizados, ja que um numero diferente de termos foi atribuido
para cada conjunto de sequéncias.

Analisando-se as trés ontologias principais, as sequéncias de merozoitos
tiveram mais termos de GO relacionados a ontologia de componente celular,
apresentando uma diferenca superior a 20% (dados normalizados), enquanto que as
sequéncias de esporozoitos tiveram mais termos atribuidos dentro da ontologia
funcdo molecular, com uma diferengca também superior a 20%. Analisando
separadamente cada uma das trés ontologias génicas principais, observamos que
para processo bioldgico, grande parte dos produtos protéicos de merozoitos (18%)
faz parte do processo biologico biossintético e dentro deste conjunto a maior parte
esta envolvida na tradugdo e metabolismo de proteinas. As sequéncias de
esporozoitos foram encontradas em maior propor¢cdo em relacdo a organizagdo dos
componentes celulares e biogénese e transporte. Analisando a ontologia génica de
componente celular, observamos uma maior porcentagem de sequéncias
relacionadas a célula, nicleo e complexo protéico em esporozoitos e em merozoitos
relacionadas a organela ribossomo. Para fungdo molecular ambas tiveram

representacfes semelhantes em binding, porém, o termo de ligacdo a nucleotideos
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foi mais encontrado em esporozoitos, assim como atividade catalitica, incluindo
atividade de quinase e também atividade de transporte. Somente foram encontrados
termos de ligagcdo as proteinas nas sequéncias diferencialmente expressas de
merozoitos, assim como sequéncias pertencentes a categoria de estrutura
molecular.

Os termos de GO apresentam uma boa correlacdo com os dados de
anotacdo, em merozoitos encontramos diversos termos relacionados a traducéo e
processo metabodlico de proteinas, associados a organela ribossomo e atividade
estrutural de moléculas termos estes relacionados provavelmente ao grande
conjunto de proteinas de ribossomo encontradas neste estagio. Ja as proteinas de
micronema e 0s antigenos de superficie possuem intima relacdo ao processo de
binding. Em esporozoitos, as histonas estdo relacionadas aos termos encontrados
para nucleo, a atividade catalitica deve referir-se as proteinas de cassete de
transportador da familia ABC, catepsina C, fosfatase acida, desidrogenases, além
das proteinas cujos dominios sdo relacionados a atividade de quinases e foram
caracterizadas como genes desconhecidos em Eimeria. Com relacéo a atividade de
transporte podemos identificar um facilitador do transporte de glicose neste estagio.

Nas buscas de ortélogos na base de dados de KOG apenas 56 produtos
protéicos foram classificados e novamente a maior parte (50) pertenciam ao grupo
de sequéncias diferencialmente expressas em merozoitos. Apesar de poucas
sequéncias serem encontradas nas categorias funcionais de KOG atribuidos, este
resultado ndo € inesperado, ja que apenas 7 organismos eucarioticos foram
utiizados para montar o banco de KOG, dentre eles o mais proximo
filogeneticamente de Eimeria tenella é o fungo do microsporidia Encephalitozoon
cuniculi. Além disso, apesar de ser considerado como um banco de ortdlogos
padrdo, seus dados nao séo atualizados desde 2003. Em teoria, para identificacao
de ortologos, analises filogenéticas de familias inteiras de proteinas homologas
devem ser analisadas, porém estas analises séo laboriosas e lentas, principalmente
em alta escala (Dessimoz et al., 2006) e portanto, a utilizacdo de um banco de
dados de ort6logos nos pareceu mais conveniente.

Das 20 categorias funcionais de KOG, nossos produtos foram encontrados
dentro de 9, sendo a J, a mais representativa qgue novamente esta relacionada a
traducdo, estrutura do ribossomo e biogénese para ambos os estagios. Analisando-

se separadamente a proporcdo de sequéncias de acordo com o estagio, pudemos
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observar que das 9 categorias funcionais, apenas a categoria R, relacionada a
produtos de funcdo geral estava presente nos dois estigios (merozoitos e
esporozoitos). Esporozoitos apresentaram seqiéncias do grupo relacionado a
estrutura da cromatina (histonas), transporte de lipideos e metabolismo (catepsina
C) e transporte de aminoacidos (desidrogenases). Em merozoitos o maior grupo
estava relacionado a categoria J, as demais proteinas foram distribuidas em 5
categorias relacionadas a transcricdo, modificacdo poés-traducional, transducdo de
sinal e citoesqueleto, com um namero bem menor de seqiéncias em cada. Assim
como observado nos dados de anotacédo, tags distintas, que podem representar o
mesmo transcrito, foram também observadas dentro das fungdes especificas de
KOG, como as sequéncias de histona e as proteinas de ribossomo RPL24, RPL38 e
RPL2/L8.

Em suma, para merozoitos, podemos observar que os dados de anotacao
baseados em BLAST, dados de GO e dados de KOG estdo relacionados aos
produtos protéicos envolvidos na traducdo, modificacdo e manutencdo da
conformacao das proteinas. Enquanto que em esporozoitos os resultados positivos
sdo menos frequentes e estdo relacionadas a estrutura da cromatina, transporte e
atividade catalitica. Assim, esses resultados sugerem que, diferentemente de
merozoitos, a maioria dos genes expressos preferencialmente em esporozoitos
codifica proteinas de funcdo desconhecida. Apesar dos dois estagios serem
invasivos, podemos notar que a classificacdo de seus produtos protéicos é distinta,
além disso, a quantidade de sequéncias classificadas (resultados de BLAST
positivos, termos GO e categorias de KOG) provenientes de esporozoitos também é
muito menor do que as de merozoitos. A fracdo analisada de seqiéncias pode nos
dar uma idéia das diferencas entre ambos o0s estagios, mas ndo exclui a
possibilidade de que uma melhor caracterizacdo das proteinas de esporozoitos
possa alterar este perfil obtido.

A técnica de LongSAGE apresenta diversas vantagens em relacdo a outras
metodologias, no entanto, por se tratar de uma plataforma de larga escala nem
sempre o perfil quantitativo gerado € tdo acurado. Com a disponibilidade de
inimeras tecnologias para medicdo da expressdo génica, € necessario realizar
estudos em plataformas distintas para aumentar a significancia e confiabilidade dos
resultados. Diversos trabalhos que empregaram SAGE utilizaram o RT-gPCR para

validacdo experimental estudando um pequeno conjuntos de genes (Funaguma et
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al., 2007; Long et al., 2003; Poroyko et al., 2005). O PCR em tempo real (Heid et al.,
1996) é considerado como o método padrdo para mensurar a expressdo génica
diferencial devido a sua alta especificidade e sensibilidade (Deepak et al., 2007).

Assim, decidimos empregar o real time PCR como forma de validar nossos
dados quantitativos. Devido ao baixo custo e relativa facilidade de se delinear os
experimentos, optamos pela utilizacdo do SYBR® Green, método utilizado por
metade dos pesquisadores que trabalham com esta técnica. Cientes de que este
corante ndo é especifico e pode gerar sinais falso-positivos ao detectar dimeros de
primers ou produtos inespecificos (Ponchel, 2006), empregamos primers
cuidadosamente desenhados e analisamos as curvas de melting. Além disso, o kit
utilizado possui uma DNA polimerase hot-start, diminuindo assim a chance de
amplificacdo de produtos indesejaveis. Interessantemente, um trabalho recente
mostrou que a correlagcdo entre os dados de PCR em tempo real empregando-se
SYBR® Green ou TagMan (normalmente conhecido pela sua alta especificidade
(Valasek e Repa, 2005)) foi altissima, apresentando um coeficiente de correlacéo
igual a 0,97 (Arikawa et al., 2008).

A gquantificacdo absoluta tem por objetivo mensurar o nimero de coépias do
acido nucléico em uma determinada amostra, € bastante laboriosa, pois em cada
experimento, a amostra a ser estudada deve ser comparada a uma curva padrao
gerada por diluicbes seriadas a partir de uma amostra de concentracdo conhecida
(Valasek e Repa, 2005), aumentando o custo e o tempo de execucdo do
experimento. Além disso, a eficiéncia da reacdo de amplificacdo entre o gene de
interesse e o material utilizado na curva padrao devem ser semelhantes (Dussault e
Pouliot, 2006; Pfaffl, 2006). Como nosso interesse era comparar os dados
guantitativos obtidos por LongSAGE através de outra técnica, optamos pela
quantificacdo relativa, que em teoria € mais simples e menos suscetivel a erros de
metodoldgicos (Pfaffl, 2006). Uma boa qualidade do RNAmM também é essencial para
execucao de qualquer ensaio independente da escolha do método de quantificacéo
(Fleige e Pfaffl, 2006), para tanto utilizamos amostras de RNAm de alta qualidade,
tratadas com DNAse e quantificadas de forma acurada com um kit especifico que
somente reporta a quantidade de moléculas de acido nucleico de interesse, no caso
RNA. A utilizacdo de RNAm apesar de mais cara € recomendada, pois ja foi relatado
que a proporcao entre a quantidade de RNAmM e RNAr em amostras de RNA total

pode variar em diferentes condi¢des e/ou tecidos, podendo alterar a mensuracao da
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expressao génica (Morse et al., 2005). Utilizamos também primers especificos para
a sintese de cDNA, 0 que encarece 0 processo, mas é a estratégia mais adequada
quando um pequeno conjunto de genes € analisado (Kubista et al., 2006), pois
garante que a sintese de cDNA ocorre de fato para cada gene a ser estudado
(Shipley, 2006).

O primeiro desafio foi a busca e a validacdo de genes constitutivamente
expressos (Dheda et al., 2004) em Eimeria tenella. Sabe-se que os organismos do
Filo apicomplexa possuem uma expressao génica altamente estagio especifica, ao
contrario dos organismos da Ordem kinetoplastida, como a Leishmania, da qual
apenas 0,2 a 0,5% dos genes apresentam expressao diferencial entre as formas
amastigotas e promastigotas (Cohen-Freue et al., 2007). Para organismos do Filo
apicomplexa, por exemplo, Plasmodium falciparum, o perfil transcricional assemelha-
se a uma cascata de expressao génica que resulta no processo “just in time” onde
os produtos séo fabricados de acordo com a necessidade do parasita (Gissot et al.,
2005), o mesmo fendmeno acontece em Toxoplasma gondii (Mullapudi et al., 2009).
Assim, estima-se que nestes parasitas, a quantidade de genes housekeeping
expressos de maneira constitutiva seja baixa (Llinas e DeRisi, 2004).

Para selecdo dos candidatos, baseamos nossa busca nos resultados de
LongSAGE utilizando o critério de p-value igual a 1 e resultados positivos de BLAST.
Cinco candidatos foram selecionados: ubiquitina, histona H2A, proteina de
ribossomo 22, uma sequéncia possuindo o dominio zinc finger e uma proteina de
ligagdo a GTP nuclear ran/tc4. Além dos critérios acima mencionados, estes genes
foram comparados aos ortdlogos quanto aos dados de expressdo nas bases de
dados de Plasmodium falciparum e Toxoplasma gondii e como foi observado um
perfil transcricional constitutivo, esperavamos que este mesmo perfil pudesse se
repetir em Eimeria tenella.

A ubiquitina é uma proteina de 76 aminoacidos extremamente conservada
entre as seqiéncias de organismos eucarioticos, apresentando taxas de similaridade
superiores a 98% entre humanos, leveduras e parasitas do Filo apicomplexa. Em
organismos do Filo apicomplexa o gene que codifica para esta proteina possui uma
Gnica cépia. O complexo ubiquitina/proteassoma pertencente a uma via regulatoria
pos-transcricional essencial, que regula uma ampla gama de atividades celulares
incluindo reparo de DNA, transcrigdo, divisdo celular, endocitose, trafico intracelular
entre outros (Ponts et al., 2008). No entanto ao estudar a expressado deste gene em
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oocistos esporulados, ndo esporulados, parcialmente esporulados, merozoitos de
segunda geracao e esporozoitos, a variacao de C; encontrada foi muito grande, mais
de 2 logs, ndo permitindo a qualificacdo deste gene como controle. De fato, as
proteinas envolvidas na via da ubiquitina provenientes de organismos do Filo
apicomplexa possuem uma maior diversidade (Ponts et al., 2008), o que poderia
explicar este comportamento varidvel em nossos experimentos.

A proteina de ligacdo a GTP nuclear Ran/TC4 ¢ um membro conservado da
superfamilia Ras de pequenas GTPases que regulam todo o transporte mediado por
receptores entre o nucleo e o citoplasma. A Ran pertence ao grupo de pequenas
proteinas de ligacdo a GTP, que possuem um papel importante tanto nas vias de
importacdo quanto de exportagdo e, geralmente apresentam altas concentragdes
nucleares. Esta proteina possui um alto nivel de similaridade e funcédo conservada
entre organismos eucarioticos incluindo os protozoarios (Frankel e Knoll, 2009).
Apresenta-se de forma abundante em Toxoplasma gondii onde da mesma forma é
responsavel pela maior parte do transporte entre o nucleo e o citoplasma (Frankel e
Knoll, 2008) e também ja foi descrita em P. falciparum (Ramachandran et al., 2002)
e Babesia divergens (Delbecq et al., 2003). Apesar de ser de grande importancia
para 0 metabolismo destes parasitas, uma grande oscilagdo dos valores de Ct
coletados foi observada.

A proteina de ribossomo 22 apresentou uma variacdo menos discrepante,
mas ainda muito préxima de 2 log.

Proteinas que apresentam o motivo zinc finger em sua sequéncia pode ligar-
se a DNA, RNA, proteinas e substratos lipidicos, servindo como ancoras estaveis.
Estdo associadas a transcricdo, traducdo, trafico de RNAm, organizagdo do
citoesqueleto e dobramento de proteinas. Esta proteina apresentou uma variagdo de
C: menor que 2 log, mas ainda acima de 1,5 log ndo sendo ideal para ser usada
como gene de referéncia, principalmente quando os dados de variagdo de
expressao nao sdo muito grandes, as vezes, menores do que 10. Este resultado s6
foi encontrado ao se comparar os estadgios de merozoitos e esporozoitos, pois
utilizando os cinco estagios a flutuacdo do C; foi muito superior, 0 que mostra a
dificuldade de se encontrar genes expressos de forma constitutiva em todos os
estagios de vida destes organismos. Em Plasmodium falciparum a super

representacdo de proteinas com motivos de zinc finger estd potencialmente
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envolvida na regulacdo da estabilidade do RNAm (Natalang et al., 2008) e assim
como encontrado em nossos dados, apresenta-se diferencialmente expressa.

As histonas H2A, H2B, H3 e H4 sdo proteinas nucleares carregadas
positivamente dispostas na forma de octameros que ficam envoltas ao DNA na sua
forma coiled carregado negativamente, formando os nucleossomos. As histonas
passam por grandes modificagcbes pos-traducionais que podem influenciar na
organizacdo e estabilidade da estrutura da cromatina sendo importante para o
controle da transcricdo e do ciclo celular (Longhurst e Holder, 1997). Importante
ressaltar que as histonas candnicas de eucariotos inferiores e plantas séo
poliadeniladas (Marzluff et al., 2008). As histonas podem estar envolvidas na
diferenciacdo dos estagios de vida de apicomplexa, sendo acompanhada por
significantes alteracdes de expressao génica, por processos de acetilacdo, metilacao
e presenca de histonas variantes (Sullivan e Hakimi, 2006). A histona H2A é
pequena e altamente conservada e foi escolhida como gene de referéncia para
nossas analises, pois para merozoitos e esporozoitos (alvos de estudo deste
trabalho) apresentou uma variagdo dos dados de C; menor do que 1 log.
Infelizmente este mesmo padrédo néo foi observado nos estagios de oocistos (dados
ndo mostrados) o que provavelmente possa estar relacionado a presenca de
variantes. Recentemente, em Toxoplasma gondii foram caracterizados trés variantes
desta familia cuja expresséo € diferencial entre taquizoitos e bradizoitos (Dalmasso
et al., 2009).

A partir da escolha do gene de referéncia, os ensaios experimentais para
verificar a expressao diferencial foram realizados. Foram testados 6 genes, trés
genes diferencialmente expressos (up-regulated) para cada estagio. Para a escolha
dos genes, a sequéncia da tag respectiva estava presente em todos os fragmentos
amplificados.

Para esporozoitos foram avaliadas uma proteina hipotética, o fator de inicio
da traducdo 5 (elF5) e uma proteina caracterizada como uma
Glutamato/Leucina/Fenilalanina/Valina desidrogenase (ELFV_dehydrog.). O inicio da
traducdo € um processo celular sofisticado, bem regulado e altamente coordenado
em eucariotos em que varios fatores de iniciacado séo utilizados, dentre os quais, 0
elF5 identificado também em Toxoplasma (Sauvage et al., 2006) e que representa

um dos 6 fatores de inicio da transcricdo caracterizados neste organismo.
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As proteinas ELFV desidrogenase s&o estrutural e funcionalmente
relacionadas por conterem uma regido rica em glicina e um residuo de lisina
relacionado a atividade catalitica. Este motivo protéico também foi encontrado nos
dados de protebmica de esporozoitos de P. falciparum (Lasonder et al., 2008).

Quando analisamos nossos resultados, observamos que os dados
quantitativos de expressado destes trés genes foram muito proximos entre
LongSAGE e RT-gPCR, apresentando um coeficiente de correlacéo de Pearson e R?
de 0, 999.

Para o0s merozoitos foram selecionados o0s genes de actina, fator
depolimerizante de actina e proteina de ribossomo S8. A actina e o fator
depolimerizante de actina (ADF) estdo relacionados ao processo de invasdo
dependente do sistema contractii de actina-miosina. O ADF possui um papel
importante no remodelamento do citoesqueleto de actina, sendo capaz de ligar-se a
actina na forma polimerizada ou monomérica rompendo os filamentos de actina em
fragmentos. Em Toxoplasma gondii, estudos de localizacdo de actina foram
particularmente dificeis por causa do rapido turnover destes filamentos promovido
pelos ADFs, portanto, para realizagdo destes estudos, estes fatores de
depolimerizacdo devem ser reprimidos (Schatten e Ris, 2002).

A andlise de bancos de dados de sequéncias revelou duas isoformas de ADF
em Eimeria e Toxoplasma, no entanto apenas uma foi caracterizada em Toxoplasma
gondii (Maciver e Hussey, 2002). Em Eimeria tenella o ADF foi observado em
merozoitos, esporozoitos e oocistos (Xu et al., 2008).

Em relagdo aos nossos dados, ambos o0s genes encontraram-se mais
expressos nos experimentos de RT-gPCR do que em LongSAGE, apresentando
uma diferenca de cerca de 2 a 3 vezes maior nos dados de real-time. Este resultado
pode significar que a concordancia entre as duas plataformas néao é tdo boa devido a
diferenca de sensibilidade das duas técnicas e a alta especificidade do real-time.
Alternativamente, o fato de considerarmos que todas as reagbes de RT-gPCR
possuiam eficiéncias iguais, pode também ter influenciado os valores de C; em um
ou dois ciclos, o que poderia ter prejudicado a concordancia inter-plataformas.
Importante salientar que como no genoma de Eimeria tenella o fragmento
amplificado esta na fronteira intron-éxon, variantes de splicing poderiam ser também
amplificadas alterando os dados de expressdo. Além disso, em buscas de
similaridade nos ESTs montados de Eimeria tenella este fragmento também
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apresenta dois alinhamentos perfeitos em contigs distintos. No entanto, quando os
primers foram desenhados, a base de dados de ESTs ndo contava com o numero
atual de sequéncias e portanto, estes dois alinhamentos ndo haviam sido
detectados. Estes genes ndo foram escolhidos ao acaso, sabe-se que apesar do
amplo uso da actina como gene de referéncia, a sua utilizacdo ndo é aplicavel a
qualguer organismo sem uma padronizacao prévia. Um estudo recente sobre ADF
de Eimeria tenella utilizou nos ensaios experimentais de RT-gPCR a actina como
gene de referéncia (Xu et al., 2008). Muito provavelmente a expressao de ADF
detectada neste trabalho nao reflete a realidade, j& que pelos nossos dados, o gene
de referéncia empregado apresenta uma expressao estagio especifica significativa,
sendo 3 vezes superior em merozoitos. Isto explica o fato dos autores ndo terem
detectado grandes diferencas de expressdo de ADF nos estagios zoitas, ao
contrario do encontrado em nossos experimentos.

Ja em relacdo a proteina de ribossomo S8, os dados quantitativos entre as
plataformas foram mais equivalentes.

Analisando a expressao dos trés genes em conjunto, observamos que em
merozoitos a correlacdo entre real-time e LongSAGE foi moderada, com um
coeficiente de Pearson de 0,67.

No entanto, analisando-se em conjunto os 6 genes, a correlagdo entre as
duas técnicas foi boa com um coeficiente de correlacdo de Pearson igual a 0,79.
Assim, estes dados serviram para fazer uma validacdo preliminar dos resultados
obtidos em LongSAGE tanto em relacédo ao estagio de maior expressao quanto aos
dados quantitativos.

Para realizar estudos comparativos entre dados de expresséao, utilizamos os
resultados de Northern Digital de ESTS/ORESTES de Eimeria tenella. Dos 3.008
eventos menos de 30% sao compartilhados entre merozoitos de segunda geracéo e
esporozoitos, resultados estes muito semelhantes ao observado nos dados de
LongSAGE para estes mesmos estagios.

Nos dados de Northern Digital de ESTS/ORESTES, 660 transcritos foram
classificados como diferencialmente expressos e, com relacdo aos dados de
anotacdo com resultados positivos de BLAST, o perfil transcricional mostrou-se
muito semelhante ao obtido em LongSAGE. Dentro do conjunto de genes expressos
preferencialmente em merozoitos, uma grande quantidade de proteinas de

ribossomo e antigenos de superficie foram encontradas além de algumas proteinas
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de micronema, calmodulina, miosina e fator depolimerizante de actina. Em
esporozoitos poucos resultados de BLAST positivos foram observados e os genes
apresentaram funcdes diversas.

Comparando-se os dados de expressdo diferencial entre LongSAGE (199
reconstruidos) e ESTS/ORESTES (660 sequéncias), observamos que os 144
reconstruidos a partir de tags de LongSAGE encontram-se entre 0S genes
diferencialmente expressos de ESTs/ORESTES. Somente um transcrito apresentou
discordancia em relacdo ao estagio mais expresso ap0s a comparacao inter-
plataformas, ou seja, em LongSAGE mostrou-se diferencialmente expresso para
esporozoitos (1,5 vezes mais expresso) e nos dados de ESTs foi mais freqiiente em
merozoitos (1,5 vezes mais expresso). Por se tratar de uma diferenca de expressao
ligeiramente pequena, este resultado ndo parece ser tao relevante.

As diferencas quanto a anotacdo automatica foram pequenas e, devem-se
principalmente aos critérios distintos utilizados em cada analise. Em LongSAGE
foram considerados resultados positivos os alinhamentos com e-values inferiores a
le-04 e porcentagem minima de identidade igual a 45%, enquanto que em
ESTs/ORESTES o critério foi mais estringente utilizando e-value inferior a 1e-06.

Apesar deste trabalho ter como objetivo principal a andalise de transcritos
diferencialmente expressos, resolvemos também comparar os dados inter-
plataformas dos genes numericamente mais expressos. A concordancia inter-
plataforma desta vez ndo foi tdo boa, menos de 40% dos transcritos foram
compartilhados em merozoitos e menos de 60% em esporozoitos, no entanto, se
considerarmos que sdo plataformas completamente distintas, com sensibilidade e
vieses diferentes, este resultado parece ser aceitavel.

Ao verificar os produtos protéicos diferencialmente expressos numericamente
mais representativos nas duas plataformas, podemos destacar genes de grande
interesse e importancia, alguns destes ja descritos anteriormente.

Em merozoitos encontramos o ADF e actina, o receptor 1 para quinase C
ativada (RACK1) e as proteinas de micronema 4 e 5. Em esporozoitos podemos
destacar a histona 3, que inclusive parece ter um controle pés transcricional a partir
de RNA antisense e o facilitador de transporte de glicose. Estudos empregando
oocitos de Xenopus demonstraram que RNAs complementares que codificam para
transportadores de glicose em P. kowlesi, P. yoelli e T. gondii induzem um grande

aumento de obtencéo de glicose, cerca de 20 vezes (Joét et al., 2002). Nas espécies
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de Plasmodium estes transportadores ja foram validados como alvos de drogas
(Joét et al., 2003). No entanto, um estudo recente em Toxoplasma gondii mostrou
que este transportador ndo € essencial para a sobrevivéncia in vitro e para viruléncia
in vivo dos taquizoitos (Blume et al., 2009).

A proteina de micronema 4 foi encontrada em esporozoitos e merozoitos, e é
diferencialmente expressa durante a esquizogonia (Tomley et al., 2001). Possui 31
modulos EGF (epidermal growth factor) dos quais provavelmente 22 estédo
envolvidos na ligagdo a moléculas de calcio, sendo secretada e expressa na
superficie do parasita (Tomley et al., 2001). As proteinas de micronema 4 e 5
interagem entre si formando um complexo protéico oligomérico de alto peso
molecular. A formac&o de complexos entre estas proteinas de micronema soluveis e
transmembranares prové um mecanismo onde estas proteinas atingem os
micronemas através de um mecanismo de cooperacdo. Para isto, Varios sinais
presentes na cauda citosoélica das proteinas transmembranares sdo utilizados com a
participacdo ativa da carga contida nas proteinas sollveis, permitindo um correto
dobramento e trafico destas proteinas (Periz et al., 2007).

O receptor 1 para quinase C ativada (RACK1) esta implicado em mudltiplas
interacdes entre proteinas, incluindo sua manutencédo estrutural para sinalizacdo de
moléculas. Devido as repeticbes WD, este receptor apresenta uma estrutura
complexa que funciona como uma ancora. Esta proteina estrutural, relacionada a
sinalizacao celular, foi estudada em Toxoplasma gondii e foi verificado que este
receptor serve como ponto de integracao para diversas vias de transducao de sinal.
Sao capazes de se ligar a proteinas quinase incluindo as ativadas por calcio,
integrinas e fosfodiesterases, possuindo importancia nos mecanismos de controle
celular e transcricdo. Devido a sua relagdo com a via dependente de calcio, o
RACK1 pode ser utilizado como importante alvo terapéutico interferindo nos
mecanismos de invasao e evasao parasitaria (Moran et al., 2007).

As novas tecnologias de sequenciamento em larga escala capazes de gerar
centena de milhares de sequéncias como o0 454, o Solexa e o SOLID (Hutchison,
2007) muito provavelmente irdo permitir uma analise mais profunda do
transcriptomas devido a sua alta cobertura e capacidade de gerar muitos dados em
pouco tempo, entretanto, esta alta capacidade esta associada a uma perda
substancial de tamanho e precisao das sequéncias geradas (Wold e Myers, 2008). E

apesar de promissoras, ainda sofrem problemas relativos a vieses, por exemplo nas
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sequéncias provenientes de Solexa, o viées GC necessita de uma cobertura de 20
vezes para total diluicdo dos erros, e ndo € recomendada para estudos de SNPs
(Dohm et al., 2008). Um bilhdo de sequéncias de transcritos de S.cerevisae foi
capaz de identificar somente 91% dos genes (Graveley, 2008). Cheung et al. (2008)
comparam dados obtidos a partir de sequenciamento pelo método de Sanger e
pirosequenciamento. Estes autores mostraram que estas técnicas sao
complementares e que muitas destas sequencias sdo detectadas por apenas uma
das metodologias empregadas. Shin et al. (2008) analisaram o primeiro estagio
larval de C. elegans gerando 30 milhGes de bases utilizando equipamento 454 e
encontraram uma sobreposicdo de apenas 50% com os dados de SAGE e
pirosequenciamento.

A utilizacdo da LongSAGE em organismos do género Eimeria é inédita e
permitiu a andlise quantitativa dos transcritos provenientes de dois estagios
invasivos de Eimeria tenella. Estes dados poderdo ser utilizados para diversos
estudos envolvendo a caracterizacdo de transcritos alternativos, como os derivados
de splicing e também sequéncias antisense, além de viabilizar a escolha de
candidatos interessantes para estudos mais profundos relacionados a expressao
génica estagio-especifica, mecanismo fundamental para o desenvolvimento do ciclo

de vida destes parasitas.
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6 CONCLUSOES



Foram construidas com sucesso bibliotecas de LongSAGE a partir dos
estagios invasivos de merozoitos de segunda geracdo e esporozoitos de E.

tenella, o que resultou em mais de 35.000 tags, das quais 9.516 sao unicas;

Para extracdo, contagem e analise estatistica das tags um pacote de
programas intitulado SAGE Analysis foi desenvolvido pela nossa equipe de

bioinformatica;

Menos de 1% das tags encontradas é de alta expressdo (>50x), o que
significa que um pequeno conjunto de genes é altamente expresso em cada

fase do parasita;

Aproximadamente 60% das tags foram mapeadas no genoma E. tenella, das
quais 95% foram localizadas em apenas um sitio, 0 que sugere um

mapeamento inequivoco da maior parte das tags;

A técnica de LongSAGE permitiu a identificacdo de transcritos alternativos,
como os provenientes de poliadenilacdo heterogénea, splicing alternativo,

transcritos antisense, além de tags mitocondriais;

Apds andlise estatistica foram identificados 270 tags diferencialmente
expressas entre estes estagios invasivos, das quais 199 foram mapeadas e
reconstruidas a partir dos dados do transcriptoma de E. tenella
(ESTS/ORESTES), destas, 197 foram anotadas;

Menos da metade dos transcritos anotados apresentou resultados positivos
de BLAST, o que pode indicar que um grande numero de genes de E. tenella

ainda esta por ser caracterizado, principalmente para esporozoitos;

O protocolo de anotacdo automatica gerou dados consistentes, 87,4% dos
transcritos com resultados de BLAST positivos apresentaram similaridade
com sequéncias de organismos do Filo Apicomplexa, e poucas alteracdes

foram efetuadas apds a curagem manual;
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v Foi observado um perfil semelhante entre os dados de anotagdo, GO e KOG,
onde um numero maior de produtos protéicos provenientes de merozoitos
apresentou resultados positivos relacionados a traducdo, manutencdo e
dobramento de proteinas, resposta a estresse, transducao de sinal e invasao.
Em esporozoitos, os poucos resultados encontrados estdo relacionados ao

metabolismo de aminoacidos, transporte e atividade catalitica;

v O pequeno conjunto de genes submetidos a experimentos de RT-gPCR
apresentou uma boa correlagdo com os dados obtidos por LongSAGE, tanto
com relacdo a expressao estagio-especifica, quanto aos dados quantitativos.

v A comparacdo dos dados de LongSAGE com os de Northern Digital de
ESTs/ORESTES de E. tenella sugere que ha uma boa correlacdo entre os
dados diferencialmente expressos, tanto na anotagdo quanto na expressao

estagio especifica;
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