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RESUMO

Entre os varios tipos de danos causados pela radiacdo ionizante, as lesdes de maior
importancia bioldgica sdo as quebras de fita dupla de DNA. A tolerancia a esse tipo de dano
requer um eficiente aparato de reconhecimento e reparo de lesbes e tais caracteristicas
definem o grau de resisténcia dos varios organismos a este tipo de estresse. O Trypanosoma
cruzi é altamente resistente a raios gama, pois verificou-se que, ap6s uma dose de 500 Gy de
raios gama, o DNA gendmico do parasito é totalmente fragmentado e o cari6tipo é
gradualmente reparado, restaurando o padrdo de bandas cromossomais em menos de 48 horas.
Neste trabalho, objetivamos, através da técnica de microarranjos, comparar 0 padrdo de
expressdo génica de epimastigotas provenientes de duas réplicas bioldgicas diferentes da cepa
CL Brener de T. cruzi irradiadas ou ndo com uma dose sub-letal de 500 Gy. Os resultados
mostraram que a irradiacdo causou paralisacdo no crescimento das células em cultura, mas
ndo afetou a integridade das moléculas de RNA, ao contrario do que foi relatado para as
moléculas de DNA. A expressdo génica foi afetada de forma tempo-dependente, sendo que o
pico de genes subexpressos (composto em sua maioria por genes de funcdo conhecida)
ocorreu ap0s 4 horas, e a superexpressao (pico composto majoritariamente por genes de
funcdo desconhecida), ocorreu ap6s 96 horas. Quatro genes do maxicirculo e os pertencentes
a familia de proteinas com hot-spot para insercédo de retroelementos (RHSs) foram fortemente
induzidos a partir de 48 horas, ja 0os genes relacionados as fungdes metabdlicas basais
apresentaram expressdo diminuida. Ndo houve inducdo na expressdo dos genes de reparo,

com excecéo do gene tirosil-DNA fosfodiesterase -1.
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ABSTRACT

Among the various types of damages caused by ionizing radiation, the lesions of
greatest biological importance are the double-stranded DNA breaks. The tolerance for this
type of damage requires an efficient apparatus for recognition and repair of lesions and these
characteristics define the degree of resistance of various organisms to this type of stress.
Trypanosoma cruzi is highly resistant to gamma rays, considering that a 500 Gy dose induces
a genomic DNA fragmentation, but the karyotype is gradually repaired and the chromosomal
bands pattern is restored in less than 48 hours. In this study, we aimed to compare T. cruzi
epimastigotes gene expression from two biological replicates irradiated or not with a sub-
lethal dose of 500 Gy, through microarray experiments. Our results showed that irradiation
caused an arrest in cell growth, but did not significantly affect the integrity of RNA
molecules, contrary to what was seen in DNA molecules. The gene expression was affected
in a time-dependent manner, because the peak of down-regulated genes (composed mostly of
genes with known function) and up-regulated genes (composed mostly of genes of unknown
function) occurred after 4 and 96 hours, respectively. Four maxicircle genes and those coding
for retrotransposons hot spot protein (RHSs) were strongly induced after 48 hours. However,
genes related to basal metabolic functions presented a decrease in the expression levels.
There was no induction in the expression of DNA repair genes, excepted for the tyrosil-DNA

phosphodiesterase 1 gene.
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1 - INTRODUCAO

1.1. O Trypanosoma cruzi e a Doenga de Chagas: aspectos historicos, epidemioldgicos e

bioldgicos

O T. cruzi é um protozoério flagelado, digenético, pertencente a ordem Kinetoplastida
e a familia Trypanosomatidae. Este protozoario possui uma mitocondria Unica e alongada que
contém uma estrutura chamada de cinetoplasto. O parasito apresenta diversas formas
evolutivas (amastigotas, tripomastigotas e epimastigotas), que se alternam nos hospedeiros
vertebrados e invertebrados dentro de um ciclo de vida complexo. Considerando a
transmissao pelo inseto vetor (barbeiros triatomineos), a infeccdo pelo T. cruzi inicia quando
tripomastigotas metaciclicas eliminadas pelas fezes e urina do barbeiro vetor penetram no
local da picada e invadem células do hospedeiro, onde se transformam em amastigotas, e se
multiplicam por divisdo binaria simples. As amastigotas se diferenciam em tripomastigotas
sanguineas, e sdo liberadas no espaco intersticial podendo invadir outras células de qualquer
6rgdo ou tecido iniciando um novo ciclo de reproducdo assexuada ou sdo destruidas por
mecanismos imunes. Alternativamente, as formas tripomastigotas sanguineas podem ser
ingeridas pelos triatomineos vetores, transformando-se em formas epimastigostas em seu
intestino posterior, onde se multiplicam por divisao binaria e geram as formas tripomastigotas
metaciclicas, as formas infectantes para o hospedeiro vertebrado (De Souza, 2002).

A doenca de Chagas constitui um grave problema medico-social e uma das principais
causas de morte subita em pessoas ainda em fase produtiva. De acordo com a Organizacao

Mundial de Saude, ha 10 milhGes de pessoas infectadas, e pela primeira vez, assumiu-se que



a transmissdo da doenca ndo estd mais confinada somente no continente americano
(principalmente na América Latina), com transmissdo confirmada em outros continentes.
Mais de 25 milhdes de pessoas estdo sob o risco de infeccdo e estima-se que mais de 10.000
pessoas morreram vitimas da doenca em 2010 (Who, 2010).

No Brasil, medidas de controle vetorial proporcionaram a eliminagdo da transmisséo
da doenca pelo barbeiro Triatoma infestans (principal espécie vetora) e a transmissdo
transfusional sofreu uma importante reducdo ap6s a implantacdo de medidas que visam o
controle de doadores de sangue e de hemoderivados. Atualmente, predominam 0s casos
cronicos da doenca (estima-se que existam entre dois e trés milhdes de pessoas infectadas), e
as formas de transmissdo vertical (congénita) e oral ganharam importancia epidemioldgica,
sendo responsaveis pela maior parte dos novos casos identificados (Ministério da Salde,
2010).

A doenca de Chagas apresenta duas fases bastante distintas. A fase inicial aguda €
caracterizada por alta parasitemia, manifestacGes locais (chagoma de inoculacéo) e sintomas
variados (febre, edema localizado e generalizado, poliadenia, hepatomegalia,
esplenomegalia). A infeccdo avanca para uma fase cronica, quando os niveis de parasitemia
decaem. Os sobreviventes entram um uma fase assintomaética (forma indeterminada) que
pode durar toda a vida do paciente. Entretanto, em cerca de 30% dos pacientes, a doenca
evolui para uma fase sintomatica que podem caracterizar a forma cardiaca, digestiva, cardio-
digestiva ou nervosa da doenca (Tanowitz et al., 1992). Os pacientes permanecem infectados
pelo resto da vida, e as formas clinicas apresentam caracteristicas regionais distintas: em
alguns paises como o Panamad e a Venezuela, a infeccdo chagasica se manifesta
exclusivamente na forma cardiaca, enquanto que no Brasil, Argentina e Chile, as

manifestacdes clinicas sdo bastante variadas (Coura et al., 1983).



1.2 — O projeto genoma de T. cruzi: caracteristicas da cepa CL Brener

Em 2005, a sequiéncia completa do genoma de um clone da cepa CL Brener de T.
cruzi foi publicada (EI-Sayed et al., 2005a). CL Brener, uma linhagem hibrida classificada
como pertencente grupo T. cruzi VI (Zingales et al., 2009) foi selecionada como referéncia
para 0 projeto genoma por ser uma cepa muito bem caracterizada biologicamente e
experimentalmente, como também para facilitar comparacdes com os dados gerados no
projeto de EST (Expressed Sequence Tag) de CL Brener que estava em andamento na época
(Brandao et al., 1997; Verdun et al., 1998).

A anotacdo da sequéncia completa do genoma do clone da cepa CL Brener indicou a
existéncia de 22.570 genes codificando proteinas, sendo que desses, 6.159 representam alelos
presentes no hapldtipo do tipo Esmeraldo, 6.043 representam alelos provenientes de
hapl6tipo do tipo ndo-Esmeraldo, e 10.368 representam sequéncias que nao puderam ser
relacionadas a nenhum haplétipo em particular. Deste total, foi possivel sugerir a funcdo de
50,8% das sequéncias codificadoras com base na literatura e em resultados de similaridade
com proteinas ja caracterizadas, ou devido a presenca de dominios funcionais caracteristicos
(El-Sayed et al., 2005a). Elementos repetitivos consistindo de grandes familias génicas de
proteinas de superficie, retrotransposons, e repetices subteloméricas respondem por pelo
menos 50% do genoma da cepa CL Brener (El-Sayed et al., 2005a). A finalizacdo do genoma
do T. cruzi e as analises comparativas com 0s genomas de Trypanosoma brucei (Berriman et
al., 2005) e Leishmania major (Ivens et al., 2005) complementaram os conhecimentos sobre
0 genoma desses organismaos.

Possivelmente por terem divergido cedo da linhagem evolutiva que originou os
demais eucariotos (Vickerman, 1994), os kinetoplastideos apresentam caracteristicas nao

usuais, ou caracteristicas bioldgicas Unicas relacionadas a expressdo génica. Um numero



muito reduzido de promotores génicos foi caracterizado e, de fato, o controle da expressao
génica ocorre principalmente ao nivel pos-transcricional. Os genomas dos tripanosomatideos
séo organizados em longos grupos ou clusters génicos direcionais, 0s quais Sao co-transcritos
em longas unidades policistronicas (Martinez-Calvillo et al., 2003; El-Sayed et al., 2005b). A
geracdo de mRNA monocistrénicos maduros em tripanosomatideos envolve dois eventos de
clivagem que resultam na adicdo de uma sequiéncia de 39 nt denominada mini-éxon ou
spliced-leader contendo o CAP na extremidade 5’ e adigdo de cauda poli-A na extremidade
3’ dos transcritos (Clayton, 2002; Teixeira e Da Rocha, 2003). Um dos mecanismos de
controle da expressdo génica em tripanosomatideos mais bem caracterizado envolve a
presenca de sequéncias regulatorias nas regides ndo traduzidas dos mMRNAs que modulam a
estabilidade dos transcritos e/ou eficiéncia de traducdo (Nozaki e Cross, 1995; Teixeira et al.,
1995; Abuin et al., 1999; Weston et al., 1999; Di Noia et al., 2000; Bartholomeu et al.,

2002).

1.3 — O efeito da radiacdo ionizante e 0 processo de reparo de quebra de fita dupla nas

moléculas de DNA

A radiacdo ionizante é caracterizada por ondas eletromagnéticas e particulas capazes
de ionizar, ou seja, remover um elétron de um atomo ou de uma molécula presente no meio
em que ela esta sendo propagada (Unscear, 2000). A radiacdo ionizante pode ser emitida
como consequéncia do processo natural de decaimento de alguns atomos com nucleo
instavel, ou em funcdo da excitagdo dos atomos e de seus nucleos por reatores nucleares,
ciclotrons, maquinas de raios-X, ou outros instrumentos (Unscear, 2000). Ha varios tipos de
radiacdo ionizante, dentre elas: as particulas alfa, as particulas beta, os néutrons, os raios-X e

0s raios gama, sendo o ultimo, o de interesse neste trabalho.



A radiagdo ionizante é capaz de causar dano oxidativo as bases nucleotidicas, assim
como quebras de fita simples (SSB) ou dupla (DSB) no DNA (revisado por Slupphaug et al.,
2003). As DSBs séo letais, exceto quando reparadas (Pfeiffer et al., 2000). A molécula de
DNA pode ser danificada devido ao contato direto com os raios ionizantes (agéo direta), ou
indiretamente, pelas espécies reativas de oxigénio geradas pela radiacao (Figura 1).

As especies reativas de oxigénio (ROS) mais importantes sdo o radical superdxido
(0O27), gerado pela remocdo de um elétron do oxigénio, o peroxido de hidrogénio (H0,),
gerado pela remocéo de dois elétrons quando o oxigénio se encontra totalmente protonado, e
o radical hidroxil (HO"), o mais reativo e menos seletivo de todos gerado por uma reducéo
adicional do oxigénio (Cuzzocrea et al., 2001). Por muito tempo acreditou-se que a
toxicidade atribuida aos radicais superdxidos era causada pela interagdo direta com moléculas
bioldgicas. Hoje se sabe que muitos dos efeitos teciduais da acdo do oxigénio é resultado da
sua acdo direta somado com a formacdo secundaria de espécies reativas de oxigénio que
juntos interagem com varios alvos moleculares, como os lipideos (Aikens e Dix, 1991),

catecolaminas (Macarthur et al., 2000), e DNA (Dix et al., 1996).
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Figura 1: O efeito da radiacdo ionizante sobre a molécula de DNA.



1.4 — As vias de reparo de DNA

As principais vias de reparo de DNA sdo por excisdo de base (BER), por excisdo de
nucleotideo (NER), por erro de pareamento, por via direta, além da sintese translesao e reparo
de quebras de fita dupla de DNA. Todas elas estdo presentes em T. cruzi (revisado por
Passos-Silva et al., 2010). O processo de reparo de DSBs ja € bastante conhecido em diversos
organismos eucariotos, e ocorre tanto por mecanismos de recombinacdo homdloga
(homologous recombination) quanto ndo-homéloga (non-homologous end-joining) (Pastink
et al., 2001).

A recombinacdo homologa (HR) é um tipo de rearranjo genético que ocorre através da
quebra e juncdo de moléculas de DNA em regifes idénticas, ou muito similares. A HR é a
principal via de reparo de DSB em eucariotos inferiores (Bhattacharyya et al., 2004) e
contribui com a geracdo de variabilidade genética nos tripanosomatideos (Machado et al.,
2006). Os genes que codificam para as proteinas MRE11, Rad50, NSB1 e RPA, participantes
da etapa de inicial da HR, foram encontrados nos tripanosomatideos (Berriman et al., 2005;
El-Sayed et al., 2005a; Ivens et al., 2005). O passo central da HR é caracterizado pela busca
por homologia, pareamento de DNA homdlogo, e pela reacdo de troca de fitas. Esta Gltima
etapa é mediada por recombinases como a RAD51 e DMC1, ambas também presentes nos
tripanosomatideos (Berriman et al., 2005; El-Sayed et al., 2005a; lvens et al., 2005). Por
outro lado, a recombinagdo ndo-homologa (NHEJ) conecta as pontas da molécula de DNA
sem a necessidade de existir qualquer similaridade entre as partes, sendo considerada nao-
conservativa (Moore e Haber, 1996). No entanto, NHEJ aparentemente é ausente em T. cruzi,
uma vez que apenas quatros de oito genes envolvidos na via (Mrell, Rad50, KU70 e KU80)
foram identificados nos tripanosomatideos (Berriman et al., 2005; El-Sayed et al., 2005a;

Ivens et al., 2005). Além disso, estudos em T. brucei mostraram que estes genes atuam

7



principalmente na manutencdo do teldomero e mutantes para os genes KU70 e KU80 néo
mostraram sensibilidade aumentada quando tratados com agentes causadores de danos ao
DNA (Conway et al., 2002; Janzen et al., 2004). Por fim, ndo foram encontrados nos
tripanosomatideos os genes codificadores para a DNA ligase 1V e XRCC4/Lifl, que fazem
parte da NHEJ (Williams e Lustig, 2003). Uma diferenca importante entre os dois
mecanismos de reparo € que o HR ¢ essencialmente livre de erro, enquanto que o NHEJ pode
eventualmente gerar insercdo ou delecdo de alguns nucleotideos (revisado por Slupphaug et

al., 2003).

1.5 — O efeito da radiacdo ionizante em T. cruzi e em outros organismos

Ha& diversos indicios que mostram que o T. cruzi € um dos organismos eucarioticos
mais resistentes a irradiacdo ionizante. Estudos da década de 80, que tinham como objetivo
desenvolver protocolos de atenuacdo de parasitos, ja indicavam que T. cruzi apresentava uma
resisténcia ndo usual a raios gama (Takeda et al., 1986). De fato, formas epimastigotas sdo
capazes de tolerar doses de irradiagdo semelhantes as toleradas por leveduras (800 Gy)
(Bennett et al., 2001), doses 10 vezes maiores as toleradas por E. coli (Bennett et al., 2001) e
aproximadamente 50-100 vezes maiores que as toleradas por raizes de plantas (Jiang et al.,
1997), Plasmodium (Geoghegan et al., 2001), células de mamiferos (Takata et al., 2001;
Yonetani et al., 2005) e por Trypanosoma brucei, 0 organismo mais proximo
filogeneticamente de T. cruzi em que se estudou a tolerdncia aos raios gama (Tan et al.,
2002). Gray (Gy) é a unidade internacional de medida de absor¢cdo de dose de radiagdo
proveniente de fontes de radiacdo ionizante. Um Gy é a absorcdo de um joule de energia por

quilograma do meio absorvedor. Leishmania major, outro kinetoplastideo, € similarmente



resistente aos raios gama, embora seja um pouco mais sensivel do que T. cruzi, uma vez que
celulas séo capazes de retomar o crescimento apds uma dose de 300 Gy (Seo et al., 1993).

Ha& vérios procariotos que apresentam resisténcia maior que T. cruzi, como a bactéria
Pyrococcus furiosus, que tolera doses de 2,5 kGy (Williams et al., 2007), a cepa NRC1 de
Halobacterium sp. e a cianobactéria fixadora de nitrogénio Anabaena sp. (cepa L-31), uma
vez que ambos sobrevivem a doses de 5 kGy (Kottemann et al., 2005; Singh et al., 2010),
diversas espécies do género Deinococcus, especialmente a D. radiodurans, que ndo perde a
viabilidade mesmo ap6s doses de 15 kGy (Liu et al., 2003), e Kineococcus radiotolerans,
cuja curva de crescimento é retomada aproximadamente 100 horas apds uma dose de 20 kGy
(Bagwell et al.,, 2010). Em um estudo com D. radiodurans, através da técnica de
microarranjos e validacdo pela técnica de PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR), foi
possivel observar que nos primeiros momentos apds a irradiacdo, os genes envolvidos na
replicagdo do DNA, no reparo, na recombinacdo, no metabolismo da parede celular, no
transporte celular, e varios outros codificadores de proteinas hipotéticas foram induzidos (Liu
et al., 2003). Em outro estudo, foi visto que trés genes que codificam proteinas com funcao
desconhecida e que parecem fazer parte nos processos de reparo de DNA apresentam
expressdo aumentada apos a irradiacdo e consequente fragmentacdo do DNA, além de uma
recombinase A (recA), uma gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (gap), uma proteina de
reparo de quebra de fita-dupla Rad52/22 e uma proteina de reparo de dano de DNA (Tanaka
etal., 2004).

O grupo do Dr. Carlos Renato Machado e Dra. Santuza Teixeira do Departamento de
Bioquimica e Imunologia do ICB, UFMG, tem trabalhando na caracterizagdo de genes do
parasito envolvidos nos mecanismos de reparo do DNA danificado (Augusto-Pinto et al.,
2001; Augusto-Pinto et al., 2003; Machado et al., 2006; Regis-Da-Silva et al., 2006; Lopes et

al., 2008; Machado-Silva et al., 2008; De Moura et al., 2009; Rajao et al., 2009; Campos et



al., 2010). Foi verificado por Regis-da-Silva e colaboradores em 2006 que as bandas
cromossOmicas dos parasitos submetidos a 500 Gy de irradiacdo gama sofrem extensa
fragmentacdo (sobrevivéncia de aproximadamente 50%). Porém, 48 horas ap0s 0 processo, 0
padrdo de bandas é restabelecido, evidenciando o reparo do DNA (figura 2). Além disso, foi
demonstrado que em organismos da cepa CL Brener que superexpressam o gene TcCRAD51,
codificador de uma proteina com papel importante no reparo de quebra dupla de DNA, o
reparo das duplas-fitas ocorreu mais rapidamente, sendo possivel visualizar as bandas
reconstituidas 24 horas ap06s a irradiagdo, como também pode ser visto na figura 2. O
crescimento celular comega a ser evidenciado 240 horas ap6s o estresse (Regis-Da-Silva et
al., 2006). Outro estudo demonstrou que a superexpressao de TcPolx, uma DNA polimerase
kappa de baixa fidelidade, que possui a capacidade de ignorar diversos tipos de lesoes,
também foi capaz de aumentar a resisténcia de T. cruzi frente a radiacdo gama e zeocina,
outro agente capaz de causar quebras de fita-dupla (Rajao et al., 2009). No entanto, nenhum
estudo em larga escala foi realizado até 0 momento para investigar o padrdo de expressao

génica em resposta a radiacdo gama em T. cruzi.
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Figura 2: Resposta de T. cruzi a radiacdo ionizante. Gel de Pulsed Field Gel Eletrophoresis
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(PFGE) corado com brometo de etideo dos cromossomos de T. cruzi apds exposicdo a dose
de 500 Gy de radiacdo gama (em epimastigotas selvagens ou superexpressando o gene
RADS51). Para cada tempo é mostrado a analise densidométrica (linhas verticais) das bandas

(figura retirada do trabalho de Regis-Da-Silva et al., 2006)
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1.6 - A técnica de Microarranjos

Nos ultimos 15 anos temos testemunhado um grande avanco nas pesquisas bioldgicas
em relacdo a quantidade de informacdo disponivel com o advento dos projetos genoma. No
entanto, o simples conhecimento das sequéncias das bases de DNA muitas vezes ndo nos
permite inferir funcbes dos genes. Apenas um subconjunto de todos 0s genes em uma
determinada célula e em um dado momento € expresso, sendo que 0s niveis e tipos de genes
expressos governam o desenvolvimento, diferenciacdo, funcdo e fisiologia celular. A
alteracdo do transcriptoma é uma das mais rapidas e versateis respostas de um organismo
frente a mudancas do seu ambiente ou a estresses induzidos. Um dos grandes objetivos de
estudos de genémica funcional é permitir, com a utilizacdo de novas tecnologias, investigar
em larga escala o padrdo espacial e temporal da expressdo de milhares de genes e até mesmo
de genomas inteiros.

O microarranjo, cuja técnica permite o monitoramento dos niveis de expressdo de
milhares de genes simultaneamente em uma célula, € utilizado para elucidar uma pergunta
bioldgica cuja resposta é obtida através da incubacdo de uma lamina contendo seqiiéncias de
DNA imobilizadas (sondas) junto com uma solugéo contendo cDNAs ou RNA marcados que
sdo gerados/obtidos a partir da amostra biol6gica em estudo (figura 3). A idéia central por
tras do método é de que os cDNAs ou RNAs da amostra bioldgica hibridizardo as seqiiéncias

de DNA imobilizados na lamina pelo principio da complementaridade (Draghici, 2003).
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Figura 3: Esquematiza¢do de um experimento de microarranjo. As laminas sdo produzidas

atraves da impressdo de sondas que podem ser segmentos genémicos amplificados ou

oligonucleotideos sintetizados. Elas recebem mRNA marcado com diferentes fluoroforos

extraidos a partir de amostras bioldgicas, sendo uma considerada controle e a outra, teste.

Figura retirada do livro Genémica (Ed. Atheneu, 2004).
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Em um experimento classico em microarranjos de cDNA ou de oligonucleotideos,
duas amostras (amostra controle e amostra teste) sdo marcadas com fluoréforos diferentes
(por exemplo, cianina 3 ou Cy3 e cianina 5 ou Cy5) e estas sdo usadas a0 mesmo tempo em
um processo de hibridizacdo competitiva (figura 3). Desta maneira, a razdo dos valores de
intensidade obtidos pela leitura do laser de cada cor para cada elemento informa sobre as
diferencas relativas de expressao génica entre duas amostras quaisquer.

Muitos sdo os desafios encontrados pelos pesquisadores que utilizam a técnica de
microarranjos. Devido & sua natureza, os ruidos sdo introduzidos a cada passo, em cada
procedimento: preparacdo do mRNA (tipos de tecidos, marcas de Kits e procedimentos
variados), transcricdo reversa (variacOes inerentes a reacdo e enzimas), marcacdo (tipo e
idade dos reagentes, e variagdes na taxa de incorporacdo dos fluoréforos), amplificacdo do
mRNA (variagdo na temperatura ambiente), cobertura quimica da lamina, umidade relativa
do ar, tipo de impressédo e volume das sondas a serem impressas na lamina (pode haver
variacdo até na mesma agulha usada para imprimir), heterogeneidade das laminas (variacGes
na producéo), fixacdo das sondas, parametros de hibridizacdo (tempo, temperatura, solucao
utilizada), hibridizacdo inespecifica (MRNA marcado hibridado em &reas onde ndo houve
pareamento perfeito), escaneamento (configuracbes do PMT gain, alinhamento entre-canais),
segmentacéo (separacgéo entre sinal e background) e quantificacdo dos spots (Schuchhardt et
al., 2000; Draghici, 2003).

Para exemplificar uma das formas de ruidos que inevitalmente sdo inseridos durante
0s procedimentos laboratoriais, uma fonte de variacdo sistematica vem da associacdo das
diferentes sondas fluorescentes. Isso pode ser verificado em experimentos onde duas
amostras de mMRNA idénticas sdo marcadas com diferentes fluoroforos e subsequentemente
hibridizadas numa mesma lamina (Dudoit, 2002). Nesse instante, € raro obter intensidade dos

fluoroforos iguais por todos os spots entre as duas amostras. A variacdo dos fluoroforos pode
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ser devido a diversos fatores, incluindo propriedades fisicas de cada um (sensibilidade ao
calor e a luz, tempo de meia vida), eficiéncia de incorporacdo de cada fluoroforo,
variabilidade experimental nos procedimentos e processos de hibridizagcdo ou configuracao
do scanner na etapa de coleta de dados. Entretanto, os niveis de expressao génica relativa das
réplicas experimentais podem ter variacBes nas amostras devido a diferentes condi¢des de
experimento. Muitos desses fatores, internos ou externos as amostras alvo, dificultam a
distingdo entre genes diferentemente e constantemente expressos (Scharpf et al., 2007). O
fato € que o ruido € um fendbmeno real e é impossivel evita-lo, restando aos pesquisadores
recorrerem as replicas técnicas do experimento (repeticdo) e aplicacdo de testes estatisticos
para neutraliza-lo.

Para que os efeitos inerentes a técnica sejam minimizados sao necessarias corre¢ao de
intensidade de background (ruido) e normalizacdo dos dados. Softwares de analise de
imagens retornam a intensidade do sinal (foreground), e intensidade de fundo (background)
de cada spot. O sinal é uma medida global de intensidade de cada spot, e assume-se que é a
soma entre o sinal verdadeiro e o background local, enquanto que background é uma medida
de ruido do ambiente (que no caso dos experimentos de microarranjos, € a medida do sinal ao
redor do spot). A fluorescéncia de background pode surgir de diversas fontes, como ligacGes
ndo especificas das sondas na superficie dos arrays, efeitos de processamento como depdsito
de sondas apds a lavagem ou ruido optico do scanner. Ja a proposta da normalizacéo € ajustar
os efeitos advindos tanto das diferencas biologicas entre as amostras de mRNA quanto entre
as sondas utilizadas. O sinal das sondas pode variar de acordo com a posi¢do espacial na
lamina, e isso pode ocorrer em funcdo das diferencas entre as agulhas na impressao do array,
variagdes no curso da corrida, a ndo uniformidade das hibridac6es, ou artefatos na superficie
da ldmina que afeta uma cor mais que a outra. Finalmente, as variacbes entre os arrays

podem surgir das diferencas na qualidade da impressdo, das diferencas nas condigdes
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ambientais onde as laminas sdo processadas, ou simplesmente por mudangas nas
configuracbes do scanner no momento da leitura do sinal. Portanto, a normalizacdo dentro e
entre as laminas séo cruciais (Smyth e Speed, 2003).

Vérios estudos de padrdo temporal de expressao e a associagdo entre 0s genes e seus
produtos tém sido publicados usando experimentos do tipo time-course, incluindo
periodicidade (Filkov et al., 2002; Wichert et al., 2004), deteccéo de co-expressao através do
calculo do coeficiente de correlacdo e suas variantes (Schafer e Strimmer, 2005; Zhu et al.,
2005), agrupamentos génicos (Peddada et al., 2003; Schliep et al., 2003; Song et al., 2007),
desenvolvimento de testes de casualidade para construgcdo de redes de interagdo génica
(Mukhopadhyay e Chatterjee, 2007), e aplicacdo de periodograma de Laplace para deteccéo
de expressdo génica periddica para conjunto de dados contendo outliers e os intervalos entre

0s tempos n&o sdo uniformes (Liang et al., 2009).

1.7 - Aplicacdo da técnica de microarranjo de DNA em estudos com o T. cruzi

Diversos estudos utilizando a técnica de microarranjos ja foram realizados na tentativa
de elucidar diferentes aspectos bioldgicos do T. cruzi. Parte desses trabalhos visou avaliar 0s
padrBes de expressdo génica do hospedeiro (murino ou humano) frente a infeccdo por este
parasito. A resposta genética do hospedeiro murino (Garg et al., 2003; Mukherjee et al.,
2003; Mukherjee et al., 2008; Soares et al., 2010) e humano (Nde et al., 2010) frente a
miocardite induzida pela infeccdo com o parasito em diferentes estagios da doenca forneceu
novas informacdes sobre o desenvolvimento da miocardite chagasica. Investigou-se tambem
a habilidade do T. cruzi em modular a expressdo dos genes da via apoptética TNFR1 em
camundongos Balb/c (Moore-Lai e Rowland, 2004), e as alteraces nos padrfes de expressao

génica durante a formacao intracelular de ninhos de amastigotas em fibroblastos (Imai et al.,
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2005), em células humanas da linhagem Hela (Shigihara et al., 2008) e macrdfagos (Zhang
et al., 2010).

Outros trabalhos buscaram contribuir para o conhecimento sobre a biologia do
parasito. Utilizando a tecnologia Affymetrix™, mudancas que ocorrem durante a transicdo do
estagio de tripomastigota para amastigota foram caracterizadas (Minning et al., 2003). O
primeiro trabalho com laminas contendo cDNAs da cepa CL Brener mostrou que foi possivel
utilizar esses microarranjos em estudos de gendmica comparativa e analise da expressao
génica em T. cruzi (Baptista et al., 2004). Dessa forma, foi publicado um trabalho
caracterizando a alteracdo da expressdo de certos genes em parasitos tratados com o agente
terapéutico para a doenca de Chagas, o benzonidazole (Murta et al., 2006). Foi realizada
também a comparagdo entre parasitos isolados de humanos assintomaticos e de pacientes
cardiacos na tentativa de compreender de forma mais aprofundada o motivo que leva 20-30%
dos individuos com infeccdo crénica a desenvolverem os sintomas da doenga de Chagas. Os
autores demonstraram que o0 gene que codifica a subunidade NADH desidrogenase do
cinetoplasto (kDNA) apresenta expressdao 30 vezes maior nas cepas cardiacas do que nas
cepas assintomaticas (Baptista et al., 2006). Dallagiovana e colaboradores (Dallagiovanna et
al., 2008) buscaram identificar os MRNAS que se associavam a TcPUF6, proteina que possui
a funcdo predita de regular a estabilidade e tradugdo do mRNA. As conclusdes desse estudo
sugerem que o gene TcPUF6 regula a meia vida dos seus préprios transcritos associados
atraves de diferentes formas de associacdo da proteina TcPUF6 a complexos protéicos de
degradacdo de mRNA durante o ciclo de vida do parasito. Em 2009 foi publicado um estudo
onde a expressdo génica nos diferentes estagios evolutivos do parasito foi avaliada (Minning
et al., 2009). A principal concluséo deste trabalho foi que, ao contréario do que se acreditava e
se evidenciara em estudos genémicos e protedmicos (Avila et al., 2003; Minning et al., 2003;

Baptista et al., 2004; Paba et al., 2004a; Paba et al., 2004b; Parodi-Talice et al., 2004;

17



Atwood et al., 2005; Atwood et al., 2006; Parodi-Talice et al., 2007; Koumandou et al.,
2008), mais de 50% dos genes detectados pelos microarranjos foram significativamente
alterados durante as mudancas de fase do ciclo (Minning et al., 2009).

Nesta tese, aplicamos a tecnologia de microarranjos para analisar as mudangas na
expressao génica de epimastigotas submetidas a doses sub-letais de radiagdo gama. Processos
biol6gicos como interacdes bioquimicas e atividades regulatérias envolvem relacGes de
dependéncia complexas entre os genes. Dessa forma, experimentos de microarranjos do tipo
time course fornece uma forma inovadora de estudar a natureza dindmica da dependéncia

entre os genes (Gao et al., 2009).
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

Acompanhar e caracterizar os padrdes de expressdo génica em clones selvagens da
cepa CL Brener submetidas ou ndo a uma dose de 500 Gy de radia¢do gama por cinco tempos
diferentes: logo apos, 4, 24, 48, e 96 horas apds a irradiacdo utilizando para isso a técnica de

microarranjos.

2.2 — Objetivos especificos

o Comparar 0s métodos comumente usados para a correcdo de background e para a
normalizagdo em cada lamina em dados de experimentos de microarranjo de DNA de
Trypanosoma cruzi irradiados com radiacdo gama em diferentes tempos;

o Identificar conjuntos especificos de genes que apresentam perfis semelhantes de
expressao génica ao longo dos tempos analisados;

o Identificar processos bioldgicos e fungdes moleculares que foram alterados, ou seja,
induzidos ou reprimidos, frente a radiacdo gama;

o Validar os niveis de expressdo génica em uma amostragem de genes utilizando a PCR

guantitativa em tempo real
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 —Cultura de T. cruzi

Epimastigotas da cepa CL Brener foram cultivadas em meio LIT (Liver Infusion
Tryptone - liver digest neutralized 5g/L, NaCl 4g/L, bactotriptose 5g/L, KCI 0,4g/L,
NaH,PO, 8g/L, dextrose 2g/L, hemin 0,2% 10ml em NaOH 0,05M, pH 7,3) contendo 10% de
soro fetal bovino (Cultilab) e os antibidticos penicilina (100U/ml) e estreptomicina
(100ug/ml) (Invitrogen). A cultura foi mantida a 28°C em frascos apropriados e em sua fase
exponencial de crescimento, através de repiques semanais. Para contagem do numero de
parasitos, esses foram diluidos em PBS (0,15 M pH 7,2) e eritrosina (4% em PBS) e

posteriormente, 0s parasitos vivos foram contados em camara citométrica.

3.2 — Irradiacdo das células com radiacdo gama

As garrafas de cultura contendo células epimastigotas na concentracdo de 2,0 x 10’
células/mL de meio LIT (ou 5,0 x 10° células totais) foram submetidas a uma dose de 500
Gy de radiacdo gama proveniente de uma fonte de cobalto (60Co), disponivel no
CNEN/CDTN, um instituto de pesquisa do Ministério de Ciéncia e Tecnologia localizado no
campus da UFMG. A dose no valor de 500 Gy foi determinada por estudos anteriores do
nosso grupo (Regis-Da-Silva et al., 2006). Essas doses foram obtidas através da exposicéo a
uma taxa de 1.548 Gy/h por 20 min. Apés a irradiacdo, em tempos determinados, oS

parasitos foram contados em camara citométrica e submetidos a extracdo de RNA.
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3.3 — Extracdo, purificacdo (Clean-up) e amplificacdo de RNA

As células, suspensas em 20 mL de meio LIT, foram transferidas para um tubo falcon
de 50 mL, e submetidas a centrifugacdo a 3.000g, por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
descartado, e 20 mL de PBS 1X estéril foram adicionados ao sedimento. Seguiu-se mais uma
rodada de centrifugacdo nas mesmas condic¢des e 0 sobrenadante foi novamente descartado.
O RNA foi extraido utilizando o reagente Trizol®, seguindo as instrugcdes do fabricante. Os
RNAs foram quantificados no aparelno NanoDrop ND-100 UV/Vis (NanoDrop
Technologies, USA) e a qualidade foi avaliada usando um gel de agarose desnaturante.

Para experimentos de andlise de expressdo génica, € muito importante que 0 RNA
esteja livre de impurezas e contaminantes, como moléculas de DNA e compostos protéicos.
Para isso, a purificagdo das amostras de RNA foi realizada utilizando o RNeasy®
MiniElute™ Cleanup Kit, da marca Qiagen (Alemanha), seguindo as instrucdes do
fabricante (protocolo para limpeza de até 45 pg). As amostras limpas foram quantificadas
com o aparelho NanoDrop ND-100 UV/Vis (NanoDrop Technologies, USA) e visualizadas
em gel de agarose desnaturante 1,2% a fim de verificar a qualidade do RNA total. 2 pg de
RNA total foram amplificados de cada amostra (pool) usando o kit AminoAllyl
MessageAmp Il (Ambion, Inc, USA), segundo instru¢cbes do fabricante. Brevemente,
moléculas de mRNA foram retrotranscritas com o iniciador oligo(dT) T7 em cDNA, e
seguiu-se para a conversdo de cDNA fita-simples em fita-dupla contendo o promotor T7, que
atuou como molde para a reacao de transcricdo in vitro. Esta etapa caracteriza-se pela sintese
de milhares de copias (amplificacdo) de aRNA modificado com aminoalil que, apos etapas

de purificacéo, foi usado para as hibridizacdes.
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3.4 — Design experimental

Para avaliar o efeito da radiacdo gama em células epimastigotas de T. cruzi, dois
experimentos idénticos, porém independentes, foram realizados. Cada experimento (réplica
bioldgica) foi feito em triplicata, onde epimastigotas foram cultivadas em sete grupos de trés
garrafas de cultura (figura 4). O tempo de intervalo entre as duas réplicas bioldgicas foi de
um més. As garrafas do grupo C-1 ndo foram irradiadas, e suas células ndo foram usadas para
0s experimentos de microarranjo de DNA, servindo apenas para o controle da curva de
crescimento da cultura de células epimastigotas. As garrafas do grupo C-ll também néo
foram irradiadas, mas suas células tiveram o seu RNA extraido, compondo a amostra
referéncia (controle) dos experimentos de microarranjo de DNA. As garrafas dos grupos 1 a 5
foram irradiadas, e 0 RNA das células foi extraido em varios intervalos de tempo ap6s a
irradiacdo (logo apds e 4, 24, 48 e 96 horas apo6s a irradiagdo). O RNA total extraido das trés
réplicas de cada conjunto de amostras foi juntado em um mesmo pool no momento da etapa
de clean up, onde foi tomado o cuidado de colocar quantidades idénticas, ou muito préximas
de RNA total de cada amostra. Assim cada pool foi formado por 1/3 de RNA total de cada
amostra. Todas foram subsequentemente purificadas (clean-up). Cada amostra de cada
réplica bioldgica (dos dois experimentos idénticos independentes) foi hibridizada contra a
amostra controle da sua réplica bioldgica respectiva duas vezes, na forma de dye-swap, ou
seja, em uma lamina o controle foi marcado com Cy3 e a amostra teste foi marcada com Cy5,
e na outra lamina, o controle foi marcado com Cy5, e a amostra teste, com Cy3 (figura 5).
Dessa forma, para um dos cinco tempos do experimento, totalizamos quatro laminas: duas

laminas (dye-swap) de cada réplica bioldgica.
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Figura 4: Desenho experimental. Para cada réplica biologica foi realizado o seguinte
protocolo: 1) A partir de uma garrafa de cultivo de 150 cm® de capacidade (tampa amarela),
contendo 2x10" células em 270 mL de meio LIT, as epimastigostas foram divididas em trés
garrafas, cada uma com 7,2x10° células em 90 mL (ou 8x10” células/mL). Cada garrafa (A, B
e C) representa uma réplica técnica do experimento, cujo cultivo foi posteriormente dividido
em sete garrafas de cultivo de 50 cm® de capacidade (tampa vermelha) com 5x10° células
totais em cada. O conjunto de garrafas C-I foi usado como controle da curva de crescimento
das células, ndo sendo irradiadas. O conjunto de garrafas C-Il foi usado como controle do
experimento de microarranjo. Elas ndo foram irradiadas, e 0 RNA das células de cada garrafa
do conjunto C-ll foi extraido juntamente com o conjunto 1. Os conjuntos de garrafas de
numero 1 a 5 foram irradiadas no mesmo momento. No entanto, os RNAs das células foram
extraidos em momentos diferentes, sendo eles em ordem: logo apds a irradiagédo (l.a.i.), 4, 24,

48 e 96 horas ap0s a irradiacao.
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Figura 5: Esquema de hibridizacdo das laminas. Para cada tempo, quatro laminas foram
hibridizadas, sendo duas de cada réplica bioldgica (I e I1) em forma de dye-swap (A e B). As
setas com pontas vermelhas indicam amostras hibridizadas com a Cy5, enquanto os finais de

setas verdes indicam amostras hibridizadas com Cy3.
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3.5 — Marcacéo e hibridizacdo das amostras

mRNAs amplificados (aRNA) com moléculas de aminoalil UTP incorporadas foram
marcados utilizando os fluoréforos Cy3 e Cy5 por marcagdo indireta. Todas as etapas foram
realizadas no ambiente mais escuro possivel para evitar a degradacdo dos fluoroforos
(moléculas fluorescentes). Para a marcagdo, foi usado o protocolo fornecido pelo kit
AminoAllyl MessageAmp Il (Ambion, Inc, USA). Brevemente, tubos individuais contendo
cianinas liofilizadas foram hidratadas com 11 pL de DMSO e incubadas por 1 hora no escuro
a TA. Paralelamente, 9 puL de Coupling buffer foram adicionados em 8 pg de aRNA
previamente seco no Speed Vac. As amostras reidratadas foram adicionadas nos tubos
contendo as cianinas ja hidratadas para o acoplamento, e as solugdes foram incubadas por 30
min no escuro a TA. 4,5 pL de hidroxilamina 4M foram adicionados as soluces e incubou-se
por 15 min a TA para bloqueio da reacdo de acoplamento. Por fim, 5,5 pL de H,O livre de
nuclease foram adicionados.

Para a purificacdo das amostras, ou seja, para a eliminacdo dos fluoréforos nao
incorporados em nenhuma molécula de aminoalil UTP, utilizaram-se colunas Microcon Y M-
30 Centrifugal Filter Unit, da empresa Millipore® (USA), segundo instrucdes do fabricante.
De forma sucinta, as amostras marcadas com as cianinas foram misturadas, formando uma
solucdo unica, e 400 pL de H,O deionizada foram adicionados. A solugéo foi transferida para
a coluna e submetida a centrifugacdo (13.000 xg, 6 min). O liquido residual foi descartado, e
repetiu-se a lavagem por mais trés vezes (adicdo de 400 pL de H,O deionizada e
centrifugacdo), sendo que a Gltima centrifugacdo durou 10 min. A coluna foi invertida em um
tudo coletor novo, e aplicou-se um spin para recolher a solucéo purificada. O aRNA marcado
foi completamente seco no Speed Vac, e acrescentou-se 30 pL de tampéo de hibridizagédo

(40% Formamida, 5X SSC, 0,1% SDS, 0,1 mM DTT). Essa soluc&o foi aquecida a 95 °C por
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3 minutos e sofreu um choque térmico (gelo) por 30 seg. A solucdo foi entdo pipetada na
lamina.

Brevemente, as laminas foram pré-hibridizadas em solucdo de pré-hibridizacdo (5X
SSC, 0,1% SDS, 1% BSA) por 1 hora em banho-maria a 42 °C. As laminas foram ent&o
lavadas em dois Beckers contendo &gua destilada através de 10 imersdes em cada, seguido
por 3 imersGes em &lcool isopropilico. As laminas foram colocadas dentro de tubos tipo
Falcon de 50mL forradas com folhas de papel absorventes, e centrifugadas por 5 minutos a
1500g. As amostras foram hibridizadas sob laminulas e dentro de cadmaras de hibridizacéo
Corning® (Corning, USA), mantidas em banho-maria a 42 °C por 14 horas no escuro. Apds
esse processo, as laminas foram lavadas duas vezes por 5 minutos cada em solugdo de
lavagem de baixa estringéncia (2X SSC, 0,1% N-lauroylsarcosine), sendo a primeira lavagem
realizada a 42 °C, e a segunda, a temperatura ambiente (TA). As lavagens subsequentes
foram realizadas a TA. As laminas foram lavadas 2 vezes por 5 minutos em solucao de média
estringéncia, (0,1X SSC, 0,1% N-lauroylsarcosine), e 2 vezes por 5 minutos em solucdo de
alta estringéncia (0,1X SSC). Imediatamente apds as lavagens, as laminas foram secadas por
centrifugacdo (5 minutos a 1500xg dentro de tubos falcon 50 mL) e lidas usando o scanner a
laser com dois canais (ScanExpress Lite da PerkinElmer®, USA) numa resolugdo de 10 pum,
poténcia do laser em 100% e PMT ajustado para se obter distribui¢des iguais de sinais verde
e vermelho. Durante a leitura, um laser verde (543 nm) e um laser vermelho (633 nm)
excitam os fluoréforos Cy3 e Cy5 respectivamente, e a luz emitida foi registrada para cada
ponto na superficie da ldamina.

As amostras foram hibridizadas em laminas de oligonucleotideos gentilmente doados
pelo Pathogen Functional Genomics Resource Center — PFGRC, diviséo pertencente ao The

Craig Venter Institute, antigo The Institute for Genomic Research — TIGR. A lamina consiste

26



de 12.288 oligonucleotideos de 70-mer, impressos duas vezes (réplicas), além de 500

controles negativos (oligonucleotideos 70-mer de Arabidopsis thaliana).

3.6 — Analises das imagens

Dados brutos de uma lamina de microarranjo de DNA consistem de duas imagens
escaneadas de 16 bits. O primeiro passo na andlise da imagem do array é sobrepor um grid
retangular em cima dos pixels de forma a posicionar cada spot dentro de uma célula. Esse
processo geralmente é semi ou totalmente automatizado. O software ScanArray Express, da
PerkinElmer®, gera automaticamente o grid baseado no arquivo do tipo .gal. Arquivos .gal
sdo arquivos de texto delimitados por tab, sendo que as linhas correspondem as sequéncias
das sondas impressas e as colunas contém coordenadas e anotagBes. E nesse arquivo que o
software utilizado encontra o layout do array, usado para criar o grid. Uma inspecdo manual
se faz necessaria, pois diversas células devem ser reposicionadas manualmente, em funcéo de
micro-varia¢fes na posicdo da impressdo das sondas que podem gerar dados falso-negativos
(auséncia de sinal no lugar de valores de intensidade) (figura 6). Além disso, células que se
sobrepBem a artefatos devem ser marcadas como de ma qualidade, para que o software nao
crie intensidades falso-positivas. Esta etapa é bastante laboriosa, porém fundamental para a

garantia da qualidade e confiabilidade dos dados a serem analisados.
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B)

Figura 6: Imagens do programa ScanArray Express, usado para a leitura e analise das
imagens das laminas. A) Ao chamar o grid (montado de acordo com as informacGes contidas
no arquivo .gal), ele aparece na tela fora do limite da lamina (como pode ser visto pelos spots
soltos na imagem). B) Acerto do grid de acordo com as posi¢Oes dos spots. C) Detalhe do
grid ja alinhado com os spots, mostrando a necessidade da inspecdo visual para acertar as
células do grid nos spots que por ventura ficaram deslocados (alguns exemplos evidenciados

pelas setas brancas).
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3.7 — Correcdo do background, normalizacdo dos dados e aplicacdo de modelo linear para

geracdo da tabela de genes diferentemente expressos.

Para cada um dos cinco tempos, a andlise de expressdao génica foi feita com
informacdes obtidas de quatro laminas, sendo um par (em forma de dye-swap) para cada uma
das duas réplicas bioldgicas. Dados brutos de intensidade foram analisados usando a
linguagem estatistica open source R. Os dados foram inspecionados em busca de variagdes
espaciais nos canais verde e vermelho, viés de agulhas de impressdo e de intensidade-
dependente, utilizando, para tais fins, os pacotes do Bioconductor Limma (Linear Models for
Microarray Data) e marray (Exploratory analysis for two-color spotted microarray data).

Dois métodos distintos para correcdo de background foram testados com o intuito de
padronizar um pipeline de analise para os dados deste trabalho: o método padrdo substract,
que subtrai os valores de intensidade de background a partir dos valores de intensidade do
foreground (sinal) em cada spot (Kooperberg et al., 2002), e o modelo convolucional
NormExp (offset=50), modelo matematico baseado no algoritmo RMA (Robust Multichip
Average) para dados de Affymetrix adaptado para o uso em experimentos com dois canais
(Ritchie et al., 2007). Este algoritmo assume que as intensidades sdo resultantes da soma dos
componentes de background e sinal, sendo que o background assume uma fungédo densidade
normal, e o sinal, uma funcdo densidade exponencial. A funcdo do pacote Limma usa a
estimacdo por maxima verossimilhanca para enquadrar o0 modelo NormExp nas intensidades
dos sinais corrigidos.

A normalizacdo dos valores de intensidade dos spots dentro da lamina é uma etapa
essencial. Ela busca ajustar os dados para os efeitos que tiveram como origem variacfes de
razdes tecnicas, como os ajustes do laser, variagdes na quantidade de aRNA hibridados,

diferencas entre os fluoroforos, dentre outros (Simon et al., 2003). O processo permite que
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valores de intensidades correspondentes a um determinado gene possa ser comparado com
valores de intensidade do mesmo gene, poréem, de outra lamina (Draghici, 2003). Quatro
métodos foram testados: loess, print tip loess, median, e robust spline. Os dois primeiros sao
baseados em regressao linear local (Yang et al., 2002), sendo que o segundo aplica 0 método
em cada agulha usada para imprimir as sondas separadamente. O método median subtrai a
mediana ponderada do valor do log; do sinal vermelho — log, do sinal verde em cada lamina.
E o robust spline aplica a regressdo curva (spline), que ajusta a melhor a fun¢do “linear-
curva” nos dados (Smyth, 2004).

Para fins de padronizacdo desta etapa, cada método de correcdo de background
(Subtract e NormExp) foi testado com cada um dos quatro métodos de normalizagdo dos
dados dentro de cada lamina para a escolha da melhor associa¢ao de algoritmos para os dados
deste trabalho.

Um problema a ser considerado é o fato de que os fluor6foros apresentarem
propriedades bioquimicas sutilmente diferentes que podem afetar os valores de intensidade
dos genes. Para isso, métodos de normalizacdo entre as laminas fazem-se necessarios. Uma
caracteristica que diferencia a normalizacdo entre as laminas da normalizacdo dentro da
lamina é que o foco estd nos valores de intensidade individual dos canais verde e vermelho,
ao invés de focar apenas nas razbes do log ou log-ratios (Smyth, 2004). O método utilizado
foi o aquantile.

As analises foram feitas usando um modelo linear que incorpora replicacao biologica
(duas réplicas bioldgicas), replicacdo técnica (dye-swap) e replicacdo dentro das laminas
(dois oligonucleotideos impressos para cada gene em cada lamina). Essa abordagem requer
duas matrizes a serem especificadas: a matriz do design experimental, que representa as
diferentes amostras e a forma como elas foram hibridizadas e uma matriz de contraste, que

indica como as comparacdes entre as laminas devem ser realizadas.
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A hipotese testada foi se um determinado gene de cada amostra irradiada foi
significativamente mais ou menos expresso que 0 mesmo gene na amostra controle. Para isso,
aplicou-se a funcéo ImFit do pacote Limma, que adapta multiplos modelos lineares para cada
gene dado uma série de ldminas de microarranjo (Smyth, 2004). Os dados de entrada sdo 0s
log-ratios dos valores de intensidade. O modelo é baseado no método dos minimos
quadrados, uma técnica de otimizacdo matematica que busca encontrar o melhor ajustamento
para um determinado conjunto de dados. Por ultimo, aplica-se em paralelo uma estatistica
empirica bayesiana (B) e calcula-se para cada gene o valor p ajustado para multiplos testes,
utilizando o método “BH”, que trabalha com a proporgdo esperada de resultados falso-
positivos - FDR, ou False Discovery Rate (Benjamini e Hochberg, 1995), com o objetivo de
aumentar o poder estatistico e simultaneamente reduzir o risco de falsos positivos (Smyth,
2004).

O resultado final dessa sequéncia de analises foram cinco listas, uma para cada tempo
avaliado, contendo as seguintes informacdes: a) sobre cada sonda presente na lamina:
localizacéo fisica, o identificador e sequéncia de oligonucleotideos 1amina; e b) sobre cada
gene associado a uma sonda: o numero de acesso e nome do produto codificado por cada
gene, o valor do fold-change em log de base 2 (logFC), o valor médio de expressao, o valor-
p, 0 valor p ajustado e o valor B. Neste estudo, utilizamos para as analises subsequentes 0s
valores de logFC e o valor p-ajustado. O pipeline de anélise estd esquematizado na figura 7.

O script final desenvolvido na linguagem estatistica R, destacando os métodos
NormExp (offset=50) para a correcdo de background e Robust Spline para normalizagéo entre
as laminas, além do design experimental e esquema de contrates desenvolvido para esta

analise esta evidenciado no Anexo 1.
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Dados brutos
(-gpr files)
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Lista final dos genes
diferentemente expressos
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dos dados
|
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“| Normalizagio dentro das iminas |~
I < |
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sim/ndo sim/ado
Especificacoes do design experimental
Estatistica de analise

Figura 7: Pipeline de andlise dos dados de microarranjo apos a leitura das laminas. Blocos

cinza claro: passos essenciais da analise das Idminas. Blocos brancos: momentos de deciséo

entre 0s métodos a serem aplicados.
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3.8 — Avaliacéo dos perfis de expressdo génica ao longo do tempo

Para visualizar a variacdo da expressé@o génica nos cinco tempos avaliados, uma
abordagem de agrupamento em fungéo i) dos valores de fold-change e ii) ao longo do tempo
foi aplicada (bicluster) foi aplicada. Para isso, um grafico do tipo heatmap, que se baseia em
distanica euclidiana e em agrupamento hierarquico, foi gerado através da funcdo heatmap.2
do pacote gplots - Various R programming tools for plotting data. Os dados de entrada foram
os valores de fold-change apresentados por cada gene nuclear que foi diferentemente
expresso em pelo menos um dos tempos, ao longo de todos os tempos analisados. Os valores
de fold-change foram plotados de forma linear e com tons de verde ou vermelho atribuidos
para cada valor, sendo que tons de verde indicam genes subexpressos (com valores de fold-
change negativos) e tons de vermelho indicam 0s superexpressos (com valores de fold-
change positivos). O algoritmo agrupa horizontalmente genes com valores de fold-change
similares ao longo do tempo, e verticalmente, as relacdes entre os tempos. Este resultado
serviu de base para identificar grupos de genes com perfis semelhantes de expressao génica e

graficos de tendéncia em relagdo ao tempo foram gerados com script em R.

3.9 — Andlises das sequéncias obsoletas e identificacdo de sequéncias mitocondriais

diferentemente expressas

As sequéncias obsoletas sdo oligonucleotideos inicialmente desenhados para regides
supostamente codificadoras de proteinas. No entanto, ap6s a montagem final do genoma,
ficou evidente que estes oligonucleotideos foram desenhados para regides nao codificadoras
de proteinas, e suas anotagdes foram subsequentemente modificadas para obsoletas. Estas

sequéncias foram alinhadas contra os genomas nuclear e mitocondrial (KDNA) utilizando os
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algoritmos blastn para a busca contra o banco de dados de nucleotideos do NCBI (NR) e
contra as sequéncias especificas dos maxicirculos e minicirculos do KDNA.

As sequéncias obsoletas diferentemente expressas foram mapeadas no genoma
nuclear anotado de T. cruzi utilizado o software Artemis (Carver et al., 2008) com o objetivo

de verificar a localizagédo de cada uma delas dentro do contexto gendmico.

3.10 — AtribuicBes de categorias de ontologia génica (Gene Ontology — GO) e anélise

funcional dos dados

Para que os dados extraidos de experimentos de microarranjos possam fazer algum
sentido, a analise funcional dos genes diferentemente expressos deve ser realizada. Assim, 0
pesquisador consegue visualizar quais 0s principais processos biol6dgicos e quais funcdes
moleculares foram estimulados ou reprimidos durante o tratamento. Para que isso seja
possivel, a atribuicdo de categorias de GO (gene ontology, ou ontologia génica) se faz
necessaria. Para isso, usamos a ferramenta GOanna, disponivel no site do banco de dados
AgBase (http://agbase.msstate.edu/cgi-bin/tools/GOanna.cgi), que realiza a anotagdo de GO
baseado em similaridade de sequéncias entre o arquivo de entrada (arquivo multi-fasta
contendo as sequéncias de interesse) e as sequéncias disponiveis em diversos bancos de
dados através do algoritmo blastp (Mccarthy et al., 2006). Para este trabalho, selecionamos as
bases de dados UniProt e SwissProt.

Neste trabalho, trés arquivos diferentes multi-fasta de proteinas foram usados: o
primeiro formado com o0s genes subexpressos, 0 segundo com 0S SUperexpressos, € o terceiro
com todos 0s genes presentes na lamina que possuem identificacdo oficial do tipo Tc00. As
sequéncias de aminoacidos usadas para a criacdo dos trés arquivos foram recuperadas através

da ferramenta Sequence retrieval do banco de dados TriTrypDB, o Kinetoplastid Genome
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Resource (http://tritrypdb.org/tritrypdb/). O GOanna retorna uma tabela Excel contendo a
anotacdo dos termos GO para cada uma das sequéncias onde foi possivel encontrar
similaridade de sequéncias (parametros padrdo da ferramenta) e um arquivo de entrada para a
ferramenta GOSlim Viewer. As categorias GO-slim podem ser criadas para transformar a
andlise de dados de determinadas espécies mais apropriada. Assim, ja ha categorias GO-slim
especificas para plantas, leveduras e bactérias. Como ndo had nada especifico para
protozoarios, o conjunto de GO-slim utilizado nesse trabalho foi o genérico.

O resultado obtido para os conjuntos de genes sub e superexpressos foram curados
manualmente com dois objetivos: 1) eliminar redundancia de produtos génicos (com
identificadores idénticos) nos agrupamentos de termos GO-Slim, e 2) gerar manualmente
categorias mais especificas, porém de importancia biolégica e funcional para este estudo. A
redundancia de produtos génicos ocorre porque para um Unico gene, pode ter sido atribuido
mais de um termo GO associado a ele dentro da mesma ontologia Slim, e acaba contando
duas ou mais vezes ao ser agrupado para um nivel hierarquico maior. O resultado final foi
usado para gerar um grafico de barras agrupadas para as ontologias de processos bioldgicos e
funcdo molecular onde foi possivel comparar de forma direta os nimero de GOs associados a
um termo especifico entre os processos e fungdes induzidas ou reprimidas pela radiacdo

gama.

3.11 — PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

Um subconjunto de genes diferentemente expressos foi selecionado para ser validado
por qRT-PCR. Os iniciadores foram desenhados usando os softwares GenScript Real-time
PCR (TagMan) Primer Design (https://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer) e Primer3

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). O algoritmo blastn foi aplicado para alinhar os pares de

35



iniciadores contra o banco de dados de sequéncias de nucleotideos do NCBI para excluir
aqueles que, por ventura, se alinharam em mais de uma regido gendmica do T. cruzi, ou que
tivesse alto grau de similaridade com outros organismos. No total, 18 pares de iniciadores
foram sintetizados e padronizados inicialmente com DNA gendmico para confirmar a
capacidade de amplificagéo e o tamanho do produto gerado (em torno de 100 pb).

Os RNAs totais extraidos e purificados foram tratados com DNAse e usados para a
sintese subseqiiente de cDNA usando o kit Superscript I1l cDNA Synthesis (®Invitrogen),
seguindo as instrucbes do fabricante. Para fins de padronizacdo, testou-se nove diferentes
combinagdes de concentracOes de iniciadores (300/300, 300/600, 300/900, 600/300, 600/600,
600/900, 900/300, 900/600, 900/900 nM) e quatro quantidades iniciais de cDNA (10 ng, 1
ng, 0,1 ng e 0,01 ng) para a geracéo das curvas de dissociacdo e padrdo, valores de slope, taxa
de eficiéncia (que deve apresentar valores préximos de 2) e valores de co-eficiéncia R* para
cada iniciador. Assim, 0 mix para a reagdo de gRT-PCR foi composto por 10 ng de cDNA,
600 nM de cada iniciador, 2,5 pL de Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA), e 4gua deionizada, totalizando 5 pL de volume final de reagdo. As amostras
(controle e irradiadas) foram aplicadas em placas de 384 wells (Applied Biosystems, Foster
City, CA) em triplicata, além do controle negativo (branco) e controle positivo (amplificacéo
do gene gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase - GAPDH, usado para a posterior
normalizacdo. As placas foram lidas no equipamento AB7900 (Applied Biosystems). A
normalizagdo foi realizada aplicando o método -224",

O teste de Friedman (Conover, 1980), que € um teste ndo-paramétrico (para dados que
ndo apresentam distribuicdo normal) que compara trés ou mais grupos pareados, e o teste de
Dunn (Conover, 1980), que realiza multiplas comparagdes entre pares de colunas (que neste
caso, sdo os tempos analisados) foram aplicados para questionar se o fold-change em cada

um dos tempos obtido pela gRT-PCR era significativamente diferente do valor de expressao
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da amostra controle. O coeficiente de classificacdo de Spearman e regressao linear foram
aplicados para verificar a correlacdo entre os resultados do microarranjo de DNA e gRT-

PCR. Toda a parte estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism V5.04.

3.12 — Anaélise dos genes RHS

Para testar se a irradiacdo induziu de forma direcionada a superexpressdo de genes
RHS, o teste de qui-quadrado duas-caudas foi aplicado em cada um dos tempos analisados
para testar se a freqliéncia dos genes RHS superexpressos era similar a freqiiéncia dos genes
superexpressos restantes (hipdtese nula: f1 = f2), ou ndo (hipétese alternatica: f1 # f2), de

acordo com as equacdes 1 e 2 abaixo:

# RHS superexpressos

(l) fl - # total RHS

(2) fz __ # genes superexpressos— # RHS superexpressos
- # total genes — # total RHS

2

sendo que i) RHS superexpressos = numero de genes RHS significativamente
superexpressos; ii) genes superexpressos = numero total de genes significativamente
superexpressos, iii) total RHS = nimero de sondas impressas na lamina para o genes RHS
(379) e iv) total genes = namero total de sondas para genes de T. cruzi impressas na lamina

(12.288).

37



4 - RESULTADOS

4.1 — Curva de crescimento apo0s a irradiagao

O T. cruzi é um organismo altamente resistente a radiacdo ionizante, sugerindo que
este parasito tenha um eficiente sistema de reparo de quebra de fita dupla. Foi visto que
culturas de células CL Brener do tipo selvagem irradiadas com 500 Gy de radiacdo gama
param de crescer, levando em média 240 horas para retornar as mesmas caracteristicas
(densidade celular e curva de crescimento logaritmica) quando comparadas com a cultura de
células ndo irradiadas (Regis-Da-Silva et al.,, 2006). Resultados semelhantes foram
encontrados durante a padronizacdo de cultivo e irradiacdo para este trabalho. Apesar de nao
termos reproduzido o experimento completo (até o crescimento exponencial das culturas que
é de 240 horas), verificamos que células irradiadas diminuem sua taxa de crescimento celular
de forma consideravel, permanecendo aparentemente sem crescimento até 96 horas apos a

irradiacdo  gama, tempo maximo observado nesse estudo  (figura  8).

38



Curva de crescimento

1410°1 @ Controle - Réplica |
€ Irradiadas - Réplica |
1.2«10%{ & Controle - Réplica Il
E B Iradiadas - Réphica ||
2 1.0<10°
=
3 ,
o 8.0x107
-
E
S 5.0x107
=
5
O 4.0x107 1
2.0«107 4 [}
G T T T - -

=
©
. =

24 48 96

Horas apos a irradiagio

Figura 8: Curvas de crescimento de células epimastigotas de T. cruzi (cepa CL-Brener).
o /m = células controles. o/o = células irradiadas. o/e = Réplica bioldgica I. o/m =

Réplica bioldgica II. p.i = pré-irradiacdo. l.a.i = logo apés a irradiagao.
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4.2 — Avaliacéo da integridade do RNA de T. cruzi apo6s a irradiacéo

O proximo passo foi verificar se apds o estresse causado pela alta dose de radiacéo,
que certamente fragmenta as moléculas de DNA (Regis-Da-Silva et al., 2006), seria possivel
extrair RNA total com qualidade suficiente para marcarmos e hibridizarmos as ldaminas. Nao
sabiamos se este tratamento fragmentaria as moléculas de RNA, obtendo material somente
quando surgissem 0s primeiros novos transcritos. Os resultados sugerem que 0s raios gama
fragmentaram de forma consideravel as moléculas de RNA ribossomal. Na figura 9 é possivel
perceber o padrdo de trés bandas referentes aos RNAs ribossémicos (usual em RNA de T.
cruzi). Visualmente, a qualidade do RNA é semelhante em todas as amostras, tanto no
controle, quanto em todos os tempos analisados.

O processo de extracdo de RNA total foi bem sucedido, rendendo quantidades
significativas de material, e desprovido de contaminacdo com produtos protéicos (260/280 >
1,8) (tabela 1). Foi entdo realizado a etapa de clean-up dos pools RNA total, conforme

explicado na metodologia.
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Figura 9: Avaliacdo da integridade do RNA de T. cruzi apoés a irradiacdo. RNAs das amostras
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das réplicas bioldgicas I e 1l (em triplicatas, conforme indicado pelos nimeros 1, 2 e 3) foram
submetidas a uma eletroforese em géis de agarose 1,2% desnaturantes e posteriormente
corados com brometo de etideo. l.a.i = logo apo6s a irradiacdo. Em destaque, estdo mostradas

as trés bandas de rRNA de T. cruzi.
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Tabela 1: Quantificacdo do RNA total antes e apds o clean-up de RNA das amostras.

Extracéo do RNA total RNA apds Clean-up
Amostra pug/pul A260/A280 | Amostra  ug/uL A260/A280
Controle - | 1.4 2,13
Controle - 11 2,5 2,09 Controle 2,4 2,20
Controle - 11 2,1 2,16
lLa.i.—1 14 2,12
p La.i.-1l 2,5 2,10 l.a.i 2,4 2,18
% La.i. - I 2,0 2,10
% 4 horas - | 1,6 2,07
& | 4horas—II 2,9 2,06 4 horas 2,8 2.17
s | 4 horas — Il 2,8 2,07
S | 24 horas - | 1,9 2,09
& | 24 horas — Il 2,8 2,06 24 horas 2,4 2,18
24 horas — 11 2,8 2,07
48 horas - | 15 2,11
48 horas — Il 3,0 2,03 48 horas 1,8 2,20
48 horas — 11 2,4 2,09
96 horas — | 2,1 2,09
96 horas — Il 2,7 2,08 96 horas 2,3 2,20
96 horas — |11 2,3 2,09
Controle - | 1,7 2,02
Controle - 11 1,8 2,05 Controle 1,9 2,19
Controle - 11 2,4 2,09
la.i.—1 2,0 2,09
= | lai.-ll 1,9 2,10 l.a.i 2,3 2,17
S | Lai. - 1,9 2,05
8 | 4 horas - | 2,3 2,12
-Q% 4 horas — Il 2,1 2,09 4 horas 2,0 2,18
8 4 horas — IlI 1,7 2,09
= 24 horas - | 2,6 2,10
2|24 horas — Il 1,8 2,06 24 horas 2,3 2,19
24 horas — 111 2,4 2,12
48 horas - | 2,1 2,10
48 horas — |1 2,8 2,09 48 horas 2,4 2,19
48 horas — I 2,6 2,09
96 horas — | 2,2 2,05
96 horas — Il 2,0 2,10 96 horas 14 2,24
96 horas — |11 2,2 2,09

l.a.i. = logo apds a irradiacdo. Valores (ap0s a quantificacdo) em pg/uL



4.3 — Amplificacdo, marcacdo e hibridizacdo do RNA

A quantidade substancial de RNA necessaria para analise de expressdo € um fator
limitante para a tecnologia de microarranjos. Tentou-se, por muitos meses, marcar as
amostras sem o processo de amplificagdo de mRNA, o que culminou em tentativas frustradas,
com perda total do mRNA no processo de purificagdo das amostras marcadas. Quando nao
havia perda de material, o acoplamento das cianinas na molécula de aminoalil era ineficiente,
sendo impossivel detectar sinal apds leitura da lamina no scanner.

Dessa forma, optou-se por adicionar uma etapa de amplificacdo de mRNA, conhecido
como método de Eberwine (Phillips e Eberwine, 1996), cujos passos gerais envolvem uma
reacdo de transcriptase reversa. O método é robusto, reprodutivel, e o rendimento do RNA
antisenso amplificado é alto e de boa qualidade, como pode ser visto na tabela 2, que mostra
a concentragcdo do mRNA amplificado (aRNA) e a relagcdo 260/280. A partir da quantidade
inicial de 2 ug de RNA total, obteve-se, em média, 1 pg/pL de mRNA amplificado (aRNA),
em um volume total de 100 pL. Considerando que em 2 g de RNA total espera-se encontrar
no maximo 0,1 pg de MRNA (estima-se que 2 a 5% do RNA total é composto por mRNAS),
0 método amplifica em até 1000 vezes essa quantidade. De posse de quantidades suficientes

para a marcacgdo das amostras com os fluoréforos, as hibridagdes foram realizadas.

43



Tabela 2: Quantificagio do mRNA amplificado (aRNA) e anélise do seu grau de

contaminacdo com proteinas.

Amostra Mg/uL  A260/A280 pg/uL A260/A280
Controle 1,0 2,01 1,1 2,00
lLa.i. 13 1,99 11 2,00
4 horas Réplica 1,2 2,01 Réplica 1,0 2,02
24 horas | Bioldgica | 11 2,01 Bioldgica Il 0,8 2,03
48 horas 1,1 2,02 0,9 2,03
96 horas 0,9 1,98 1,0 2,00

l.a.i = logo apds a irradiagéo.

4.4 — Andlises de microarranjos: correcdo do background e normalizacdo dos dados

A padronizacdo da andlise foi realizada utilizando os pacotes Limma e marray do
Bioconductor - BioC (projeto de codigo aberto e de desenvolvimento de softwares para
andlise de dados gendmicos), que sdo baseados primariamente na linguagem de programacéo
R. Oito diferentes combinag6es entre métodos de correcdo de background e normalizacdo dos

dados foram testados, e os resultados completos encontram-se no Anexo 2.

4.4.1 — Correcédo do background: teste de dois diferentes algoritmos

As laminas usadas neste trabalho apresentaram valores altos de background por dois
motivos: o primeiro foi em funcdo da alta aderéncia dos fluoroforos presentes na solucdo de
hibridizagcdo na superficie solida da lamina. O segundo motivo foi em funcdo do baixo
numero de spots acesos em cada sub-array da lamina. Consequentemente a lamina
apresentou grandes areas sem sinal, e que acabou sendo englobado no valor total de

background. Dessa forma, uma metodologia robusta de correcdo de background foi
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necessaria para gerar dados concisos para 0s passos de normalizacdo dentro de cada lamina e
entre as laminas.

O método subtract ndo corrigiu de forma satisfatdria a intensidade de background por
usar um modelo simplista de correcdo. Em um conjunto de dados com valores altos de
background, esse método gera valores de sinal negativos (representado pelos pequenos
circulos na posicdo de ordenada “zero” nos graficos das figuras 10 e 11. O método de
corregdo de background que melhor corrigiu os dados foi o NormExp, onde houve o
tratamento dos spots com valores baixos de sinal, deixando como outliers somente 0s spots
com sinal muito forte. Os Boxplots abaixo (figuras 10 e 11) ilustram bem como esse modelo
tratou de maneira mais satisfatoria os valores de background, corrigindo melhor os valores de

baixa intensidade.
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Método Subtract - Cy3
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Figura 10: Boxplots de cada lamina ilustrando os valores de background e sinal brutos, e os

valores do sinal corrigidos pelo método Subtract ou NormExp para o canal verde (Cy3)
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Figura 11: Boxplots de cada lamina ilustrando os valores de background e sinal brutos, e os

valores do sinal corrigidos pelo método Subtract ou NormExp para o canal vermelho (Cy5)

49



4.4.2 — Normalizagéo dentro e entre as laminas

Diversos desafios sdo encontrados ao analisar os dados obtidos pela técnica de
microarranjos, pois variagdes de diversas naturezas sdo introduzidas ao longo de cada etapa
do experimento. Para uma quantificacdo acurada e precisa das variagdes da expressdo génica,
é importante considerar as variacOes aleatdrias (experimentais) (Schuchhardt et al., 2000) e as
sistematicas, como por exemplo, a variacdo de taxas de incorporagdo entre as duas cianinas
usadas, Cy3 e Cy5. Tal variagdo pode ser originada de uma variedade de fatores, incluindo
propriedades fisicas dos fluor6foros (sensibilidade a temperatura e a luz e meia-vida relativa),
eficiéncia da incorporacdo da dye, variabilidade experimental durante a hibridizag&o ou de
configuracdes diferentes do scanner no momento da leitura dos sinais (Yang et al., 2002). A
idéia de normalizar os dados é para minimizar as variaces sistematicas nos niveis de
expressdo génica medidos de duas amostras co-hibridizadas, permitindo, assim, que as
variagOes bioldgicas dentro de uma lamina se destaquem, e que seja possivel comparar 0s
niveis de expressao entre as laminas (Yang et al., 2002).

O método que melhor normalizou os dados dentro de cada lamina foi o robust spline
(Smyth e Speed, 2003; Smyth, 2004), como pode-se perceber tomando como exemplo 0s
graficos denominados MA-plots para a ldamina 1 (figura 12), onde M = razdo logaritmica da
intensidade entre os canais verde e vermelho (log2(R/G), e A = intensidade média dos canais
verde e vermelho (log.(RxG)/2). O método Loess, que é o mais difundido entre os métodos
testados, também normalizou os dados, mas percebe-se que as linhas coloridas néo
permaneceram proximas de zero nos dados de valores mais baixos de intensidade. O método
Print tip loess ndo foi eficiente para normalizar os dados, assim como o método Median
(falhou em corrigir os dados com valores baixos de intensidade). Percebe-se que o método
Robust spline foi que melhor centralizou os dados, ou seja, o valor médio da razéo entre a

intensidade de cada canal tornou-se proximo de zero para todas as agulhas (print tips). O
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motivo pelo qual nos leva a esperar esse comportamento dos dados é que um dos
pressupostos estatisticos aplicado na analise de dados de microarranjos é que a maioria dos
genes (pelo menos 95%) ndo é diferentemente expressa em duas situagdes diferentes. Assim,
0 log, vermelho/verde (log, R/G) da maior parte dos genes deve ser igual ou proximo de
zero:
logs==0 > 2°=2 > 2°=1 Assim,==1

Os graficos para as outras 19 laminas (antes e apds a normalizagdo com o método
Robust spline) encontram-se no material anexo. A normalizagdo dessas 19 laminas pelos
outros métodos também foi realizada, mas ndo foram mostradas aqui. Como o método usado
para normalizar os dados utiliza os valores de intensidade de cada sub-array, € interessante
verificar a distribuicdo dos valores de M ao longo das 12 agulhas usadas para fabricar cada

lamina. Pode-se perceber que os valores de M para cada agulha ficam proximos de zero apds

a normalizacdo (figura 13).
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Antes da normalizacao Normalizado (Robust Spline)
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Normalizado (Loess) Normalizado (Median)




Figura 12: MA plots para a lamina 1 com diferentes métodos de normalizagdo. O M
representa o log, da razéo entre os sinais do canal vermelho (R) e verde (G) (log2(R/G))eo0 A
representa a média da soma dos log2 dos canais vermelho e verde (log2(RxG)/2). O primeiro
grafico representa os dados antes da normalizacdo. Os graficos seguintes representam 0s
dados normalizados. O segundo foi normalizado com o método robust spline. O terceiro, com

0 método loess, o quarto com o método print tip loess, e 0 quinto, com o median.
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Figura 13: Boxplots representando os valores de M (logx(R/G)) para cada agulha de
impressao. Valores pré (primeiro gréafico) e p6s-normalizacdo pelo método Robust spline

(segundo grafico) para a lamina 1.

54



Conforme esperado, a normalizacéo dos dados entre as ldminas se mostrou necessaria
em funcdo da variagdo das intensidades dos dois canais (figura 14-1), mesmo ap6s a correcao
do background (figura 14-2). A distribuicdo empirica suavizada (smoothed empirical
densities) para os canais verde e vermelho sdo consideravelmente diferentes antes da
normalizacdo entre as laminas, pois é possivel perceber que os sinais de cada fluor6foro
apresentam variacgGes entre as laminas (figura 14-3). Isso inviabiliza a anélise dos dados, pois
os valores de intensidade de cada gene de cada ldmina ndo sdo comparaveis entre si. Apos a
aplicacdo do método de normalizacdo entre as ldminas aquantile, as intensidades dos sinais
de cada ldmina tornam-se praticamente iguais, 0 que demonstra que o método foi eficaz na
correcdo de variagdes devido a diferenca entre os marcadores (figura 14-4). No material
anexo encontram-se as distribuicbes empiricas suavizadas para os dados corrigidos com 0s
dois métodos de correcdo de background associados com os quatro métodos de normalizacéo
de dados dentro de cada lamina.

Por fim, a figura 15 que representa os boxplots dos valores de M para todas as laminas
mostra o resultado final do processamento dos dados. Essa figura mostra dois aspectos: as
medianas do valor M ficaram centralizadas no zero, indicando que os dados foram
adequadamente normalizados, e o intervalo de valores da ordenada (M), que diminuiu de -9 a

12 para -5 a 8 (valores aproximados).
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Figura 14: Distribuicdo empirica suavizada dos sinais dos canais verde e vermelho para todas
as laminas. 1- Dados brutos. 2- Dados com o background corrigido pelo método NormExp. 3-
Dados normalizados dentro de cada lamina pelo método Robust spline. 4- Dados

normalizados dentro e entre as laminas pelo método Aquantile.
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4.5 — Avaliacdo das alteracdes na expressao génica induzida por radiacéo

4.5.1 — Genes diferentemente expressos e sua distribuigdo ao longo do tempo

Foram considerados genes diferentemente expressos aqueles cujo valor de p-ajustado
foi abaixo de 0,05. No total 273 genes foram considerados diferentemente expressos em, pelo
menos, um dos tempos analisados, sendo 160 superexpressos e 113 subexpressos. A tabela 3
mostra 0 numero de genes sub ou superexpressos em cada tempo. A soma final ndo totaliza
0S numeros acima citados, pois ha genes que sdo diferentemente expressos em mais de um
tempo analisado e foram contados mais de uma vez. A figura 16-A e tabela 3 mostram de
forma clara que a resposta a radiacdo foi tempo dependente. Ao final das quatro primeiras
horas, o numero de genes subexpressos significativos é maior que o nimero de genes
superexpressos. Porém, ap0s 24 horas, 0 cendrio se inverte e se mantém até o Gltimo tempo
analisado (96 horas), conforme ilustra também a figura 16-B. Os valores de fold-change estdo
expressos em valores logaritmicos na base 2. Isso significa que, no eixo das ordenadas, o
valor 2 corresponde a genes 4x mais expressos e o valor 4 corresponde a genes 8 vezes mais

expressos. Da mesma forma, o valor -2 corresponde a genes 4X menos expressos.

Tabela 3: Quantidade de genes diferentemente expressos em cada tempo analisado.

lLa.i 4 horas 24 horas 48 horas 96 horas
Subexpressos 25 59 46 26 6
Superexpressos 2 16 76 67 93

l.a.i. = logo apos a irradiacdo
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Figura 16: NUmero de genes diferentemente expressos nos tempos definidos ap6s a
irradiacdo. A) Gréafico de dispersdo indicando a distribuicdo dos valores de fold-change dos
genes significativamente diferentemente expressos ao longo dos tempos analisados. B)
Numero de genes que foram diferentemente expressos ao longo dos tempos. o =

superexpresso, 0 = subexpresso. l.a.i = logo apds a irradiag&o.
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Os gréficos do tipo vulcdo (figura 17) mostram os valores da intensidade dos sinais
em um sistema de dois eixos. O eixo x representa o log, da razdo R/G (fold-change, ou valor
de M), que indica quantas vezes 0 gene estd mais expresso ou ndo e 0 eixo y corresponde ao
valor de p-ajustado (g-value), que é a probabilidade que certo gene seja diferentemente
expresso. As &reas cinza claro contém os genes que possuem 95% de chance (valor p-
ajustado < 0,05) de serem pelo menos 1,5X mais expressos (logz R/G > 0,6 ou < -0,6). A area
cinza escuro representa genes que tiveram valor p-ajustado significativo, mas que néo
possuem diferenca de expressao maior do que 1,5X entre os grupos. Os pontos localizados no
lado esquerdo (lado negativo) sdo aqueles menos expressos, enquanto os pontos localizados
no lado direito (lado positivo) sdo os mais expressos nas amostras testes (logo apos e 4, 24,
48, e 96 horas apds a irradiacdo). Esses graficos ilustram os baixos valores de fold-change
apresentados pelos genes diferentemente expressos. Conforme ja explicado, o valor de fold-
change indica o nimero de vezes que certo gene € mais ou menos expresso em duas situagdes

diferentes.
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Figura 17: Gréficos do tipo vulcdo para os tempos logo apdés a irradiacdo — l.a.i (A), 4 horas
(B), 24 horas (C), 48 horas (D) e 96 horas (E) apo0s a irradiagdo, comparados com a amostra
nédo irradiada (WT). O eixo x representa os valores de M (log2 R/G), e 0 eixo y representa 0s
valores de p-ajustado. O lado esquerdo (valores abaixo de zero) representa 0s genes com
maior expressdo na amostra controle (WT), e o lado direito (valores positivos), nas amostras

testes (irradiadas).
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4.5.2 — Categorias de genes diferentemente expressos

Genes (sub ou superexpressos) que codificam para proteinas com fungoes
conhecidas e/ou possuem dominios preditos conservados correspondem a 41,4% dos
genes presentes na lista dos diferentemente expressos. Os genes que codificam para
proteinas com hot-spot para insercdo de retroelementos (RHS), por serem parte de uma
familia multigénica foram considerados com uma categoria a parte e correspondem
7,7% dos genes da lista. Os genes remanescentes foram anotados como proteinas
hipotéticas conservadas ou ndo (35,5%) e obsoletas (15,4%), que serdo explicadas no
item 4.6. Essa analise trouxe um panorama interessante para este trabalho, e ele pode
ser visualizado na figura 18, que mostra a distribuicdo dessas quatro categorias de genes
sub ou superexpressos ao longo do tempo. Genes com funcdo predita (laranja) sdo os
mais prevalentes entre 0s subexpressos. No entanto, a categoria dos genes
superexpressos € composta principalmente por aqueles que codificam para proteinas
hipotéticas (verde). As sequéncias obsoletas (vermelho) sdo bem distribuidas ao longo
dos vérios tempos, independentemente de serem sub ou superexpressas. Outro fato
interessante € que 0os RHSs (amarelo) sé estdo presentes entre 0S genes SUPErexpressos.

A tabela 4 mostra os valores de fold-change de cada gene que foi diferentemente
expresso em pelo menos um dos tempos analisados. Os valores em negrito sdo 0s
estatisticamente significativos. Nesta tabela, os genes que codificam para proteinas com
funcbes desconhecidas (hipotéticas), RHSs, e sequéncias obsoletas foram excluidos,

pois serdo tratados em secOes posteriores.

62



160, @ Hipotéticas

@ Fungéo conhecida
[l Obsoletas
801 @ RHS

60-

40-

Numero de genes

Subexpressos Superexpressos
Horas apds a irradiacao

Figura 18: Categorias dos genes diferentemente expressos e suas distribuicdes ao longo
do tempo. Verde = genes que codificam para proteinas hipotéticas. Laranja = genes que
codificam proteinas com fungbes conhecidas. Vermelho = sequéncias

obsoletas.Amarelo = genes RHSs. l.a.i = logo apos a irradiacéo.
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Tabela 4: Valores de fold-change dos genes diferentemente expressos que codificam

proteinas de funcéo conhecida.

Fold-change
Gene 1D Nome do produto lai 4hs 24hs  48hs 96hs
Subexpressos
Tc00.1047053507671.30 25 kDa translation elongation factor 1-beta -1,61 -1,55 -1,09 -1,50 -1,34
Tc00.1047053504221.20 ggbsunitproteasome regulatory  non-ATPase 1,05 1.20 144 124 110
Tc00.1047053509693.100 Z-amlnoethy'lphospho.nate.pyruvateamlno- 1,42 151 114 119 124
transferase-like protein
Tc00.1047053504427.70 3-o0x0-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase -1,10 -1,12 -1,43 -1,05 -1,06
Tc00.1047053506679.150  40S ribosomal protein S10 -1,04 -1,12 -1,16 -1,36 -1,17
Tc00.1047053510101.430  40S ribosomal protein S21 1,03 -1,10 -1,31 -1,51 -1,22
Tc00.1047053509353.30 40S ribosomal protein S3 1,00 -1,09 -1,17 -1,47 -1,20
Tc00.1047053506297.150  40S ribosomal protein S5 -1,06 -1,12 -1,58 -1,30 -1,23
Tc00.1047053510425.19 40S ribosomal protein SA -1,04  -1,03 -1,36 -1,27 -1,23
Tc00.1047053503719.20 40S ribosomal protein SA -1,03 -1,04 -1,34 -1,20 -1,05
Tc00.1047053505977.26 60S acidic ribosomal protein P2 -1,06 -1,12 -1,30 -1,27 -1,27
Tc00.1047053507251.20 60S ribosomal protein L21E -1,06 -1,09 -1,28 -1,46 -1,18
Tc00.1047053508461.490  60S ribosomal protein L23 1,06 -1,11 -1,35 -1,46 -1,51
Tc00.1047053506297.270  60S ribosomal protein L28 -1,06 -1,13 -1,51 -1,35 -1,23
Tc00.1047053511211.120  Activated protein kinase C receptor -1,16 -1,17 -1,32 -1,32 -1,11
Tc00.1047053411235.9 Alpha tubulin -1,89 -1,85 -1,43 -1,33 -1,32
Tc00.1047053510655.120  Aminopeptidase P -1,20 -1,55 1,17 -1,29 -1,02
Tc00.1047053506563.40 Beta tubulin -1,65 -1,68 -1,19 -1,24 -1,07
Tc00.1047053504153.160  Carboxypeptidase -1,50 -1,58 -1,19 -1,29 -1,02
Tc00.1047053507873.20 Cell differentiation protein -1,14 -1,19 -1,30 -1,13 -1,16
Tc00.1047053506247.50 Chaperonin -1,28 -1,45 -1,11 -1,17 -1,15
Tc00.1047053507641.280  Chaperonin HSP60, mitochondrial precursor -1,92 -1,85 -1,18 -1,40 -1,23
Tc00.1047053510187.420  Chaperonin HSP60, mitochondrial precursor 427 4119 -110  -138  -1.20
(pseudogene)
Tc00.1047053510187.270 ;:r(;l::’u-fsc;arted vesicle membrane protein erv25 410 148  -107  -109  -111
Tc00.1047053506529.550  Cysteine peptidase -2,00 -2,50 -1,38 -2,23 -1,35
Tc00.1047053508317.10 Cysteine proteinase -1,35 -1,58 -1,06 -1,13 -1,26
Tc00.1047053511391.160 gr)(/et:;rt;z)orme cl, heme protein, mitochondrial 142 133 113 163 139
Tc00.1047053510099.120  D-isomer spe_cmc 2-hydroxyacid 1,07 122 137 1,30 121
dehydrogenase protein
Tc00.1047053510119.9 Elongation factor 1-alpha (EF-1-alpha) -1,84 -2,22 -1,30 -1,57 -1,63
Tc00.1047053508153.730  Elongation initiation factor 2 alpha subunit 1,03 -1,38 -1,13 -1,06 -1,23
Tc00.1047053463269.10 Eukaryotic translation initiation factor 1A -1,17 -1,31 -1,45 -1,16 -1,07
Tc00.1047053506943.160 Eukaryotlc_ translqtlon initiation factor 3 106 1,00 1,30 1,05 1,01
subunit 7-like protein
Tc00.1047053506679.70 Eukaryotic translation initiation factor 6 (elF-6) -1,58 -1,92 -1,33 -1,23 -1,14
Tc00.1047053511823.70 Farnesyl pyrophosphate synthase -1,43 -1,55 -1,32 -1,26 -1,21
Tc00.1047053511075.9 Fatty acid desaturase -1,41 -1,59 -1,11 -1,12 1,01
Tc00.1047053506661.30 Fatty acid elongase -1,72 -1,65 -1,40 -1,18 -1,30
Tc00.1047053507891.47 Flagellar calcium-binding protein -1,04 -1,02 -1,10 -1,75 -1,12
Tc00.1047053507547.90 Glycosomal phosphoenolpyruvate 1,50 1,08 118 143 1,06
carboxykinase
Tc00.1047053508179.70 GPR1/FUN34/yaaH family -1,31 -1,29 -1,56 -1,05 -1,01
Tc00.1047053503539.30 GTP-binding nuclear protein rtb2 -2,18 -1,37 1,16 -1,03 1,66
Tc00.1047053510131.40 Haloacid dehalogenase-like hydrolase -1,34 -1,55 -1,90 -1,47 -1,60
Tc00.1047053511745.10 Heat shock 70 kDa protein, mit.precursor 1,08 1,02 -1,16 -1,26 -1,18
Tc00.1047053511041.40 Hexose transporter -1,78 -1,98 -1,02 -1,31 1,07
Tc00.1047053507943.40 Histone H4 -1,11 -1,35 -1,25 -1,05 -1,09
Tc00.1047053509793.10 Kinetoplast DNA-associated protein -1,11 -1,19 -1,46 1,00 1,11
Tc00.1047053510667.14 Membrane transporter protein -1,09 -1,09 -1,57 1,03 -1,03
Tc00.1047053436521.9 Mevalonate kinase -1,19 -1,36 -1,66 -1,14 -1,19
Tc00.1047053436521.9 Mevalonate kinase -1,22 -1,45 -1,36 -1,18 -1,35
Tc00.1047053510155.20 Mitochondrial RNA editing ligase 1 -1,18 -1,48 -1,22 -1,20 -1,19
Tc00.1047053508173.100  Monooxygenase -1,01 -1,16 -1,40 -1,22 -1,14
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Tc00.1047053511817.40 NADH-cytochrome B5 reductase -1,90 -1,49 1,21 1,06 -1,05
Tc00.1047053510645.20 Nuclear transcription factor -1,38 -1,59 -1,42 -1,14 -1,22
Tc00.1047053508173.180 Nuclear transport factor 2 protein (NFT2) -1,10 -1,31 -1,52 -1,27 -1,19
Tc00.1047053511573.58 Nucleolar protein -1,09 -1,17 -1,78 -1,07 -1,03
Tc00.1047053510859.17 Nucleolar RNA-binding protein -1,46 -1,53 -1,22 -1,17 -1,14
Tc00.1047053508707.200  Nucleoside diphosphate kinase -1,06 -1,02 -1,29 -1,65 -1,20
Tc00.1047053506773.50 Nucleoside transporter-like -1,33 -1,52 -1,09 -1,03 1,21
Tc00.1047053511355.30 Phosphatidic acid phosphatase protein -1,18 -1,21 -1,79 -1,02 -1,15
Tc00.1047053507617.9 Prostaglandin F2alpha synthase -1,22 -1,66 -1,08 -1,12 -1,01
Tc00.1047053508461.80 Prostaglandin F2alpha synthase -1,72 -1,91 -1,03 -1,32 -1,18
Tc00.1047053511635.40 Protein tyrosine phosphatase -1,55 -1,67 -1,38 -1,09 -1,12
Tc00.1047053511715.100  Pumilio/PUF RNA binding protein 7 1,06 1,04 -1,71 -1,06 1,02
Tc00.1047053510091.80 Pyruvate dehydrogenase E1 beta subunit -1,65 -1,73 -1,59 -1,34 -1,24
Tc00.1047053508479.340  Succinyl-CoA synthetase alpha subunit -1,73 -2,16 -1,56 -1,39 -1,38
Tc00.1047053504045.60 Thermostable carboxypeptidase 1 -1,26 -1,52 1,04 -1,08 -1,20
Tc00.1047053506855.260  Thymidine kinase -1,53 -1,83 -1,17 -1,35 -1,15
Tc00.1047053503555.30 Trypanothione reductase -1,33 -1,39 -1,33 -1,15 -1,16
Tc00.1047053508421.30 Tryptophanyl-tRNA synthetase (pseudogene) -1,50 -1,73 -1,33 -1,35 -1,24
Tc00.1047053503487.50 UDP-Gal or UDP-GIcNAc-dependent 112 -112  -153 105  -1,03
glycosyltransferase
Tc00.1047053503929.10 V-type ATPase, A subunit -1,68 -1,58 -1,22 -1,14 -1,14
Tc00.1047053509669.40 Zn-finger protein -1,23 -1,65 1,11 -1,20 1,05
Superexpressos
Tc00.1047053509941.100  2,4-dienoyl-coa reductase FADH1 1,10 1,29 1,67 1,33 1,32
Tc00.1047053507611.290  acetyltransferase -1,04 -1,01 1,42 1,40 1,32
Tc00.1047053506357.50 alcohol dehydrogenase -1,20 -1,17 1,42 1,16 1,11
Tc00.1047053504071.110  amal protein 1,01 1,17 1,41 1,44 1,64
Tc00.1047053508737.194  ARP2/3 complex subunit 1,03 1,24 1,58 1,40 1,33
Tc00.1047053508375.30 aspartate carbamoyltransferase 1,00 -1,13 1,99 -1,12 1,04
Tc00.1047053508183.4 aspartyl aminopeptidase -1,09 1,09 1,59 1,05 -1,02
Tc00.1047053505997.70 ATPase 1,19 1,41 1,36 1,59 1,50
Tc00.1047053508903.100  ATPase 1,29 1,37 1,27 1,52 1,88
Tc00.1047053504149.20 ATP-binding cassette transporter ABCA1 1,34 1,24 1,06 1,06 1,07
Tc00.1047053506563.210 calpain-like cysteine peptidase 1,03 1,19 1,43 1,46 1,23
Tc00.1047053506563.170  calpain-like cysteine peptidase (pseudo.) -1,06 1,10 1,38 1,10 1,31
Tc00.1047053508357.80 cation transporter protein 1,20 1,74 1,75 1,82 1,55
Tc00.1047053507929.20 co-chaperone GrpE 1,09 1,16 1,64 -1,01 -1,03
Tc00.1047053509455.140  cyclin 1,03 1,15 1,67 1,26 1,34
Tc00.1047053511421.110  developmentally regulated phosphoprotein 1,04 1,26 1,59 1,28 1,59
Tc00.1047053509585.10 dynein heavy chain 1,18 1,32 1,37 1,31 1,56
Tc00.1047053510687.10 dynein heavy chain (pseudogene) 1,07 -1,15 1,03 1,19 1,47
Tc00.1047053510897.6 dynein light chain Ic6, flagellar outer arm 1,09 1,21 1,34 1,32 1,45
Tc00.1047053506391.30 EF-hand protein 5 -1,05 1,15 1,88 1,37 1,61
Tc00.1047053507483.20 EF-hand protein 5 -1,29 1,13 2,15 1,46 1,56
Tc00.1047053506529.508  glucose-6-phosphate isomerase, glycosomal 1,19 1,66 2,69 2,06 1,92
Tc00.1047053506529.508  glucose-6-phosphate isomerase, glycosomal -1,03 1,34 1,74 1,64 1,32
Tc00.1047053508457.30 glycine cleavage system H protein -1,11 1,15 1,42 1,15 1,33
Tc00.1047053510199.10 GP85-like protein 1,16 1,23 1,16 1,32 1,54
Tc00.1047053510659.240  lactoylglutathione lyase-like protein 1,04 1,35 1,57 1,71 1,36
Tc00.1047053510743.70 lactoylglutathione lyase-like protein -1,23 1,32 1,58 1,32 1,11
Tc00.1047053473111.10 lathosterol oxidase -1,11 1,65 2,79 1,98 2,56
Tc00.1047053506341.10 N-acetylglucosamine-6-P deacetylase-like prot. 1,23 1,42 1,03 -1,19 -1,17
Tc00.1047053508461.400 nucleoside diphosphate kinase 1,06 1,15 1,67 1,10 1,29
Tc00.1047053504113.10 protein kinase 1,65 1,62 1,60 1,42 1,27
Tc00.1047053511671.80 protein kinase 1,29 1,38 1,12 1,48 1,41
Tc00.1047053511269.50 protein kinase A catalytic subunit 1,05 -1,11 1,45 1,34 1,49
Tc00.1047053508215.9 protein kinase C substrate protein, heavy chain -1,09 1,14 1,61 1,39 1,24
Tc00.1047053510121.130  serine/threonine protein kinase 1,41 1,07 1,29 2,05 1,77
Tc00.1047053509907.60 trans-sialidase (pseudogene) 1,14 1,08 1,04 1,24 1,41
Tc00.1047053503899.119 trypanoth|one/tryparedoxm dependent 1,05 133 118 1,03 106
peroxidase 2
Tc00.1047053508649.5 tryparedoxin peroxidase -1,03 1,21 1,46 1,24 1,21
Tc00.1047053509069.30 tubulin binding cofactor A-like protein -1,02 -1,02 1,52 1,78 2,10
Tc00.1047053506619.40 tyrosyl-DNA phosphodiesterase (Tdpl) -1,00 1,01 1,86 1,29 1,32
Tc00.1047053510105.100  UDP-glucose dehydrogenase 1,06 -1,02 1,44 1,16 1,17
Tc00.1047053508479.290  vacuolar sorting protein 1,07 -1,03 1,89 1,12 1,15

Valores em negrito: valores estatisticamente significativos (p<0,05). l.a.i = logo apds a irradiagéo
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4.6 — O efeito da irradiacdo na expressao das sequéncias obsoletas

A lamina de microarranjos contém 1.672 (dos 12.288 oligos véalidos) anotados
como sequéncias obsoletas. No entanto, resultados mostraram que 42 destas sequéncias
séo diferentemente expressas, sendo 15 subexpressas e 27 superexpressas. Dessa forma,
alguns questionamentos foram levantados: i) o que elas realmente sdo? ii) onde elas se
localizam no genoma? iii) O que elas codificam? iv) Por que algumas apresentam
valores tdo altos de fold-change, como a sequéncia #5737, que esta 7,53 vezes mais
expressa quando comparada com o néo irradiado?

Para comecar a responder essas perguntas, uma busca por similaridade contra o
banco de dados de nucleotideos do NCBI foi a estratégia escolhida. Assim, todas as
1.672 sequéncias dos oligonucleotideos anotados como obsoletas foram usadas como
arquivo de entrada utilizando o algoritmo blastx. Quatro alinhamentos foram perfeitos,
revelando que havia quatro genes do maxicirculo (componente do cinetoplasto, 0 DNA
mitocondrial de T. cruzi, ou kKDNA) presentes na lamina (oligos #5737, 8141, 10153 e
14569), e todos foram diferentemente expressos.

O maxicirculo possui no total 18 genes (Simpson et al., 1987), e um busca extra
por similaridade entre as sequéncias obsoletas e as sequéncias de nucleotideos do maxi
e minicirculo, utilizando o algoritmo blastn, na tentativa de identificar novos genes, mas
ndo houveram novos resultados positivos. As sequéncias obsoletas identificadas
correspondem aos genes codificadores das proteinas citocromo oxidase | (COI),
NADH-desidrogenase 1 (ND-1), NADH-desidrogenase 5 (ND-5) e Mitochondrial
undefined reading frame 1 (MURF-1). Os valores de fold-change foram tracados em um
grafico que revelou que os genes possuem perfis semelhantes de expressao ao longo do

tempo (figura 19), com excecdo na ND-5. Mais curioso ainda, 0s genes apresentam um
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drastico aumento de expressdo apos 48 e principalmente 96 horas da irradiagdo. Os
valores de fold-change estdo expressos em valores logaritmicos na base 2. Isso significa
que, no eixo das ordenadas, o valor 1 corresponde a genes 2x mais expressos , o valor 2
corresponde a genes 4x mais expressos, e assim sucessivamente.

O préximo passo foi localizar as sequéncias diferentemente expressas
(excluindo as do kDNA) no genoma de T. cruzi, utilizando o software Artemis (Carver
et al., 2008). Os resultados dessa andlise estdo resumidos na tabela 5: i) 17 sequéncias
foram localizadas no genoma em regides fora de regides codificadoras (CDS), ii) oito
foram localizados em mais de uma regido do genoma e iii) 11 ndo foram localizadas em

lugar algum.
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Figura 19: Perfil de expressdo génica de quatro genes do maxicirculo ap6s a irradiacgéo.

COIl = Citocromo oxidase I, ND-1 = NADH-desidrogenase 1, ND-5 = NADH-

desidrogenase 5, MURF-1 = Mitochondrial undefined reading frame 1. l.a.i = logo apds

a irradiacdo.
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Tabela 5: Valores de fold-change das sequéncias obsoletas diferentemente expressas

Gene ID Localizacdo no Fold-change

genoma lLa.i 4hs 24hs 48hs 96 hs

Subexpressos
4010 (ID - 1amina) N4o localizada -1.34  -147 -105 -113 -1.12
4685 (ID - lamina) Né&o localizada -1.10 -1.13 -132 -140 -1.32
8330 (ID - lamina) N4o localizada -1.06 -155 -152 -1.00 -1.13
9101 (ID - lamina) N4o localizada -1.10 -1.20 -136 -152 -1.33
23161 (ID - lamina) N4o localizada -1.18 -1.48 -1.18 1.03 1.00
23282 (1D - l1amina) N4o localizada -1.77  -195 -1.03 -1.12 1.13
24338 (ID - lamina) N4o localizada -149 -165 -106 -111 -1.04
5692 (ID - lamina) Fora de CDS -1.28 -152 -123 -1.20 -1.16
21242 (ID - 1amina) Fora de CDS -1.90 -279 -149 -187 -1.39
3577 (ID - 1amina) Multilocal -1.06 -1.07 -141 -124 -1.09
5161 (ID - lamina) Multilocal -1.05 -1.10 -156 -1.19 -1.36
6316 (ID - lamina) Multilocal -146 -207 -109 -137 -1.20
6794 (ID - lamina) Multilocal -149 -203 -118 -140 -1.27
22884 (1D - lamina) Multilocal -1.82 -235 -141 -219 -1.16
23089 (1D - l1amina) Multilocal -148 -146 -1.23 -1.13 1.01
Superexpressos

2117 (ID - lamina) Fora de CDS 1,12 131 1,23 1,32 1,71
9204 (ID - lamina) Fora de CDS 127 111 1,35 1,66 2,97
11747 (ID - lamina) Fora de CDS 1,10 181 2,20 1,86 2,28
14862 (ID - lamina) Fora de CDS 166 197 1,50 1,97 2,24
21056 (ID - 1amina) Fora de CDS 1,18 1,18 1,28 1,25 1,70
26458 (ID - 1amina) Fora de CDS 1,44 1,23 1,10 -1,15 1,44
5737 (ID - lamina) kKDNA 1,17 1,14 161 404 753
8041 (ID - lamina) kKDNA 1,49 1,16 1,51 383 484
10153 (ID - lamina) KDNA 1,27 1,28 1,46 2,64 3,63
14569 (ID - lamina) kKDNA 1,74 1,30 1,65 3,71 1,53
6361 (ID - lamina) Né&o localizada 1,36 1,43 1,02 1,07 1,05
6364 (ID - lamina) Nao localizada 1,01 1,71 2,48 1,93 1,71
11281 (ID - l&mina) N3o localizada -1,01 1,20 1,07 1,41 2,27
13999 (ID - lamina) N&o mapeado* 1,16 1,38 1,46 1,58 1,44
21269 (ID - 1amina) N&o mapeado* 1,14 1,09 1,70 -1,13 1,06
5884 (ID - lamina) Fora de CDS -1,10 1,37 1,56 2,30 3,15
7785 (ID - lamina) Fora de CDS 106 1,34 1,47 1,88 3,20
13664 (ID - lamina) Fora de CDS 1,09 110 2,18 1,10 -1,04
13828 (ID - lamina) Fora de CDS 1,36 1,70 1,34 1,27 1,52
16329 (ID - lamina) Fora de CDS 1,28 1,41 1,45 1,39 1,03
18850 (ID - lamina) Fora de CDS -1,03 1,34 1,80 1,08 1,08
19423 (ID - lamina) Fora de CDS 1,07 1,28 1,57 1,52 1,70
21055 (ID - 1amina) Fora de CDS 1,20 1,33 1,29 1,22 1,40
23196 (ID - 1amina) Fora de CDS 1,15 1,59 1,63 1,43 1,90
1404 (1D - lamina) Multilocal -1,16 1,11 1,05 1,45 1,76
1497 (ID - 1amina) Multilocal -1,05 -1,06 1,04 1,58 1,22
18649 (ID - lamina) Multilocal 117 114 1,23 1,42 1,82

Valores em negrito: valores estatisticamente significativos (p<0,05). l.a.i = logo ap6s a irradiagdo. *Em
contigs ndo utilizados na montagem final do genoma. CDS = coding sequence
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4.7 — O efeito da irradiacdo na expressao dos genes RHS

RHSs séo genes pertencentes a uma familia génica numerosa, com 752 membros
identificados, sendo 557 anotados como pseudo-genes (El-Sayed et al., 2005a). Séo
caracterizadas pela presenca de sitio de insercdo de RIME/ingi, e se localizam
preferencialmente nas regifes subteloméricas (especificamente entre a sequéncia
associada ao telomero e o primeiro gene com sequéncia nao-repetiviva) (Bringaud et
al., 2002).

A radiagdo gama foi capaz de induzir a expressdo desses genes. Dos 379 RHSs
presentes na lamina, 21 foram considerados superexpressos (tabela 6). Nao ha nenhum
gene codificador para RHS subexpresso. A localizagdo de todos o0s genes
diferentemente expressos foi pesquisada, e o resultado também se encontra na tabela 6:
dez se encontram nas pontas dos cromossomos, quatro no meio, porém em regides
repetitivas, e sete em contigs ndo utilizados para a montagem final do genoma.

NOs nos questionamos se a radiacdo gama induziu a expressao desses genes, ou
se 0 resultado observado foi ao acaso. Para isso, foi realizado um teste qui-quadrado
(duas-caudas) para cada tempo analisado. Os resultados foram significativos nos
tempos 48 e 96 horas (p<0,0001), o que indica o efeito da radiacdo sobre a expressdo
destes genes (figura 20). Dessa forma, levantamos a hipétese de que essa familia génica
possa estar relacionada de forma direta ou indireta na resposta a reparacdo dos danos
causados no DNA apoés radiacdo gama. Os genes RHS se localizam agrupados no
genoma com outras proteinas codificadas por grandes familias multigénicas do parasito,
tais como trans-sialidases, familia com 1430 membros, e DGF-1 (Dispersed gene
family), com 565 membros (El-Sayed et al., 2005a). No entanto, apenas duas proteinas

do tipo trans-sialidase (trans-sialidase (pseudogene) e gp-85) foram superexpressas.
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Tabela 6: Valores de fold-change dos genes RHS diferentemente expressos

o Fold-change

Gene ID Localizagdo no genoma Lai 4 hs 24 hs 48?15 96 hs
Superexpressos

Tc00.1047053445777.10 Na ponta do cromossomo (TcChr40-P) 1,17 1,08 1,03 1,21 1,38
Tc00.1047053508071.90 Ultimo gene do contig Tcruzi_7589 -1,03 1,20 1,20 1,29 1,33
Tc00.1047053509259.180  Na ponta do cromossomo (TcChr25-P) 1,18 1,17 1,31 1,21 1,56
Tc00.1047053506537.10 Na ponta do cromossomo (TcChr23-P) 1,06 1,09 1,26 1,29 1,39
Tc00.1047053507975.10 Na ponta do cromossomo (TcChr17-S) 1,06 1,31 1,38 1,35 1,45
Tc00.1047053506951.10 TcChr24-S — proximo de trans-sialidases, MASPs, DGFs-1 1,21 1,25 1,23 1,26 1,50
Tc00.1047053504099.70 Na ponta do cromossomo (TcChr26-S) 1,07 1,21 1,18 1,34 1,44
Tc00.1047053508483.40 Ultimo gene do contig Tcruzi_7746 1,14 1,19 1,29 1,31 1,33
Tc00.1047053509765.60 Na ponta do cromossomo (TcChrl7-S) 1,08 1,18 1,19 1,45 1,57
Tc00.1047053508877.30 TcChr41-P - proximo de trans-sialidases, MASPs, DGFs-1 1,11 1,17 1,23 1,47 1,30
Tc00.1047053505915.10 Um dos dois genes presentes no contig Tcruzi_6735 1,07 1,15 1,07 1,39 1,42
Tc00.1047053506683.210  Na ponta do cromossomo (TcChr12-S) 1,02 1,14 1,47 1,48 1,46
Tc00.1047053506751.70 TcChr41-P - proximo de trans-sialidases, MASPs, DGFs-1 1,10 1,13 1,15 1,22 1,43
Tc00.1047053504285.10 Unico gene presente no contig Tcruzi_6244 1,08 1,04 1,18 1,53 1,69
Tc00.1047053507427.30 Ultimo gene do contig Tcruzi_7332 1,02 -1,16 1,54 1,13 1,03
Tc00.1047053507777.30 Na ponta do cromossomo (TcChr21-P) -1,00 1,20 1,38 1,44 1,43
Tc00.1047053506349.83 Ultimo gene do contig Tcruzi_6908 -1,06  -1,12 1,61 1,02 1,05
Tc00.1047053506129.80 Na ponta do cromossomo (TcChr6-S) 1,12 1,20 1,17 1,49 1,54
Tc00.1047053506561.20 Na ponta do cromossomo (TcChr5-P) 1,14 1,15 1,24 1,52 1,50
Tc00.1047053509559.20 TcChrl2-P - proximo de trans-sialidases, MASPs, DGFs-1  -1,05 -1,13 1,16 1,23 1,33
Tc00.1047053413293.30 Ultimo gene do contig Tcruzi_12248 1,07 1,02 1,15 1,34 1,40

Valores em negrito: valores estatisticamente significativos (p<0,05). l.a.i = logo ap0s a irradiagdo
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Figura 20: Frequéncia dos genes RHSs e ndo-RHS superexpressos em resposta a
radiacdo gama ao longo do tempo. Quadrados pretos = Frequéncia de genes RHS
superexpressos. Circulos pretos = Frequéncia de genes superexpressos exceto RHS.

l.a.i = logo ap6s a irradiagdo. **** p<0,0001
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4.8 — O efeito da irradiacdo na expressdo de genes hipotéticos

Experimentos de microarranjos sdo capazes de fornecer um panorama bastante
abrangente dos processos bioldgicos que foram estimulados ou reprimidos apds algum
tratamento aplicado em amostras testes. Proteinas de fungdes ainda desconhecidas
geralmente figuram nas listas de genes diferentemente expressos e estas podem ser
futuramente caracterizadas bioquimica e molecularmente. Porém, o cenario se torna
bastante nebuloso quando o nimero de genes diferentemente expressos que codificam
para proteinas de funcdo desconhecida ¢ maior do que o nimero de genes com funcao
conhecida, situacdo que ocorreu neste trabalho. Os resultados indicaram 27 genes
subexpressos e 70 superexpressos que codificam para proteinas hipotéticas (tabela 7).
Sete genes subexpressos e nove superexpressos (em negrito) apresentaram regides
codificadoras de dominios protéicos conservados e foram incluidos nas analises

funcionais posteriores.
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Tabela 7: Valores de fold-change dos genes diferentemente expressos que codificam

proteinas hipotéticas

Fold-change
Gene ID Nomedoproduto i 4ps 24ns 48hs 96 hs
Subexpressos
Tc00.1047053447255.10 hypothetical protein, conserved 1.36 -1.17 -1.41 -1.23 -1.12
Tc00.1047053503395.20 hypothetical protein, conserved 1.19 -1.11 1.65 -1.03 -1.02
Tc00.1047053503687.30 hypothetical protein, conserved 1.09 -1.41 -1.15 -1.23 -1.06
Tc00.1047053503703.30 hypothetical protein, conserved 1.29 -1.60 -1.29 -1.23 -1.09
Tc00.1047053503809.120  hypothetical protein, conserved 1.00 -1.24 -1.52 1.02 -1.11
Tc00.1047053503897.120  hypothetical protein, conserved 1.33 -1.50 -1.49 -1.14 -1.21
Tc00.1047053504057.80 hypothetical protein, conserved 1.22 -1.09 -1.33 -1.06 -1.20
Tc00.1047053506219.40 hypothetical protein, conserved 1.43 -1.72 -1.58 -1.16 -1.24
Tc00.1047053506885.30 hypothetical protein, conserved 1.25 -1.07 -1.15 -1.81 1.00
Tc00.1047053506925.310  hypothetical protein, conserved 1.17 -1.48 1.72 1.27 1.23
Tc00.1047053507053.180  hypothetical protein, conserved 1.18 -1.29 -1.49 -1.47 -1.24
Tc00.1047053507221.30 hypothetical protein, conserved -1.03  -1.19 -1.40 -1.26 -1.10
Tc00.1047053507509.40 hypothetical protein, conserved -2.17 -1.57 -1.40 -1.26 -1.03
Tc00.1047053507747.94 hypothetical protein -1.41 -1.43 -1.19 -1.22 -1.01
Tc00.1047053507993.380  hypothetical protein, conserved -1.01 -1.13 -1.40 -1.25 -1.15
Tc00.1047053508173.264  hypothetical protein, conserved -1.19 -1.30 -1.43 -1.23 -1.14
Tc00.1047053508257.180  hypothetical protein, conserved -1.03  -1.06 -1.06 -1.92 -1.09
Tc00.1047053508307.90 hypothetical protein, conserved 1.18 -1.12 -1.41 -1.09 -1.09
Tc00.1047053508719.30 hypothetical protein, conserved -1.07 1.01 -1.36 -1.19 -1.15
Tc00.1047053509141.40 hypothetical protein, conserved 1.10 1.05 -1.06 -1.95 1.10
Tc00.1047053509267.40 hypothetical protein, conserved -1.14 -1.38 -1.45 -1.52 -1.43
Tc00.1047053509769.60 hypothetical protein, conserved -1.40 -1.54 -1.46 -1.24 -1.12
Tc00.1047053510099.100  hypothetical protein, conserved -1.12 -1.16 -1.30 -1.26 -1.10
Tc00.1047053510543.80 hypothetical protein -1.04 -1.05 -1.33 -1.07 1.01
Tc00.1047053510857.30 hypothetical protein, conserved 1.13 -1.32 -1.58 -1.09 1.08
Tc00.1047053511071.50 hypothetical protein, conserved -1.13 -1.41 -1.28 -1.33 -1.20
Tc00.1047053511517.120  hypothetical protein, conserved -1.43 -1.56 -1.31 -1.27 -1.32
Tc00.1047053447255.10 hypothetical protein, conserved -1.36 -1.17 -1.41 -1.23 -1.12
Superexpressos
Tc00.1047053478463.10 hypothetical protein 1.21 1.20 1.19 1.36 1.63
Tc00.1047053503395.20 hypothetical protein, conserved -1.19 -1.11 1.65 -1.03 -1.02
Tc00.1047053503415.40 hypothetical protein -1.09 1.19 1.99 151 121
Tc00.1047053503419.54 hypothetical protein, conserved 1.12 1.03 1.67 -1.04 -1.06
Tc00.1047053503839.19 hypothetical protein, conserved 111 1.05 2.47 1.04 1.03
Tc00.1047053503841.20 hypothetical protein, conserved 1.08 -1.04 1.83 1.01 -1.02
Tc00.1047053503911.30 hypothetical protein, conserved 1.14 1.43 212 1.46 1.45
Tc00.1047053503925.6 hypothetical protein, conserved -1.22 1.20 2.27 1.43 1.76
Tc00.1047053503975.100  hypothetical protein, conserved 111 1.17 1.66 1.37 1.21
Tc00.1047053504005.54 hypothetical protein, conserved -1.08 1.07 1.36 141 1.52
Tc00.1047053504037.10 hypothetical protein, conserved -1.13 -1.02 1.67 1.64 1.55
Tc00.1047053504227.10 hypothetical protein, conserved 1.05 1.19 1.44 -1.03 -1.01
Tc00.1047053504433.20 hypothetical protein, conserved 1.42 1.53 2.77 1.76 2.17
Tc00.1047053506133.179  hypothetical protein 1.13 1.19 1.20 1.85 2.15
Tc00.1047053506195.290  hypothetical protein, conserved 1.03 1.41 1.20 1.03 1.07
Tc00.1047053506713.24 hypothetical protein, conserved 1.10 1.21 1.27 1.22 1.33
Tc00.1047053506739.99 hypothetical protein, conserved 1.06 1.18 1.78 1.58 151
Tc00.1047053506773.104  hypothetical protein, conserved -1.08 1.27 1.42 1.50 1.53
Tc00.1047053506789.270  hypothetical protein, conserved 1.18 1.03 1.98 -1.10 -1.04
Tc00.1047053506825.200  hypothetical protein 1.03 1.18 1.36 1.54 1.45
Tc00.1047053506829.90 hypothetical protein, conserved -1.13 1.59 2.97 2.70 2.55
Tc00.1047053506831.63 hypothetical protein, conserved -1.04 1.23 1.68 1.52 1.48
Tc00.1047053506925.310  hypothetical protein, conserved -1.17 -1.48 1.72 1.27 1.23
Tc00.1047053506947.50 hypothetical protein, conserved 1.25 1.16 1.06 1.19 1.46
Tc00.1047053507053.140  hypothetical protein, conserved 1.00 -1.03 -1.38 -1.09 -1.07
Tc00.1047053507083.10 hypothetical protein, conserved 1.13 1.63 2.03 1.72 1.88
Tc00.1047053507083.70 hypothetical protein, conserved 1.03 1.13 1.14 1.04 1.64
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Tc00.1047053507159.30
Tc00.1047053507165.30
Tc00.1047053507275.24
Tc00.1047053507491.140
Tc00.1047053507521.60
Tc00.1047053507611.270
Tc00.1047053507875.30
Tc00.1047053508059.50
Tc00.1047053508061.10
Tc00.1047053508153.364
Tc00.1047053508293.130
Tc00.1047053508319.10
Tc00.1047053508479.330
Tc00.1047053508707.300
Tc00.1047053508741.390
Tc00.1047053508879.10
Tc00.1047053508909.160
Tc00.1047053509001.30
Tc00.1047053509029.20
Tc00.1047053509073.60
Tc00.1047053509245.29
Tc00.1047053509393.10
Tc00.1047053509571.30
Tc00.1047053509601.140
Tc00.1047053509627.10
Tc00.1047053509755.89
Tc00.1047053510173.120
Tc00.1047053510381.40
Tc00.1047053510479.30
Tc00.1047053510535.10
Tc00.1047053510599.40
Tc00.1047053510835.20
Tc00.1047053511121.30
Tc00.1047053511201.40
Tc00.1047053511239.60
Tc00.1047053511391.110
Tc00.1047053511421.90
Tc00.1047053511467.60
Tc00.1047053511517.130
Tc00.1047053511523.50
Tc00.1047053511611.30
Tc00.1047053511643.80
Tc00.1047053511671.140
Tc00.1047053511727.220
Tc00.1047053511755.19

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved

1.09
-1.03
1.08
-1.06
1.00
-1.03
-1.05
-1.04
1.08
-1.06
1.18
-1.05
-1.01
1.00
1.09
-1.31
-1.08
-1.01
1.32
1.14
-1.21
-1.02
1.18
-1.03
1.52
1.02
1.66
-1.00
1.15
1.44
1.19
1.47
1.25
1.36
1.06
1.12
1.10
1.00
-1.05
1.02
1.06
1.17
1.93
1.03
-1.05

1.12
1.46
1.17
1.28
1.27
-1.12
-1.01
1.04
111
1.19
1.10
1.37
1.38
1.12
1.19
-1.16
-1.02
1.25
1.98
1.37
-1.24
1.26
1.25
1.35
1.58
-1.13
1.74
1.24
1.02
231
1.22
1.32
1.43
1.47
121
1.27
1.23
111
1.02
1.05
1.43
1.08
1.42
1.14
1.05

1.52
1.42
1.15
1.85
1.30
1.39
1.93
1.54
1.06
1.80
1.08
1.60
151
131
1.32
1.80
2.37
1.62
2.13
1.63
1.33
1.58
1.36
1.61
1.58
-1.33
2.16
1.61
1.05
231
1.26
1.22
1.36
1.74
1.14
1.57
1.80
191
1.43
1.01
1.29
1.03
1.49
1.07
1.96

1.26
1.67
121
1.27
1.21
1.42
-1.08
1.68
1.23
1.25
201
2.15
1.44
1.40
1.25
1.02
1.38
1.37
1.79
3.03
1.66
141
1.76
1.42
1.63
1.05
2.24
1.35
1.30
211
1.43
1.95
1.84
2.10
1.48
1.34
1.43
1.17
1.25
1.32
1.91
121
2.85
1.46
1.52

1.30
1.84
131
1.24
1.60
1.82
-1.04
1.61
1.54
1.29
1.60
2.55
1.43
1.52
1.38
1.06
1.18
1.25
2.67
3.37
1.26
1.22
1.96
1.68
1.90
1.39
2.19
1.23
231
2.56
1.48
2.81
2.10
2.44
1.81
1.24
1.18
1.32
1.53
1.89
1.52
1.38
2.23
1.16
1.65

Valores em negrito: valores estatisticamente significativos (p<0,05). IDs em negrito: genes com dominios
conservados. l.a.i = logo apos a irradiagdo
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4.9 — Agrupamento de genes baseado no perfil de expressdao génica ao longo do tempo

Um dos propésitos de abordagens do tipo time course é poder agrupar genes que
apresentam mudancas nos niveis de expressao ao longo do tempo. Para isso, foi gerado
um grafico do tipo heatmap com 269 genes nucleares diferentemente expressos. Os
genes mitocondriais foram excluidos dessa anélise, uma vez que um dos objetivos dessa
estratégia € buscar por genes que sejam co-regulados, ou que estejam em locais
préximos no genoma. O heatmap é capaz de agrupar os genes tanto pela variacao dos
valores de fold-change (agrupamento horizontal), quanto pela comparagdo tempo a
tempo (agrupamento vertical), agrupando os tempos mais proximos entre si. Alguns dos
resultados ja tinham sido evidenciados antes, como o fato de os dois primeiros tempos,
por conter basicamente genes subexpressos, serem mais parecidos entre si quando
comparados com os trés altimos. O algoritmo foi capaz de agrupar os genes em 12
perfis diferentes de expressao (figura 21). Os valores dos fold-changes foram inseridos
em gréaficos de tendéncia em relagdo ao tempo. Como alguns agrupamentos foram
formados por um nimero muito grande de genes, 0s seus nomes estdo especificados no
Anexo 3. A linha vermelha criada manualmente representa a média dos valores dos
pontos em cada tempo (figura 21).

A analise individual de cada agrupamento mostrou que nenhum é formado por
genes que fazem parte de uma mesma categoria funcional, processo regulatério ou via
metabolica, exceto os genes codificadores de elementos estruturais dos ribossomos, que
fazem parte do grupo 11. A analise também revelou que ndo ha nenhuma relagdo entre a
localizacdo cromossémica e o perfil de expressdo génica (avaliado através do software

Artemis), indicando a auséncia de operons.
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Figura 21: A) Heatmap de genes nucleares de T. cruzi diferentemente expressos. Tons
verdes indicam genes subexpressos, e tons de vermelho, superexpressos. B)
Agrupamentos de genes baseados nos perfis similares de expressdo ao longo do tempo.
Linha vermelha: média de valores de fold-change. A listagem completa dos genes que

compuseram cada grupo encontra-se no anexo 4.
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4.10 — Validacdo dos experimentos de microarranjos por PCR quantitativa em tempo

real (QRT-PCR).

Experimentos de microarranjos sdo passiveis de acimulo de erros em todas as
suas etapas, erros estes que podem prejudicar a acuracia dos resultados. Para diminuir
ao maximo a chance de se obter resultados incorretos, uma série de procedimentos foi
utilizada neste trabalho: aplicacdo de réplicas técnicas e bioldgicas, sendo esta Gltima de
forma independente; a utilizagdo de uma lamina contendo duplicatas dos
oligonucleotideos; a curadoria manual da analise das imagens (correcdo do grid e
eliminacdo de artefatos que poderiam ser confundidos com sinal de expresséo);
padronizacdo dos métodos de correcdo de background e normalizacdo; e aplicacdo de
testes estatisticos apropriados para os dados, conforme ja explicado em itens anteriores.
Ainda sim, a chance de obtermos resultados incorretos é grande, e valida-los com
alguma técnica laboratorial independente é fundamental para a confiabilidade dos
dados.

Dessa forma, 18 genes sendo 13 codificadores de proteinas de fungdo conhecida,
trés codificadores de proteinas de funcdo desconhecida e duas regifes gendmicas que
continham sequéncias obsoletas foram validados por qRT-PCR (figura 22). Varios
genes validados por qRT-PCR serdo citados nas proximas sec¢des. Os resultados de
correlagdo de Spearman entre os dados de microarranjo de DNA e qRT-PCR (figura 23)
foram: 0,6228 (p=0,0022) logo apds a irradiacdo, 0,4298 (0,0331) 4 horas apos a
irradiacdo, 0,7185 (p=0,0003) 24 horas apoés a irradiacdo, 0,6789 (p=0007) 48 horas
apos a irradiacdo, e 0,6088 (p=0,0028) 96 horas apos a irradiagdo. Os valores de
eficiéncia de cada par de iniciador usado encontram-se na Tabela 8 (incluindo as

sequéncias dos iniciadores).
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Figura 22: Comparacdo entre os valores de fold-change obtidos por microarranjo

(colunas pretas) e gRT-PCR (colunas cinzas).
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Tabela 8: Sequéncias dos pares de iniciadores usados para a PCR quantitativa em tempo real, e os valores respectivos de slope, R? e eficiéncia

Nome do gene Gene ID Sequéncia (5°-37) slope R? Efic.
Alpha tubulin Tc00.1047053411235.9  F: GTTCTGTCTGGAGCACGGTA/R: CTCCGAGAAGAACGTGTTGA 354 (989 1,91
Beta tubulin Tc00.1047053506563.40 F: AAAGAACATGATGCAGGCT/R: GTTCTGCACGTTGAGCATCT -3,37 0,988 1,98
Cation transporter protein Tc00.1047053508357.80 F.-TGGGTGGACATCCATATGAC/R: AATGAGGCCATGCACAAATA -4,32 0,942 1,70
Chaperonin HSP60, mitoch. precursor Tc00.1047053507641.280  F: AGGTGTGCAACAAGACCAAC/R: CTTCATGTCAATTGGGTTCG 392 0,996 1,78
Cysteine peptidase Tc00.1047053506529.550 ~ F: CGTGCGACGACACTAACTTT/R: GGGTAGCTTTCCTCCGTGTA 326 0984 2,02
Dynein light chain Ic6 Tc00.1047053510897.6 F: GCCAAAAGACATGGAGAAC/R: GGGGCCGTACTTCTTATCAA 338 0976 1,98
EF-hand protein 5 T¢00.1047053506391.30 F: GATGCAAACGTGGATGGTAAR :GTTGTAGTGGCATTGGCTTG 341 0,969 1,96
Elongation factor 1-alpha T¢00.1047053510119.9 F: GTCCTTGTCATTGCGTCATC/R: AGCACACAACCATCTGCTTC 378 0990 1,83
Haloacid dehalogenase-like hydrolase Tc00.1047053510131.40 F: GAACGAGCATCACAGCATCT/R: ACATCGAAATAGGCACGAC 379 0979 2,01
Hypothetical Protein Tc00.1047053511201.40 F: TCACAGCAACCTCAACAACA/R: CTCTTCAGGCAATCCCTTGT 340 0,989 1,97
Hypothetical Protein Tc00.1047053507611.270  F: CCGGACCAACTGGAAGTATT/R: CGGCGTGAAGTATCTCCATA 362 0981 1,89
Hypothetical Protein Tc00.1047053506739.99 F: AGTTCTCTGAACGCCGTCTT/R: GTCTCTTTCCCGGTGTTGTT 341 0990 1,96
Obsolete # 11747 No gene ID F: TTCACCGATTTCAGCAACTC/R: AGTACCCACGGGAATCTTTG -4,00 0,983 1,75
Obsolete # 23196 No gene ID F: CTATGGCCGGTTACTGTTCC/R: CCTGCCGTTTTCTTGTCTTT -3,37 0,986 1,98

Tc00.1047053510091.80

Pyruvate dehydrogenase E1 beta subunit F: GTCATGGAAAGTGAGGCATT/R: GCTACGGCAAGAACATCTGA -3,20 0,989 2,05

Ribosomal protein L21E (60S) Tc00.1047053507251.20

Tc00.1047053508479.340 F: ATCAAGAAGCCGGTGGTATC/ R: TGTACCCTGTCCACCAGAAA -3,53 0,993 1,92

Tryptophanyl-tRNA synthetase Tc00.1047053508421.30 F: ACTGCTGCACACAAAGTTCC /R: CCGTGTCGTGTAGTGTGATG 339 0981 1,97

F: ATCTGTGAGCACCATCCTGA/ R: CAACACCACGAGGAGTAACG 310 0995 210

Succinyl-CoA synthetase alpha subunit

Os valores de slope devem ficar entre -3.1 and -3.6. Valores de co-eficiéncia R® devem estar o mais préximo possivel de 1. Efic. (eficiéncia da
reagdo): E = 10°151°P9 _1 valores devem estar o mais proximo possivel de 2 fold-change, o que significa que a eficiéncia da PCR esté entre 90%
e 110% e o amplicon debrou de quantidade a cada ciclo.
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A comparacdo entre os resultados dos experimentos de microarranjos e gRT-PCR com
relacdo a significancia podem ser conferidos na tabela 9. As células coloridas indicam
os tempos onde houve diferenga significativa na expressdo génica, sendo que o cinza

escuro representa os resultados de microarranjos e cinza claro, qRT-PCR.

Tabela 9: Comparacdo entre os resultados significativos entre as técnicas de

microarranjo e gRT-PCR

Genes i Tan] oah | agn Toan]  Teenen
Alpha-tubulin gﬂéir_%aérsnjo
Beta-tubulin gﬂéir_%aégnjo
Cation transporte protein gﬂéif_%aéﬁnjo
Chaperonin HSP60, mitochondrial precursor gﬂéir_%aéﬁnjo
Cysteine peptidase gﬂéif_%aéﬁnjo
Dynein light chain gﬂéir_%acr:rsnjo
Elongation factor 1-alpha gﬂég_f_%aégnjo
EF-hand protein 5 gﬂég_f_%aégnjo
Haloacid dehalogenase-like hydrolase gﬂég_r_%aégnjo
Hypothetical protein #1 gﬂég_f_%aégnjo
Hypothetical protein #2 gﬂég_f_%aégnjo
Hypothetical protein #3 gﬂég_f_%aégnjo
60S ribossomal protein L21E g/g?l_r_%aégnjo
Pyruvate dehydrogenase E1 beta subunit g/g?rr_%aégnjo
Succinyl-CoA synthetase alpha subunit g/g?rr_%aégnjo
Tryptophanyl-tRNA synthetase g/IRiE:rr_%a(r:rsnjo
Obsolete #11747 g/IFiir_oPa(r:rsnjo
Obsolete #23196 g/IFiir_oPa(r:rsnjo

Células cinza escuro = diferenga significativa pelo experimento de microarry. Células cinza
claro = diferenga significativa pelo experimento de qRT-PCR.
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4.11 - Analise funcional dos genes diferentemente expressos

A lista de genes diferentemente expressos gerado pela técnica de microarranjos
faz pouco sentido se ndo for traduzida de forma a melhorar a compreensdo dos
fendmenos bioldgicos observados. Com o objetivo de verificar quais processos
biolégicos (BP, de biological process) e fungdes moleculares (MF, de molecular
function) estdo reprimidos ou induzidos em conseqiiéncia da radiagdo ionizante, a
andlise de ontologia génica (gene ontology, ou GO) foi realizada. Neste trabalho,
utilizamos GO-slims, que s&o subconjuntos de categorias GO gerados a partir do
agrupamento de categorias muito especificas e produzindo categorias mais genéricas. A
razdo disso é que, segundo levantamento feito em abril de 2010, o GO continha 18.903
termos para processos bioldgicos, 8.713 termos para fungdes moleculares, e 2.734
termos para componentes celulares. O enorme numero de termos torna muito dificil a
comparacao e andlise dos dados anotados com os termos GO, e dificulta a selecdo dos
termos mais interessantes para serem anotados pelo pesquisador (Davis et al., 2010).
Assim, a anotagdo em termos GO-slim foca nos termos mais relevantes para um dado
problema biol6gico ou conjunto de dados. Foi verificado, inclusive, que o uso de GO-
slim torna a anotacdo mais robusta e os dados tornam-se mais apropriados para a
aplicacdo de testes estatisticos (Rhee et al., 2008). Esse procedimento foi essencial para
nos dar uma visdo panoramica dos efeitos da radiagdo gama nas células epimastigotas.
Os resultados estdo compilados na figura 24. A listagem dos genes que compdem cada
processo bioldgico ou fungdo molecular indicados na figura 24 encontra-se na tabela

10.
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Figura 24: Categorias funcionais Slim de ontologia génica dos genes diferentemente
expressos. A) Processos Bioldgicos (BP) e B) Fungdo Molecular (MF). Barras verdes:
categorias BP e MF reprimidas apos a irradiacdo. Barras vermelhas: categorias BP e
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Tabela 10: Termos GO-Slim para as categorias de processos bioldgicos e funcdo molecular; e os respectivos genes

ID Categoria GO-Slim Grupo Identificador Produto
A) Processos Biologicos — Genes subexpressos
12 Tc00.1047053510091.80  pyruvate dehydrogenase E1 beta subunit, putative
G0:0005975 Carbohydrate metabolic process 12 Tc00.1047053511041.40  hexose transporter, putative
12 Tc00.1047053507547.90  glycosomal phosphoenolpyruvate carboxykinase, putative
12 Tc00.1047053503929.10  V-type ATPase, A subunit, putative
. Generation of precursor metabolites 11 Tc00.1047053508479.340  succinyl-CoA synthetase alpha subunit, putative
G0:0006091 and energy hypothetical protein, conserved (2-iron 2-sulfer protein, component of succinate
10 Tc00.1047053509769.60 ! '
dehydrogenase complex)
Nucleobase. nucleoside. nucleotide 12 Tc00.1047053506773.50 nucleos!de tr_ansporter-lik_e, putative.
G0:0006139 and nucleic’aci d metabollic process 11 Tc00.1047053508707.200 nucleoside diphosphate kinase, putative
12 Tc00.1047053506855.260 thymidine kinase, putative
G0:0006350 Transcription 10 Tc00.1047053510645.20  nuclear transcription factor, putative
12 Tc00.1047053507671.30 25 kDa translation elongation factor 1-beta
11 Tc00.1047053510101.430  40S ribosomal protein S21, putative
11 Tc00.1047053509353.30  40S ribosomal protein S3, putative
11 Tc00.1047053506297.150  40S ribosomal protein S5, putative
11 Tc00.1047053510425.19  40S ribosomal protein SA, putative
11 Tc00.1047053503719.20  40S ribosomal protein SA, putative
11 Tc00.1047053505977.26  60S acidic ribosomal protein P2, putative
) . 11 Tc00.1047053508461.490  60S ribosomal protein L23, putative
SO IS 11 Tc00.1047053506297.270  60S ribosomal protein L28, putative
12 Tc00.1047053510119.9 elongation factor 1-alpha (ef-1-alpha), putative
10 Tc00.1047053508153.730 elongation initiation factor 2 alpha subunit, putative
10 Tc00.1047053463269.10  eukaryotic translation initiation factor 1A, putative
9 Tc00.1047053506943.160 eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 7-like protein, putative
12 Tc00.1047053506679.70  eukaryotic translation initiation factor 6 (elF-6), putative
11 Tc00.1047053507251.20  ribosomal protein L21E (60S), putative
12 Tc00.1047053508421.30  tryptophanyl-tRNA synthetase (pseudogene), putative
. . R 9 Tc00.1047053503487.50  UDP-Gal or UDP-GIcNAc-dependent glycosyltransferase, putative
G0:0006464 Protein modification process 12 Tc00.1047053507509.40  hypothetical protein, conserved (kinase protein)
9 Tc00.1047053504427.70  3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase, putative
12 Tc00.1047053511823.70  Farnesyl diphosphate synthase
) - . 12 Tc00.1047053511075.9 fatty acid desaturase, putative
COHubaEE L DBl proesss 10 Tc00.1047053436521.9  mevalonate kinase, putative
12 Tc00.1047053507617.9 prostaglandin F2alpha synthase
12 Tc00.1047053508461.80  prostaglandin F2alpha synthase
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10 Tc00.1047053511071.50  hypothetical protein, conserved (pseudogene) (HMG-CoA synthase)
10 Tc00.1047053510187.270 COP-coated vesicle membrane protein erv25 precursor, putative,ER--golgi transport protein
erv25 precursor, putative
12 Tc00.1047053503539.30  GTP-binding nuclear protein rtb2, putative
12 Tc00.1047053511041.40  hexose transporter, putative
G0:0006810 Transport 9 Tc00.1047053510667.14  membrane transporter protein, putative
10 Tc00.1047053508173.180 nuclear transport factor 2 protein(NFT2), putative
12 Tc00.1047053506773.50  nucleoside transporter-like, putative
12 Tc00.1047053503929.10  V-type ATPase, A subunit, putative
11 Tc00.1047053507993.380  hypothetical protein, conserved (signal recognition particle component)
12 Tc00.1047053507641.280 chaperonin Hsp60, mitochondrial precursor,groELprotein,heat shock protein 60
11 Tc00.1047053510187.420 chaperonin HSP60, mitochondrial precursor (pseudogene),groEL protein
G0:0006950 Response to stress 11 Tc00.1047053508173.100 Monooxygenase, putative
10 Tc00.1047053503555.30  trypanothione reductase, putative
11 Tc00.1047053511745.10  heat shock 70 kDa protein, mitochondrial precursor, putative
G0:0007165 Signal transduction 12 Tc00.1047053503539.30  GTP-binding nuclear protein rtb2, putative
12 Tc00.1047053411235.9 alpha tubulin, putative
) o 12 Tc00.1047053506563.40 beta tubulin, putative
SO el BT G AT 12 Tc00.1047053506679.70  eukaryotic translation initiation factor 6 (elF-6), putative
10 Tc00.1047053507943.40 histone H4, putative
11 Tc00.1047053504221.20  26S proteasome regulatory non-ATPase subunit, putative
12 Tc00.1047053510655.120 aminopeptidase P, putative,metallo-peptidase, Clan MG, Family M24, putative
12 Tc00.1047053504153.160 carboxypeptidase, putative,metallo-peptidase, clan MA(E), family M32, putative
12 Tc00.1047053507641.280 chaperonin Hsp60, mitochondrial precursor,groELprotein,heat shock protein 60
chaperonin  HSP60, mitochondrial precursor (pseudogene),groELprotein, degenerate,heat
G0:0019538 Protein metabolic process 1 Tc00.1047053510187.420 shock protein 60, degenerate,chaperonin HSP60, mitochondrial precursor, degenerate
12 Tc00.1047053506247.50  chaperonin, putative, T-complex protein 1, theta subunit, putative
12 Tc00.1047053506529.550  cysteine peptidase, putative,cysteine peptidase, clan CA, family C1, cathepsin L-like, putative
12 Tc00.1047053508317.10  cysteine proteinase, putative
11 Tc00.1047053511745.10  heat shock 70 kDa protein, mitochondrial precursor, putative
10 Tc00.1047053509267.40  hypothetical protein, conserved (ARM motif)
B) Processos Biol6gicos — Genes superexpressos
G0:0005975 Carbohydrate metabolic process 4 Tc00.1047053506529.508 glucose-6-phosphate isomerase, glycosomal, putative
3 Tc00.1047053508375.30  aspartate carbamoyltransferase, putative
GO:0006139 Nucleobase, nucleoside, nucleotide 1 Tc00.1047053508461.400 nucleoside diphosphate kinase, putative
' and nucleic acid metabolic process 1 Tc00.1047053507611.290  acetyltransferase, putative
4 Tc00.1047053507083.10  hypothetical protein, conserved
G0:0006281 DNA repair 3 Tc00.1047053506619.40  tyrosyl-DNA Phosphodiesterase (Tdpl), putative
GO:0006464 Protein modification process 1 Tc00.1047053510121.130 serine/threonine protein kinase, putative

Tc00.1047053507611.290

acetyltransferase, putative
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cellular amino acid and derivative

Tc00.1047053511269.50
Tc00.1047053504113.10
Tc00.1047053511671.80
Tc00.1047053508375.30

protein kinase A catalytic subunit, putative
protein kinase, putative

protein kinase, putative

aspartate carbamoyltransferase, putative

1
1
1
G0:0006519 ( 3 ; . .
metabolic process 1 Tc00.1047053508457.30  glycine cleavage system H protein, putative
GO:0006629 lipid metabolic process 4 Tc00.1047053473111.10 lathosterol oxidase, putative
) 1 Tc00.1047053508741.390 hypothetical protein, conserved (Phospholipase C-like phosphodiesterase)
. 1 Tc00.1047053508357.80  cation transporter protein, putative
coriasly transport 1 Tc00.1047053506947.50  hypothetical protein, conserved (major facilitator superfamily conserved domain)
3 Tc00.1047053506619.40  tyrosyl-DNA Phosphodiesterase (Tdpl), putative
. 2 Tc00.1047053508649.5 tryparedoxin peroxidase, putative
G0:0006950 response to stress 3 Tc00.1047053507929.20  co-chaperone GrpE, putative
7 Tc00.1047053503899.119 trypanothione/tryparedoxin dependent peroxidase 2, putative
G0:0007049 cell cycle 1 Tc00.1047053509455.140 cyclin, putative
. . 1 Tc00.1047053510199.10  GP85-like protein, putative
G0:0009405 pathogenesis 1 Tc00.1047053509907.60  trans-sialidase (pseudogene), putative
G0:0009058 biosynthetic process 1 Tc00.1047053507083.70  hypothetical protein, conserved
. - 2 Tc00.1047053508737.194  ARP2/3 complex subunit, putative
G0:0016043 cellular component organization 4 Tc00.1047053509069.30 tubulin binding cofactor A-like protein, putative
3 Tc00.1047053508183.4 aspartyl aminopeptidase, putative
G0:0019538 protein metabolic process 2 Tc00.1047053506563.210 calpain-like cysteine peptidase, putative,cysteine peptidase, Clan CA, family C2, putative
3 Tc00.1047053507929.20  co-chaperone GrpE, putative
G0:0016193 vesicle-mediated transport 3 Tc00.1047053508479.290 vacuolar sorting protein, putative
C) Funcéo Molecular — Genes subexpressos
12 Tc00.1047053507641.280 chaperonin Hsp60, mitochondrial precursor,groELprotein,heat shock protein 60
chaperonin HSP60, mitochondrial precursor (pseudogene),groELprotein, degenerate,heat
& [ shock protein 60, degenerate,chaperonin HSP60, mitochondrial precursor, degenerate
12 Tc00.1047053506247.50  chaperonin, putative, T-complex protein 1, theta subunit, putative
12 Tc00.1047053507547.90  glycosomal phosphoenolpyruvate carboxykinase, putative
10 Tc00.1047053436521.9 mevalonate kinase, putative
G0:0005524 ATP binding 10 Tc00.1047053510155.20  mitochondrial RNA editing ligase 1, putative
11 Tc00.1047053508707.200 nucleoside diphosphate kinase, putative
12 Tc00.1047053506855.260 thymidine kinase, putative
12 Tc00.1047053508421.30  tryptophanyl-tRNA synthetase (pseudogene), putative
12 Tc00.1047053503929.10  V-type ATPase, A subunit, putative
11 Tc00.1047053511745.10  heat shock 70 kDa protein, mitochondrial precursor, putative
12 Tc00.1047053507509.40  hypothetical protein, conserved (kinase protein)
12 Tc00.1047053411235.9 alpha tubulin, putative
G0:0005526 GTP binding 12 Tc00.1047053510119.9 elongation factor 1-alpha (ef-1-alpha), putative
12 Tc00.1047053503539.30  GTP-binding nuclear protein rtb2, putative
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G0:0010181

G0:0003677

G0:0008270

G0:0003723

G0:0003824

G0:0016491

G0:0016874

G0:0004672

G0O:0003735

FMN/FAD binding
DNA binding

Zinc ion binding

RNA binding

Catalytic activity

Oxidoreductase activity

ligase activity

protein kinase activity

structural constituent of ribosome

12
12
10
12
10

10
12
12
11
11
10
10

11
11
11

11
10

12
11
12
11
12
12
12
12
10

10

12
10
12
12

11

11
11

Tc00.1047053506563.40
Tc00.1047053507617.9
Tc00.1047053503555.30
Tc00.1047053508461.80
Tc00.1047053507943.40
Tc00.1047053509793.10
Tc00.1047053510645.20
Tc00.1047053509669.40
Tc00.1047053510859.17
Tc00.1047053509353.30
Tc00.1047053506297.150
Tc00.1047053508153.730
Tc00.1047053463269.10
Tc00.1047053511715.100
Tc00.1047053507993.380
Tc00.1047053510099.120
Tc00.1047053510131.40
Tc00.1047053511355.30
Tc00.1047053508479.340
Tc00.1047053511071.50
Tc00.1047053504427.70
Tc00.1047053511391.160
Tc00.1047053510099.120
Tc00.1047053511075.9
Tc00.1047053508173.100
Tc00.1047053511817.40
Tc00.1047053507617.9
Tc00.1047053508461.80
Tc00.1047053510091.80
Tc00.1047053503555.30

Tc00.1047053509769.60

Tc00.1047053506219.40
Tc00.1047053510155.20
Tc00.1047053508421.30
Tc00.1047053507509.40

Tc00.1047053511211.120

Tc00.1047053510101.430
Tc00.1047053509353.30

beta tubulin, putative

prostaglandin F2alpha synthase

trypanothione reductase, putative

prostaglandin F2alpha synthase

histone H4, putative

kinetoplast DNA-associated protein, putative

nuclear transcription factor, putative

Zn-finger protein, putative

nucleolar RNA-binding protein, putative

40S ribosomal protein S3, putative

40S ribosomal protein S5, putative

elongation initiation factor 2 alpha subunit, putative

eukaryotic translation initiation factor 1A, putative

pumilio/PUF RNA binding protein 7, putative

hypothetical protein, conserved (signal recognition particle component)
D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase-protein, putative
haloacid dehalogenase-like hydrolase, putative

phosphatidic acid phosphatase protein, putative

succinyl-CoA synthetase alpha subunit, putative

hypothetical protein, conserved (pseudogene) (HMG-CoA synthase)
3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase, putative

cytochrome c1, heme protein, mitochondrial precursor, putative
D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase-protein, putative
fatty acid desaturase, putative

Monooxygenase, putative

NADH-cytochrome B5 reductase, putative

prostaglandin F2alpha synthase

prostaglandin F2alpha synthase

pyruvate dehydrogenase E1 beta subunit, putative

trypanothione reductase, putative

hypothetical protein, conserved (2-iron 2-sulfer protein, component of succinate
dehydrogenase complex)

hypothetical protein, conserved (short chain dehydrogenase)
mitochondrial RNA editing ligase 1, putative

tryptophanyl-tRNA synthetase (pseudogene), putative

hypothetical protein, conserved (kinase protein)

activated protein kinase C receptor, putative,guanine nucleotide-binding protein beta subunit-
like protein, putative

40S ribosomal protein S21, putative

40S ribosomal protein S3, putative
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G0:0005198

G0:0005215

G0:0005509

G0:0005515

G0:0008135

G0:0008233

G0O:0009055

G0:0016301

Structural molecule activity

transporter activity

calcium ion binding

protein binding

translation factor activity, nucleic

acid binding

peptidase activity

electron carrier activity

Kinase activity

11
11
11
11
11
11
11
12
12
12
12

12
12

12
11

11

12
12
11
10
12
12
10
10

12
12
12
12
12
12

10
12
10
11
12

Tc00.1047053506297.150
Tc00.1047053510425.19
Tc00.1047053503719.20
Tc00.1047053505977.26
Tc00.1047053507251.20
Tc00.1047053508461.490
Tc00.1047053506297.270
Tc00.1047053411235.9
Tc00.1047053506563.40
Tc00.1047053511391.160
Tc00.1047053511041.40
Tc00.1047053510667.14
Tc00.1047053506773.50
Tc00.1047053503929.10
Tc00.1047053507891.47
Tc00.1047053507641.280
Tc00.1047053507873.20

Tc00.1047053510187.420

Tc00.1047053506247.50
Tc00.1047053503539.30
Tc00.1047053511745.10
Tc00.1047053509267.40
Tc00.1047053507671.30
Tc00.1047053510119.9
Tc00.1047053508153.730
Tc00.1047053463269.10
Tc00.1047053506943.160
Tc00.1047053506679.70
Tc00.1047053510655.120
Tc00.1047053504153.160
Tc00.1047053506529.550
Tc00.1047053508317.10
Tc00.1047053511391.160

Tc00.1047053509769.60
Tc00.1047053507547.90
Tc00.1047053436521.9
Tc00.1047053508707.200
Tc00.1047053506855.260

40S ribosomal protein S5, putative

40S ribosomal protein SA, putative

40S ribosomal protein SA, putative

60S acidic ribosomal protein P2, putative

60S ribosomal protein L21E, putative

60S ribosomal protein L23, putative

60S ribosomal protein L28, putative

alpha tubulin, putative

beta tubulin, putative

cytochrome c1, heme protein, mitochondrial precursor, putative

hexose transporter, putative

membrane transporter protein, putative

nucleoside transporter-like, putative

V-type ATPase, A subunit, putative

flagellar calcium-binding protein, putative

chaperonin Hsp60, mitochondrial precursor,groELprotein,heat shock protein 60

cell differentiation protein, putative

chaperonin HSP60, mitochondrial precursor (pseudogene),groELprotein, degenerate,heat
shock protein 60, degenerate,chaperonin HSP60, mitochondrial precursor, degenerate
chaperonin, putative, T-complex protein 1, theta subunit, putative

GTP-binding nuclear protein rtb2, putative

heat shock 70 kDa protein, mitochondrial precursor, putative

hypothetical protein, conserved (ARM motif)

25 kDa translation elongation factor 1-beta

elongation factor 1-alpha (ef-1-alpha), putative

elongation initiation factor 2 alpha subunit, putative

eukaryotic translation initiation factor 1A, putative

eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 7-like protein, putative

eukaryotic translation initiation factor 6 (elF-6), putative

aminopeptidase P, putative,metallo-peptidase, Clan MG, Family M24, putative
carboxypeptidase, putative,metallo-peptidase, clan MA(E), family M32, putative
cysteine peptidase, putative,cysteine peptidase, clan CA, family C1, cathepsin L-like, putative
cysteine proteinase, putative

cytochrome c1, heme protein, mitochondrial precursor, putative

hypothetical protein, conserved (2-iron 2-sulfer protein, component of succinate
dehydrogenase complex)

glycosomal phosphoenolpyruvate carboxykinase, putative

mevalonate kinase, putative

nucleoside diphosphate kinase, putative

thymidine kinase, putative
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12 Tc00.1047053509693.100  2-aminoethylphosphonate:pyruvateaminotransferase- likeprotein,putative

12 Tc00.1047053511823.70  Farnesyl diphosphate synthase
G0:0016740 transferase activity 9 Tc00.1047053503487.50  UDP-Gal or UDP-GIcNAc-dependent glycosyltransferase, putative
12 Tc00.1047053507509.40  hypothetical protein, conserved (kinase protein)

10 Tc00.1047053511071.50  hypothetical protein, conserved (pseudogene) (HMG-CoA synthase)
12 Tc00.1047053411235.9 alpha tubulin, putative

12 Tc00.1047053510655.120 aminopeptidase P, putative,metallo-peptidase, Clan MG, Family M24, putative
12 Tc00.1047053506563.40  beta tubulin, putative
12 Tc00.1047053504153.160 carboxypeptidase, putative,metallo-peptidase, clan MA(E), family M32, putative
. . 12 Tc00.1047053506529.550  cysteine peptidase, putative,cysteine peptidase, clan CA, family C1, cathepsin L-like, putative
ST 77 B R 12 Tc00.1047053508317.10  cysteine proteinase, putative

12 Tc00.1047053510119.9 elongation factor 1-alpha (ef-1-alpha), putative
12 Tc00.1047053503539.30  GTP-binding nuclear protein rth2, putative

11 Tc00.1047053510131.40  haloacid dehalogenase-like hydrolase, putative
12 Tc00.1047053503929.10  V-type ATPase, A subunit, putative

G0:0030234 enzyme regulator activity 11 Tc00.1047053504221.20  26S proteasome regulatory non-ATPase subunit, putative

D) Funcdo Molecular — Genes superexpressos

G0:0010181/ -

GO:0050660 FULEAD Ry 2 Tc00.1047053509941.100  2,4-dienoyl-coa reductase fadh1, putative
7 Tc00.1047053504149.20  ATP-binding cassette transporter ABCAL, putative
2 Tc00.1047053511421.110 developmentally regulated phosphoprotein, putative
1 Tc00.1047053510687.10  dynein heavy chain (pseudogene), putative
1 Tc00.1047053509585.10  dynein heavy chain, putative

G0:0005524 ATP binding 1 Tc00.1047053508461.400 nucleoside diphosphate kinase, putative
1 Tc00.1047053510121.130 serine/threonine protein kinase, putative
1 Tc00.1047053511269.50  protein kinase A catalytic subunit, putative
1 Tc00.1047053504113.10  protein kinase, putative
1 Tc00.1047053511671.80  protein kinase, putative

. S 1 Tc00.1047053510105.100 UDP-glucose dehydrogenase, putative

R M8 EBTel5 el 3 Tc00.1047053507929.20  co-chaperone GrpE, putative
1 Tc00.1047053510687.10  dynein heavy chain (pseudogene), putative

GO0:0003774 Motor activity 1 Tc00.1047053509585.10  dynein heavy chain, putative
1 Tc00.1047053510897.6 Dynein light chain LC6, flagellar outer arm, putative
2 Tc00.1047053509941.100  2,4-dienoyl-coa reductase fadhl, putative
4 Tc00.1047053473111.10  lathosterol oxidase, putative

. . - 1 Tc00.1047053510105.100 UDP-glucose dehydrogenase, putative

CIOHUOHEAL OrIeEE GRS AL 7 Tc00.1047053503899.119 trypanothione/tryparedoxin dependent peroxidase 2, putative
2 Tc00.1047053508649.5 tryparedoxin peroxidase, putative
3 Tc00.1047053506357.50  alcohol dehydrogenase, putative

G0:0016829 Lyase activity 2 Tc00.1047053510659.240 lactoylglutathione lyase-like protein, putative
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G0:0003824

G0:0004672

G0:0005215

G0:0051536

G0:0008270

G0:0005509

G0:0005515

G0:0008233

G0:0016301

G0:0016740

G0:0016787

Catalytic activity

Protein kinase activity

Transporter activity
Iron-sulfur cluster binding

Zinc ion binding

Calcium ion binding

Protein binding

Peptidase activity

Kinase activity

Transferase activity

Hydrolase activity

PN~NWNRRPRRRPRORRPNRPRPRPNONONDERNNONORRPORRRREREW®

Tc00.1047053510743.70
Tc00.1047053503841.20
Tc00.1047053510121.130
Tc00.1047053511269.50
Tc00.1047053504113.10
Tc00.1047053511671.80
Tc00.1047053508357.80
Tc00.1047053508479.290
Tc00.1047053506947.50
Tc00.1047053507083.70
Tc00.1047053508183.4
Tc00.1047053506739.99
Tc00.1047053503839.19
Tc00.1047053506391.30
Tc00.1047053507483.20
Tc00.1047053507165.30
Tc00.1047053509069.30
Tc00.1047053508215.9
Tc00.1047053507929.20
Tc00.1047053508059.50
Tc00.1047053508183.4
Tc00.1047053506563.210
Tc00.1047053508461.400
Tc00.1047053510121.130
Tc00.1047053511269.50
Tc00.1047053508215.9
Tc00.1047053504113.10
Tc00.1047053511671.80
Tc00.1047053508375.30
Tc00.1047053508457.30
Tc00.1047053508461.400
Tc00.1047053511269.50
Tc00.1047053504113.10
Tc00.1047053511671.80
Tc00.1047053507611.290
Tc00.1047053511391.110
Tc00.1047053508183.4
Tc00.1047053504149.20
Tc00.1047053506563.210
Tc00.1047053510687.10

lactoylglutathione lyase-like protein, putative
hypothetical protein, conserved (CBS conserved domain)
serine/threonine protein kinase, putative

protein kinase A catalytic subunit, putative

protein kinase, putative
protein kinase, putative

cation transporter protein, putative

vacuolar sorting protein, putative

hypothetical protein, conserved (major facilitator superfamily conserved domain)
hypothetical protein, conserved

aspartyl aminopeptidase, putative

hypothetical protein, conserved

hypothetical protein, conserved (B-box zinc-finger conserved domain)

ef-hand protein 5, putative
ef-hand protein 5, putative

hypothetical protein, conserved (EF-hand conserved domain)
tubulin binding cofactor A-like protein, putative

protein kinase C substrate protein, heavy chain, putative
co-chaperone GrpE, putative

hypothetical protein, conserved

aspartyl aminopeptidase, putative

calpain-like cysteine peptidase, putative,cysteine peptidase, Clan CA, family C2, putative

nucleoside diphosphate kinase, putative
serine/threonine protein kinase, putative

protein kinase A catalytic subunit, putative

protein kinase C substrate protein, heavy chain, putative

protein kinase, putative
protein kinase, putative

aspartate carbamoyltransferase, putative
glycine cleavage system H protein, putative
nucleoside diphosphate kinase, putative
protein kinase A catalytic subunit, putative

protein kinase, putative
protein kinase, putative
acetyltransferase, putative

hypothetical protein, conserved (histone-lysine N-methyltransferase, putative)
aspartyl aminopeptidase, putative
ATP-binding cassette transporter ABCA1, putative

calpain-like cysteine peptidase, putative,cysteine peptidase, Clan CA, family C2, putative

dynein heavy chain (pseudogene), putative
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Tc00.1047053509585.10
Tc00.1047053510199.10
Tc00.1047053506619.40
Tc00.1047053509907.60
Tc00.1047053506341.10
Tc00.1047053508741.390
Tc00.1047053507929.20

WhR NP WE e

G0:0030234 Enzyme regulator activity

dynein heavy chain, putative

GP85-like protein, putative

tyrosyl-DNA Phosphodiesterase (Tdpl), putative

trans-sialidase (pseudogene), putative

N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase-like protein, putative
hypothetical protein, conserved ( (Phospholipase C-like phosphodiesterase)
co-chaperone GrpE, putative

A e C: genes subexpressos. B e D: genes superexpressos. A coluna “grupo” indica o ntimero do grupo ilustrado na figura 21B.
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4.11.1 — Efeitos da irradiacdo na expressdo dos genes envolvidos na atividade motora e
ciclo celular

A andlise da curva de crescimento do T. cruzi apos a irradiagdo revelou que as
celulas de ambas as réplicas biologicas sobreviveram, mas ndo se dividiram durante o
periodo avaliado nesse trabalho. A falta de crescimento celular pode ser parcialmente
justificada pela subexpressao de alfa e beta-tubulinas (cellular component organization
— BP e GTP binding - MF), cujos valores de fold-change foram significativos nos dois
primeiros tempos, ou seja, logo apds e 4 horas apo6s a irradiagdo. Essas proteinas fazem
parte da estrutura dos microttbulos, que por sua vez sao componentes do citoesqueleto,
que participa, dentre varios processo, da mitose e citocinese. Esses resultados foram
confirmados por qRT-PCR (Figura 22). Inclusive, ha evidencias de que alfa-tubulina
continuou significativamente subexpressa até 48 horas apds a irradiagdo, e beta-
tubulina, além dos dois primeiros tempos, estava subexpressa no tempo de 96 horas.

Apesar do dano fisico sofrido pelas células, elas ficavam bastante ativas e se
movimentavam mais que as células controle durante a contagem no microscopio optico
(constatacdo visual). Surpreendemente, trés genes associados com atividade motora de
microtubulos foram superexpressos (motor activity — MF). As dineinas de cadeia leve
(do tipo Ic6) e pesada (do tipo 2) sdo componentes estruturais dos flagelos (Asai e
Wilkes, 2004; Dibella et al., 2005), responsaveis pelos movimentos flagelares. Os
niveis de expressao da dineina de cadeia leve (Ic6) foi avaliada por gRT-PCR, e o0s

resultados foram concordantes (Figura 22).
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4.11.2 — Efeito da irradiagdo na expressdo dos genes envolvidos com a sintese e
processamento de proteinas

O primeiro processo biologico alterado que se destacou foi o de traducédo
protéica (termo GO-Slim: translation). Ha no total 16 genes subexpressos (em pelo
menos um tempo analisado) e nenhum superexpresso, o que indica que células
irradiadas podem ndo estar traduzindo proteinas, ou esse processo estd
consideravelmente prejudicado. Mesmo com fold-change ndo significativo, a tendéncia
foi de subexpressdo nos tempos restantes (tabela 1). Em termos de fungdes moleculares
associadas a este processo, podemos citar as atividades de fator de traducdo e ligacdo de
acidos nucleicos (termo GO-Slim: translation factor activity, nucleic acid binding) com
seis genes subexpressos, a atividade de ligacdo de RNA (termo GO-Slim: RNA
binding), com sete genes subexpressos, e elementos estruturais ribossomais (termo GO-
Slim: structural constituent of ribosome), com nove genes subexpressos. Em todas
essas categorias acima citadas, também ndo ha nenhum gene superexpresso. O teste qui-
quadrado foi realizado e mostrou que a reducdo da traducédo protéica esta associada com
os efeitos da radiacdo (p = 0,0073). Os niveis de expressdo génica dos genes fator de
elongacdo 1-alpha e proteina ribossomal 60S L21E foram avaliados por qRT-PCR
(figura 22).

A categoria de processos metabdlicos protéicos (protein metabolic process - BP)
também foi formada principalmente por genes subexpressos, indicando que as proteinas
podem n&o estar sendo enoveladas corretamente e ndo estar sofrendo protedlise, sendo
que esse Ultimo processo pode estar diminuido exatamente porque a sintese esta
comprometida. Como alguns exemplos de genes subexpressos desta categoria, podemos
citar as proteinas heat-shock hsp70 e hsp60 (validada por gRT-PCR), complexo T da

proteina chaperonina, aminopeptidase, carboxipeptidase, cisteina proteinase, cisteina
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peptidase e uma subunidade regulatéria do proteassomo 26S. No entanto, ha trés
proteinas superexpressas: co-chaperona GrpE, aspartil aminopeptidase e uma peptidase
do tipo calpaina. Interessante foi o fato de que a categoria protein modification process
(BP), formado principalmente por genes que possuem atividade quinase (kinase activity
— MF) como as proteinas quinase A, serina/treonina, e outras proteinas quinases, e por
genes com atividade transferase, como a acetiltransferase, esta induzida. A inducéo na
expressdo de proteinas quinase, em associacdo com genes que possuem funcdo de
ligacdo de ions célcio (como trés genes que codificam para a proteina EF-hand 5 e uma
cisteina peptidase do tipo calpaina), como também uma proteina hipotética semelhante
a uma fosfodiesterase do tipo C fosfolipase sugere que T. cruzi esta respondendo ao
estresse causado pela radiacdo com ativando vias de transducdo de sinal que envolvem
calcio e lipideos de membrana. A expressdo do gene que codifica para a proteina

transportadora de cations também foi validado por qRT-PCR.

4.11.3 — Efeito da irradiacdo na expressao dos genes envolvidos com a sintese de ATP
Apos a radiacdo, T. cruzi sabidamente repara o DNA fragmentado e retorna o
seu crescimento ap06s 240 horas (Regis-Da-Silva et al., 2006). Dessa forma, a geracao
de ATP é um processo essencial para a manutencdo do metabolismo basal e para o
reparo de DNA. Porém, para a nossa grande surpresa, a analise funcional revelou que
genes que participam de diversas vias envolvidas em metabolismo de carboidratos e de
precursores de metabolitos e energia (carbohydrate metabolic process e generation of
precursor of metabolites and energy - BP) estdo subexpressos. Alguns exemplos
incluem: transportador de hexose, subunidade beta da piruvato desidrogenase E1
fosfoenolpiruvato, carboxiquinase glicosomal, uma proteina hipotética conservada que

parece ser um componente protéico do tipo 2-ferro-2-enxofre do complexo succinato

96



desidrogenase, succinil-CoA sintetase, e uma ATPase do tipo V. Apenas um gene, que
codifica a glicose-6 fosfato isomerase, estd superexpresso. Assim, transcritos que
codificam para proteinas dos processos metabdlicos basais como a gliclise,
gliconeogénese, ciclo do &cido citrico, e produgdo de ATP estdo diminuidos e indicam
que estas vias estdo reprimidas em algum grau.

Considerando a cadeia respiratdria, 0 gene nuclear citocromo cl esta
subexpresso, mas relembrando os resultados obtidos apds a analise das sequéncias
obsoletas, trés genes mitocondriais conhecidos (Citocromo oxidase | - COIl, NADH

desidrogenase subunidade | — ND1, e 5 — ND5) estdo superexpressos.

4.11.4 — Efeito da irradiacdo na expressdo dos genes envolvidos com a resposta ao
estresse oxidativo

A radiacdo gama é capaz de causar estresse oxidativo nas células através da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), conseqliéncia dos efeitos dos raios
ionizantes sobre as moléculas de agua presentes do organismo. ROS é capaz de causar
quebras de fita simples e dupla nas moléculas de DNA, caracterizando dessa forma o
efeito indireto da radiacdo ionizante. Os resultados indicaram que a radiacdo gama
induziu dois genes relacionados com a remogédo de ROS: peroxidase 2 dependente de
tripanotiona/triparedoxina e triparedoxina peroxidase. Esses genes foram classificados
como genes de resposta ao stress, dentro dos processos biologicos (Response to stress -
BP), e possuem atividade de oxiduredutase (oxidoreductase activity — MF). Esses genes
fazem parte do Unico mecanismo antioxidante encontrado nos tripanosomatideos
(Muller et al., 2003). No entanto, outra proteina participante da via de detoxificacao, a

tripanotiona redutase, esta subexpressa (tabela 5).
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4.11.5 — Efeito da irradiagdo na expressao dos genes envolvidos com o reparo de DNA

Conforme j& foi dito anteriormente, T. cruzi é bastante resistente a radiacéo
ionizante, sendo capaz de sobreviver e reparar as quebras de fita dupla ocorridas em
suas moléculas de DNA. Ja se sabe também que 0 gene TcCRAD51, envolvido no reparo
de quebras de fita dupla através do mecanismo de recombinacdo homdloga, apresenta
superexpressdo 4 horas apds o desafio com 500 Gy de raios gama (Regis-Da-Silva et
al., 2006).

T. cruzi apresenta diversos outros genes envolvidos no reparo de DNA e eles
foram compilados em uma tabela suplementar (S8) publicado junto com o genoma
deste organismo (El-Sayed et al., 2005a). Os valores de fold-change dos genes cuja
intensidade de expressdo foi mensurada foram reunidos na tabela 10. Porém, muitos
genes que atuam no reparo ndo tiveram nenhum valor de expresséo associado. A lista
completa pode ser consultada no material anexo 5. Percebe-se com clareza que o0s
valores de fold-change variaram muito pouco, o que pode indicar que a expressdo
destes genes manteve-se em niveis constitutivos. No entanto, se voltarmos na figura 24,
pode-se ver que hd um gene relacionado com reparo de DNA (DNA repair — BP). Este
gene se chama tirosil-DNA fosfodiesterase (Tdp-1) e foi significativamente
superexpresso 24 horas apos a irradiacdo, provavelmente quando o processo de reparo
ja estava ativo. No entanto, no momento da publicacdo do genoma de T. cruzi, essa
enzima 0 mecanismo de acdo dessa enzima era pouco conhecido, e 0 gene ndo foi
listado como gene de reparo pelo consércio que publicou o genoma (El-Sayed et al.,

20054a).
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Tabela 11: Valores de fold-change de genes participantes de vias de reparo de DNA

. Fold-change

Via de reparo e nome do gene ID i ahs 24hs 280s 96hs
Direct repair
0-6 methyl-guanine alkyl transferase, putative (MGMT) Tc00.1047053508347.20 -1,02 -100 -1,03 -1,00 -1,00
Oxidative repair
alkylated DNA repair protein, putative (alkB) Tc00.1047053510687.140 -1,04 -1,10 -1,13 -1,03 -1,05
Base excision repair - DNA glycosylase
MutY/Nth/A-G glycosylase Tc00.1047053511803.20 -1,10 1,15 1,12 1,03 1,01
uracil-DNA glycosylase Tc00.1047053511277.330 -1,01 1,00 -1,05 -1,00 -1,10
Base excision repair - DNA polymerase
mitochondrial DNA polymerase beta, putative Tc00.1047053503955.20 -1,07  -1,08 1,07 -1,04  -1,09
Nucleotide excision repair —-Open complex
TFIIH-XPD/RAD3 Tc00.1047053511075.30 -1,12 -111 1,09 1,08 1,04
Homologous recombination — Initiation
meiosis recombination protein SPO11, putative Tc00.1047053509537.60 1,10 1,01 1,05 1,18 1,23
Homologous recombination - Strand exchange
meiotic recombination protein DMCL1, putative Tc00.1047053506885.310 -1,00 1,21 -1,00 1,14 1,10
DNA repair protein RAD51, putative Tc00.1047053503801.30 -1,27 1,06 -1,10 1,14 1,03
DNA repair protein, putative (RAD51-4) Tc00.1047053503613.30 1,00 -100 -1,07 -1,04  -1,09
Homologous recombination - Meiosis-specific recombination enzymes
meiotic recombination protein DMC1, putative Tc00.1047053506885.310 -1,00 1,21 -1,00 1,14 1,10
meiosis recombination protein SPO11, putative Tc00.1047053509537.60 1,10 1,01 -1,05 -1,18  -1,23

l.a.i = logo ap0s a irradiacdo
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5 - DISCUSSAO

T. cruzi é um organismo extremamente resistente a radiacdo ionizante, sendo
capaz de sobreviver a doses muito altas de radiagdo gama. O nosso grupo relatou
previamente que este organismo é capaz de sobreviver a doses de 1000 Gy. Além disso,
doses de 500 Gy de raios gama sdo capazes de causar extensa fragmentacdo dos
cromossomos e, de forma impressionante, T. cruzi é capaz de reparar o DNA danificado
em menos de 48 horas (Regis-Da-Silva et al., 2006). Em aproximadamente 10 dias, as
células tornam a se multiplicar, entrando novamente na fase logaritmica de crescimento.
Pouco se sabe sobre o processo que modela esse mecanismo, que deve incluir o reparo
de fitas-dupla de DNA através da via de recombinacdo homéloga com a participacéo do
gene TcRAD-51 (Regis-Da-Silva et al., 2006). Dessa forma, buscamos através da
técnica de microarranjos avaliar as mudangas na expressdo génica ao longo das 96
primeiras horas ap0s a irradiacdo com o objetivo de incorporar novos conhecimentos
que contribuam para a elucidagdo do processo de recuperacdo dos danos no DNA
causados pela radiacéo ionizante.

Experimentos de microarranjos podem ser problematicos, uma vez que a cada
etapa acumulam-se erros que podem comprometer os resultados finais. A manipulagéo
das amostras e aplicacdo de algoritmos corretos para tratamento dos dados sdo fatores
fundamentais para a robustez dos resultados finais. A etapa de hibridizacdo é
especialmente importante, pois a captacdo de sinal de boa qualidade é o pilar da técnica.
Para esta fase, o experimento ideal é aquele que utiliza mRNAs que ndo sofreram
amplificacdo. No entanto, a ndo amplificacdo do RNA mostrou-se bastante ineficaz

neste projeto, e o resultado final foram laminas escaneadas que ndo produziram sinal
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algum. Dessa forma, a solucdo foi incluir a etapa de amplificacdo das moléculas de
MRNA através do método de Eberwine (Phillips e Eberwine, 1996). A inclusdo desta
etapa € motivo de discussdo. Vérios estudos compararam 0s niveis de expressdo dos
genes cujos mMRNAs foram, ou ndo amplificados. A introducdo do viés é inevitavel e,
foi visto que as plataformas comerciais da Agilent (plataforma antiga) e Affymetrix
foram as mais afetadas, pois entre 1 e 9% das sondas tiveram suas intensidades
aumentadas quando comparadas com as intensidades de sondas marcadas com mRNA
ndo-amplificado (Kerkhoven et al., 2008). Plataformas de duas-cores domésticas néo
foram avaliadas. No entanto, diversos autores ja haviam concluido que, apesar de 0s
niveis de correlacdo entre hibridizacdes com amostras amplificadas ou ndo nem sempre
se manterem, 0 processo € extremamente Util para a caracterizacdo de genes com baixos
niveis de expressdo (Wang et al., 2000; Hu et al., 2002; Puskas et al., 2002; Scheidl et
al., 2002; Zhao et al., 2002; Nygaard et al., 2003), que é uma das caracteristicas das
amostras deste trabalho.

A padronizacdo dos métodos de correcdo de background e normalizacdo (pré-
processamento dos dados) foi um passo fundamental. O pré-processamento refere-se ao
procedimento utilizado para converter dados brutos de intensidade em valores
analisaveis de expressdo génica e posteriormente utilizados nas analises estatisticas. E
importante salientar que a escolha de um método em detrimento a outro pode ter
significantes efeitos nos resultados de medida de expresséo e sua utilidade nas analises
subsequientes. O ideal € ter medidas de expressdo que sejam precisas e acuradas, ou
seja, que apresentem baixo Viés e pequena variacao.

O primeiro passo do pré-processamento dos dados foi a correcdo do background
e 0 método NormExp, baseado em um modelo de convolucao (Ritchie et al., 2007), foi

0 escolhido. No entanto, 0 método de correcdo de background mais utilizado é o
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Subtract. A aplicacdo deste algoritmo gerou muitos valores negativos, pois as laminas
apresentaram valores altos de background. Isso aconteceu porque menos da metade dos
spots de cada sub-array acendeu, o que tornou o background médio muito alto. Soma-
se o fato de que os valores médios de intensidade foram baixos, pela propria
caracteristica de controle da expressdo génica do T. cruzi (transcricdo policistrénica
com controle de expressdao génica principalmente pos-transcricional). Assim, o método
Subtract mostrou ser uma solucao imperfeita para redugéo do viés espacial (causado por
ndo-uniformidade da hibridizacdo) por ndo conseguir lidar com valores altos de
background e baixos de sinal (Do e Choi, 2006). Caso tivéssemos optado por esse
método, dados validos acabariam sendo desconsiderados na etapa de normalizacéo, pois
o valor final do sinal deve ser obrigatoriamente positivo.

O método Robust spline foi o escolhido para normalizar os dados dentro de cada
lamina. Este € um método empirico bayesiano intermediario entre 0 método loess (ou
lowess) aplicado por agulha de impressédo ou global. O Loess (tanto o global quanto o
por agulhas) funciona muito bem para laminas que possuem muitos pontos acesos em
cada sub-array. Esse método consegue voltar os valores para mediana zero através de
uma funcdo de regressao linear capaz de trabalhar com todos os pontos do grafico, uma
vez que possua informacdo para isso. Porém, como foi mencionado acima, menos da
metade dos spots apresentaram sinais de intensidade e achar uma funcgéo linear que
representasse todos os pontos foi inviavel. Por isso testou-se outros métodos disponiveis
no Limma e o Robust spline mostrou ser mais apropriado, pois ele ndo procura uma
funcéo linear, e sim, uma curva que se ajusta melhor aos valores, 0 que permite a
geracdo de listas de genes diferentemente expressos robustas para as andlises

subsequentes.
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As listas de genes diferentemente expressos (uma para cada tempo analisado)
sugerem que as mudangas na expressao génica que ocorreram apds a irradiacdo com
raios gama foram dependentes do tempo. Durante as quatro primeiras horas o cenério
foi caracterizado por uma propor¢cdo maior de genes que apresentaram expresséo
reprimida e ndo induzida. No entanto, o cenario mudou ap6s 24 horas, considerando
que 0 numero de genes superexpressos foi maior que o nimero de genes subexpressos,
tendéncia que se manteve até o Gltimo tempo analisado. Dessa forma, é possivel que T.
cruzi inicie a recuperacéo frente a radiacdo em algum momento entre 4 e 24 horas apds
0 tratamento. Em estudos onde a resposta dos organismos D. radiodurans e
Sacharomicys cereviseae frente a radiacdo gama foi avaliada, os autores ndo
conseguiram inferir um momento especifico quando o nimero de genes induzidos
supera 0 numero de genes reprimidos (Liu et al., 2003; Kimura et al., 2006).

As analises indicaram 273 genes diferentemente expressos ao longo das 96
horas, sendo 113 subexpressos, e 160 superexpressos. Os genes foram classificados em
quatro categorias distintas: genes com fungdo conhecida ou predita, genes cujo produto
é anotado como proteina hipotética (genes de funcdo ainda desconhecida), genes que
codificam para RHS (Retrotransposon hot spot protein), e sequéncias obsoletas. Os
genes que codificam para proteinas de funcdo desconhecida representam mais de 60%
dos genes superexpressos, quando as sequéncias obsoletas e 0s genes RHSs séo
desconsiderados. A presenca de genes de funcdo desconhecida em lista de genes
diferentemente expressos é situacdo corriqueira nesse tipo de estudo, mas uma
proporcao tdo grande torna a analise biologica bastante obscura. A anotagdo funcional
por GO-Slim atribuiu termos de ontologia génica para alguns destes genes hipotéticos a
partir da similaridade com dominios protéicos. Ainda assim, as informacGes

incorporadas pouco ajudaram. Nem mesmo 0s agrupamentos de genes baseados em
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padrBes de expressdo génica ajudaram nessa tarefa, ao contrério do que aconteceu com
a bactéria D. radiodurans, onde os autores foram capazes de inferir fun¢fes para genes
de acordo com o contexto do padréo de expressdo génica de genes que faziam parte de
um mesmo operon (Liu et al., 2003). De fato, estruturas classicas de operons nunca
foram identificadas neste parasito, mesmo 0s genes sendo transcritos em unidades
policistronicas. Essas unidades podem conter genes de vias ndo relacionadas que, apos
0 processo de trans-splicing, origina transcritos monocistrénicos maduros com niveis
de expressdo variados. E por fim, nenhum promotor classico para a enzima RNA
polimerase Il foi encontrado no genoma de T. cruzi (EI-Sayed et al., 2005b).

E bem sabido que os niveis de mRNAs de tripanosomatideos sdo ditados
principalmente pela estabilidade do mRNA, sendo o controle pds-transcricional. No
entanto, os niveis de proteinas também dependem de mecanismos adicionais que
controlam de forma eficiente o inicio e elongamento da traducéo (selecdo de traducéo) e
o0 turnover da proteina (Teixeira e Da Rocha, 2003; Clayton e Shapira, 2007; Haile e
Papadopoulou, 2007; Horn, 2008). Utilizando microarranjos para avaliar os perfis de
transcricdo nos diferentes estagios de diferenciagdo, Queiroz e colaboradores
demonstraram que genes de Trypanosoma brucei formam regulons pés-transcricionais
nos quais mMRNAs codificadores de proteinas que participam de determinadas vias, ou
que codificam componentes de complexos protéicos, apresentam expressdo Cco-
regulada. Os autores chamaram a atencdo para transcritos que codificam proteinas
envolvidas na biogénese de ribossomos e flagelos, assim como componentes de vias de
transducdo de sinal e complexos protéicos necessarios para vias metabolicas que
apresentaram uma notavel co-regulacdo (Queiroz et al., 2009). Co-regulacdo de niveis
de transcritos podem ser alcancados através da ligacdo de proteinas regulatorias

especificas, ou de RNAs pequenos a elementos na regido 3’ ndo traduzida (3’-UTR) dos
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MRNAs. Esses elementos podem controlar a traducdo, ou o decaimento do mRNA
(Clayton e Shapira, 2007; Haile e Papadopoulou, 2007). Neste trabalho, tentou-se, sem
sucesso, identificar motivos conservados na regido 3'-UTR dos transcritos
diferentemente expressos que formavam um mesmo agrupamento génico (usando o
software MEME Suite) e que poderiam atuar como elementos de controle do
decaimento do mRNA (dados ndo mostrados).

Foi relatado nos resultados que os valores de fold-change dos genes
diferentemente expressos raramente foram maiores que 2X. Geralmente tais valores
baixos seriam excluidos das andlises subsequentes em estudos com outros organismos.
No entanto, para organismos da ordem Kinetoplastida, artigos publicados tanto com
espécies do género Trypanosoma quanto Leishmania relataram mudancas bastante
modestas na abundancia de moléculas de mRNA detectadas por microarranjos, mas que
foram validados pela técnica de gqRT-PCR (Minning et al., 2003; Saxena et al., 2003).
Estes trabalham mostraram que genes com valores baixos de fold-change, porém com
significancia estatistica, sdo de fato diferentemente expressos.

Assim como ja havia sido descrito, a curva de crescimento das células irradiadas
estagna (Regis-Da-Silva et al., 2006) indicando que, pelo menos durante 96 horas, néo
ha multiplicacdo aparente. Genes associados com a divisdo celular e motilidade (alfa e
beta-tubulinas), com metabolismo de lipideo (sendo alguns genes pertencentes a via de
biossintese de ergosterol) e com atividade proteassobmica (subunidade nao-ATPase
regulatoria do proteassomo 26S) estdo subexpressos. Considerando que as células nao
estdo se dividindo, é razodvel pensar na possibilidade de que a formacdo de
citoesqueleto e a biossintese de membranas celulares sejam processos desnecessarios
nos primeiros dias apos a irradiagdo, quando o organismo provavelmente esta focando

as suas energias no reparo do DNA danificado. O complexo proteassomo 26S, que faz
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parte da via proteolitica, controla, entre diversas funcGes, a progressdo do ciclo celular
(Pagano, 1997). Foi visto que a inibicdo do proteassomo através do tratamento com
lactacistina inibe a diferenciacdo (células epimastigotas ndo se diferenciaram em
tripomastigotas metaciclicas) e multiplicacdo celular, sugerindo que este complexo
possui um papel importante na divisao celular (Cardoso et al., 2008). A diminuicdo da
divisdo celular ja foi descrita para outros organismos apds o estresse induzido pela
radiacdo ionizante (Liu et al., 2003; Ricaud et al., 2007). No entanto, ndo foram
encontrados trabalhos que relataram a diminui¢cdo nos niveis de expressao génica de
enzimas envolvidas no metabolismo de lipideo que poderiam estar associados com o
efeito da radiagéo ionizante.

Trés genes associados com a atividade motora de microtibulos foram
superexpressos: uma dineina de cadeia leve (Ic6) e duas de cadeia pesada, que séo
componentes do flagelo (Asai e Wilkes, 2004; Dibella et al., 2005) e responsaveis pelo
movimento celular das células de T. cruzi. De fato, recentemente foi demonstrado que o
silenciamento de uma dineina de cadeia pesada do braco interno do flagelo resultou na
imobilidade flagelar das células de T. brucei (Springer et al., 2011). Mesmo
apresentando uma parada no crescimento celular, células epimastigotas apresentaram
intenso movimento flagelar durante todo o periodo estudado, e isso pode ser explicado,
em parte, pelo aumento nos niveis dos constituintes do microtubulo flagelar.

Quarenta e duas sequéncias obsoletas apresentaram expressao diferenciada,
sendo 15 subexpressas, e 27 superexpressas. Dentro do grupo das superexpressas,
quatro chamaram a atencdo pelos valores altos de fold-change (uma delas foi quase 9X
mais expressa), e nos instigou a estuda-las mais detalhadamente. De forma inesperada
(uma vez que a lamina foi projetada para conter sondas de genes nucleares), 0s

resultados mostraram que quatro de 18 genes conhecidos do maxicirculo, componente
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do cinetoplasto de T. cruzi (kDNA) foram induzidos frente a irradiagdo: citocromo
oxidase subunidade 1 (COI), NADH desidrogenase subunidades 1 e 5 (ND-1 e ND-5) e
proteina ndo identificada (MURF-1). Os genes restantes do KDNA néo foram impressos
na ldamina e consequentemente ndo foram avaliados. Interessantemente, 0s quatro genes
apresentaram perfis semelhantes de expressdo génica, com excecao de 96 horas quando
0 gene ND-5 apresentou uma queda nos niveis de transcritos. Essa queda pode ser real,
ou seja, de fato este gene comeca a voltar para niveis mais basais de expressao ap6s 96
horas, ou ocorreu algum problema na quantificacdo da intensidade deste gene (como
por exemplo, problema de hibridizacdo na regido onde estd localizado o spot). De
qualquer forma, os niveis de expressdo semelhantes ao longo das horas dos quatro
genes nos levou a considerar a possibilidade dos outros 14 genes ndo avaliados estarem
igualmente superexpressos apds 24 horas. Esses resultados indicam que o kDNA foi
responsivo & radiacdo ionizante, talvez como consequéncia do estresse oxidativo. Em
um estudo com uma linhagem celular de glioblastoma humano radioresistente (T98G),
0s autores demonstraram que 0S genes citocromo ¢ oxidase (subunidades 1 e 2) e
NADH desidrogenase subunidade 4 (ND-4) foram estimulados ap6s tratamento com
radiacdo ionizante com aumento na quantidade dos seus transcritos, e que este fato
havia sido mediado pelo estresse oxidativo (Gong et al., 1998). Nenhum dos genes do
kDNA foi incluido para ser validado por gRT-PCR. O cinetoplasto € formado por
diversas copias de maxicirculos e minicirculos. Porém, o gene utilizado como
normalizador foi o gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), de localizacdo
nuclear, e seria impossivel comparar niveis de expressdo de genes nucleares com genes
mitocondriais. Vale ressaltar que os valores de fold-change de fato refletem o aumento
na quantidade de transcritos destes genes, uma vez que os valores de intensidade sdo

obtidos atraves da razdo dos spots nas amostras testes sobre os spots referentes do
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mesmo gene nas amostras controle. Ou seja, sdo valores de intensidade de expresséo de
genes do kDNA das amostras irradiadas sobre valores de expressao de genes do KDNA
das amostras nao-irradiadas.

A analise funcional sugere que a tradugdo e processamento de proteinas foram
prejudicados apos a irradiagdo, uma vez que os niveis de expressdo de sete fatores de
iniciacdo e elongamento da tradugdo, assim como nove componentes estruturais
ribossomais e a triptofanil-tRNA sintetase foram reprimidos. E 0 mais interessante,
nenhum gene com tais categorias atribuidas foi superexpresso. Sabe-se que 0S
Kinetoplastideos  controlam a expressdo génica pos-transcricionalmente e
traducionalmente. De fato, poucos fatores de transcricdo foram identificados nestes
organismos (Palenchar e Bellofatto, 2006). Assim, os niveis de transcricdo dos genes
(em geral) ndo variam muito (0 que novamente justifica os baixos valores de fold-
change observados). Para os organismos eucariotos que controlam a expressdo dos
genes principalmente durante a transcri¢do, a radia¢do ionizante provoca um impacto
global na maquinaria e nos fatores de transcricdo. Foi relatado que a radiacdo gama
diminui a atividade transcricional em leveduras (Kimura et al., 2006) e Arabisopsis
thaliana (Tanaka et al., 2004; Ricaud et al., 2007). No entanto, foi visto que a indugéo
da expressdo génica frente a radiagdo ionizante em D. radiodurans, um organismo
procarioto, ocorre em genes relacionados a sintese e enderecamento de proteinas
(Tanaka et al., 2004). E importante ressaltar que a recuperacdo de danos ao DNA apds a
radiacdo gama ocorre de forma extraordinariamente rapida nesta bactéria, sendo
possivel observar 0 aumento da expressdo desses genes uma hora apos o tratamento
(Tanaka et al., 2004).

E sabido que a inducdo de situacBes de estresse pode levar os organismos a

reagirem expressando diversas classes de proteinas, sendo que as heat-shock séo as
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mais conhecidas. Estas proteinas desempenham um importante papel no enovelamento
e conformacdo de proteinas. No entanto, a redugdo na taxa de sintese e processamento
de proteinas pode ter levado a subexpressdo de proteinas chaperonas hsp60 e hsp70.
Esses resultados foram bastante diferentes dos encontrados na literatura, onde a
radiacdo gama induziu a expressdo de proteinas heat-shock em duas bactérias gram-
negativas (E. coli e Salmonella sorotipo Typhimurium) e em duas gram-positivas
(Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes) (Caillet et al.,, 2008), em
camundongos (Nogami et al., 1993) e em células humanas (Calini et al., 2003). Por
outro lado, trés genes relacionados a processos de metabolismo de proteinas (co-
chaperona GrpE, aspartil aminopeptidase e cisteina peptidase do tipo calpaina), e
diversos outros genes que atuam nos processos de modificdes de proteinas que
apresentam atividades de quinase, transferase, ligacdo de ions célcio e transporte de
cations foram superexpressos, 0 que nos leva a sugerir que T. cruzi esta respondendo ao
estresse através da ativacdo de vias de transdugdo de sinal dependente de célcio ou
lipideos de membranas. Os nossos resultados referentes a cisteina peptidase do tipo
calpaina estdo de acordo com um estudo prévio onde foi relatado que este gene
apresenta expressao aumentada em células epimastigotas sob trés diferentes tipos de
estresse (nutricional, temperatura e pH), através da avaliacdo da expressdo génica com
microarranjos e gRT-PCR, o0 que levou 0s autores a sugerir que este gene possui uma
funcéo geral na resposta a estresses, apresentando um possivel papel na transducédo de
sinal em funcdo de sua atividade proteolitica (Probst et al., resultados ndo publicados;
Giese et al., 2008).

O T. cruzi possui diversos genes que sabidamente atuam no processo de reparo
do DNA (El-Sayed et al., 2005a). No entanto os niveis de expressdo destes genes nédo

foram afetados ou detectados neste estudo. E possivel que a expressao destes genes seja
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constitutiva, como j& foi citado a archeae hipertermofilica Pirococcus (Williams et al.,
2007). Neste trabalho, genes sabidamente responsivos a radiacdo ionizante ndo foram
diferentemente expressos quando analisados por microarranjos. Ainda assim, esse
resultado foi inesperado, uma vez que 0 nosso grupo ja havia descrito que o0 TcCRAD5S1,
envolvido no reparo de quebras de fita dupla através da recombinacdo homologa,
aumenta seus niveis de transcrito aproximadamente 4X e 2X ap0s 4 e 24 horas apos a
irradiacdo (respectivamente) de acordo com resultados de gRT-PCR (Regis-Da-Silva et
al., 2006). O trabalho do nosso grupo pode ter sido capaz de perceber as mudangas nos
transcritos de TcRAD51 porque usou uma técnica sabidamente mais sensivel para
medir transcritos (QRT-PCR). Apesar disso, 0 gene codificador de uma enzima de
reparo que nem consta na relagcdo dos genes relacionados ao reparo de DNA (El-Sayed
et al., 2005a) foi superexpresso 24 horas ap6s a irradiacdo. A tirosil-DNA
fosfodiesterase | (tdp-1) é capaz de liberar o DNA da topoisomerase | (topo-1) através
da clivagem de ligacdes 3’-fosfotirosil entre a extremidade 3’ e a tirosina do tipo-I,
liberando o DNA com uma ponta 3’-fosfato (Yang et al., 1996). Esse processo prepara
a fita de DNA com quebra-dupla para o reparo através da atuacdo da DNA ligase IlI
(El-Khamisy et al., 2005). Esse gene foi primeiramente caracterizado no ndcleo (Yang
et al., 1996), mas recentemente a sua presenca foi verificada na mitocéndria de células
de mamiferos, e 0 mecanismo de reparo por excisdo de base (BER), necessario para um
reparo eficiente contra o estresse oxidativo, depende dele (Das et al., 2010). Alguns
aspectos dessa enzima ja foram caracterizados em Leishmania donovani, um parasito da
mesma ordem de T. cruzi (Kinetoplastida). Os autores demonstraram que a tdp-1
possivelmente também atua no reparo de DNA mediado pela clivagem da
topoisomerase 1 que se encontra presa a molécula de DNA, tanto no nucleo quando no

kDNA. Além disso, a superexpressdo desde gene protegeu as celulas promastigotas
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contra a fragmentacdo do DNA quando tratadas com perdxido de hidrogénio (H20,),
aumentando a sua sobrevivéncia. No entanto, ndo foi proposto nenhum mecanismo de
acdo, nem mesmo quais seriam as proteinas que co-participariam deste processo,
considerando que os kinetoplastideos ndo possuem ort6logos de DNA ligase IlI
(Banerjee et al., 2010). Assim, visto que tdp-1 possui um papel frente ao estresse
oxidativo gerado por H,O,, e que foi responsivo ao estresse causado por raios gama,
mais estudos sdo necessarios para desvendar o real papel desta enzima no processo de
reparo de DNA, e 0 mecanismo, incluindo os genes que atuariam em conjunto.

T. cruzi é naturalmente exposto as espécies reativas de oxigénio (ROS)
produzidas tanto por ele mesmo quanto pelo sistema imune do hospedeiro vertebrado
durante o seu ciclo de vida (Docampo, 1990), e possui um sistema completo para
combater este estresse baseado no metabolismo do tripanotiona-tiol (Krauth-Siegel e
Comini, 2008). Os resultados mostraram que dois genes pertencentes a esta via (e que
possuem acdo oxidoredutase) estdo superexpressos: uma peroxidase do tipo 2
dependente de tripanotiona/triparedoxina e uma triparedoxina peroxidase. No entanto, a
tripanotiona redutase, uma enzima chave que reduz a tripanotiona dissulfeto para o seu
estado ativo (para tripanotiona), esta subexpressa. Esses resultados sugerem que T. cruzi
esta respondendo as espécies reativas de oxigénio em algum grau. Corroborando com
0s nossos resultados, foi observado que células de E. coli transfectadas com gene da
tripanotiona de T. cruzi apresentaram um aumento de 4,6X na protecdo do DNA
genémico e 4,3X na resisténcia contra as acdes dos raios gama, além de uma reducéo
nos niveis intracelulares de ROS (Fitzgerald et al., 2010).

A questdo que nos deixa mais perplexos é como o DNA é consistentemente
reparado se as bandas cromossomais séo extensivamente fragmentadas (Regis-Da-Silva

et al., 2006). N6s mostramos que a radiacdo gama induziu de forma positiva a
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expressdo dos genes/pseudogenes RHS, uma vez que eles estdo super-representados
(p<0,0001) dentro dos grupos de genes superexpressos 48 e 96 horas apos a irradiacdo
quando comparadas com o restante dos genes (Figura 20). Coincidentemente, 48 horas
€ 0 momento onde acredita-se que o reparo de DNA foi alcangado, pois é quando 0s
Cromossomos se reestruturaram através da recombinacdo homologa (Regis-Da-Silva et
al., 2006). Os genes que codificam para os RHSs estdo localizados em regides
cromossomais bastante repetitivas. No entanto, outros genes presentes em tais regioes
como os genes das familias das transialidases, glicoproteinas, proteinas de superficie
preditas DGF-1, ou dispersed gene family-1 e MASPs ndo foram induzidas da mesma
forma como RHS. Infelizmente ndo foi possivel demonstrar uma correlacdo direta entre
0 reparo de DNA e a explosdo na expressdo de genes RHS. Corroborando com os
nossos resultados, danos gendmicos causados por radiagdo gama em S. cerevisiae
induziram a expressdo de transcritos de Tyl (retroelementos do tipo LTR), alcancando
o impressionante valor de 86X ap6s a dose de 800 Gy, quando comparados com células
néo irradiadas, e o fendbmeno de retrotransposicéo foi ativado de forma dose-dependente
(Sacerdot et al., 2005). Foi visto também que a retrotransposicao de elementos méveis
longos intercalados (Long Interspersed Elements - LINE-1s) presentes no genoma
humano também aumentou apOs exposi¢do a raios gama, e isso causou diretamente
instabilidade genémica (Farkash et al., 2006).

T. cruzi ndo é naturalmente exposto a radiacdo ionizante, mas mesmo assim, é
extremamente tolerante. Se analisarmos alguns aspectos evolutivos do ciclo de vida
deste parasito, é bem razoavel pensar que a resisténcia a radiacdo existe provavelmente
devido a uma combinagdo de estresses sofridos pelo T. cruzi durante a fase no
hospedeiro invertebrado (barbeiros triatomineos). Podemos citar algumas fontes de

estresse: temperatura, variagdes no pH e na osmolaridade, produtos presentes na saliva
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e na digestdo sanguinea (Kollien e Schaub, 2000). Além disso, a digestdo do sangue
acaba sendo a fonte de grupos heme (moléculas que contém ions de ferro) fundamentais
para a rea¢do quimica de Fenton. Esta reacdo é altamente prejudicial porque gera uma
quantidade muito grande de radicais hidroxil que, por sua vez, causam estresse
oxidativo. Para incrementar a lista de possiveis estresses que células podem sofrer
dentro do intestino dos barbeiros, logo ap6s uma refeicdo, a &gua presente no sangue €
excretada pelos tdbulos de Malphige, e o sangue desidratado é estocado na cavidade
intestinal (Kappagoda et al., 1979), o que pode causar uma situacdo de dessecagéo.
Tudo isso indica que a passagem pelo sistema intestinal do inseto vetor é um desafio
extraordinario para a integridade gendmica do T. cruzi. Corroborando com esse ponto
de vista, organismos altamente resistentes aos raios gama, como D. radiodurans,
também ndo sdo naturalmente expostos a radiacdo ionizante, mas sdo principalmente
caracterizados por uma altissima tolerancia a dessecacdo, ao invés do estresse
oxidativo. Foi demonstrado que cepas de D. radiodurans sensiveis a radiacdo ionizante
foram também suscetiveis a dessecacdo causada por longos periodos de desidratacdo
(que também sdo capazes de causar quebras de fita dupla no DNA), e que a
sobrevivéncia é diretamente dependente da habilidade deste organismo de reparar o

dano (Mattimore e Battista, 1996).
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6 - CONCLUSOES

Esta tese estudou os efeitos da radiagdo gama na expressdo génica de T. cruzi.
As principais conclusdes deste trabalho foram:

o O numero de genes diferentemente expressos ao longo de 96 horas (em
cinco tempos diferentes analisados) foram 273, sendo 160 superexpressos e 113
subexpressos.

o A radiacdo gama afetou a expressao génica de T. cruzi de forma tempo
dependente, quando as células apresentam uma queda geral dos transcritos nas quatro
primeiras horas e um aumento geral dos transcritos ap6s 24 horas.

o Conforme esperado, 0s genes ndo apresentaram altos valores de fold-
change, consequéncia do processo de transcricdo policistrénica constitutiva e auséncia
de fatores de transcricao

o A maioria dos genes subexpressos possui funcdo conhecida e a maioria
dos genes superexpressos sdo os que codificam para proteinas hipotéticas

o Genes do maxicirculo estdo consideravelmente induzidos, e este fato
pode estar correlacionado com uma possivel acdo mitocondrial contra espécies reativas
de oxigénio.

o Os agrupamentos formados pelo heatmap revelaram que genes
classificados em uma mesma categoria funcional, processo regulatério ou via
metabolica ndo apresentaram cinetica similar de expressdo ao longo das horas. A
excecao sdo 0s genes ribossomais, que se agruparam, apesar da presenca também de
outros genes nao relacionados no mesmo agrupamento.

o Os genes RHS foram substancialmente induzidos, e a razdo disto
mantém-se obscura
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o Os genes de reparo ndo foram induzidos de forma significativa, com

excecao do gene tirosil-DNA fosfodiesterase -1
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8 - ANEXOS

Anexo 1: Script em linguagem estatitica R desenvolvido para as andlises das laminas de

microarranjo usadas neste trabalho

#Carregamento das bibliotecas usadas para as analises

library(limma)
library (marray)
library(convert)
library (DAAG)

#Carregando os arquivos de entrada. Estrutura do arquivo (tabular):

targets <- readTargets ("Targets.txt")

>targets
SlideNumber Name FileName Cy3 Cy5 Date

1 890 N1 C Cy3x0hs Cy5 RI.gpr WT RI Ohs RI 05/Dez/2008
2 888 N2 Ohs_Cy3xC Cy5 RI.gpr Ohs_RI WT RI 05/Dez/2009
3 872 N3 C_Cy3x4hs Cy5 RI.gpr WT _RI 4hs RI 05/Fev/2009
4 873 N4 4hs Cy3XC Cy5 RI.gpr 4hs RI WT_RI 05/Fev/2009
5 871 N5 C_Cy3X24hs Cy5 RI.gpr WT _RI 24hs RI 06/Fev/2009
6 876 N6 24hs Cy3XC _Cy5 RI.gpr 24hs RI WT_RI 06/Fev/2009
7 8423 N7 C_Cy3X48hs Cy5 RI.gpr WT RI 48hs_RI 27/Mai/2009
8 8424 N8 48hs Cy3xC Cy5 RI.gpr 48hs RI WT RI 29/Mai/2009
9 8357 N9 C Cy3X96hs Cy5 RI.gpr WT RI 96hs RI 09/Jun/2009
10 835 N10 96hs Cy3xC_Cy5 RI.gpr 96hs RI WT RI 09/Jun/2009
11 881 N11 C_Cy3X0Ohs Cy5 RII.gpr WT RI Ohs_RII 28/Jan/2009
12 456 N12 Ohs Cy3XC Cy5 RII.gpr Ohs RII WT RII 28/Jan/2009
13 877 N13 C_Cy3X4hs Cy5 RII.gpr WT RII 4hs RII 29/Jan/2009
14 880 N14 4hs Cy3XC Cy5 RII.gpr 4hs RII WT RII 29/Jan/2009
15 868 N15 C Cy3X24hs Cy5 RI.gpr WT RIT 24hs RII 12/Fev/2009
16 869 N16 24hs Cy3XC _Cy5 RII.gpr 24hs RII WT RII 12/Fev/2009
17 8355 N17 C Cy3X48hs Cy5 RII.gpr WT RIT 48hs RII 04/Jun/2009
18 8356 N18 48hs Cy3XC Cy5 RII.gpr  48hs RII WT RII 04/Jun/2009
19 8359 N19 C Cy3X9%6bhs Cy5 RII.gpr  WT RII 96hs_RII  10/Jun/2009
20 8360 N20 96hs Cy3XC Cy5 RII.gpr 96hs RII WT RII 10/Jun/2009

#Selecionando dados analiséaveis (dados com valor de flag acima de 0)

f <-

function (x) as.numeric(x$Flags >= 0)

#Leitura das intensidades

RG

<- read.maimages (targets$FileName, columns = list(Rf = "F633 Mean", Gf = "F543

Mean", Rb = "B633 Median", Gb = "B543 Median"), source= "genepix", sep="\t",
annotation = c("Block", "Row", "Column", "ID", "Name"), wt.fun=f)

Read
Read
Read
Read
Read
Read

Controle Cy3xOhoras Cy5 RepI 05Dez2008.gpr
Ohoras Cy3xControle Cy5 Repl 05Dez2008.gpr
Controle Cy3x4horas Cy5 RepI 05Fev2009.gpr
4horas_ Cy3XControle Cy5 RepI 05Fev2009.gpr
Controle Cy3X24horas Cy5 RepI 06Fev2009.gpr
24horas Cy3XControle Cy5 RepI 06Fev2009.gpr
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Read Controle Cy3X48horas Cy5 RepI 27Maio2009.gpr
Read 48horas Cy3xControle Cy5 RepI 29Maio2009.gpr
Read Controle Cy3X96horas Cy5 RepI 09Jun2009.gpr
Read 96horas Cy3xControle Cy5 RepI 09Jun2009.gpr
Read Controle Cy3XOhoras Cy5 RepII 28Jan2009.gpr
Read Ohoras Cy3XControle Cy5 RepII 28Jan2009.gpr
Read Controle Cy3X4horas Cy5 RepII 29Jan2009.gpr
Read 4horas Cy3XControle Cy5 RepII 29Jan2009.gpr
Read Controle Cy3X24horas Cy5 RepII 12Fev2009.gpr
Read 24horas Cy3XControle Cy5 RepII 12Fev2009.gpr
Read Controle Cy3X48horas Cy5 RepII 04Jun2009.gpr
Read 48horas Cy3XControle Cy5 RepII 04Jun2009.gpr
Read Controle Cy3X96horas Cy5 RepII 10Jun2009.gpr
Read 96horas Cy3XControle Cy5 RepII 10Jun2009.gpr

#Leitura do arquivo .gal (arquivo de anotag¢do da lamina)
RGS$genes <- readGAL ()

#Determinando o layout da lémina

RGSprinter <- getLayout (RG$Sgenes)

Sngrid.r

[1] 12 #Numero de linhas

Sngrid.c

[1] 4 #Numero de colunas

Snspot.r

[1] 23 # Numero de linhas em um sub-array
Snspot.c

[1] 24 # Numero de colunas em um sub-array
attr(,"class")

[1] "PrintLayout"

#Convertendo para um objeto do pacote marray
data.marray <- as(RG, "marrayRaw")

#Correcdo do background

RGbc <- backgroundCorrect (RG, method="normexp", offset=50)

#Normalizacdo em cada array, método "robustpline"

MA <- normalizeWithinArrays (RGbc, RGSprinter, method="robustspline", maxit=27)

#Normalizacdo entre os arrays, método "Aquantile"

MA.ag <- normalizeBetweenArrays (MA, method="Aquantile")
#Convetendo para um objeto do pacore marray

MAag.marray <- as(MA.aq, "marrayNorm")

###Andlise estatistica
##Design experimental

design <- cbind(wtlvsmul = c¢(1,-1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0),
wt2vsmu2 = ¢(0,0,1,-1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0),

wt3vsmu3 = ¢(0,0,0,0,1,-1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0),

wt4vsmu4 = c¢(0,0,0,0,0,0,1,-1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0),
wt5vsmu5=c(0,0,0,0,0,0,0,0,1,-1,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0),
wt6vsmué6=c(0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,-1,0,0,0,0,0,0,0,0),
wt7vsmu/=c(0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,-1,0,0,0,0,0,0),
wt8vsmu8=c(0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,-1,0,0,0,0),
wt9vsmu9=c(0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,-1,0,0),
wt10vsmulO=c(0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,1,-1))
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#Matriz de constrastes

wtvsOhoras <- makeContrasts (wtvsOhs = (wtlvsmul+wté6vsmub6) /2, levels=design)
wtvsdhoras <- makeContrasts (wtvsdhs = (wt2vsmul+wt7vsmu7) /2, levels=design)

wtvs24horas <- makeContrasts (wtvs24hs (wt3vsmu3+wt8vsmu8) /2, levels=design)
wtvs48horas <- makeContrasts (wtvs48hs = (wtdvsmud+wt9vsmu9) /2, levels=design)
wtvs96horas<- makeContrasts (wtvs96hs = (wtS5vsmu5+wtlOvsmulO) /2, levels=design)

#Determinando as replicas bioldgicas

biolrep<- ¢(1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,2,2,2,2,2,2,2,2,2,2)
#Correlacdo entre os spots

corfit <- duplicateCorrelation(MA.aq, design, ndups=2, spacing=12)
#Aplicando o modelo linear
fit <- 1lmFit (MA.aq, design, ndups=2, spacing=12, cor=corfit$consensus)

#CLB x Ohoras

fitOhs <- contrasts.fit(fit, wtvsOhoras)

fitOhs.eb <- eBayes (fitOhs)

ordinary.t Ohoras = fitOhs.eb$coef/fitOhs.eb$stdev.unscaled/fit$sigma

topt Ohs = order (abs(ordinary.t Ohoras), decreasing = T)[1:200]

toptable results Ohoras <- topTable

(fitOhs.eb, coef=NULL, number=30000,genelist=fit$genes, adjust.method="BH", sort.by="B"
,resort.by=NULL,p.value=1,1£fc=0)

write.table (toptable results Ohoras, file="CLBxOhoras.xls", sep="\t")

#CLB x 4horas

fitdhs <- contrasts.fit(fit, wtvsdhoras)

fitdhs.eb <- eBayes (fit4hs)

ordinary.t 4horas = fitdhs.ebScoef/fitdhs.ebSstdev.unscaled/fit$sigma

topt 4hs = order (abs(ordinary.t 4horas), decreasing = T)[1:200]

toptable results 4horas <- topTable

(fitdhs.eb,coef=NULL, number=30000,genelist=fit$genes, adjust.method="BH", sort.by="B"
,resort.by=NULL,p.value=1,1£fc=0)

write.table (toptable results 4horas, file="CLBx4horas.xls", sep="\t")

#CLB x 24horas

fit24hs <- contrasts.fit (fit, wtvs24horas)

fit24hs.eb <- eBayes (fit24hs)

ordinary.t 24horas = fit24hs.eb$coef/fit24hs.eb$stdev.unscaled/fit$sigma

topt 24hs = order (abs (ordinary.t 24horas), decreasing = T) [1:200]

toptable results 24horas <- topTable

(fit24hs.eb, coef=NULL, number=30000,genelist=fit$genes, adjust.method="BH", sort.by="B
", resort.by=NULL,p.value=1,1£fc=0)

write.table (toptable results 24horas, file="CLBx24horas.xls", sep="\t")

#CLB x 48horas

fitd48hs <- contrasts.fit(fit, wtvs48horas)

fit48hs.eb <- eBayes (fit48hs)

ordinary.t 48horas = fit48hs.eb$coef/fit48hs.eb$stdev.unscaled/fit$sigma

topt 48hs = order (abs(ordinary.t 48horas), decreasing = T)[1:200]

toptable results 48horas <- topTable

(fit48hs.eb, coef=NULL, number=30000,genelist=fit$genes, adjust.method="BH", sort.by="B
", resort.by=NULL,p.value=1,1£fc=0)

write.table (toptable results 48horas, file="CLBx48horas.xls", sep="\t")

#CLB x 96horas

fit96hs <- contrasts.fit(fit, wtvs96horas)

fit96hs.eb <- eBayes (fit96hs)

ordinary.t 96horas = fit96hs.eb$coef/fit96hs.eb$stdev.unscaled/fit$sigma

topt 96hs = order (abs(ordinary.t 96horas), decreasing = T)[1:200]

toptable results S96horas <- topTable

(fit96hs.eb, coef=NULL, number=30000,genelist=fit$genes, adjust.method="BH", sort.by="B
", resort.by=NULL,p.value=1,1£fc=0)

write.table (toptable results 96horas, file="CLBx96horas.xls", sep="\t")
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Anexo 2: Escolha da melhor associagdo de métodos para a correcdo do background e

normalizacdo dos dados.

Conforme explicado na metodologia deste trabalho, testamos dois métodos de
correcdo de background e quatro métodos para normalizacdo dos dados dentro de cada
lamina. A deciséo final sobre a melhor associagcdo de métodos foi em funcéo da anélise visual

das imagens de graficos MA-plot e boxplots. Foram testadas as seguintes associagdes:

Normalizacdo | Loess (L) | Print-tip Loess (P) | Median (M) | Robust spline (R)
Background

Subtract (S) SL SP SM SR

NormExp (N) NL NP NM NR

Os resultados estdo sumarizados nas figuras abaixo:

A) MA-plots para as intensidades da lamina #1, mostrando a dispersao dos pontos
dos dados brutos e ap6s a aplicacdo das oito combinagfes. Detalhe para as linhas coloridas
centrais. Quanto mais proximo do eixo zero horizontal, melhor foi o processo de
normalizacdo.

B) MA-plots das 20 laminas usadas neste trabalho antes e apds a associacdo dos
métodos NormExp + Robust spline para a normalizacéo dos dados.

C) Distribuicdo empirica suavizada dos sinais dos canais verde e vermelho para

todas as laminas dos dados brutos e apos a aplicagdo das oito combinacdes.
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Figura Al: MA plots para a ldmina 1 com diferentes métodos de normalizagdo. O M representa o log, da razdo entre os sinais do canal vermelho
(R) e verde (G) (log2(R/G)) e o A representa a média da soma dos log, dos canais vermelho e verde ((log,R+l0g,G)/2). As linhas coloridas
representam a mediana da intensidade de cada agulha. O primeiro grafico representa os dados antes da normalizagdo. Os graficos seguintes

representam os dados normalizados com os metodos Loess, Print tip loess, Median, e o Robust Spline, respectivamente.
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Figura A2: Comparagdo entre dados brutos e normalizados com o método Robust-spline. MA plots para as 20 Iaminas usadas neste trabalho. l.a.i
= logo apos a irradiacdo. WT = células controles (ndo-irradiadas).
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Anexo 3 — Lista dos genes formadores dos clusters definidos pelo heatmap

Tabela Al: Genes pertencentes a cada um dos grupos baseados nos perfis de expresséo génica da Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.B

#

Genes (with 1D number)

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

GP85 (Tc00.1047053510199.10), acetyltransferase (Tc00.1047053507611.290), ATPase, putative (Tc00.1047053505997.70 e
Tc00.1047053508903.100), calpain-like cysteine peptidase (pseudogene) (Tc00.1047053506563.170), cation transporter protein, putative
(Tc00.1047053508357.80), cyclin, putative (Tc00.1047053509455.140), dynein heavy chain (Tc00.1047053509585.10 e
Tc00.1047053510687.10), dynein light chain (Ic6) (Tc00.1047053510897.6), glycine cleavage system H protein, putative,
(Tc00.1047053508457.30), nucleoside diphosphate kinase, putative (Tc00.1047053508461.400), protein kinase, putative
(Tc00.1047053504113.10 e Tc00.1047053511671.80), protein kinase A catalytic subunit, putative (Tc00.1047053511269.50),
serine/threonine protein Kinase, putative (Tc00.1047053510121.130), trans-sialidase (Tc00.1047053509907.60), UDP-glucose
dehydrogenase, putative (Tc00.1047053510105.100), hypothetical proteins (Tc00.1047053511121.30, Tc00.1047053508061.10,
Tc00.1047053508293.130, Tc00.1047053510479.30, Tc00.1047053511611.30, Tc00.1047053506133.179, Tc00.1047053507521.60,
Tc00.1047053509571.30, Tc00.1047053510599.40, Tc00.1047053506713.24, Tc00.1047053511239.60, Tc00.1047053508741.390,
Tc00.1047053507275.24,  Tc00.1047053506947.50, Tc00.1047053511727.220, Tc00.1047053507083.70, Tc00.1047053507159.30,
Tc00.1047053511523.50, Tc00.1047053511517.130, Tc00.1047053507611.270, Tc00.1047053511643.80, Tc00.1047053507165.30,
Tc00.1047053478463.10), obsolete sequences (21055, 2117, 11281, 21056, 18649, 1404, 1497, 13828, 23196, 16329, 13999), RHS
(Tc00.1047053506537.10, Tc00.1047053509765.60, Tc00.1047053508877.30, Tc00.1047053506683.210, Tc00.1047053506751.70,
Tc00.1047053506129.80,  Tc00.1047053506561.20,  Tc00.1047053507975.10,  Tc00.1047053509559.20,  Tc00.1047053413293.30,
Tc00.1047053506951.10,  Tc00.1047053445777.10, Tc00.1047053506349.83,  Tc00.1047053508071.90, Tc00.1047053509259.180,
Tc00.1047053504099.70, Tc00.1047053508483.40)

amal protein, putative (Tc00.1047053504071.110), ARP2/3 complex subunit, putative (Tc00.1047053508737.194), calpain-like cysteine
peptidase, putative (Tc00.1047053506563.210), developmentally regulated phosphoprotein, putative (Tc00.1047053511421.110), EF-
hand protein 5, putative (Tc00.1047053506391.30 e Tc00.1047053507483.20), 2,4-dienoyl-coa reductase FADH1, putative
(Tc00.1047053509941.100), glucose-6-phosphate isomerase, glycosomal, putative (Tc00.1047053506529.508), lactoylglutathione lyase-
like protein, putative (Tc00.1047053510659.240), protein kinase C substrate protein, heavy chain, putative (Tc00.1047053508215.9),
tryparedoxin peroxidase, putative (Tc00.1047053508649.5), hypothetical proteins (Tc00.1047053509601.140, Tc00.1047053503415.40,
Tc00.1047053506825.200, Tc00.1047053503911.30, Tc00.1047053508479.330, Tc00.1047053507491.140, Tc00.1047053506773.104,
Tc00.1047053511391.110, Tc00.1047053509393.10, Tc00.1047053509001.30, Tc00.1047053510381.40, Tc00.1047053511421.90,
Tc00.1047053506831.63, Tc00.1047053503925.6, Tc00.1047053508153.364,  Tc00.1047053506739.99, Tc00.1047053503975.100,
Tc00.1047053508707.300, Tc00.1047053504005.54, Tc00.1047053511755.19, Tc00.1047053508059.50, Tc00.1047053504037.10), obsolete
sequence (19423), RHS (Tc00.1047053505915.10, Tc00.1047053507427.30)

Alcohol dehydrogenase, putative (Tc00.1047053506357.50), aspartate carbamoyltransferase, putative (Tc00.1047053508375.30),
aspartyl aminopeptidase, putative (Tc00.1047053508183.4), co-chaperone GrpE, putative (Tc00.1047053507929.20), lactoylglutathione
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Grupo 4

Grupo 5
Grupo 6

Grupo 7

Grupo 8

Grupo 9

Grupo 10

lyase-like protein, putative (Tc00.1047053510743.70), tyrosyl-DNA phosphodiesterase, putative (Tc00.1047053506619.40), vacuolar
sorting protein, putative (Tc00.1047053508479.290), hypothetical proteins (Tc00.1047053504227.10, Tc00.1047053511467.60;
(Continuacao)
Tc00.1047053503839.19, Tc00.1047053503419.54, Tc00.1047053506789.270, Tc00.1047053507875.30, Tc00.1047053508909.160,
Tc00.1047053503841.20, Tc00.1047053503395.20, Tc00.1047053508879.10, Tc00.1047053509245.29, Tc00.1047053506925.310), obsolete
sequences (18850, 13664, 21269), RHS (Tc00.1047053504285.10, Tc00.1047053507777.30)
Glucose-6-phosphate isomerase, glycosomal, putative (Tc00.1047053506529.508), lathosterol oxidase, putative
(Tc00.1047053473111.10), tubulin binding cofactor A-like protein, putative (Tc00.1047053509069.30), hypothetical proteins
(Tc00.1047053510535.10, Tc00.1047053509029.20, Tc00.1047053507083.10, Tc00.1047053506829.90, Tc00.1047053504433.20), obsolete
sequences (11747, 6364)
Hypothetical proteins (Tc00.1047053508319.10, Tc00.1047053509073.60), obsolete sequence (5884)
Hypothetical proteins  (Tc00.1047053510835.20, Tc00.1047053510173.120, Tc00.1047053511201.40, Tc00.1047053509627.10,
Tc00.1047053511671.140), obsolete sequences (9204, 14862, 14569)
ATP-binding cassette transporter ABCAL, putative (Tc00.1047053504149.20), N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase-like
protein, putative (Tc00.1047053506341.10), trypanothione/tryparedoxin dependent peroxidase 2, putative (Tc00.1047053503899.119),
hypothetical protein (Tc00.1047053506195.290), obsolete sequence (6361, 26458)
flagellar  calcium-binding  protein, putative (Tc00.1047053507891.47), hypothetical proteins  (Tc00.1047053509141.40,
Tc00.1047053506885.30, Tc00.1047053508257.180)
3-o0x0-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase, putative (Tc00.1047053504427.70), eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 7-like
protein, putative (Tc00.1047053506943.160), GPR1/FUN34/yaaH family, putative (Tc00.1047053508179.70), kinetoplast DNA-
associated protein, putative (Tc00.1047053509793.10), membrane transporter protein, putative (Tc00.1047053510667.14), nucleolar
protein, putative (Tc00.1047053511573.58), phosphatidic acid phosphatase protein, putative (Tc00.1047053511355.30), pumilio/PUF
RNA binding protein 7, putative (Tc00.1047053511715.100), UDP-Gal or UDP-GIcNAc-dependent glycosyltransferase, putative
(Tc00.1047053503487.50), hypothetical proteins (Tc00.1047053510543.80, Tc00.1047053509755.89, Tc00.1047053507053.140,
Tc00.1047053508307.90, Tc00.1047053503809.120, Tc00.1047053510857.30)
COP-coated vesicle membrane protein erv25 precursor, putative (Tc00.1047053510187.270), elongation initiation factor 2 alpha
subunit, putative (Tc00.1047053508153.730), eukaryotic translation initiation factor 1A, putative (Tc00.1047053463269.10), mevalonate
kinase, putative (2 copias) (Tc00.1047053436521.9), mitochondrial RNA editing ligase 1, putative (Tc00.1047053510155.20), nuclear
transport factor 2 protein(NFT2), putative (Tc00.1047053508173.180), nuclear transcription factor, putative (Tc00.1047053510645.20),
trypanothione reductase, putative (Tc00.1047053503555.30), hypothetical proteins (Tc00.1047053507943.40, Tc00.1047053507053.180,
Tc00.1047053508173.264, Tc00.1047053509267.40, Tc00.1047053503687.30, Tc00.1047053503897.120, Tc00.1047053509769.60,
Tc00.1047053503703.30, Tc00.1047053511071.50), obsolete sequences (23161, 5692, 8330)
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Grupo 11

Grupo 12

(Continuacao)

26S proteasome regulatory non-ATPase subunit, putative (Tc00.1047053504221.20), 40S ribosomal protein S10
(Tc00.1047053506679.150), 40S ribosomal protein S21 (Tc00.1047053510101.430), 40S ribosomal protein S3 (Tc00.1047053509353.30),
40S ribosomal protein S5 (Tc00.1047053506297.150), 40S ribosomal protein SA (Tc00.1047053510425.19 e Tc00.1047053503719.20),
60S ribosomal protein L21E (Tc00.1047053507251.20), 60S ribosomal protein L23 (Tc00.1047053508461.490), 60S ribosomal protein
L28 (Tc00.1047053506297.270), 60S ribosomal protein P2 (Tc00.1047053505977.26), cell differentiation protein, putative
(Tc00.1047053507873.20), haloacid dehalogenase-like hydrolase, putative (Tc00.1047053510131.40), heat shock 70 kDa protein,
mitochondrial precursor, putative (Tc00.1047053511745.10), chaperonin HSP60, mitochondrial precursor (pseudogene)
(Tc00.1047053510187.420), D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase-protein, putative (Tc00.1047053510099.120),
monooxygenase, putative (Tc00.1047053508173.100), nucleoside diphosphate kinase, putative (Tc00.1047053508707.200), activated
protein kinase C receptor, putative (Tc00.1047053511211.120), succinyl-CoA synthetase alpha subunit, putative
(Tc00.1047053508479.340), hypothetical proteins (Tc00.1047053508719.30, Tc00.1047053504057.80, Tc00.1047053507993.380,
Tc00.1047053510099.100, Tc00.1047053447255.10, Tc00.1047053507221.30), obsolete sequences (3577, 5161, 4685)
2- aminoethylphosphonate:pyruvateaminotransferase-like protein, putative (Tc00.1047053509693.100), aminopeptidase P, putative
(Tc00.1047053510655.120), alpha-tubulin, putative (Tc00.1047053411235.9), beta-tubulin, putative (Tc00.1047053506563.40),
carboxypeptidase, putative (Tc00.1047053504153.160), chaperonin, putative (Tc00.1047053506247.50), cysteine peptidase, putative
(Tc00.1047053506529.550 e Tc00.1047053508317.10), cytochrome cl, heme protein, mitochondrial precursor, putative
(Tc00.1047053511391.160), elongation factor 1-alpha (EF-1-alpha), putative (Tc00.1047053510119.9), eukaryotic translation initiation
factor 6 (elF-6), putative (Tc00.1047053506679.70), farnesyl pyrophosphate synthase, putative (Tc00.1047053511823.70), fatty acid
desaturase, putative (Tc00.1047053511075.9), fatty acid enlongase, putative (Tc00.1047053506661.30), glycosomal phosphoenolpyruvate
carboxykinase, putative (Tc00.1047053507547.90), hexose transporter, putative (Tc00.1047053511041.40), chaperonin HSP60,
mitochondrial precursor (Tc00.1047053507641.280), NADH-cytochrome B5 reductase, putative (Tc00.1047053511817.40), nucleoside
transporter-like, putative (Tc00.1047053506773.50), pyruvate dehydrogenase E1 beta subunit, putative (Tc00.1047053510091.80),
prostaglandin F2alpha synthase (Tc00.1047053507617.9 e Tc00.1047053508461.80), nucleolar RNA-binding protein, putative
(Tc00.1047053510859.17), GTP-binding nuclear protein rtb2, putative (Tc00.1047053503539.30), 25 kDa translation elongation factor
1-beta (Tc00.1047053507671.30), thermostable carboxypeptidase 1, putative (Tc00.1047053504045.60), thymidine kinase, putative
(Tc00.1047053506855.260), tryptophanyl-tRNA synthetase (pseudogene) (Tc00.1047053508421.30), protein tyrosine phosphatase,
putative (Tc00.1047053511635.40), V-type ATPase, A subunit, putative (Tc00.1047053503929.10), Zn-finger protein, putative
(Tc00.1047053509669.40), hypothetical proteins (Tc00.1047053507747.94, Tc00.1047053511517.120, Tc00.1047053507509.40,
Tc00.1047053506219.40), obsolete sequences (23089, 4010, 24338, 23282, 6794, 6316, 22884, 21242)
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Anexo 4 — Curvas de dissociacdo dos iniciadores dos genes usados nos experimentos de gRT-

PCR.
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Figura A4: Curvas de dissociacdo dos iniciadores utilizados nos experimentos de gRT-PCR

R-1 = Réplica Biologica I. R-11 = Réplica Bioldgica Il. 1 = Pico de amplificagdo. 2 = controle

negativo (onde ndo ocorreu amplificacéo)
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Anexo 5 — Genes associados com processos de reparo de DNA que ndo apresentam valores

de intensidade

Direct repair: DNA photolyase, putative (Tc00.1047053509027.10)

Base excision repair - DNA glycosylase: 8-oxoguanine DNA glycosylase, putative
(Tc00.1047053506559.170), MutY/Nth/A-G glycosylase (Tc00.1047053504005.10)

Base excision repair - Flap endonuclease: flap endonuclease-1 (FEN-1), putative
(Tc00.1047053511867.110)

Base excision repair - Apurinic/apyrimidinic endonuclease: APE-1/exonucleaselll
(Tc00.1047053507083.30), APE-2/APN2/exonucleaselll (Tc00.1047053504827.50)

Base excision repair - DNA polymerase: mitochondrial DNA polymerase beta-PAK,
putative (Tc00.1047053507063.100)

Nucleotide excision repair - Recognition, global genome repair: RAD16
(Tc00.1047053506925.140), UV excision repair RAD23-like protein, putative
(Tc00.1047053506833.60)

Nucleotide excision repair — Recognition, transcription coupled repair: CSB/RAD26
(Tc00.1047053508675.20)

Nucleotide excision repair —-Open complex: Replication factorA, RFAl
(Tc00.1047053510901.60), Replication factorA, RFA2 (Tc00.1047053510821.50), TFIIH-
SSL1 (Tc00.1047053511907.300), TFIIH-TFB2 (Tc00.1047053506009.80), TFIIH-
XPB/RAD25 (Tc00.1047053510149.50), TFIIH-XPB/RAD25 (Tc00.1047053511527.20),
XPG/RAD2 (Tc00.1047053510667.40)

Nucleotide excision repair —Incision: RAD1/XPF  (Tc00.1047053509779.10),

RAD10/ERCC1 (Tc00.1047053510165.20), XPG/RAD2 (Tc00.1047053510667.40)
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Mismatch repai:r MLH1(Tc00.1047053504035.140), MSH2 (Tc00.1047053509643.80),
MSH3  (Tc00.1047053508277.180), MSH4  (Tc00.1047053507233.110), MSH5
(Tc00.1047053509617.30), MSHG6 (Tc00.1047053510187.430), PMS1
(Tc00.1047053510761.10);

Homologous recombination — Initiation: MRE11 (Tc00.1047053509099.70), NBS1
(Tc00.1047053506743.180), RAD50 (Tc00.1047053508817.70), RECQ
(Tc00.1047053506941.90), RECQ (Tc00.1047053507989.40), SPO11
(Tc00.1047053503619.10);

Homologous recombination - Strand Exchange: RAD51-3 (Tc00.1047053504153.220),
RAD51-5 (Tc00.1047053511837.50), RAD51-6 (Tc00.1047053508075.20), RADS54
(Tc00.1047053505183.40), Replication factorA, RFA1l (Tc00.1047053510901.60),
Replication factorA, RFA2 (Tc00.1047053510821.50)

Homologous recombination — Resolution: MUS81 (Tc00.1047053510065.20)
Homologous recombination - Meiosis-specific recombination enzymes: MSH4
(Tc00.1047053507233.110), MSH5 (Tc00.1047053509617.30),
SPO11(Tc00.1047053503619.10)

OHomologous recombination - Topoisomerases: Topoisomerase A
(Tc00.1047053508277.370), Topoisomerase IIA  (Tc00.1047053509203.70), DNA
polymerase Kappa (Tc00.1047053510131.70), DNA polymerase Zeta, catalityc subunit
(Tc00.1047053509769.130), Revl (Tc00.1047053508625.90); Other repair gene:s PARP
(Tc00.1047053510173.90)

Non-homologous end-joining: KU70 (Tc00.1047053503643.10), KU80

(Tc00.1047053511491.50).

146



Anexo 6 — Manuscrito referente a este trabalho submetido para a revista internacional

indexada “PLoS Neglected Tropical Diseases”

Trypanosoma cruzi gene expression in response to gamma radiation

Priscila Grynberg®, Danielle Gomes Passos-Silva®, Marina de Morais Mour&o®, Roberto
Hirata-Jr*, Andrea Mara Macedo®, Carlos Renato Machado®, Daniella Castanheira

Bartholomeu?, Gloria Regina Franco®

!Departamento de Bioquimica e Imunologia and “Departamento de Parasitologia,
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais*; *Grupo de
Gendmica e Biologia Computacional and Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em
Doencas Tropicais, Centro de Pesquisas René Rachou, FIOCRUZ; “Instituto de
Matematica e Estatistica, USP.

*Av. Antonio Carlos, 6627, Caixa Postal 486, Belo Horizonte, 30210-970, MG, Brazil

E-mail; gfranco@ich.ufmag.br

Telephone: +55 31 3409-2537

Fax: +55 31 3409-2984

Running title: T. cruzi gene expression in response to gamma rays

Key-words: Trypanosoma cruzi, gamma radiation, microarray, gene expression, RHS

proteins, KDNA genes

147


mailto:gfranco@icb.ufmg.br

Abstract

Trypanosoma cruzi is an organism highly resistant to ionizing radiation. Following a
dose of 500 Gy of gamma radiation, the fragmented genomic DNA is gradually
reconstructed and the pattern of chromosomal bands is restored in less than 48 hours.
Cell growth arrests after irradiation but, while DNA is completely fragmented, RNA
maintain its integrity. In this work we compared the transcriptional profiles of irradiated
and non-irradiated epimastigotes at different time points after irradiation using
microarray. In total, 273 genes were differentially expressed, from these, 160 were up-
regulated and 113 down-regulated. We found that genes with predicted functions are the
most prevalent in the down-regulated gene category. Translation and protein metabolic
processes, as well as generation of precursor of metabolites and energy pathways were
affected. In contrast, the up-regulated category was mainly composed by obsolete
sequences (which include some genes of the kinetoplast DNA), genes coding for
hypothetical proteins, and Retrotransposon Hot Spot genes. Finally, the tyrosyl-DNA
phosphodiesterase 1, a gene involved in double-strand DNA break repair process, was
up-regulated. Our study demonstrated the peculiar response to ionizing radiation,
raising questions about how this organism changes its gene expression to manage such a

harmful stress.
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Introduction

Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease, is a kinetoplastid
organism highly resistant to DNA damage caused by ionizing radiation [1,2]. It is likely
that this parasite has an efficient double-strand DNA break repair apparatus considering
that after 500 Gy dose of gamma radiation the fragmented DNA is gradually repaired
and the pattern of chromosomal bands is restored in less than 48 hours [2]. Remarkably,
this dose is approximately 50-100 times higher than that tolerated by plant roots [3],
Plasmodium [4], mammalian cells [5] and Trypanosoma brucei, the T. cruzi
phylogenetic closest organism [6]. Leishmania major, another kinetoplastid, is similarly
resistant to gamma rays since it is capable of growing by subculture after 300 Gy dose
of gamma radiation, though slightly more sensitive when compared to T. cruzi, [7]. A
plausible hypothesis underlying this extraordinary recovery is the role played by the
TcRADS51, a component of the homologous recombination machinery, which is induced
following irradiation [2].

Time-course studies have been performed analyzing the overall gene expression
in response to gamma rays in yeast [8], Arapdopsis thaliana [9], in a Archaea organism
[10], in human fibroblasts [11] and in Deinococcus radiodurans, an extremophile
bacterium capable to endure doses of gamma radiation higher than 15,000 Gy [12].
Moreover, little is known about global changes in gene expression during DNA repair
and cell recovery mechanisms following ionizing irradiation in T. cruzi.

To address this question we used microarray experiments to explore global gene
expression alterations in the first 96 hours after gamma radiation, when DNA repair has
already been achieved. Amongst the gene expression patterns observed, we found an
interesting prevalence in the up-regulated gene categories of members of the

retrotransposon hot spot (RHS) gene family and kinetoplast mitochondrial DNA genes
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(kDNA). Remarkably, these genes increased their expression at 48 hours, when T. cruzi
chromosomes are known to be fully reassembled [2]. In addition, translation and protein
degradation processes are repressed. XX

Methods

T. cruzi epimastigotes cell culture and gamma radiation

Epimastigote cells were cultivated at 28 ‘C in LIT medium (Liver Infusion Tryptone -
liver digest neutralized) [13]supplemented with complement-inactivated 10% fetal
bovine serum, streptomycin sulfate (0.2 g/L) and penicillin (200,000 units/L). Cultures
with 5x108 parasites in 20 mL of LIT medium (2x10” cells/mL) were exposed to a dose
of 500 Gy (1578 Gy/h per 20 minutes) in a cobalt (60Co) irradiator located at Centro de
Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (CDTN), Belo Horizonte, Brazil. After
irradiation, cells were counted in a cytometric chamber in specific time points and
submitted to RNA extraction.

RNA extraction, purification and amplification

Epimastigotes cells were subjected to RNA extraction using Trizol reagent (Invitrogen
Life Technologies, USA) and RNA samples were purified using RNeasy®
MiniEluteTM Cleanup Kit (Qiagen, German) according to the manufacturers’
instructions. Total RNA was quantified using a Nanodrop ND-100 UV/Vis
spectrophotometer (NanoDrop Technologies, USA) and the overall RNA quality was
assessed by denaturing gel electrophoresis [14]. Total RNA (2 pg) was amplified using
the Amino Allyl MessageAmp Il kit (Ambion, USA), according to the manufacturer’s
specifications.

Experimental design

To evaluate the gamma radiation effect on T. cruzi epimastigotes cells, two identical

and independent experiments (biological replicates) were performed in triplicates. Each
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triplicate was composed by seven samples: cell culture growth control (not used in the
microarray experiments), non-irradiated cells (used as reference sample in the
microarray analysis) and five irradiated samples that had their RNA extracted
immediately after irradiation (or i.a.i.), at 4, 24, 48 and 96 hours post-irradiation.
Triplicates were pooled after the RNA extraction and before the
purification/amplification steps. Each pool corresponding to one of the five time points
was hybridized twice against the reference pool from each experiment, applying a
reference time-course dye-swap design. Thus, four microarray slides for each time point
were produced, two for each biological replicate, totalizing 20 slides.

The glass slide spotted with synthesized oligonucleotide DNA was kindly
provided by Pathogen Functional Genomics Resource Center (PFGRC), a division of J.
Craig Venter Institute, Rockville, MD. The arrays were coated with aminosilane. The
arrays contained 12,288 oligonucleotides (70-mers), 500 Arabidopsis thaliana
oligonucleotides (70-mers) controls spotted in duplicate and 920 empty spots totalizing
26,496 spots. Considering the T. cruzi oligonucleotides, there were 10,616 annotated
genes, including 5,791 genes encoding hypothetical or conserved hypothetical proteins
and 1,672 obsolete sequences.
aRNA labeling
Aminoallyl amplified RNA was labeled with Cy3 and Cy5 according to a modified
version of the AminoAllyl MessageAmp Il Kit (Ambion, USA) and TIGR's standard
operational procedure — SOP #MO00S. Briefly, we followed the manufacturer’s
instructions for the labeling step, but the initial amount of amplified RNA was changed
to 8 ug. The Cy3 and Cy5 labeled samples were then combined. Labeled RNA was
purified away from unincorporated dyes using YM-30 Microcon columns following

manufacturer's specifications (Millipore®, USA). The final sample was dried again and
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resuspended in 30 pL of hybridization buffer (50% formamide, 5x SSC, 0.1% SDS,
0.1M DDT and 6% salmon sperm as blocking agent) according to TIGR's SOP #M008.
The solution was heated to 95 °C during 3 minutes and placed in ice for 30 seconds.
After a brief centrifugation, the solution was dispensed onto the slide surface and
covered by a coverslip.

Slide hybridization and scanning

Slide pre-hybridization and hybridization steps were done as described elsewhere [15]
with minor modifications. Briefly, slides were pre-hybridized by placing them in
coupling jars containing pre-hybridization solution (5x SSC, 0.1% SDS, 1%BSA) at
42°C for one hour. Slides were washed twice by immerging 10 times in a beaker
containing MilliQ water followed by dipping three times in isoamyl alcohol and
subsequently spun dry. The slides containing 30 pL of samples in hybridization buffer
were hybridized for 14 hours in a water bath at 42°C in the dark under cover slips inside
Corning® hybridization chambers (Corning, USA). Slides were washed two times for
five minutes each in a low stringency wash solution (2x SSC, 0.1% N-lauroysarcosine)
at 42°C (first wash) and RT (second wash), followed by two washes of five min in
medium stringency wash (0.1x SSC, 0.1% N-lauroysarcosine) at RT and two washes for
five minutes each in high stringency wash solution (0.1x SSC) at RT. Slides were spun
dry and scanned using a microarray dual channel laser scanner (ScanExpress Lite da
PerkinElmer®, USA) at 10 pum resolution, 100% laser power and PMT levels which
were adjusted in order to obtain similar distributions of red and green signal intensities.
Background correction, normalization and statistical analysis

For each time point, gene expression analysis was done based on information obtained
from four slides, one dye-swap pair for each biological replicate. ScanArray Express

(PerkinEImer®) software was used to generate the slides images and raw intensity data
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which were then analyzed using specific packages from the R statistical language [16].
Only spots of good quality (positive flag value) were considered for analysis. Data
were inspected for spatial biases on both red and green channels (background and
signal), for print-tip bias, dye bias and bias dependent of intensity using the LIMMA
[17] and marray [18] packages. Background correction was done with normexp method
(off-set = 50) (Ritchie et al., 2007). Robust spline and aquantile methods were used for
normalization within and between arrays, respectively. A linear model that incorporates
biological and technical replication was used for statistical analysis. A list of
differentially expressed genes was generated by applying adjusted p-values for multiple
tests using ‘BH’ method, which works with the expected proportion of false-positives
(FDR- False Discovery Rate) among the rejected hypothesis (Benjamini and Hochberg,
1995). Graphics were drawn using GraphPad version 5.03. Heatmap and cluster
graphics were created using gplots package (Various R programming tools for plotting
data) and personal scripts (R statistical language).

GO functional analysis and enrichment

For the differentially expressed genes, functional assignment analysis for down and up-
regulated genes was performed using GOanna tool (http://aghase.msstate.edu/cgi-
bin/tools/GOanna.cgi). GO terms returned by GOanna tool were used as inputs for GO-
slim Viewer tool, generic subset. The GO-slim result was manually cured to remove
redundancy (two or more equal gene products associated with the same GO-slim
category) and to generate more specific categories when a category was quite generic.
Obsolete sequences analysis

The T. cruzi microarray (version 2) slide was designed based in the first genome release

of this species. Obsolete oligonucleotide sequences differentially expressed were
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aligned to the nuclear and kinetoplast genomes using blastn and were mapped into the
annotated genome using Artemis software [19] in order to determine the localization.
Analysis of RHS genes

A two-tail chi-square test was applied in each of the analyzed times to test whether f1 =
f2 (null hypothesis) or f1 # f2 (alternative hypothesis) according to the equations 1 and 2

below:

__ #upregulated RHS
@ f1= # total RHS

b

R R N T e
where i) up-regulated RHS = RHS genes significantly up-regulated; ii) up-regulated
genes = total number of significantly up-regulated genes; iii) total RHS = number of
RHS probes spotted on the slide (379); iv) total genes = number of gene probes spotted
on the slide (12,288).
gqRT-PCR
A subset of differentially expressed genes was selected to be validated by gRT-PCR.
Primers were designed using GenScript Real-time PCR (TagMan) Primer Design
(https://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer) and Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Sequences are available at table S1. In order to test
primer specificity, blastn was perforned to align pairs of primers against NCBI
nucleotide sequences database. The purified RNAs were treated with RQ1 RNase-Free
DNase (Promega®, USA) and subsequently used for synthesis of cDNA using
Superscript 111 cDNA Synthesis kit (Invitrogen™, USA), following the manufacturers’
instructions. The qRT-PCR mix consisted of 10 ng of cDNA, 600 nM of each primer,
2.5 puL of Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) and
deionized H0, totalizing 5 pL of reaction. Plates with 384 wells were read at 7900
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7900HT Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems, USA). Primers for T. CRUZI
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) were used as endogenous
normalization control in all samples as reference applying the -2**“" method [20].
Friedman and Dunn (post-test) tests were applied to verify the significance of the
results. Spearman’s rank coefficient was applied to verify the correlation between

microarray and gRT-PCR results.

Results
Effect of gamma radiation in T. cruzi overall gene expression

Analysis of T. cruzi growth behavior in response to gamma-radiation revealed
that, in both biological replicates, epimastigotes survived but did not grow during the
whole time period analyzed, which is in accordance to previously published results [2].
However, despite the physical damage suffered by the cells (e.g. DNA fragmentation),
they presented intense flagellar movement (visual observation) and remained viable
(Fig. S1).

To visualize how gamma radiation affects T. cruzi overall gene expression we
performed time-course microarray experiments in non-irradiated controls and in
irradiated epimastigotes immediately after irradiation (i.a.i.), and at 4, 24, 48 and 96
hours after treatment. A dispersion graphic was generated using the fold-change values
regarding the 273 genes found as being differentially expressed (adjusted p-value
<0.05) in at least one time point. This result revealed a change in the expression pattern
over time (Fig. 1A). At the first 4 hours, we observed a peak in the number of down-
regulated genes (Fig. 1B).

It was also important to determine whether the overall decrease in gene

expression in the first 4 hours after irradiation was due to a possible RNA degradation
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caused by gamma radiation and that could compromise the labeling and hybridization
steps. However, denaturing agarose gel electrophoresis revealed no difference on the
rRNA (18S, 24Sa and 24Sp) band patterns (Fig. S2), demonstrating the high quality of
total RNA in controls and irradiated samples (in triplicates) in both biological replicates.

Next, a subset of 18 differentially expressed genes was selected for validation
using qRT-PCR. Of those, 13 corresponded to known genes, three to hypothetical
proteins, and two sequences were classified as obsoletes. Obsolete sequences are those
that, on a previous genome draft release, were initially considered to be derived from
coding regions and therefore the corresponding oligos were spotted in the slide.
However, after the release of the annotated T. cruzi CL Brener genome sequence [21],
these oligonucleotides were, in fact, derived from non coding regions [22]. Spearman’s
rank coefficient was applied to verify the correlation between microarray and gRT-PCR
results. R” ranged from 0.4298 to 0.7185 at 4 and 24 hours post irradiation, respectively
(Fig. S3) and all p-values were significant. The comparisons between microarray and
gRT-PCR results from 8 genes are shown in Fig. 2. Data for the remaining 10 gRT-PCR
results can be found in the supporting information (Fig. S4). Primers sequences, slope,
R? and efficiency are shown in Table S1.

Genes up or down-regulated coding for proteins with known function and/or
predicted conserved domains corresponded to 41.4% of the total differentially expressed
genes. RHS genes, a large family whose members are located preferentially at
subtelomeric regions of T. cruzi chromosomes and present a RIME/ingi insertion site
[23], corresponded to 7.7% of the total. The 50.9% remaining genes were found to be
annotated as coding for hypothetical proteins, conserved or not (35.5%) or obsolete
sequences (15.4%). Fig. 3 shows the distribution of these four categories for down and

up-regulated genes over time. Genes with predicted function (dark gray) were the most
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prevalent in the down-regulated gene category. In contrast, the up-regulated gene
category was mainly composed by genes coding for hypothetical proteins (white),
obsolete sequences (light gray) and RHSs (black). This last category was observed only
at 24 hours post-irradiation.

Notably, differentially expressed genes usually showed low fold-change values,
I.e. usually less than 2-fold variation in gene expression in comparison to non-irradiated
cells (Fig. 1A, Table 1 and Table S2). Usually, such low values would be excluded from
further analysis in other organisms. However, for parasites of Kinetoplastida order,
previous microarray studies for Trypanosoma and Leishmania reported modest changes
in the abundance of mRNA molecules which were confirmed by gRT-PCR [24,25].
They established that differentially expressed genes with low fold-change values, but
with significant adjusted p-values for multiple tests are significantly differentially
expressed.
Gamma rays effect on the expression of obsolete sequences, genes of the maxi-
circle kinetoplast DNA and genes coding for RHS

Of the 1,672 obsolete sequences spotted on the microarray slide, 42 (2.5%) were
differentially expressed in, at least, one time point (adjusted p-value <0.05). gqRT-PCR
confirmed the increase in gene expression of the obsolete sequence #23196 in all time
points analyzed (Fig. 2). This result prompted us to find out where in the genome these
obsolete sequences were located. Thus, we used the Artemis software [19] to locate the
oligonucleotides (70-mer) referring to obsolete sequences into the T. cruzi annotated
genome (http://tritrypdb.org/common/downloads/release-2.5/Tcruzi/). We found that
some sequences were located outside ORFs (17), some were located in contigs that
could not be assigned to any particular chromosome (2), some were found in, at least,

two different genomic regions (multilocal sequences) (9), and others were not located
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anywhere in the nuclear genome (14). Curiously, four sequences of this last category
presented high values of fold-change (up to eight times), in particular at 48 and 96 hours
post-irradiation (Fig. 4). A search against the non-reduntant (nr) NCBI database using
the blastx program identified these sequences as genes of the maxicircle kinetoplast
mitochondrial genome (kDNA), which is composed by 18 genes [26]. The over-
expressed kDNA genes code for three proteins of the mitochondrial respiratory chain,
the subunits ND1 and ND5 of NADH dehydrogenase and the citochrome oxidase
subunit one (COIl), and for a mitochondrial unidentified reading frame (MURF-1). All
four sequences presented a highly similar expression pattern, showing a substantial and
significant increase in the transcript levels at 48 hours post-irradiation. The only
exception was ND-5, which presented a decrease in gene expression 96 hours post-
irradiation (Fig. 4). The remaining 14 mitochondrial genes were not represented in the
microarray slide.

The T. cruzi genome project has identified 752 members of the RHS gene
family, of which 557 are pseudogenes, and reported the presence of RHS orthologs in T.
brucei [21]. We observed that 21 different RHS genes out of the 379 spotted on the
microarray slide were up-regulated (Table S2): three at 24 hours, nine at 48 hours (one
is the same as 24 hours), and 17 at 96 hours post-irradiation (of which eight were
expressed only at this time point). In contrast, RHS genes were not significantly down-
regulated. Using the genome browser of the database TriTrypDB, we retrieved the
genomic location of all 21 differentially expressed RHS genes. Ten are located on the
edges of chromosomes, four in the central but repetitive chromosomal regions, and
seven in contigs not embedded in the final genome assembly (Table S2). Two-sided

Chi-square’s tests were independently performed for each time point and detected a
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significant association between RHS gene expression and the effect of gamma radiation
(p<0.0001) at 48 and 96 hours (Fig. 5).

Functional analysis of differentially expressed genes in epimatigote cells after
irradiation

To identify the biological processes and molecular functions that were repressed
or induced in response to ionizing radiation, Gene Ontology (GO) functional analysis
was performed. GO-slim terms for biological processes (BP) and molecular function
(MF) were assigned to differentially expressed genes and this procedure was essential to
provide an overview of the effect of gamma rays in epimastigotes cells (Fig. 6 and
Table S3 for complete results). Concomitantly, a heatmap using all differentially
expressed nuclear genes (269 genes) was generated to verify whether genes that
participate in the same BP or MF showed similar gene expression profiles over time and
could be grouped in the same cluster. Twelve different clusters were identified (Fig. 7).
All clusters failed to group genes mapping at closer chromosomal locations (data not
shown), and were formed by genes from different BP or MF categories. Interestingly,
all genes from the MF category “structural constituent of ribosome” were clustered
together (#11), along with genes from other MF and BP categories (Table S4).

Several ribosomal proteins, translation initiation and elongation factors and a
tryptophanyl-tRNA synthetase were significantly down-regulated in at least one time
point (Fig. 6 and Table S3). Even if the remaining fold-changes were not statistically
significant the overall decreasing tendency was similar (Table 1). The two-sided Chi-
square’s test indicated that the number of genes down-regulated associated with protein
translation was not a random event (p=0.0073). Gene expression levels of elongation
factor 1-alpha and 60S ribosomal protein L21E were assessed by gRT-PCR, which

confirmed the microarray results (Fig. 2).
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Lipid metabolic process (BP) is also noticeable repressed, as genes coding for
enzymes involved in isoprenoid and sterol synthesis - mevalonate kinase, 3-0xo0-5-
alpha-steroid 4-dehydrogenase and farnesyl pyrophosphate synthase and genes coding
for enzymes required for the synthesis of long and unsaturated fatty acids such as fatty
acid desaturase, fatty acid elongase and prostaglandin F2alpha synthase were also
down-regulated (Fig 6, Table 1 and Table S3).

Additionally, the GO category “protein metabolic process”-BP was also
noticeably down-regulated. Examples of down-regulated genes from this category were
the heat shock proteins Hsp70 and Hsp60 (the expression profile of the later was also
confirmed by gRT-PCR- Figure 2), chaperonin T-complex protein 1, aminopeptidase,
carboxipeptidase, cysteine proteinase, cysteine peptidase and a regulatory subunit of the
26S proteasome (Fig. 6 and Table S3). Interestingly, this category presented three up-
regulated genes, (co-chaperone GrpE, aspartyl aminopeptidase and calpain-like cysteine
peptidase). Noteworthy is the finding that the GO category “protein modification
process”-BP was up-regulated, mainly by “protein kinase activity”-MF (e.g.
serine/threonine protein Kkinase, protein kinase A and other protein kinases) and
“transferase activity”’-MF (e.g. acetyltransferase). An increase in levels of transcripts for
protein kinases, along with up-regulation of two representatives of the EF-hand protein
5 and a hypothetical protein containing an EF-hand conserved domain, a cation
transporter protein, a calpain-like cysteine peptidase and a hypothetical protein similar
to phospholipase C-like phosphodiesterase may suggest that T. cruzi is responding to
radiation stress by activating signal transduction pathways involving calcium or
membrane lipids (Fig. 6 and Table S3). Our results regarding the calpain-like cystein
peptidase agrees with a previous study that indicated a possible role in stress response in

T. cruzi. This gene was strongly responsive to three different types of stress (nutritional,

160



temperature and acidic pH) and presented no proteolytic activity which is an indicative

of signal transduction activity (Giese et al., 2008).

In order to recover from irradiation, T. cruzi needs to produce energy. Our
functional analysis revealed, however, that some genes participating in pathways
involved in “carbohydrate metabolic process” and in “generation of precursor of
metabolites and energy” (BP categories) were down regulated, such as a hexose
transporter, pyruvate dehydrogenase E1 beta subunit, glycosomal phosphoenolpyruvate
carboxykinase, one conserved hypothetical protein which seems to be a 2Fe-2S protein
component of succinate dehydrogenase complex, succinyl-CoA synthetase, and V-type
ATPase (Fig. 6 and Table S3). Transcripts coding for proteins involved in basic
metabolic processes such as glucolysis, gluconeogenesis, acid citric cycle and ATP
production were diminished. In contrast, only one gene (glucose-6-phosphate
isomerase) from the “carbohydrate metabolic process”-BP category was over-expressed
(Fig. 6). We also investigated nuclear genes coding for proteins from the respiratory
chain but found that only cytochrome c1 was down-regulated (Table 1).

Contrary to the expected, we found that gamma radiation did not induce a
massive expression of key antioxidant genes. Indeed, only two important genes
(trypanothione/tryparedoxin dependent peroxidase 2 and tryparedoxin peroxidase)
related to ROS removal were up-regulated (Table 1). However trypanothione reductase,
a key enzyme of the trypanothione-based thiol redox metabolism that reduces
trypanothione disulfide back to its active state trypanothione, was down-regulated
(Table 1).

Besides TcCRADS1, T. cruzi possesses several other genes involved in DNA

repair [21] but we found that only the DNA repair enzyme tyrosyl-DNA
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phosphodiesterase (Tdp-1) was significantly up-regulated 24 hours after irradiation,
probably when the DNA repair process was already active. Curiously, this gene had not
even been annotated as a DNA repair gene by the time the T. cruzi genome was
published [21].
Discussion

An efficient DNA repair system may explain T. cruzi impressive resistance to
ionizing radiation as it is able to reconstitute a completely fragmented karyotype in less
than 48 hours after gamma radiation [2]. Our time course microarray analysis pointed to
273 statistically significant differentially expressed genes after parasite irradiation.
These genes were classified into four different subsets: genes coding for proteins with
known function (attributed to GO categories), genes for hypothetical proteins, genes for
RHS and obsolete sequences. More than 60% of the genes which are up-regulated code
for proteins with unknown function. The remaining up-regulated genes comprised RHS
and obsolete sequences. However, unlike a study conducted for D. radiodurans, where
authors could infer function for uncharacterized genes based on operon context [12],
analysis of the 12 T. cruzi gene clusters presenting similar expression profile
demonstrated no correlation between chromosome location and pattern of gene
expression over time. This indicates that T. cruzi genes are not transcribed as operon
units. Indeed, no classical operons have been so far identified in this parasite, despite
the fact that Trypanosomatid genes are transcribed as polycistronic units. These units
may contain genes from unrelated pathways which, after trans-splicing processing,
originate monocistronic mature transcripts with widely different expression levels [27].
Also no canonical RNA polymerase Il promoter was found in the genomes of

trypanosomes.
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It is well known that Trypanosomatid mRNAs steady state is dictated primarily
post-transcriptionally by mRNA stability, but the protein levels also depend on
additional mechanisms to efficiently control translation initiation and elongation
(translational selection) and protein turnover [27,28,29,30]. Using a microarray
transcriptomic analysis at different stages of differentiation to detected transcripts that
were induced only during differentiation, Queiroz and collaborators have demonstrated
that T. brucei genes form post-transcriptional regulons, in which mRNAs encoding
proteins playing roles in particular pathways, or encoding components of protein
complexes, show a co-regulated expression. Co-regulation of transcript levels may be
achieved by binding of specific regulatory protein or RNA factors capable of controlling
translation and mRNA decay [28,29] to elements in the 3'-untranslated regions (3’-
UTR). In this work, using the MEME suite software, we attempted to discover motifs at
3’-UTR of differentially expressed transcripts that could act as elements to control
MRNA decay. Our results revealed no conserved motifs harbored by sequences from the
same gene cluster (data not show). This indicates that, if these clusters are composed of
co-regulated genes (post-transcription regulons), their expression are not coordinated by
3’-UTR elements. Indeed, the only genes related to the same protein functional category
that clustered together were the ones coding for ribosomal proteins (cluster 11).

Our functional analysis suggests that protein translation and processing are
reduced after irradiation, given that the expression levels of seven translation initiation
and elongation factors, as well as nine ribosomal constituents and a tryptophanyl-tRNA
synthetase are down-regulated and none were up-regulated because Kinetoplastids have
very few transcription factors identified in these organisms and therefore control their
gene expression at post-transcriptional and translational level [31], it is likely that

ionizing radiation does not affect transcriptional rate to a great extent. This effect is
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remarkably different in other organisms. Indeed, eukaryotes control their gene
expression mainly at initiation of transcription, and ionizing radiation causes an overall
impact in the constituents of the transcriptional apparatus and transcription factors as
reported for yeast [8] and Arabisopsis thaliana [9]. The opposite was found on genes
from D. radiodurans related to protein synthesis and protein fate [32]. It is important to
note that DNA damage recovery after gamma radiation in this species is remarkably
fast, being possible to observe genes up-regulated just 1 hour after treatment [32]. The
current study suggests that the putatively reduction in the rate of protein synthesis and
processing may also lead to the down-regulation of the chaperone proteins hsp60 and
hsp70. Such results are remarkably different from those reported in the literature which
showed that gamma radiation induces over-expression of heat shock proteins

[33,34,35].

Previous work has shown that epimastigotes growth halt after irradiation for at
least for 96 hours without cell division [2]. The arrest in cell growth may be explained
by a decreased expression of a- and B-tubulin genes during all time points analyzed.
These proteins assemble as the components of the cytoskeleton microtubules which are
involved in mitosis and cytokinesis. Similarly, depletion of cell division and motility
has been described for other organisms after stress induced by ionizing radiation [9,12].
Nevertheless, in spite of their growth arrest, epimastigotes were always active with an
intense flagellar movement. A possible explanation may be related to the observation
that genes associated with microtubule motor activity and components of the parasite
swimming flagellum were up-regulated: the dynein light (Ic6) and two dynein heavy
chains [36,37]. In fact, it was recently demonstrated that silencing of a putative inner

arm dynein heavy chain resulted in flagellar immotility of T. brucei cells [38].
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Noticeably is the fact that genes involved in lipid metabolism were also down-regulated.
Perhaps the growth arrest reflects the observed reduction in the levels of complex lipids
as they are compounds of membranes and proteins, second messengers or even cell
mediators and hormones.

Gamma radiation induces oxidative stress caused directly or indirectly via
reactive oxygen species (ROS) production. ROS can also cause DNA single and double-
strand breaks and base damage. T. cruzi is naturally exposed to ROS produced by itself
or by the host response to infection (Docampo, 1990), and this parasite has a full system
based on trypanothione-thiol metabolism to deal with oxidative stress (Krauth-Siegel &
Comini, 2008). It was observed that E. coli cells expressing the T. cruzi trypanothione
showed an increased protection against genomic DNA damage (4.6-fold) and resistance
to gamma rays (4.3-fold), as well as a decrease in intracellular levels of ROS (Fitzgerald
et al., 2010). We think that T. cruzi is experiencing oxidative stress and dealing with
ROS species, although results did not indicate a strong stimulation in the expression of
genes involved in oxidative damage repair. Interestingly, expression levels of most of
the known T. cruzi DNA repair genes [13] were not noticeably affected (Table S5).

Genes participating in different energy uptake pathways were down-regulated,
which made us speculate how this organism is getting energy for its survival. Perhaps T.
cruzi basal metabolism is maintained at a minimum level after irradiation with a
decrease in the transcripts quantity. Additionally, proteins involved in catabolic
processes to generate energy are possibly saved from degradation. On the other hand,
mitochondrial genes may be over-expressed as consequence of a direct effect of the
ionizing radiation in the mitochondrion, an organelle highly sensitive to oxidative stress
(Slupphaug et al., 2003). Reinforcing this hypothesis is the finding that in the

radioresistant human glioblastoma cell line T98G the levels of transcripts from
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cytochrome c oxidase subunits 1 and 2 and NADH dehydrogenase subunit 4 were raised
after treatment with ionizing radiation, as consequence of oxidative stress (Gong et al.,
1998).

It was reported that ionizing radiation induces the expression of TCRAD51 in T.
cruzi. Moreover, epimastigotes overexpressing this gene halved the time necessary for
full recovery after irradiation [2]. Surprisingly, the tyrosyl-DNA phosphodiestarease |
(tdr-1), a DNA repair enzyme that had not even been annotated as a DNA repair gene
by the time the T. cruzi genome was published [20], is up-regulated mainly 24 hours
post-irradiation. In the nucleus Tdr-1 hydrolyze the linkage among the tyrosine of
trapped topoisomerase 1 and the 3' end of DNA, through the cleavage of 3’-
phosphotyrosyl bonds [39]. This process, which is DNA ligase 111 alpha dependent [40],
prepares DNA double-strand breaks for DNA ligation and, consequently, DNA repair.
Tdr-1 is also localized in the mitochondria and the base excision repair (BER)
mechanism necessary for a efficient oxidative damage repair depends on its action [41].
Recently, this enzyme was characterized in Leishmania donovani. The authors
demonstrated that tdp-1 has a possible role in topoisomerase I-mediated DNA repair
pathway both in the nucleus and in the KDNA. However none mechanism of action and
possible interactive partners was proposed so far for Trypanosomatids, considering that
DNA ligase 111 is absent in kinetoplastids [42]. In any case, more studies will be needed
to reveal which extent Tdp-1 participates in the cell recovery process: whether it acts in
concert, in parallel or independently of other genes.

One of the most intriguing question of this study is how DNA is consistently
reconstructed considering that chromosomal bands are extensively fragmented [2]. We
showed that gamma radiation induces the up-regulated the expression RHS

genes/pseudogenes at 48 and 96 hours after irradiation. Coincidently, 48 hours is the
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time period when DNA repair is thought to be completed [2]. RHSs can be found
preferentially in the repetitive subtelomeric region, but also in the center of
chromosomes. However, other repetitive gene families such trans-sialidase-like family,
MASP, gp63 and the putative surface protein DGF-1 (dispersed gene family-1) were not
over-expressed such as RHS. Our results suggest that the expression of members of this
gene family may be related to the irradiation stress although it is not possible at this
point establish whether directly or indirectly. Similarly, in S. cerevisiae, genomic
damage after exposure to gamma radiation induces Tyl (LTR-retroelements) transcripts
which reachs to the impressive value of 86-fold after a dose of 800 Gy gamma rays
when compared to non-irradiated cells. This increase in Tyl transcripts activates
retrotransposition in a dose-dependent manner, [43]. Retrotransposition of Long
Interspersed Elements (LINE-1s), mobile elements present in the human genome, is also
increased after exposure to gamma rays and is responsible for genomic instability [44].

Focusing on aspects of T. cruzi life cycle, it is reasonable to think that the
mechanisms underlying the parasite radiation resistance may be part of the responses
prepared to the stresses the organism will face throughout its life cycle such as vector
intestine, temperature, pH and osmolarity changes, as well as saliva and blood digestion
products [45]. Furthermore, blood digestion can provide heme molecules sub-products
required for the Fenton’s chemical reaction, a harmful free radical reaction that
produces hydroxyl radical and causes oxidative stress. And last, just after a meal, the
water present in the blood is excreted by the Malphigian tubules in the intestine of the
bug and the desiccated blood is stored in the crop [46]. Taking all together, the pathway
though the vector’s gut is a challenge for T. cruzi genome integrity.

In conclusion, we showed that gamma rays affect the T. cruzi gene expression in

a time-dependent manner. Expression of transcripts related to basal metabolic functions
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was reduced although apparently maintained at a minimum operation rate to meet the
organism needs. Intriguinly, RHS, a cathegory of proteins found preferentially in the
repetitive subtelomeric region and in the center of chromosomes genes were
substantially induced although it is not clear whether or not they play a direct role in
cell recovery and what role would that be. Further studies regarding the role of some of
the genes found to be most potentially up or down regulated following irradiation as
well as genes known to be directly involved in DNA repair such as tdr-1 gene will shed
light into the repair/re-arrangement process after DNA fragmentation caused by the

ionizing radiation. XX
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Table 1: Fold-change of differentially expressed genes coding for proteins with known

function.
Fold-change
Gene ID Product Name
iai 4h 24h 48h 96h
Down-regulated
Tc00.1047053509693.100 2- aminoethylphosphonate:pyruvateamino-
-142 -151 -114 -119  -1.24
transferase-like protein
Tc00.1047053507671.30 25 kDa translation elongation factor 1-beta -1.61 -155 -1.09 -1.50 -1.34
Tc00.1047053504221.20 26S proteasome regulatory non-ATPase
-1.05 -120 -144 -124 -1.10
subunit
Tc00.1047053504427.70 3-oxo0-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase -1.10 -1.12 -1.43 -1.05 -1.06
Tc00.1047053506679.150  40S ribosomal protein S10 -1.04 -112 -116  -136  -1.17
Tc00.1047053510101.430  40S ribosomal protein S21 1.03 -110 -131 -151 -1.22
Tc00.1047053509353.30 40S ribosomal protein S3 1.00 -1.09 -1.17 -1.47 -1.20
Tc00.1047053506297.150  40S ribosomal protein S5 -1.06 -1.12 -1.58 -1.30 -1.23
Tc00.1047053510425.19 40S ribosomal protein SA -1.04 -103 -136 -1.27 -1.23
Tc00.1047053503719.20 40S ribosomal protein SA -1.03 -1.04 -134 -120 -1.05
Tc00.1047053505977.26 60S acidic ribosomal protein P2 -1.06 -112 -130 -1.27  -1.27
Tc00.1047053508461.490  60S ribosomal protein L23 1.06 -111  -135 -146 -151
Tc00.1047053506297.270  60S ribosomal protein L28 -1.06 -1.13 -151 -135 -1.23
Tc00.1047053511211.120  activated protein kinase C receptor -1.16  -1.17 -1.32 -1.32 -1.11
Tc00.1047053411235.9 alpha tubulin -1.89 -185 -143 -133 -1.32
Tc00.1047053510655.120  aminopeptidase P -1.20 -1.55 117  -129  -1.02
Tc00.1047053506563.40 beta tubulin -165 -168 -119 -124  -1.07
Tc00.1047053504153.160 carboxypeptidase -1.50 -1.58 -1.19 -1.29 -1.02
Tc00.1047053507873.20 cell differentiation protein -1.14  -1.19 -1.30 -1.13 -1.16
Tc00.1047053507641.280 chaperonin HSP60, mitochondrial precursor ~ -1.92 -1.85 -1.18 -1.40 -1.23
Tc00.1047053510187.420 chaperonin HSP60, mitochondrial precursor
-1.27 -119 -110 -1.38 -1.20
(pseudogene)
Tc00.1047053506247.50 chaperonin -1.28 -1.45 -1.11 -1.17 -1.15
Tc00.1047053510187.270 COP-coated vesicle membrane protein
-1.10 -148 -107 -109 -1.11

erv25 precursor
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Tc00.1047053506529.550

Tc00.1047053508317.10

Tc00.1047053511391.160

Tc00.1047053510099.120

Tc00.1047053510119.9

Tc00.1047053508153.730

Tc00.1047053463269.10

Tc00.1047053506943.160

Tc00.1047053506679.70

Tc00.1047053511823.70

Tc00.1047053511075.9

Tc00.1047053506661.30

Tc00.1047053507891.47

Tc00.1047053507547.90

Tc00.1047053508179.70

Tc00.1047053503539.30

Tc00.1047053510131.40

Tc00.1047053511041.40

Tc00.1047053507943.40

Tc00.1047053509793.10

Tc00.1047053510667.14

Tc00.1047053436521.9

Tc00.1047053436521.9

Tc00.1047053510155.20

Tc00.1047053508173.100

Tc00.1047053511817.40

Tc00.1047053510645.20

Tc00.1047053508173.180

cysteine peptidase
cysteine proteinase
cytochrome cl, heme protein,
mitochondrial precursor

D-isomer specific 2-hydroxyacid
dehydrogenase-protein

elongation factor 1-alpha (EF-1-alpha)
elongation initiation factor 2 alpha subunit
eukaryotic translation initiation factor 1A
eukaryotic translation initiation factor 3
subunit 7-like protein

eukaryotic translation initiation factor 6
(elF-6)

farnesyl pyrophosphate synthase

fatty acid desaturase

fatty acid elongase

flagellar calcium-binding protein
glycosomal phosphoenolpyruvate
carboxykinase

GPR1/FUN34/yaaH family

GTP-binding nuclear protein rtb2

haloacid dehalogenase-like hydrolase
hexose transporter

histone H4

kinetoplast DNA-associated protein
membrane transporter protein

mevalonate kinase

mevalonate kinase

mitochondrial RNA editing ligase 1
monooxygenase

NADH-cytochrome B5 reductase

nuclear transcription factor

nuclear transport factor 2 protein(NFT2)

-2.00

-1.35

-1.42

-1.07

-1.84

1.03

-1.17

-1.06

-1.58

-1.43

-1.41

-1.72

-1.04

-1.50

-1.31

-2.18

-1.34

-1.78

-1.11

-1.11

-1.09

-1.19

-1.22

-1.18

-1.01

-1.90

-1.38

-1.10

-2.50

-1.58

-1.33

-1.22

-2.22

-1.38

-1.31

-1.00

-1.92

-1.55

-1.59

-1.65

-1.02

-1.98

-1.29

-1.37

-1.55

-1.98

-1.35

-1.19

-1.09

-1.36

-1.45

-1.48

-1.16

-1.49

-1.59

-1.31

-1.38

-1.06

-1.13

-1.37

-1.30

-1.13

-1.45

-1.30

-1.33

-1.32

-1.11

-1.40

-1.10

-1.18

-1.56

1.16

-1.90

-1.02

-1.25

-1.46

-1.57

-1.66

-1.36

-1.22

-1.40

121

-1.42

-1.52

-2.23

-1.13

-1.63

-1.30

-1.57

-1.06

-1.16

1.05

-1.23

-1.26

-1.12

-1.18

-1.75

-1.43

-1.05

-1.03

-1.47

-1.31

-1.05

1.00

1.03

-1.14

-1.18

-1.20

-1.22

1.06

-1.14

-1.27

-1.35

-1.26

-1.39

-1.21

-1.63

-1.23

-1.07

1.01

-1.14

-1.21

1.01

-1.30

-1.12

-1.06

-1.01

1.66

-1.60

1.07

-1.09

111

-1.03

-1.19

-1.35

-1.19

-1.14

-1.05

-1.22

-1.19
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Tc00.1047053511573.58 nucleolar protein -1.09 -1.17 -1.78 -1.07 -1.03
Tc00.1047053510859.17 nucleolar RNA-binding protein -1.46 -1.53 -1.22 -1.17 -1.14
Tc00.1047053508707.200 nucleoside diphosphate kinase -1.06  -1.02 -1.29 -1.65 -1.20
Tc00.1047053506773.50 nucleoside transporter-like -1.33 -152 -1.09 -1.03 121
Tc00.1047053511355.30 phosphatidic acid phosphatase protein -1.18 -1.21 -1.79 -1.02 -1.15
Tc00.1047053507617.9 prostaglandin F2alpha synthase -1.22  -1.66 -1.08 -1.12 -1.01
Tc00.1047053508461.80 prostaglandin F2alpha synthase -1.72  -191 -1.03 -1.32 -1.18
Tc00.1047053511635.40 protein tyrosine phosphatase -1.55 -1.67 -1.38 -1.09 -1.12
Tc00.1047053510091.80 pyruvate dehydrogenase E1 beta subunit -1.65 -1.73 -1.59 -1.34 -1.24
Tc00.1047053507251.20 ribosomal protein L21E (60S) -1.06 -1.09 -1.28 -1.46 -1.18
Tc00.1047053508479.340  succinyl-CoA synthetase alpha subunit -1.73  -2.16 -1.56 -1.39 -1.38
Tc00.1047053504045.60 thermostable carboxypeptidase 1 -1.26  -1.52 1.04 -1.08 -1.20
Tc00.1047053506855.260 thymidine kinase -1.583 -1.83 -1.17 -1.35 -1.15
Tc00.1047053503555.30 trypanothione reductase -1.33  -1.39 -1.33 -1.15 -1.16
Tc00.1047053508421.30 tryptophanyl-tRNA synthetase
-1.50 -1.73 -1.33 -1.35 -1.24
(pseudogene)
Tc00.1047053503487.50 UDP-Gal or UDP-GIcNAc-dependent
112 -112 -1.53 1.05 -1.03
glycosyltransferase
Tc00.1047053503929.10 V-type ATPase, A subunit -1.68 -1.58 -1.22 -1.14 -1.14
Tc00.1047053511745.10 heat shock 70 kDa protein, mitochondrial
1.08 1.02 -1.16 -1.26 -1.18
precursor
Tc00.1047053511715.100 pumilio/PUF RNA binding protein 7 1.06 1.04 -1.71 -1.06 1.02
Tc00.1047053509669.40 Zn-finger protein -1.23  -1.65 111 -1.20 1.05
Up-regulated
Tc00.1047053509941.100 2,4-dienoyl-coa reductase FADH1 1.10 1.29 1.67 1.33 1.32
Tc00.1047053504071.110  amal protein 1.01 1.17 141 144 1.64
Tc00.1047053508737.194  ARP2/3 complex subunit 1.03 1.24 1.58 1.40 1.33
Tc00.1047053508375.30 aspartate carbamoyltransferase 1.00 -1.13 1.99 -1.12 1.04
Tc00.1047053508183.4 aspartyl aminopeptidase -1.09 1.09 1.59 1.05 -1.02
Tc00.1047053505997.70 ATPase 1.19 141 1.36 1.59 1.50
Tc00.1047053508903.100  ATPase 1.29 1.37 1.27 1.52 1.88
Tc00.1047053504149.20 ATP-binding cassette transporter ABCA1 1.34 1.24 1.06 1.06 1.07
Tc00.1047053506563.170  calpain-like cysteine peptidase (pseudo.) -1.06 1.10 1.38 1.10 1.31
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Tc00.1047053506563.210

Tc00.1047053508357.80

Tc00.1047053509455.140

Tc00.1047053511421.110

Tc00.1047053510687.10

Tc00.1047053509585.10

Tc00.1047053510897.6

Tc00.1047053506391.30

Tc00.1047053507483.20

Tc00.1047053506529.508

Tc00.1047053506529.508

Tc00.1047053508457.30

Tc00.1047053510199.10

Tc00.1047053510659.240

Tc00.1047053510743.70

Tc00.1047053473111.10

Tc00.1047053508461.400

Tc00.1047053510105.100

Tc00.1047053508479.290

Tc00.1047053509069.30

Tc00.1047053506619.40

Tc00.1047053503899.119

Tc00.1047053508649.5

Tc00.1047053509907.60

Tc00.1047053510121.130

Tc00.1047053511269.50

Tc00.1047053508215.9

Tc00.1047053504113.10

Tc00.1047053511671.80

Tc00.1047053507611.290

Tc00.1047053506357.50

calpain-like cysteine peptidase

cation transporter protein

cyclin

developmentally regulated phosphoprotein
dynein heavy chain (pseudogene)

dynein heavy chain

dynein light chain Ic6, flagellar outer arm
EF-hand protein 5

EF-hand protein 5

glucose-6-phosphate isomerase, glycosomal
glucose-6-phosphate isomerase, glycosomal
glycine cleavage system H protein
GP85-like protein

lactoylglutathione lyase-like protein
lactoylglutathione lyase-like protein
lathosterol oxidase

nucleoside diphosphate kinase
UDP-glucose dehydrogenase

vacuolar sorting protein

tubulin binding cofactor A-like protein
tyrosyl-DNA phosphodiesterase (Tdpl)
trypanothione/tryparedoxin dependent
peroxidase 2

tryparedoxin peroxidase

trans-sialidase (pseudogene)
serine/threonine protein kinase

protein kinase A catalytic subunit

protein kinase C substrate protein, heavy
chain

protein kinase

protein kinase

acetyltransferase

alcohol dehydrogenase

1.03

1.20

1.03

1.04

1.07

1.18

1.09

-1.05

-1.29

1.19

-1.03

-1.11

1.16

1.04

-1.23

-1.11

1.06

1.06

1.07

-1.02

-1.00

1.05

-1.03

1.14

1.41

1.05

-1.09

1.65

1.29

-1.04

-1.20

1.19

1.74

1.15

1.26

-1.15

1.32

121

1.15

1.13

1.66

1.34

1.15

1.23

1.35

1.32

1.65

1.15

-1.02

-1.03

-1.02

1.01

1.33

1.21

1.08

1.07

-1.11

1.14

1.62

1.38

-1.01

-1.17

1.43

1.75

1.67

1.59

1.03

1.37

1.34

1.88

2.15

2.69

1.74

1.42

1.16

1.57

1.58

2.79

1.67

1.44

1.89

1.52

1.86

1.18

1.46

1.04

1.29

1.45

1.61

1.60

1.12

1.42

1.42

1.46 1.23
1.82 1.55
1.26 1.34
1.28 1.59
1.19 1.47
131 1.56
1.32 1.45
1.37 1.61
1.46 1.56
2.06 1.92
1.64 1.32
1.15 1.33
1.32 1.54
1.71 1.36
1.32 111
1.98 2.56
1.10 1.29
1.16 1.17
1.12 1.15
1.78 2.10
1.29 1.32
1.03 -1.06
1.24 121
1.24 1.41
2.05 1.77
1.34 1.49
1.39 1.24
1.42 1.27
1.48 141
1.40 1.32
1.16 111
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Tc00.1047053507929.20 co-chaperone GrpE 1.09 1.16 1.64 -1.01  -1.03

Tc00.1047053506341.10 N-acetylglucosamine-6-phosphate
1.23 1.42 1.03 -1.19  -1.17
deacetylase-like protein

Bolded fold-changes: statistically significant values. i.a.i.: immediately after irradiation

Figure Legends:

Fig. 1: Number of differentially expressed genes in definite time points after T. cruzi
irradiation. A) Scatter chart showing the distribution of fold-change values for
statistically significant up-regulated genes over time points. B) Number of genes
differentially expressed over time. o: up-regulated, o:down-regulated. i.a.i: immediately
after irradiation.

Fig. 2: Comparisons of microarray and qRT-PCR fold-change values for selected genes.
Black columns: microarray results. Gray columns:gRT-PCR. *:statistically significant
results according to Linear model test for microarray and Friedman in association with
Dunn tests for RT-PCR. i.a.i :immediately after irradiation.

Fig. 3: Categories of differentially expressed genes and their distributions along the time
after T. cruzi irradiation. White: genes coding for hypothetical proteins. Light gray
:0bsolete sequences. Dark gray :genes coding for proteins with known function. Black:
RHS genes. i.a.i: immediately after irradiation.

Fig. 4: Time course expression of KDNA genes after T. cruzi cells irradiation. COI:
Citochromoe oxidase I; ND-1:NADH-dehydrogenase 1; ND-5: NADH-dehydrogenase
5; MURF-1 = Mitochondrial undefined reading frame 1. i.a.i;: immediately after
irradiation.

Fig. 5: Frequency of RHS genes and non-RHS genes up-regulated in response to

treatment with gamma rays over time. White squares:Frequency of up-regulated RHS
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genes. Black circles: Frequency of up-regulated genes, excluding RHS genes. i.a.i:
immediately after irradiation. **** p<0,0001

Fig. 6: Gene Ontology Slim functional categories of differentially expressed genes. A)
Biological Processes (BP) ,and B) Molecular Function (MF). Green bars: BP and MF
categories repressed after gamma rays treatment. Red bars: BP and MF categories
induced after gamma rays treatment.

Fig. 7: A) Heatmap of nuclear genes differentially expressed after T. cruzi irradiation.
Shades of green indicate down-regulated and shades of red up-regulated genes. B)
Clusters of genes based on similar expression profiles over time. Red-lines: average

fold-change values.
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Figure 2:
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Figure 3:
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Figure 6:
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Figure 7:
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