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RESUMO

A Organizacdo Mundial de Saude estima que cerca de 240 milhdes de pessoas, em 78
paises, necessitam de tratamento para esquistossomose, uma doenca cronica causada por
trematodeos do género Schistosoma. No Brasil, o Schistosoma mansoni é o (nico
representante deste género, cuja passagem pelo hospedeiro invertebrado, caramujos do
género Biomphalaria, € obrigatdria antes de infectar um hospedeiro mamifero, entre eles
0 homem. A interacdo parasito-hospedeiro invertebrado é complexa, podendo o grau de
susceptibilidade do caramujo a infeccdo variar desde extremamente permissivo até
completamente resistente. Com 0 genoma e transcriptoma de B. glabrata disponiveis, 0
estudo de genes relacionados a regulacdo da expressao génica, principalmente aqueles
responsaveis pela maquinaria de processamento de miRNAs e piRNAs poderdo auxiliar
no entendimento da biologia do vetor B. glabrata bem como sua relagdo como o parasito
S. mansoni. Alguns aspectos da interacdo parasito-hospedeiro invertebrado continuam
pouco explorados, incluindo a participacdo dos pequenos RNAs ndo codificadores de
proteinas como miRNAs, siRNAs e piRNAs. Utilizando ferramentas de bioinformatica e
PCR quantitativa, buscamos identificar e caracterizar a maquinaria de processamento de
miRNAs e piRNAs em B. glabrata. Nosso trabalho demonstra que a maquinaria
necessaria para o processamento destas moléculas esta ativa em B. glabrata com
expressao génica diferencial dos genes Argonauta, Drosha, Piwi, Exportina 5 e Tudor em
diferentes estagios de desenvolvimento do animal bem como durante a infeccéo pelo S.
mansoni. As analises de bioinformética utilizadas nesse trabalho mostraram a alta
conservacdo dos genes envolvidos na maquinaria de miRNAs e piRNAs utilizando
andlise e distribuicdo de dominios conservados, anélise de residuos do sitio catalitico bem
como analise filogenética. Estes dados sugerem que a maquinaria de silenciamento
mediada por miRNAs e piRNAs interferem na biologia do caramujo durante todo o seu
ciclo de vida, além de contribuir, de maneira ainda indefinida, na relagdo B. glabrata/s.
mansoni. Estudos mais detalhados necessitardo ser realizados para confirmar a
participacdo das preditas proteinas da via de miRNAs e piRNAs na relacdo
parasito/hospedeiro, principalmente sua participacdo efetiva em seus genes alvos, uma

Vez que o0 parasito S. mansoni ndo possui expressa a via de piRNAs em seu genoma.
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ABSTRACT

The World Health Organization (WHO) estimates that about 240 million people in 78
countries require treatment for schistosomiasis, a chronic disease caused by trematodes
of the genus Schistosoma. In Brazil, the Schistosoma mansoni is the only representative
specie, whose passage through the invertebrate host, snails of the genus Biomphalaria, is
mandatory before infecting a mammalian host, including humans. The interaction
between the invertebrate host and the parasite is complex and the degree of susceptibility
of the snail to infection ranges from extremely permissive to completely resistant. With
the genome and transcriptome of B. glabrata available, the study of genes related to the
regulation of gene expression, particularly those responsible for miRNAs and piRNAs
processing machinery may assist in vector biology understanding B. glabrata well as its
relation to the parasite Schistosoma mansoni. Some aspects of this interaction are still
poorly explored, including the participation of small RNAs not protein-coding as
miRNAs, siRNAs and piRNAs. Using bioinformatics tools and quantitative PCR, we seek
to identify and characterize the processing machinery of miRNAs and piRNAs in B.
glabrata. Our work shows that the protein machinery required for processing these
molecules are active at the level of gene transcription in B. glabrata with a differential
expression of the genes Argonauta, Drosha, Piwi, Exportin 5 and Tudor in different
developmental stages and also during infection with S. mansoni. The bioinformatics
analysis used in this study showed the high conservation of genes involved in miRNAs
and piRNAs machinery using analysis and distribution of conserved domains, the
catalytic site residue analysis and phylogenetic analysis. These data suggest that the
silencing machinery mediated by miRNAs and piRNAs interfere in the snail biology
throughout its life cycle, and contribute, even indefinitely, in relation B. glabrata/S.
mansoni. More detailed studies need to be performed to confirm the participation of the
predicted proteins of miRNAs and piRNAs pathway in the parasite/host relationship,
mainly their effective participation in their target genes, since the parasite S. mansoni has
not expressed the piRNAs pathway in its genome.
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11

INTRODUCAO
ESQUISTOSSOMOSE MANSONI

Com ocorréncia em 78 paises da Africa, América do Sul, Asia e Caribe, afetando
mais de 240 milhdes de pessoas a esquistossomose é uma doenca negligenciada com alto
indice de morbidade segundo a OMS, sendo portanto um grande problema de saide
publica. Em 2008 estimava-se em 30 milhdes de pessoas no Brasil vivendo em areas de
risco de transmissdao, com 8 milhGes de infectados pelo Schistosoma mansoni Sambom,
1907, (Brasil, 2008; Oms, 2014). Segundo dados atuais parciais do Inquérito Nacional de
Prevaléncia da Esquistossomose e Geohelmintos, apresentados no XXIII Congresso
Brasileiro de Parasitologia e Il Encontro de Parasitologia do Mercosul em outubro de
2013, até o presente momento, estima-se que cerca de 1,5 milhdo de pessoas, com
prevaléncia de 4,17%, encontram-se infectadas por S. mansoni no Brasil

A esquistossomose é uma doenca crénica causada por trematddeos digenéicos do
género Schistosoma (Weinland, 1858), ocorre principalmente em localidades sem
saneamento ou com saneamento basico inadequado. A infeccdo acontece através da
penetracdo ativa das formas infectantes do S. mansoni pela pele e mucosas quando o
homem entra em aguas contaminadas. O ciclo de transmissao (Figura 1) da doenca ocorre
quando hospedeiros mamiferos infectados, principalmente 0 homem, excretam 0s ovos
do parasita pelas fezes, que ap0s atingirem o ambiente aquatico, induzem a eclosao dos
miracidios que infectam os caramujos Biomphalaria, hospedeiros invertebrados. Nestes
0s parasitos, por reproducdo assexuada, liberam as cercarias, larvas infectantes do S.
mansoni nas colec¢des hidricas utilizadas pelos seres humanos e outros mamiferos (Figura
1). No Brasil, a esquistossomose foi descrita pela primeira vez por Piraja da Silva em
1908, é endémica e considerada um grave problema de saude publica (Sire et al., 2001;
Brasil, 2008; Coelho et al., 2008).

Certamente os agentes etiologicos das esquistossomoses chegaram as Américas
por intermédio de escravos trazidos da Africa durante o periodo de colonizacdo e
imigrantes asiaticos (Caldeira et al., 2009). Com estes individuos, varias espécies de
Schistosoma foram introduzidas no continente, entretanto apenas a espécie Schistosoma
mansoni, encontrou hospedeiros intermediarios susceptiveis, moluscos aquéaticos do
género Biomphalaria. No Brasil o género Biomphalaria € composto por dez espécies e

uma subespécie, sendo que apenas trés espécies foram encontradas naturalmente
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infectadas pelo S. mansoni: Biomphalaria glabrata (Say, 1918), Biomphalaria
tenagophila (Orbigny, 1835), e Biomphalaria straminea (Dunker, 1848) (Coelho et al.,
2008; Caldeira et al., 2009).

A= Estagio Infeccioso
A= Fase Diagnostico

Cercarias libertadas pelos caracois
o na agua, nadando livres
Esporocistos em caracol 9 A
(geragdes sucessivas) é

/ \\ Cercarias perdem caudas durante
0: penetra¢ao e transformam-se

/ Penetram em schistosumulas
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Figura 1: Ciclo evolutivo das espécies de Schistosoma. 1 - Ovos eliminados nas fezes de
hospedeiros mamiferos infectados, em contato com cole¢des hidricas, 2 - liberam larvas ciliadas,
denominadas miracidio, 3 - infectantes para 0s hospedeiros invertebrados, no caso caramujos
Biomphalaria. 4 - Nos caramujos, os parasitos se desenvolverdo até originar as 5 - larvas denominadas
cercarias, 6 - infectantes para mamiferos, e que saem ativamente para fora do caramujo para colecao hidrica
6, 7 e 8 cercarias atingem a circulagdo do individuo atingem o figado e se desenvolvem em vermes adultos.
A: Schistosoma japonicum; B: Schistosoma mansoni; C: Schistosoma haematobium; FONTE: modificado
de http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Schistosomiasis.htm.

Os principais sintomas da esquistossomose mansoni sdo decorrentes da resposta
do organismo frente a presenca dos ovos do parasito nos tecidos e normalmente séo
representados por fortes dores abdominais, diarreia e eventualmente sangue nas fezes. Em
casos avancgados da doencga € comum o figado e o bago se encontrarem aumentados (Oms,
2014).

O diagndstico ¢é realizado através da procura dos ovos do parasito nas fezes do
hospedeiro vertebrado e 0 método de escolha preconizado pela OMS para essa finalidade

é 0 Kato-Katz (Katz et al., 1972; Oms, 2014). Porém, o método Kato-Katz ndo é tdo
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efetivo em individuos com baixas cargas parasitarias, requerendo novas técnicas de maior
sensibilidade, como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real, que apesar
do alto custo e dificuldade de utilizacdo em campo, se desponta como uma Otima
alternativa em casos de davida diagndstica ou como controle de cura (Espirito-Santo et
al., 2014).

Coelho e colaboradores (2009) propds um novo método diagnéstico baseado na
sedimentagdo dos ovos do S. mansoni em gradiente salino, que se mostrou mais sensivel
que o Kato-Katz para areas de baixo indice de transmissao da esquistossomose mansoni
(Coelho et al., 2009). Outros métodos apresentam alta sensibilidade, mas ainda nédo se
encontram, assim como o gradiente salino, padronizados para uso como método de
escolha. E o caso dos métodos enzimaticos baseados em Elisa (Grenfell, Martins,
Drummond, et al., 2013; Grenfell, Martins, Enk, et al., 2013; Grenfell et al., 2014).

Existem evidencias de que a esquistossomose esteja interagindo com outras
doengas aumentando a morbidade destas (Secor, 2012; Mcclure et al., 2014).
Recentemente um paciente com carcinoma urogenital foi detectado com ovos de
Schistosoma sp na medula 6ssea, ele possuia histérico de esquistossomose 20 anos antes
quando esteve no Vietnam, &rea com alta prevaléncia desta doenca (Jones e Leday, 2014).
Além disso, Schistosoma haematobium estéa associado ao desenvolvimento de carcinoma

na bexiga (Honeycutt et al., 2014).

No controle a transmissao da esquistossomose inimeras técnicas sdo empregadas,
sendo que sua maioria como medidas de controle do hospedeiro intermediario. Evitar o
contato com aguas contaminadas e fazer uso de aguas tratadas bem como a educacdo para
a saude se despontam como as principais medidas de controle e combate a

esquistossomose (Evan Secor, 2014; Oms, 2014).

O uso de moluscicidas vem sendo constantemente sugerido para situacdes de alta
prevaléncia da doenca e com grande presenga caramujos susceptiveis (Treyvaud et al.,
2000; Dos Santos et al., 2007; Fabri et al., 2014; Martins et al., 2014; Pereira Filho et al.,
2014). Marques e colaboradores (2014) demonstraram a possibilidade de controlar a
transmissdo da esquistossomose através da introducdo de espécies resistentes de
caramujos em locais de alta endemicidade, onde os caramujos resistentes a infeccéo pelo
S. mansoni ao realizar a fecundagdo cruzada com outros individuos susceptiveis

transferem a estes o caractere de resisténcia, que € dominante, método eficiente e que ndo
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1.2

confere prejuizos ao ambiente como os moluscicidas (Marques et al., 2014). Uma vacina
infelizmente ainda ndo é uma realidade para a esquistossomose, embora avangos

importantes tenham sido feitos (Fonseca et al., 2012; You e Mcmanus, 2014).

Como forma de tratamento da esquistossomose a OMS preconiza 0 uso do
Praziquantel, que por ser totalmente eficiente contra todas as espécies de Schistosoma e
apresentar um custo baixo € a droga de escolha. Em alguns paises toda a populagédo
infectada de areas endémicas é tratada como medida profilatica. Contudo, o controle da
esquistossomose depende de um saneamento béasico eficiente, da educacdo em saude para
a populacdo e escolares, além do tratamento dos infectados e controle das populacdes
planorbidicas (Coeli et al., 2013; Oms, 2014).

INTERACAO PARASITO HOSPEDEIRO

Os moluscos apresentam um sistema inato de defesa contra potenciais patdgenos,
capaz de detectar e distinguir os alvos, moléculas, proprios de ndo proprios. A resposta
dos moluscos a patdgenos é realizada por um sistema de defesa diferente dos mamiferos,
pois atuam somente hemdcitos em cooperacdo com componentes humorais solGveis na
hemolinfa (Loker e Bayne, 2001). Ao entrar em contato com um hemdcito, o patégeno
desencadeia reacdes que mudam o comportamento do sistema de defesa do molusco;
desde a marcacdo por opsoninas para facilitar a fagocitose, alteragdes no perfil de
transcricdo de proteinas, até o comportamento de migracdo, degranulacdo e
encapsulamento promovido pelas células de defesa (Bayne et al., 1986; Loker e Bayne,
2001; Bayne, 2009; Negrao-Correa et al., 2012; Larson et al., 2014).

E considerada resisténcia toda vez que o sistema interno de defesa do caramujo
consegue evitar o estabelecimento e desenvolvimento do parasita, e susceptibilidade
quando as defesas do molusco em deter o desenvolvimento do parasita sdo ineficientes
(Theron e Coustau, 2005). Fatores fisioldgicos do hospedeiro invertebrado e parasito
também influenciam na infec¢do. Essa relacdo pode estar acompanhada de uma adaptacéo
entre parasita e hospedeiro, como demonstrado por Paraense e Corréa, em 1963, onde
linhagens de S. mansoni isoladas em B. glabrata de Minas Gerais foram incapazes de
infectar caramujos B. tenagophila em Séo Paulo, sugerindo um determinado tropismo dos
parasitas em relagdo aos caramujos de suas proprias regides, independente de uma espécie
ser mais suscetivel do que outra (Paraense e Correa, 1963a; b).
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Caramujos susceptiveis a infeccdo por S. mansoni podem, eventualmente,
apresentar tanto esporocistos mortos por seu sistema de defesa quanto esporocistos
viaveis, em um mesmo espécime. Assim, dentro de diversos cendrios de linhagens e
parasitos e hospedeiros, a infeccdo pode variar desde a destruicéo rapida do esporocisto,
poucos momentos apds penetrar no molusco, ou o desenvolvimento completo e a
liberacdo de cercarias. Essas variagBes ocorrem provavelmente porque ha um padrdo
individual de compatibilidade entre linhagens de parasitas e linhagens de hospedeiros,
tendo em vista que ha uma grande variedade genética destes, sendo 0 SUCesso ou insucesso
da infeccdo determinada pelo “status” de compatibilidade fenotipica entre molusco e
trematodeo (Theron e Coustau, 2005; Coelho et al., 2008; Nacif-Pimenta et al., 2012).

No Brasil, B. glabrata apresenta todas as linhagens geograficas susceptiveis a
infeccdo pelo S. mansoni, sendo apontada como a espécie vetora de maior importancia
epidemioldgica, além de ser a espécie modelo para estudos da interacdo
parasito/hospedeiro invertebrado. Nosso grupo tem estudado uma linhagem de caramujos
B. tenagophila oriunda da reserva bioldgica do Taim (RS), que demonstrou ser
completamente resistente a infec¢do por S. mansoni, sendo seu sistema interno de defesa
capaz de reconhecer e eliminar todos parasitas nas primeiras horas de infeccdo. O carater
de resisténcia dessa linhagem é geneticamente dominante sobre a susceptibilidade,
fazendo dessa linhagem uma referéncia no controle bioldgico da transmissdo da
esquistossomose mansoni, como sugerido por Rosa e colaboradores em 2005 (Rosa et al.,
2005; Martins-Souza et al., 2006; Marques et al., 2014).

Devido ao fato do sistema interno de defesa dos caramujos ser constituido por
componentes humorais sollveis na hemolinfa e componentes celulares, principalmente
0s hemacitos, a relacdo parasito-hospedeiro em todos os seus aspectos, esta condicionada
a capacidade do sistema interno de defesa em reconhecer e destruir o invasor, bem como
a capacidade evasiva do parasita e sua autodefesa contra o ataque deste sistema, que
envolve artimanhas sofisticadas, como o mimetismo de moléculas do caramujo, fazendo
com que o sistema interno de defesa do caramujo ndo seja habil em reconhecer essas
moléculas como ndo proéprias (Plows et al., 2005; Lehr et al., 2008; Bayne, 2009; Negrao-
Correa et al., 2012). Mesmo diante disso, quando o trematddeo € reconhecido pelo
sistema interno de defesa do molusco, uma série de reacdes e alteragdes no perfil de
expressao de genes é desencadeada, principalmente nos hemacitos, que atuam como

principais efetores da destruicdo do esporocisto. Espécies reativas de oxigénio e
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nitrogénio (ROS) e (NOS) sdo produzidas pelos hemdcitos, desencadeando a explosédo
respiratoria leucocitéria, presente em diversos organismos ao longo da evolugéo
(Dikkeboom et al., 1988; Boehmler et al., 1996; Hahn et al., 2000; 2001a; b; Bayne,
2009; Negrao-Correa et al., 2012).

Lockyer (2008) identificou através do transcriptoma de B. glabrata genes super-
expressos em caramujos resistentes, infectados com S. mansoni, relacionados as vias de
estresse oxidativo, sendo a enzima superdxido dismutase 0 mais expresso nos caramujos
infectados (Lockyer et al., 2008). Embora as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
por si sO, ndo sejam suficientes para destruir o esporocisto, sua atuacdo potencializando
os efeitos danosos da explosao respiratdria no parasita sdo notaveis e a identificacao de
genes envolvidos em mecanismos de protecdo das células do hospedeiro contra a acao
danosa dessa cascata oxidativa é de fundamental importancia (Dikkeboom et al., 1988;
Boehmler et al., 1996; Hahn et al., 2000; 2001a; b; Lockyer et al., 2008; Bayne, 2009;
Negrao-Correa et al., 2012).

Embora pouco eficientes sozinhos para destruir os esporocistos sem a participacao
dos hemacitos, os fatores solveis da hemolinfa os auxiliam significativamente nessa
tarefa. Estudos realizados com caramujos resistentes e susceptiveis demonstraram que é
possivel aumentar a resisténcia de um caramujo suscetivel contra S. mansoni apenas com
a transferéncia da hemolinfa de caramujos resistentes (Bayne et al., 1980a; b; Granath e
Yoshino, 1984; Van Der Knaap e Loker, 1990; Coelho e Bezerra, 2006; Pereira et al.,
2008; Bayne, 2009).

Através de suas caracteristicas morfologicas e bioquimicas os hemdcitos
circulantes na hemolinfa do molusco podem ser classificados em hialindcitos e
granulécitos. Os primeiros correspondem a 10% dos hemdcitos circulantes, sdo células
esféricas e pequenas com um grande ndcleo circundado por uma fina camada de
citoplasma, ndo apresentando pseuddpodes ou filopddios. Seu citoplasma é rico em
ribossomos e mitocondrias, apresentando um reticulo endoplasmatico rugoso pouco
desenvolvido e pequena quantidade de lisossomos. Ja os granulécitos representam 90%
dos hemdcitos circulantes, sdo células maiores e polimdrficas, emitem pseuddpodes,
apresentam citoplasma grande, contendo granulos basofilicos, complexo de Golgi bem

desenvolvido, densos aglomerados de lisossomos e mitocondrias, com grande presenca
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1.3

da enzimas fosfatase acida (Harris, 1975; Loverde et al., 1982; Barracco et al., 1993;
Bezerra et al., 1997; Johnston e Yoshino, 2001; Martins-Souza et al., 2003).

Estima-se que os hemdcitos circulantes sejam originados de forma multicéntrica
em Biomphalaria. Isso ocorreria a partir de uma camada endotelial de células que ocupa
0s espacos vasculares ao longo de todo o corpo do caramujo, dispensando a distribuicéo
dos hemocitos atraves da hemolinfa. Infiltrados e aglomerados de hemdcitos ja foram
descritos em 6rgdos como ovotesti, glandula digestiva e tecido renal, de moluscos
infectados. A cavidade do coragdo é outro local onde ja foram encontrados aglomerados
de hemdcitos, mesmo em caramujos nao infectados. (Pan, 1963; Azevedo et al., 2006;
Borges et al., 2006; Souza Sdos e Andrade, 2006; Silva-Neto et al., 2014).

Analises comparativas dos perfis diferenciais de expressdo de genes de linhagens
de Biomphalaria, expostos e ndo-expostos ao S. mansoni, demonstraram grande potencial
para explicar a susceptibilidade do molusco frente ao trematodeo, onde a expresséo de
diversos genes foi potencializada apds a estimulacdo de hemadcitos com antigenos do
parasita, em linhagens resistentes ao S. mansoni, sendo que 0 mesmo Nao ocorre NOS
moluscos susceptiveis. Alguns desses genes foram observados, dentro de uma mesma
linhagem de caramujos, em alta-expressdo em adultos resistentes e ndo-expressos nos
juvenis e sub-adultos susceptiveis (Durand et al., 2000; Bayne, 2009; Larson et al., 2014;
Zahoor et al., 2014).

PEQUENOS RNAs

Apesar do vasto conhecimento da biologia de B. glabrata, pouco ainda é
conhecido sobre a regulacdo da expressao de genes importantes para o seu crescimento e
sua inter-relacdo com o S. mansoni. Estudos recentes, em diversos organismos, desde
protozoarios unicelulares até multicelulares complexos, tém mostrado a importancia da
regulacao génica envolvendo pequenos RNAS, suas vias de processamento e sua atuacao
ao nivel celular (Moazed, 2009). Estes processos sao orquestrados por diversas proteinas
alcangando uma fina e especifica regulacdo do genoma e/ou transcriptoma. Alguns dos
principais pequenos RNAs ndo codificadores, sdo os microRNAs (miRNAS), 0s pequenos
RNAs interferentes (SIRNAs) e os RNAs associados a proteina PIWI (piRNAS). Estes
pequenos RNASs se diferenciam em nimero de nucleotideos, biogénese e o alvo final
(Kim et al., 2009).
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Vérias estratégias moleculares tém sido avaliadas para melhor entender os
mecanismos de resisténcia e susceptibilidade na interagcdo Biomphalaria/S. mansoni. As
moléculas envolvidas nos aspectos regulatérios do sistema interno de defesa durante a
interacdo entre parasito-hospedeiro invertebrado na esquistossomose ainda ndo estao
completamente elucidadas. Um grupo de moléculas que provavelmente podem estar
participando dessa interagdo, ainda pouco estudado, sdo 0s miRNAs. Estas moléculas de
RNA fita simples possuem em tamanho de 19 a 25 nucleotideos, ndo codificadores de
proteinas, que agem como potentes reguladores pds-transcricionais da expressdo génica
em plantas e animais. Sua biossintese é evolutivamente conservada e envolve clivagens
endonucleoliticas sequenciais mediadas por duas enzimas RNAse Ill, Dicer, e Drosha
(Kim, 2005; Kim et al., 2009; Davis-Dusenbery e Hata, 2010).

Estudos de bioinformatica estimam que existam mais de dois mil e quinhentos
miRNAs em humanos, e mais de 28 mil miRNAs depositados atualmente das mais
variadas espécies estudadas, desde procariotos a eucariotos, no principal banco de dados
para MiRNA o miRBase (http://www.mirbase.org/). Constituindo uma das maiores
classes de reguladores génicos, os miRNAs exercem seus efeitos regulatérios ligando-se
aregido 3’ nao traduzida de RNAs mensageiros alvo. Este mecanismo de atuagao permite
a reducdo dos niveis proteicos de seus genes-alvo, raramente afetando o nivel de
expressao transcricional (Berezikov et al., 2005; Kim, 2005; Kozomara e Griffiths-Jones,
2014).

Apesar de ndo terem suas funcOes totalmente esclarecidas, a descoberta dos
miRNAs atraiu a comunidade cientifica pelas evidéncias sugestivas de que estas
moléculas apresentam papel fundamental em diversos processos biolégicos. Em
mamiferos, estes pequenos RNAs foram associados a regulacao da proliferacdo celular,
apoptose, diferenciacdo celular, hematopoese, entre outras fungdes. Estudos recentes
enfatizam a importancia destas moléculas ao relatar alteracdes na expressdo dos miRNAs
em diferentes patologias humanas, inclusive no cancer (Esau et al., 2004; Zhang, 2009;
Costa et al., 2012; Kolenda et al., 2014; Melo e Esteller, 2014).
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1.4 BIOGENESE DOS PEQUENOS RNAs

Os pequenos RNAs ndo codificadores de proteinas apresentam uma ampla gama
de proteinas relacionadas a sua biogénese no espaco intra e extranucleares. Algumas
apresentam papel que se superpe entre as diversas classes dos RNAs ndo codificantes,
porém outras apresentam participacdo diferencial (Winter et al., 2009). Por exemplo, a
proteina RNAse 111 nuclear so participa da via de processamento de miRNAs (Han et al.,
2004; Ha e Kim, 2014). Ja outras proteinas sdo compartilhadas entre vias de
processamento de pequenos RNAs como Dicer (RNAse Il citoplasmética) e
componentes do complexo RISC (complexo de inducéo do silenciamento génico mediado
por RNA) (Carthew e Sontheimer, 2009; Ha e Kim, 2014). No citoplasma, proteinas como
Argonauta, principal componente de RISC, sdo distintas em suas agles, processando
diferentes RNAs e almejando diferentes tipos de alvos. A classe das proteinas Argonauta
é dividida em duas subclasses: Argonauta e PIWI. Cada classe € direcionada para um tipo
especifico de RNA, sendo a proteina PIWI participante da via de processamento de
piRNAs e a proteina Argonauta do processamento de miRNAs (Peters e Meister, 2007).
A biossintese de piRNAs ainda permanece ndo completamente entendida, mas as

proteinas Piwi e Tudor apresentam papeis destacados (Weick e Miska, 2014).

Para que um miRNA possa desempenhar suas fun¢fes como regulador génico, é
necessario que ele seja transcrito e processado por um conjunto de proteinas nucleares e
citoplasmaticas. Um miRNA pode ser codificado a partir de regides intronicas, transcritos
ndo codificadores ou a partir de exons. Normalmente eles estdo posicionados em Loci
proximos, sendo transcritos em conjunto formando estruturas policistronicas (Lee et al.,
2002; Hertel et al., 2006; Ha e Kim, 2014).

A via classica de sintese de um miRNA, esquematizada na figura 2, inicia-se com
atranscricdo de seu gene pela RNA polimerase I1, gerando um longo transcrito de miRNA
primario (pri-miRNA) contendo cap 5’ e cauda poli(A) (Lee et al., 2004). O pri-miRNA
apresenta uma estrutura hairpin em seu arcabouco que € clivada ainda no nucleo pela
RNase Il Drosha, e seu cofator DGCR8 (do inglés DiGeorge syndrome critical region
gene 8), gerando uma molécula precursora do miRNA maduro denominada pré-miRNA,
com cerca de 70 nucleotideos (Lee et al., 2003). Em seguida, o pré-miRNA é transportado
rapidamente ao citoplasma pela exportina-5 (Exp5), proteina de exportacdo nuclear que

utiliza Ran-GTP como co-fator. No citoplasma, o pré-miRNA ¢é processado pela RNase
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Il Dicer, gerando um miRNA fita dupla de 19 a 25 nucleotideos. Este produto é
incorporado a um complexo multimérico denominado RISC (do inglés RNA-induced
silence complex), que inclui as proteinas Argonautas como principais componentes.
Apenas uma das fitas do duplex de miRNA permanece no complexo RISC para controlar
a expressdo poés-transcricional de genes-alvo. A expressdo alterada de componentes da
maquinaria de biogénese dos miRNAs como Drosha, Dicer e Argonautas, tem sido
associada a diferentes tumores humanos, destacando a importancia desta via no
funcionamento celular adequado (Bernstein et al., 2001; Lee et al., 2003; Schwarz et al.,
2003; Lee et al., 2004; Lund et al., 2004; Esquela-Kerscher e Slack, 2006).
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Figura 2: Via de biogénese dos miRNAS. O gene de miRNA ¢é transcrito pela RNA polimerase
I1. O transcrito primério (primiRNA) apresenta uma estrutura hairpin, que é processada pela enzima RNase
111, Drosha juntamente com DGCRS, formando o miRNA precursor (pré-miRNA) de ~70 nucleotideos. A
proteina exportina-5 leva esse produto ao citoplasma para ser processado pela RNase |11, Dicer, gerando
um miRNA fita dupla de ~22 nucleotideos. Uma das fitas do duplex de miRNA é degradada enquanto a
outra permanece no complexo RISC para controlar a expressdo pds-transcricional de genes-alvo. Caso o
pareamento miRNA/MRNA alvo seja perfeito ocorre uma degradacdo completa do mRNA alvo, caso essa
associacao seja apenas parcial, havera uma repressdo translacional, onde o mRNA alvo seré silenciado mas
ndo degradado. Modificado de (Romero-Cordoba et al., 2014).

A regulacéo pés-transcricional exercida pelos miRNAs ocorre na regido 3> UTR
e depende do grau de complementaridade com o RNAm-alvo, podendo ocorrer por
inibicdo traducional ou degradacdo do RNAm. O pareamento de modo imperfeito com o
RNAmMm acarreta a inibicdo traducional do alvo, sendo 0 mecanismo principal de atuacao

dos miRNAs em mamiferos. Em funcdo dos miRNAs possuirem sequéncias pequenas e
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agirem sem a necessidade de pareamento completo, um Gnico miRNA pode regular
muitos RNAm-alvo, além de cooperarem no controle de um unico RNAm. Alguns
estudos indicam que um mIiRNA possa regular 200 RNAs apresentando funcoes
totalmente diversas. Desta forma, os miRNAs constituem uma enorme e complexa rede
regulatéria celular. Em plantas, a regulacdo dos miRNAs ocorre principalmente através
de sua interagdo perfeita com o0 RNAm, levando-o a degradacdo. No entanto, j& se tém
exemplos da ocorréncia deste silenciamento génico também em mamiferos. Apesar de
estarmos apenas no inicio de entender a biologia dos miRNAs, o crescente nimero de
trabalhos vem revelando importante desempenho destes pequenos RNAs em diversos
processos bioldgicos. Além disso, através da regulacao global da expressdo génica celular
e associacédo a diferentes funcdes, torna-se evidente que os miRNAs possam alterar a
progressao de diversas patologias (Brennecke et al., 2005; Valencia-Sanchez et al., 2006;
Brodersen e VVoinnet, 2009; Costa et al., 2012; Kolenda et al., 2014).

A biogénese de piRNAs ndo é tdo bem caracterizada quanto em miRNAs.
Atualmente varios modelos estdo em estudo para melhor entender a biogénese dessa
molécula, principalmente em Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster e Mus
musculus (Fu e Wang, 2014; Weick e Miska, 2014). O que se pode afirmar até 0 momento
é que existe uma grande quantidade de proteinas envolvidas nesse processo, onde €
essencial a participacdo de proteinas Piwi, Tudor e inlmeras proteinas parceiras como
Zucchini e Vasa (Ipsaro et al., 2012; Thivierge et al., 2012; Weick e Miska, 2014; Xiol
etal., 2014).

Os piRNAs foram inicialmente relacionados ao controle de transposons em
células germinais (Aravin et al., 2006; Girard et al., 2006). Experimentos demonstraram
gue a auséncia de Piwi gera inameros problemas de fertilidade em camundongos, o que
relaciona os piRNAs como potentes reguladores do processo reprodutivo (Carmell et al.,
2007). Contudo, hoje ja e conhecido o papel essencial de piRNAs também em tecidos
somaticos (Malone et al., 2009). Os piRNAs apresentam um comprimento de 24 a 30
nucleotideos e uma preferéncia por apresentar uma uracila em sua extremidade 5’ e um

acucar metilado no carbono 2 da extremidade 3’ (Saito et al., 2007; Saito et al., 2009).

Apesar do grande potencial, os estudos envolvendo miRNAs relacionados a
esquistossomose ainda ndo sdo uma realidade consolidada, embora tenham sido

identificados possiveis miRNAs de S. mansoni, através de técnicas de clonagem,
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sequenciamento e bioinformatica de pequenos RNAs (Simoes et al., 2011). Gomes et al
(2009) caracterizou a via de processamento de miRNAs em S. mansoni e demonstrou
expressao génica diferencial de dois genes chaves da via, Argonauta e Dicer, em diversos
estagios do parasito. Em 2011, dois trabalhos do grupo mostraram a presenca de miRNAs
e seus precursores no genoma de S. mansoni, além de sua importancia na regulacdo da
expressdo génica de alvos especificos (Gomes et al., 2009; De Souza Gomes et al., 2011;
Simoes et al., 2011).

Na relacdo Biomphalaria/S. mansoni, um ponto primordial é o fato do parasito
ndo apresentar a via de piRNAs ativa. Este fato pode conferir uma grande margem para
discussbes acerca da participacdo dos piRNAs no processo de interacdo parasita-
hospedeiro, uma vez que Aplysia californica, outro molusco, apresenta esta via ativa
(Gomes et al., 2009; De Souza Gomes et al., 2011; Rajasethupathy et al., 2012).
Confirmar a presenca da maquinaria de pequenos RNAs em B. glabrata é um grande

passo na direcdo de entender a relacdo Biomphalaria/S. mansoni.
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JUSTIFICATIVA

Apesar dos conhecimentos obtidos nos ultimos anos na interagdo Biomphalaria/s.
mansoni, essa relacao requer maiores estudos em alguns aspectos. Dentre elas a forma de
atuacdo do sistema interno de defesa, como e por que ele elimina o trematédeo em certas
linhagens e ndo em outras. Ou ainda, quais as estruturas dos hemacitos que estdo
envolvidas no reconhecimento do parasita. A compreensdo dos diferentes graus de
susceptibilidade das espécies do molusco, apresentando diferencas inter e
intraespecificas, € um desafio a ser vencido e pode contribuir para o desenvolvimento de

método para o controle da esquistossomose.

Para tanto, os estudos relativos aos pequenos RNAs constituem uma tecnologia
inovadora que pode contribuir de forma significativa para uma melhor compreensao da
biologia da interacdo Biomphalaria/S. mansoni. Isso € possivel através da descoberta de
moléculas de pequenos RNAs capazes de interferir diretamente no perfil de expresséo de
genes especificos relacionados ao processo de resisténcia ou susceptibilidade do caramujo
frente a infeccdo. O melhor entendimento desta relacdo pode fornecer informacdes
importantes para o desenvolvimento de estratégias mais eficientes para o controle da

transmisséo da esquistossomose.

O estudo da maquinaria de processamento dos pequenos RNAs se desponta como
0 marco inicial do processo. Uma vez que se faz necessario determinar a presenca das
proteinas das vias, principalmente de miRNAs e piRNAs, em B. glabrata, organismo

modelo nos estudos de interacdo parasita-hospedeiro na esquistossomose mansoni.

Como os estudos até o momento demonstram a auséncia da maquinaria de
piIRNAs em S. mansoni, a presenca desta em Biomphalaria pode conferir inUmeras
respostas ao processo de interacdo trematdédeo/molusco. Uma vez que, como piRNAs
estdo relacionados ao processo de desenvolvimento do animal, essa classe de moléculas
pode estar de certa forma, influenciando a relagdo de resisténcia do caramujo frente ao

trematédeo.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e caracterizar a maquinaria de processamento de miRNAs e piRNAs
em B. glabrata e validar sua atuacdo em diferentes estagios de desenvolvimento bem

como na interacao parasito/hospedeiro.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
v Andlisar in silico os genes responsaveis pela biogénese miRNAs e piRNAs.

v Validar genes da maquinaria de processamento de miRNAs e piRNAs por PCR em

Tempo Real.

v Analisar a expressdo dos diversos genes envolvidos na producdo de pequenos RNAs

em diferentes estagios de desenvolvimento e na interacdo parasito/hospedeiro.
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4.1

4.2

METODOLOGIA
CARAMUJOS

Foram utilizados neste estudo, caramujos da espécie B. glabrata linhagem de Belo
Horizonte (056/2012/SECEX/CGEN), susceptivel ao S. mansoni, obtida junto ao
Moluscério Lobato Paraense, do Centro de Pesquisas René Rachou, em Belo
Horizonte/MG, onde é mantida em condi¢des de laboratorio por mais de 25 anos. Para
realizacdo dos experimentos foram escolhidos caramujos cujo tamanho estivesse entre 7-
15 mm, além de desovas e caramujos imaturos sexualmente, afim de contemplar as
diversas fases de desenvolvimento do caramujo e possiveis variaveis na producdo de

pequenos RNAs.

Para os ensaios de infeccdo, caramujos B. glabrata de tamanho compreendido
entre 7 e 15 mm maduros sexualmente foram infectados individualmente com 30
miracidios de S. mansoni da cepa LE, gentilmente cedidos pelo moluscario Lobato
Paraense, e mantidos por 3 horas sob luz artificial e posteriormente mantidos em aquario
durante o periodo experimental em condi¢bes adequadas de desenvolvimento
padronizadas pelo moluscério (Souza e Passos, 2001). O grupo controle foi criado com
animais da mesma idade e quantidade do grupo experimental sem a presenca dos
miracidios. Foram retirados 30 animais de cada grupo antes do processo de infec¢do para
serem utilizados como tempo zero do experimento. Nos demais tempos experimentais
foram retirados 30 animais em cada grupo nos intervalos de 4 horas, 12 horas, 24 horas,
7 dias, 15 dias, 21 dias e 30 dias. Foi mantido um grupo de caramujos até os 38 dias de
infeccdo para confirmar que estes estavam eliminando cercarias, o que confirmou o

sucesso da infecgéo.
EXTRACAO DE mRNA E PCR

As amostras de caramujo utilizadas nos experimentos foram processadas
utilizando toda sua biomassa tecidual, incluindo a hemolinfa. Os caramujos foram
congelados em nitrogénio liquido, macerados com o auxilio do graal e homogeneizados
em Quiazol (QIAGEN™), conforme instrugdes do fabricante. Posteriormente o
homogeneizado foi transferido para microtubos de 1,5 mL e incubado por 5 minutos a
temperatura ambiente para permitir a completa dissociacdo dos complexos de

nucleoproteinas. A seguir foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio (Sigma - St. Louis,
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4.3

MO, USA) para cada 1,0mL de Quiazol. A mistura foi homogeneizada vigorosamente
com auxilio de um vértex. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 4°C sendo
a fase aquosa transferida para um novo tubo. Para extracdo de RNA mensageiro foi
utilizado o kit miRNAeasy (QIAGEN™), conforme instrugdes do fabricante. Um passo
seguinte foi a eliminacdo da presenca de DNA utilizando DNAse livre de RNAse
(QIAGEN™). No final as qualidades das preparacdes foram avaliadas em gel de agarose
1% e a pureza e quantificagdo foram determinadas utilizando o aparelho NanoDrop. Na
preparacdo dos cDNAs usamos High-Capacity (Life Technologies™) para obtencéo da
primeira fita a partir de 1 pg de RNA total. Para reacdo de PCR em tempo real, para
quantificacdo dos mMRNAs referentes as provaveis proteinas envolvidas nas vias de
biogénese de pequenos RNAs, foi utilizado Power SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems®) no aparelho (Applied Biosystems 7500), com ciclagem térmica
(95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, seguido
de anélise da curva de Melt de 60° a 95°C).

ANALISE IN SILICO

Foi utilizado para realizacdo desse trabalho o genoma de B. glabrata (Genome

Assembly v 4.1 — http://biology.unm.edu/biomphalaria-genome/index.html). Através

deste, foi possivel obter as sequéncias nucleotidicas referentes aos principais genes
envolvidos na biogénese de piRNAs e miRNAs de B. glabrata. Para obtencdo desses
genes em B. glabrata foram utilizadas sequéncias desses genes obtidas de Drosophila
melanogaster e Caenorhabditis elegans. Essas sequéncias foram confrontadas contra o
banco de dados de genoma e transcriptoma de B. glabrata (https://www.vectorbase.org).

As sequéncias obtidas foram recuperadas e utilizadas para caracterizacdo e validacdo da
maquinaria de processamento de miRNAs e piRNAs em B. glabrata. Foram gerados
primers para as sequéncias referentes aos genes Bgl-Argonauta, Bgl-Drosha, Bgl-Dicer,
Bgl-Piwi, Bgl-Loquacious, Bgl-Partner de Drosha (DGCRS8), Bgl-FMR-1 (Fragile X
Mental Retardation), Bgl-Tudor, Bgl-Exportina-5 e Bgl-Mioglobina, utilizando o

software Gene Runner (http://generunner.net/).

4.3.1 ANALISE DE DOMINIOS CONSERVADOS

As sequéncias de aminoacidos das preditas proteinas envolvidas na via de
processamento de pequenos RNAs ndo codificadores foram submetidas ao alinhamento

maultiplo de sequéncia utilizando a ferramenta ClustalX 2.1 (Thompson et al., 2002). Os
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dominios conservados foram recuperados separadamente das proteinas preditas e suas
homdlogas a fim de analisar atraves do alinhamento multiplo a presenca de residuos de
amino&cidos importantes para a respectiva proteina. Além disso, utilizamos o banco de
dados de familias de proteinas PFAM (http://pfam.sanger.ac.uk/) e o banco de dados de
dominios conservados CDD (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) para

auxiliar na anélise (Marchler-Bauer et al., 2015).
4.3.2 ANALISE FILOGENETICA

A analise filogenética foi realizada utilizando o método Neighbor-joining para
ambos grupos de sequéncia (Saitou e Nei, 1987). Uma &rvore consenso foi inferida
utilizando “bootstrap” para 1000 réplicas representando a historia evolutiva do grupo de
sequéncias estudadas. A distancia evolutiva foi computada utilizando o modelo JTT. A

analise filogenética foi conduzida no programa Megab.2 (Tamura et al., 2011).
4.3.3 SEQUENCIAMENTO

Para a validacdo dos “primers” foram realizadas PCRs (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) destes com DNA complementar (cDNA) oriundo de caramujos B. glabrata
adultos, onde cada primer foi processado separadamente em duplicatas. Os produtos de
PCR gerados foram transferidos para um microtubo de 1,5 ml, neste foi adicionando 53
ul da solucdo (Glicogénio 20mg/mL + acetato de s6dio 3M + etanol PA), a solucgéo foi
homogeneizada e incubada a -20°C por 45 minutos e posteriormente centrifugada por 15
minutos a 12000 xg. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi adicionado 500
pl de etanol 80 % gelado e centrifugado por 5 minutos a 12000 xg, o sobrenadante foi
descartado. Esta etapa foi repetida por duas vezes afim de eliminar todas as impurezas
presentes. O tubo contendo o precipitado permaneceu vertido na capela de exaustdo até
completa secagem. O produto de PCR foi ressuspendido em agua livre de enzimas
nucleases. Os amplicons purificados foram sequenciados em plataforma tipo Sanger
(Sanger e Coulson, 1975; Sanger et al., 1977) utilizando o aparelho ABI 3730 da Life
Technologies, conforme instrucdes do fabricante na plataforma de sequenciamento do

Centro de Pesquisas René Rachou.
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4.3.4 MONTAGEM DE CONTIGS

4.4

Para analisar a presenca de sobreposicdo entre as sequéncias obtidas no
sequenciamento e montagem dos contigs foi utilizado o algoritmo CAP3 (Huang e
Madan, 1999) disponivel em http://doua.prabi.fr/software/cap3.

ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

Os resultados obtidos na PCR em tempo real foram analisados utilizando o
software Rest 2009, disponivel em (http://www.rest.de.com). Este software utiliza os
valores de Ct (Ciclo threshold) dos genes alvo e enddgenos nas condi¢des tratadas e ndo
tratadas, além dos seus valores de eficiéncia. Técnicas de randomizagéo e “bootstrapping”
sdo utilizadas para demonstrar os valores de expressdo e significancia estatistica. Os
valores sdo plotados em escala logaritmica log'® (Pfaffl, 2001; Pfaffl et al., 2002;

Vandesompele et al., 2002).
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE IN SILICO

Para obtencdo dos preditos genes e proteinas das vias de miRNAs e piRNAs em

B. glabrata foram utilizadas sequéncias de proteinas conhecidas dos genomas de D.

melanogaster e C. elegans, que além de serem organismos modelo sdo também proximos

evolutivamente de B. glabrata. Estas proteinas foram confrontadas contra o banco de

dados de genoma e transcriptoma de B. glabrata (https://www.vectorbase.org). As

sequéncias de proteinas utilizadas nesta analise estdo disponiveis na tabela 1.

TABELA 1: Proteinas das vias de miRNA e piRNA em organismos modelo.

Nome ID Organismo
Argonauta Argonauta-1 - NP_725341.1 D. melanogaster
Dicer Dicer-1 - NP_524453.1 D. melanogaster
Drosha Drosha - NP_477436.1 D. melanogaster
Fmrl Fmrl - NP_731445.1 D. melanogaster
Loquacious Loquacious - NP_609646.1 D. melanogaster
TDRD1 Tudor - NP_476773.1 D. melanogaster
PIWI Argonauta 3 - NP_001036627.2 D. melanogaster
Tudor Tudor-SN - NP_612021.1 D. melanogaster
SPN-E Spindle E - NP_476741.1 D. melanogaster

Exportina 5 Proteina XPO-1 - NP_741567.1 C. elegans

Mioglobina Proteina GLB-13 - NP_510079.2 C. elegans

Partner- Drosha  Partner-Drosha - NP_001263149.1

D.

melanogaster

Nesta analise foi obtido inicialmente o posicionamento desses preditos genes, no

genoma de B. glabrata (tabela 2). Foram recuperadas sequéncias “scaffold” para todos 0S

preditos genes em que foram encontradas as sequéncias, além de suas respectivas fitas no

DNA. Nos casos de Bgl-Argonauta, Bgl-Dicer, Bgl-Drosha, Bgl-Piwi e Bgl-Tudor foi

possivel ainda recuperar sequéncias ESTSs.
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TABELA 2: Posicionamento dos preditos genes em B. glabrata.

Nome Posicdo no Genoma Contig Fita EST Bgl clustered
Bal-Ardonauta Scaffold LG46i_random_Scaffold 473.9 EST Bglabrata-16-03-
gi-Arg 473:79990-93283 : 09_54304-contig_11202
. Scaffold LG33_random_
Byl-Dicer Scaffold118: 304037-320879 18+ N-A
Scaffold_LG73i_random_ ) EST_Bglabrata-16-03-
2y HErE Scaffold 3021:4712-37027 S 09_54304_contig_12992
Bal-Emrl Scaffold_LGUN_random_ 7436 i EST_Bglabrata-16-03-
g Scaffold74: 255517-266655 ' 09_54304-contig_13357
. Scaffold_LGUN_random_
Bgl-Loquacious g cro1d300; 172373-176683 L0204 7 N-A
Scaffold LG4_random_
Bgl-TDRD1 Scaffold1766: 22826-47531 /063 - N.A
EST_Bglabrata-16-03-
Scaffold_LGUN_random_ ) 09_54304-contig_2477
AL Scaffold443:34109-49170:1 e e EST Bglabrata-16-03-
09_54304-contig_13991
EST_Bglabrata-16-03-
Scaffold_LGUN_random_ 09_54304_contig_5431
Bl-Tudor Scaffold1451: 25731-37471:1 15 ' o EST Bglabrata-16-03-
09_54304-contig_12018
Scaffold LG27_random_
EiePIE Scaffold6a: 204653-230649 6423 N-A
. LGUN_random_Scaffold
Bgl-Exportin 5 334:178309-179622:-1 395.19 - N.A
. LGUN_random_Scaffold
Bgl-Myoglobin 5091:5912-9498:-1 5091.1 + N.A
Bgl-Partner- LGUN_random_Scaffold1:
Drosha 919394-953868:-1 19476+ N-A

As sequéncias de proteinas dos organismos modelo foram submetidas a anlise de
similaridade no Blastp do banco de dados de B. glabrata. As preditas proteinas obtidas
no genoma de B. glabrata bem como seus transcritos codificadores acompanhados de
seus respectivos tamanhos de aminoacidos e nucleotideos podem ser observados na tabela
3. As sequéncias de aminoacidos destas preditas proteinas foram submetidas a uma
andlise contra 0 banco de dados ndo redundante do NCBI para obtencdo dos seus
possiveis ortdlogos de outras especies. Como resultados dessa analise foram recuperadas
sequéncias equivalente aos genes de B. glabrata nos moluscos Aplysia californica e

Lottia gigantea.
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TABELA 3: Preditos genes e proteinas das vias de miRNAs e piRNAs de B. glabrata.

. Transcrito Proteina Ortologa Blastp E-
Gene Via ID T(bp) ID () NCBI value
Argonauta
A 'f’)?]'éu o MIRNA %fg'ég'_vFLPAo 2565 %%82’;? 855  XP_005107588.1 0
g [Aplysia californica]
Dicer
. . BGLTMPO BGLTMPO
Bgl-Dicer miRNA 01707-RA 6579 01707-PA 2165 XP_(_30510_6232_.1 0
[Aplysia californica]
Ribonuclease3
. BGLTMPO BGLTMPO
Bgl-Drosha miRNA 02761-RA 3387 02761-PA 1128 XP_(_)0510_7264_.1 0
[Aplysia californica]
FMR
. BGLTMPO BGLTMPO
Bgl-Fmrl MIiRNA 12686-RA 1184 12686-PA 376 NP_(_)0119_1563_.1 0
[Aplysia californica]
Bgl- : BGLTMPO BGLTMPO XP_005098097.1 - i
Loquacious IR 09419-RA 22/ 09419-PA S [Aplysia californica] Be-167
. BGLTMPO BGLTMPO XP_005100619.1 -
Bgl-TDRDL  pIRNA  go060-rA 9999 02060-PA 3332 [apiysia californica] ~ °
Piwi
. BGLTMPO BGLTMPO
Bgl-PIWI piIRNA 09852-RA 2565 09852-PA 854 XP_(_)0509_6149_.1 0
[Aplysia californica]
. BGLTMPO BGLTMPO XP_005100071.1 -
Bgl-Tudor — pIRNA 51883 ra 259 gaggzpa 8% [apiysiacalifornica] ~ °
. BGLTMPO BGLTMPO XP_005093451.1 -
Bgl-SPN-E  pIRNA  1135ra 427 o1135.pA 142 [Apiysia californica]  °
Bgl- . BGLTMPO BGLTMPO XP_005110990.1 -
Exportina 5 MIRNA 08611-RA 1314 08611-PA 437 [Aplysia californica] 00
Mioglobina
Bgl- BGLTMPO BGLTMPO
. . Controle 453 150 XP_009053623.1 4e-97
Mioglobina 10556-RA 10556-PA [Lottia gigantea]
Bgl-Partner- . BGLTMPO BGLTMPO XP_005100879.1 -
Drosha ~ MRNA o360 rA 4983 g3oe2.pa 1380 ranivsiacalifornica] P

5.2 ANALISE DE DOMINIOS CONSERVADOS

Para caracterizacdo das proteinas preditas, analises de dominios conservados

foram desenvolvidos. Para tanto foram obtidas sequéncias de proteinas dos possiveis

ortologos das preditas proteinas de B. glabrata. Suas sequéncias de aminoacidos foram

utilizadas como “query” na analise contra o banco de dados RefSeq do NCBI. Assim,

aquelas com os melhores “hits” e consequentemente maior porcentagem de semelhanca

com a “query” foram selecionadas e suas sequéncias fasta recuperadas para analise de

dominios conservados, filogenia e alinhamento global. Foram obtidas sequéncias de

especies referéncia e daquelas proximas filogeneticamente de B. glabrata, como D.

melanogaster, C. elegans, D. rerio, H. sapiens, M. musculus. Aléem de outras com

importancia na relagcdo parasito-hospedeiro.

40



A anélise com as proteinas ortdlogas demonstrou que Bgl-Argonauta (Tabela 4),
possui um tamanho predito de 855 amino&cidos (aa), Bgl-Piwi (Tabela 5) possui 854 aa,
Bgl-Drosha (Tabela 6) possui 1128 aa e Bgl-Dicer (Tabela 7) possui 2165 aa. N0ssos
resultados mostraram que, ao nivel de aminoécidos, estas proteinas estdo bem
conservadas quando comparadas aos seus ortélogos, encontrados em diversas espéecies

separadas em dois grupos taxondmicos distintos, protostdomios e deuterostomios.

Tabela 4: Similaridade entre Bgl-Argonauta e suas ortologas de organismos

Protostomios e Deuterostdmios.

Organismo Proteina ID E-value Blastp Tamanho (aa)
Biomphalaria g T07poo1980-PA N.A 855
glabrata
Aplysia XP_005107587.1 0.0 932
californica
Lottia gigantea XP_009064000.1 0.0 919

Metaseiulus XP_003747659.1 0.0 887

occidentalis -

Ceratitis capitata XP_004529840.1 0.0 982
Drosophila NP_725341.1 0.0 984
melanogaster -

Apis dorsata XP_006622112.1 0.0 818
Homo sapiens NP_036286.2 0.0 859
Mus musculus NP_700451.2 0.0 860

Crassostrea gigas EKC19600.1 0.0 1002
Caenorhabditis — \p g01957239.1 0.0 1023
elegans -
Rattus NP_067608.1 0.0 863
norvegicus
Danio rerio NP_001289151.1 0.0 873
Canis lupus XP_005629013.1 0.0 860
familiaris -
Musca domestica XP_005175308.1 0.0 987
Bombus terrestris XP_003400152.1 0.0 928
Gallus gallus XP_004940123.1 0.0 863
Bos taurus NP_991363.1 0.0 860

Schistosoma Sjp_0044720.1 0.0 087

japonicum

Schistosoma Smp_198380.1 0.0 928

mansoni
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Tabela 5: Similaridade entre Bgl-Piwi e suas ortélogas de organismos Protostomios

e Deuterostomios.

Organismo Proteina ID E-value Blastp  Tamanho (aa)
Biomphalaria g +\ip009g52-PA N.A 854
glabrata
Aplysia XP_005096149.1 0.0 918
californica
~oftla XP_009064630.1 0.0 791
gigantea
Nematostella v p 1)1641904.1 0.0 871
vectensis -
Hydra NP 001274302.1 0.0 889
vulgaris -
Drosophila NP 476875.1 2e-170 843
melanogaster -
Homo sapiens NP_004755.2 0.0 861
Mus musculus NP_067286.1 0.0 862
Crassostrea EKC35279.1 0.0 885
gigas
Danio rerio NP_899181.1 0.0 858
Canis lupus XP 534638.2 0.0 861
familiaris -
Rattus XP 008764202.1 0.0 848
norvegicus -
Gallus gallus NP_001092322.1 0.0 867
Bos taurus XP_618020.4 0.0 861
Aedes aegypti XP_001652945.1 0.0 944
Bombus XP_003400353.1 0.0 902
terrestris
U XP_005183556.1 0.0 929
domestica
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Tabela 6: Similaridade entre Bgl-Drosha e suas ortologas de organismos

Protostdmios e Deuterostomios.

Organismo Proteina ID E-value Blastp  Tamanho (aa)
Biomphalaria 5~ 1)1p002761-PA N.A 1128
glabrata
Tribolium XP_008199088.1 0.0 1176
castaneum
Apis dorsata XP_006618766.1 0.0 1307
Apis mellifera  XP_006558454.1 0.0 1307
BV XP_003394274.1 0.0 1306
terrestris
Drosophila NP 477436.1 0.0 1327
melanogaster -
Homo sapiens XP_005248351.1 0.0 1306
Mus musculus XP_006520084.1 0.0 1393
IR EKC20603.1 0.0 1354
gigas
Caenorhabditis  \p 101122460.2 26-87 1081
elegans -
Danio rerio NP_001103942.1 0.0 1289
Rattus NP_001101125.2 0.0 1373
Nnorvegicus -
Canis lupus XP_854135.2 0.0 1373
familiaris -
Bos taurus XP_591998.4 0.0 1330
U XP_005186977.1 0.0 1384
domestica
Gallus gallus NP_001006379.1 0.0 1336
Schistosoma Smp_142510.2 1.3e-124 1577
mansonli
Schistosoma Sjp_0048900.1 3.7¢-135 1611
japonicum
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Tabela 7: Similaridade entre Bgl-Dicer e suas ortologas de organismos Protostomios

e Deuterostomios.

Organismo Proteina ID E-value Blastp Tamanho (aa)
Biomphalaria g~ 7 16001707-PA N.A 2165
glabrata
Aplysia XP_005106232.1 0.0 2495
californica
Drosophila NP 524453.1 0.0 2249
melanogaster -
Mus musculus NP_683750.2 0.0 1906
Apis dorsata XP_006618601.1 3e-172 1954
Ceratitis XP 004523314.1 7e-142 2306
capitata -
Metaseiulus XP 003745061.1 9e-141 1863
occidentalis —
Caenorhabditis NP 498761.2 6e-111 1910
elegans -
Danio rerio NP_001154925.1 0.0 1865
Canis lupus XP_868526.3 0.0 1924
familiaris
Rattus XP 008774532.1 0.0 1918
norvegicus -
Bos taurus NP_976235.1 0.0 1923
Musca XP 005179924.1 4e-149 2385
domestica —
Schistosoma Smp_169750.2 2.5e-161 2541
mansoni

Para identificacdo dos dominios conservados nas preditas proteinas Bgl-
Argonauta, Bgl-Piwi, Bgl-Drosha e Bgl-Dicer e suas ortélogas, as sequéncias de
aminoéacidos foram submetidas ao alinhamento global contra o banco de dados de familias

de proteinas PFAM (http://pfam.xfam.org/). Para encontrar os sitios ativos com a

localizagéo exata dos residuos cataliticos nos dominios das preditas proteinas foi utilizado
0 banco de dados CDD (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cqi)
(Marchler-Bauer et al., 2015).

Bgl-Argonauta (Tabela 8) apresentou os dominios altamente conservados DUF
posicionado entre os aminoacidos 191 a 242, PAZ posicionado entre os aminoacidos 252
a 369 e PIWI posicionado entre os aminoacidos 557 a 849. Esses resultados nos mostram

gue o dominio PIWI em B. glabrata possui 292 residuos de aminoacidos.
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Tabela 8: Dominios conservados para Bgl-Argonauta e seus ortélogos.

Alinhamento

Organismo ID NCBI Familia  ID Pfam — - E-value
Inicio Fim

_ _ DUF1785 PF08699 191 242  9.9e-22

B'%Ta%ﬁg'tg”a BGLTMPO01980-PA  PAZ  PFO2170 252 369  1.3e-26

Piwi  PFO2171 557 849  3.3e-102

_ DUF1785 PF08699 242 203  1.1e2l

. Q‘;gsr:‘?ca XP_005107587.1 PAZ _ PF02170 303 437  7.1e-38

Piwi  PF02171 584 884  8.7e-108

DUF1785 PF08699 235 287  1.2e-22

Lottia gigantea  XP_009064000.1 PAZ  PF02170 296 430  9,00E-39

Piwi  PFO2171 577 877  8.7e-110

_ DUF1785 PF08699 203 255  3.5¢-22

';’(':itlf‘jzer:gl‘f: XP_0037476509.1 PAZ  PFO2170 265 398  6.3¢36

Piwi  PFO2171 546 845  3.le-111

N DUF1785 PF08699 283 335  3.9e-22

S;;‘;"tgtts XP_004529840.1 PAZ  PF02170 343 478  3.3e:37

Piwi  PFO2171 640 940  4.9e-111

_ DUF1785 PF08699 284 336  3.8e-22

m'?elrgrs]‘;‘;r;'s'taer NP_725341.1 PAZ  PFO2170 344 479  22e31

Piwi  PFO2171 642 942  21le-111

DUF1785 PF08699 126 178  1.4e-22

Apisdorsata  XP_006622112.1 PAZ  PFO2170 187 321  1.1e-36

Piwi  PFO2171 475 776  5.3e-110

DUF1785 PF08699 175 227  1,00E-20

Homo sapiens NP_036286.2 PAZ  PFO2170 235 370  19e-39

Piwi  PFO2171 518 817  lde-111

DUF1785 PF08699 176 228  1.9e-21

Mus musculus NP_700451.2 PAZ  PFO2170 237 371  2.5e-38

Piwi  PFO2171 518 818  9.3¢-110

DUF1785 PF08699 228 280  5.5e-21

Crag’is’g";’;rea EKC19600.1 PAZ  PF02170 291 422  1.3e-35

Piwi  PFO2171 570 870  4.5e-109

N DUF1785 PF08699 309 390  4.2¢-18

Caegl‘;;gibsd'“s NP_001257239.1 PAZ  PFO2170 399 534  2,00E-37

Piwi  PFO2171 682 981  3.8¢-113

DUF1785 PF08699 179 231  1,00E-20

no'fj‘;;‘:gus NP_067608.1 PAZ  PFO2170 239 374  19e39

Piwi  PFO2171 522 821  2.le-11l

DUF1785 PF08699 189 241  4,00E-21

Danio rerio NP_001289151.1 PAZ  PFO2170 249 384  5.8e-40

Piwi  PFO2171 532 831  1.2e-109

Canis lupus DUF1785 PF08699 176 228  1.9e-21

familialr'Jis XP_005629013.1 PAZ PF02170 237 371 2.5e-38
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Piwi  PF02171 518 818  6.8e-110
DUF1785 PF08699 288 340  3.7e-22
dé\:'n‘gi . XP_005175308.1 PAZ  PF02170 348 483  17e-3
Piwi  PF02171 645 945  500E-111
DUF1785 PF08699 236 288  1.7e-22
gf:‘;sbt‘r‘fs XP_003400152.1 PAZ  PF02170 297 431  1.3¢-36
Piwi  PF02171 585 886  6.8e-110
DUF1785 PF08699 179 231  1,00E-20
Gallus gallus XP_004940123.1 PAZ PF02170 239 374 2.3e-39
Piwi  PF02171 522 821  3.e-111
DUF1785 PF08699 176 228  1,00E-20
Bos taurus NP_991363.1 PAZ  PF02170 236 371  1.9e-39
Piwi  PF02171 519 818  3.7e-111
_ DUF1785 PF08699 244 296  7.6e-22
SCQE;‘;Z‘;‘T"" Smp_198380.1 PAZ  PFO2170 305 439  3.4e-37
Piwi  PF02171 586 886  8.4e-112
_ DUF1785 PF08699 307 355  5.2¢-20
Schistosoma Sjp_0044720.1 PAZ  PF02170 364 498  2.8e-37
japonicum —
Piwi  PF02171 645 945  9.4e-112

Nas analises da predita proteina Bgl-Piwi, na tabela 9, foram encontrados 0s

dominios PAZ e PIWI, com o primeiro sendo representado entre os aminoacidos 271 a

405. O dominio PIWI estd contido entre os aminoacidos 547 e 839, totalizando 292

residuos. Em nossas andlises ndo foi possivel encontrar ortélogos para Bgl-Piwi em

Schistosoma mansoni nem em Schistosoma japonicum, disponiveis no GeneDB

(http://www.genedb.ora/), confirmando que esse parasito ndo possui a via de piRNAs em

seu genoma.

Tabela 9: Dominios conservados para Bgl-Piwi e seus ortologos.

Organismo ID NCBI Familia 1D Pfam Alln_hamerlto E-value
Inicio FIm
Biomphalaria PAZ PF02170 271 405 8.1e-35
glabrata BGLTMP009852-PA Piwi PF02171 547 839 1.6e-96
Aplysia PAZ PF02170 336 462 2.8e-35
californica XP_005096149.1 Piwi PF02171 612 904 8.4e-93
Lottia PAZ PF02170 206 340 7.6e-35
gigantea XP_009064630.1 Piwi PF02171 484 777 1.1e-99
Nematostella PAZ PF02170 281 412 1.1e-36
vectensis XP_001641994.1 Piwi PF02171 558 857 3.7e-95
NP_001274302.1 PAZ PF02170 303 441 1.3e-31
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Hydra

. Piwi  PF02171 585 875  1E-101
vulgaris

Drosophila PAZ  PF02170 263 394  1.3e-33

melanogaster NP_476875.1 Piwi PF02171 538 829  4.1e-97

GAGE PF05831 1 106 1.8e-05

Homo sapiens NP_004755.2 PAZ PF02170 278 413  7.8e-40

Piwi  PFO2171 556 847  8E-107

PAZ PFO2170 279 414 4.3e-40

Mus musculus NP_067286.1 Piwi  PF02171 557 848 6.4e-105

. PAZ PFO2170 247 378 2.1e-33

rasfoasgrea EKC35279.1 Piwi  PFO2171 526 645 9.1e-28

g9 Piwi  PFO2171 646 871 9.8¢-76

. PAZ PF0O2170 276 410 4.3e-35

Danio rerio NP_899181.1 Piwi  PF02171 552 844  3E-101

Conic | GAGE PF05831 1 106  0,00009

fiﬂ?.iﬁﬁﬁs XP_534638.2 PAZ  PF02170 278 413  6.9e-40

Piwi  PF02171 556 847 7.4e-106

Rattus PAZ PF02170 267 401 4.2e-35

norvegicus XP_008764202.1 Piwi PF02171 542 834  1.4e-89

PAZ PF02170 286 419 6.8e-38

Gallus gallus NP_001092322.1 Piwi PEO2171 562 853 8.46-106

GAGE PF05831 1 106 0.00012

Bos taurus XP_618020.4 PAZ PF02170 278 413  6.8e-40

Piwi  PF02171 556 847 7.4e-106

_ PAZ PF02170 363 496  4.1e-32

Aedes aegypti XP_001652945.1 Piwi PEO2171 638 930 3.76-89

Bombus PAZ PF02170 331 450 3.7e-25

terrestris XP_003400353.1 Piwi  PFO2171 596 887  2.9¢-92

Musca PAZ PF02170 347 480 7.8e-32

domestica XP_005183556.1 Piwi  PFO2171 624 914  4.7¢-89

Nas andlises de Bgl-Drosha (Tabela 10) ficou evidente que esta predita proteina

ainda ndo estd completa no banco de dados de B. glabrata, apresentando apenas um

dominio Riboc. O primeiro dominio Riboc, esta compreendido entre os aminoacidos 923

a 1030, totalizando 107 residuos no dominio. E possivel perceber ainda a presenca do

dominio DSRM, importante para a ligacdo a dupla fita de RNA, compreendido entre o0s
aminoacidos 1065 e 1124,
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Tabela 10: Dominios conservados para Bgl-Drosha e seus ort6logos.

Alinhamento

Organismo ID NCBI Familia ID Pfam - . E-value
Inicio Fim

Biomphalaria Riboc_ 3 3 PF14622 923 1030  3.5e-22

glabrata BGLTMP002761-PA dsrm PFO0035 1065 1124  6.7e-07

o Riboc 3 3 PF14622 721 830  3.3e-22

CT;S'fa?]':l‘J”r:] XP_008199088.1 Riboc 3  PFO0636 905 991  3.2e-20

dsrm PFO0035 1019 1087  3.76-08

Riboc 3 3 PF14622 883 991  1.1e-22

Apis dorsata XP_006618766.1 Riboc 3  PF00636 1065 1151  6.2¢-20

dsrm PFO0035 1179 1250  2.3e-10

Riboc 3 3 PF14622 883 991  1.1e-22

Apis melifera XP_006558454.1 Riboc 3  PFO0636 1065 1151  6.2¢-20

dsrm PFO0035 1179 1250  2.3e-10

Riboc 3 3 PF14622 882 989  1.8e-22

tgfr?s?fjs XP_003394274.1 Riboc 3  PFO0636 1064 1150  6.2¢-20

dsrm PFO0035 1178 1249  2.3e-10

_ Riboc 3 3 PF14622 829 936  2.1e-22

Drosophila NP_477436.1 Riboc 3  PFO0636 1012 1098 1,00E-20
melanogaster - = :

dsrm PFO0035 1126 1197  9.7e-13

Riboc 3 3 PF14622 894 1002 5,00E-24

Homo sapiens XP_005248351.1 Riboc 3  PF00636 1076 1164 3,00E-21

dsrm PFO0035 1193 1263  8.5¢-14

Riboc 3 3 PF14622 981 1089  5.4e-24

Mus musculus ~ XP_006520084.1 Riboc 3  PFO0636 1163 1251  3.3e-21

dsrm PFO0035 1280 1350  9.2¢-14

Riboc 3 3 PF14622 896 1005 3.3e-24

Crassostrea gigas EKC20603.1 Riboc 3 3 PF00636 1057 1180  1.6e-21

dsrm PFO0035 1196 1265  2.8e-09

N Riboc 3 3 PF14622 687 789  2.2e-19

Caeggégibsd'“s NP 0011224602  Riboc 3  PFO0636 868 955  8.3e-19

dsrm PFO0035 983 1055  1.26-09

Riboc 3 3 PF14622 882 989  3.7e-25

Danio rerio NP_001103942.1 Riboc 3  PF00636 1064 1152  4.2¢-21

dsrm PFO0035 1181 1251  8.3e-14

Riboc 3 3 PF14622 961 1069  5.6e-24

Rattus NP_0011011252  Riboc 3  PF00636 1143 1231 3.2e-21

norvegicus - =

dsrm PFO0035 1260 1330 9,00E-14

_ Riboc 3 3 PF14622 961 1069  5.3¢-24

C}Z’;‘}fl:gflgs XP_854135.2 Riboc 3  PF00636 1143 1231 3.2e-21

dsrm PFO0035 1260 1330 9,00E-14

Riboc 3 3 PF14622 918 1026 5.le-24

Bos taurus XP_591998.4 Riboc_3 PFO0636 1100 1188 3.1le-21

dsrm PFO0035 1217 1287 8.7e-14

Musca domestica XP_005186977.1 Riboc_3 3 PF14622 817 925 3.9¢e-23
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Riboc 3  PFO0636 1001 1087  3.7e-20

dsrm PFO0035 1115 1186 1.le-12

Riboc 3 3 PF14622 924 1032 4.3e-24

Gallus gallus NP_001006379.1  Riboc 3  PF00636 1106 1194  4.4e-21
dsrm PFO0035 1223 1293  8.7e-14

_ Riboc 3  PF14622 966 1056  1.4e-16
SCQ:;‘;Z?\T’" Smp_142510.2 Riboc 3  PF00636 1145 1236 1.6e-21
dsrm PFO0035 1265 1334  9.3e-11

_ Riboc 3 3 PF14622 940 1050  6.2e-17
S’J‘;g'g;"lianr;a Sjp_0048900.1 Riboc 3  PFO0636 1129 1279  7.5e-23
dsrm PFO0035 1308 1362  2.8¢-08

Nossos resultados demonstraram que todos os dominios presentes em Dicer sdo

encontrados em Bgl-Dicer e seus ortélogos das demais espécies analisadas (Tabela 11).

O dominio Helicase estd compreendido entre os aminoacidos 427 a 502, o dominio Dicer

entre 592 a 683, PAZ entre 885 a 1049. No que diz respeito aos dominios cataliticos

Riboc, o primeiro estd compreendido entre os aminoécidos 1665 a 1842, totalizando 177

residuos no dominio, o segundo dominio Riboc estd compreendido entre 0s aminoacidos

1951 a 2086, com um total de 135 residuos neste dominio. Encontra-se ainda o dominio
DSRM entre os aminoacidos 2117 a 2155.

Tabela 11: Dominios conservados para Bgl-Dicer e seus ortélogos

. . ID Alinhamento
Organismo ID Familia PEAM  Inicio  Fim E-value
Helicase C  PF00271 427 502  1.3e-11
Dicer_dimer PF03368 592 683  1.5e-26
Biomphalaria BGLTMPOOL707-PA F’AZ PF02170 885 1049 1.7e-29
glabrata Riboc_3 PFO0636 1665 1842 3.2e-33
Riboc_3 PFO0636 1951 2086  1.5e-22
dsrm PFO0035 2117 2155 7.1e-05
Helicase C  PF00271 519 582  2.8e-13
Dicer_dimer PF03368 676 768  2.4e-26
Aplysia PAZ PF02170 947 1111 4,00E-34
cali[lzoyrnica XP_005106232.1 Riboc_3 PF00636 1972 2157 1.1e-30
Riboc_3 PFO0636 2265 2398 2,00E-22
dsrm PFO0035 2436 2485 6.1e-05
Helicase C  PF00271 544 604  3.3e-17
Drosophila Dicer_dimer PF03368 825 918  3.7e-28
melanogaster NP_524453.1 PAZ PF02170 1111 1267 7.2e-37
Riboc_3 PFO0636 1742 1919 3.9e-35
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Riboc 3  PF00636 2029 2149 3.9e-22

DEAD  PF00270 36 198  3.9e-10

Helicase C  PF00271 485 544  2.2e-17

Dicer dimer PF03368 620 711 1,00E-30

Mus musculus NP_683750.2 PAZ PFO2170 884 1054 4.5e-39
Riboc 3  PF00636 1303 1561 3.8¢-48

Riboc 3  PF00636 1686 1808 3.3¢-23

Helicase C  PF00271 490 549  1.2e-15

Dicer_dimer PF03368 624 718  9.9e-28

Apis dorsata XP_006618601.1 PAZ PF02170 915 1064 3.4e-35
Riboc 3  PFO0636 1438 1613 1.5¢-34

Riboc 3  PF00636 1733 1854 1.2¢-22

Helicase C  PF0O0271 532 592  4.9e-17

N Dicer_dimer PF03368 875 968  1.4e-25
S;;i:tts XP_004523314.1 PAZ PF02170 1168 1316 1.3e-35
Riboc 3  PF0O0636 1798 1977 8.4e-35

Riboc 3  PF00636 2086 2206 2.4e-22

Helicase C ~ PF00271 465 512  3,00E-06

_ Dicer dimer PF03368 594 685  3.7¢-24
';’éi:%iﬂ?;ﬁ: XP_003745061.1 PAZ PF02170 870 1020 5.8¢-32
Riboc 3  PF00636 1379 1519 5.2¢-33

Riboc 3  PF00636 1607 1729 5.6e-23

DEAD  PF00270 15 184  6.le-13

Helicase C  PF00271 436 498  1.7e-16

Caenorhabditis NP 4987612 Dicer_dimer PF03368 571 666 1.3e-27
elegans - PAZ PF02170 851 1025 6.1e-45
Riboc 3  PF00636 1413 1588 4.3e-31

Riboc 3  PF00636 1679 1805 2.6e-21

DEAD  PF00270 36 194  2.le-11

Helicase C ~ PF0O0271 481 540 2,00E-17

o Dicer dimer PF03368 616 707 2,00E-29
Danio rerio NP_001154925.1 PAZ PFO2170 880 1050  176-38
Riboc 3  PF00636 1295 1551 1.1e-49

Riboc 3  PF00636 1645 1767 3.4e-23

DEAD  PF00270 47 209  1.2e-10

Helicase C  PF00271 496 555  2.7e-17

Canig !up_us XP 868526.3 Dicer_dimer PF03368 631 722 1.9e-30
familiaris - PAZ PF02170 895 1065 4.6e-39
Riboc 3  PF00636 1315 1577 2.6e-48

Riboc 3  PF0O0636 1704 1826 3.6e-23

DEAD  PF00270 46 208  2.2e-10

Helicase C  PF00271 495 554  2.2e-17

no'fj‘;;‘:gus XP_008774532.1  Dicer dimer PF03368 630 721  8.6e-30
PAZ PF02170 894 1064  4.6e-39

Riboc 3  PF00636 1313 1573 2.3e-47
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Riboc 3  PF00636 1698 1820 3.6e-23

Helicase C  PF00271 551 608 2,00E-16

Dicer dimer PF03368 963 1055 1.7e-24

d(')\r"n“ess‘il"’(‘: . XP_005179924.1 PAZ PFO2170 1265 1406 3.9e-31
Riboc 3  PF00636 1880 2057 2.1e-34

Riboc 3  PF00636 2166 2286 3.2e-22

DEAD  PFO0270 46 208  1.4e-10

Helicase C  PFO0271 495 554  2.7e-17

Dicer dimer PF03368 629 720  4.3e-30

Bos taurus NP_976235.1 PAZ PFO2170 893 1063 4.6-39
Riboc 3  PF00636 1313 1576 1.6e-40

Riboc 3  PF00636 1703 1825 3.6e-23

Dicer dimer PF03368 840 947  6.2e-17

Schistosoma PAZ PF02170 1292 1454 1.3e-22
mansoni Smp_169750.2 Riboc 3  PFO0636 1863 2039 3.7e-31
Riboc 3  PFO0636 2149 2430 2.2e-21

5.3 ALINHAMENTO GLOBAL E ANALISE FILOGENETICA

Para finalizar o processo de caracterizacédo in silico das preditas proteinas de B.

glabrata foram conduzidos ensaios de alinhamento global e filogenia entre estas

sequéncias e suas provaveis ortdlogas de varias espécies de protostdmios e

deuterostomios, descritas anteriormente nas tabelas 4 a 7.

O alinhamento global foi realizado utilizando o software ClustalX2.1. No

alinhamento das proteinas Ago-like e Piwi-like (Figura 3) ficou evidenciado a presenca

dos residuos cataliticos altamente conservados D-D-H (Acido aspartico-Acido aspartico-

Histidina) presentes no sitio ativo de proteinas Argonautas e do tipo RNase. E possivel

observar ainda que os aminoacidos adjacentes aos sitios ativos D-D-H em Bgl-Argonauta

e Bgl-Piwi, apresentam uma elevada semelhanga com seus ortologos, demonstrando que

estes residuos sdo conservados ao longo dos clados.
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PIWI (PF02171)

4
3
iy
‘ )
0
HEEuRuERE BBuiHBER
BGLTMP001980-PA [629] EPIIFL PPAGBTLK [52] [107] A LVAFRA [5]
XP_005107587.1 [656] EPIIFLY PPAGDTLK [52] [116] A LVAFRA [51]
XP_009064000.1 [649] EPIIFL PPAGDCMK [52] [115] A LVAFRA [46]
EKC19600.1 [642] EPVIFL PPAGDTSK [52] [115] A LVAFRA [136]
XP_003747659.1 [617] EPVIFFGC PPAGDTEKK [52] [115] AY LVAFRA [46]
XP 004529840.1 [711] EPVIFL PPA [53] [66] A LVAFRA [95]
NP_725341.1 [713] EPVIFL PPA [53] [115] AY LVAFRA [46]
XP 006622112.1 [547] BEPVIE PPA [53] [115] A LVAFRA [46]
XP_005175308.1 [716] EPVIFL PPA [53] [115] AY LVAFRA [46]
XP_003400152.1 [657] EPVIF PPA [53] [115] A LVAFRA [46]
NP_001257239.1 [753] EPVIFFGCDITHPPAGDSRK [52] [115] AY LVAFRA [46]
Sjp_0044720.1 [717] EPVIFL PPA TK [52] [115] A LVAFRA [46]
Smp_198380.1 [658] EPVIFLS PPA TK [52] [115] AY LVAFRA [46]
NP_067608.1 [593] QPVIFL PPAGDGKK [52] [115] A LVAFRA [46]
NP_001289151.1 [603] QPVIFL PPAGDGKK [52] [115] AY LVAFRA [46]
XP_005629013.1 [590] QPVIFL PPAGDGKK [52] [115] A LVAFRA [46]
XP_004940123.1 [593] QPVIFL PPAGDGKK [52] [115] AY¥A [46]
NP_991363.1 [590] QPVIFL PPAGDGKK [52] [115] A [46]
NP_036286.2 [589] QPVIFL PPAGDGKK [52] [115] A [46]
NP_700451.2 [590] QPVIFL PPAGDGEKK [52] [115] A [46]
BGLTMP009852-PA [625] KGLMVIGI DSAH S [58] [113] € [19]
XP_005096149.1 [680] KGMMIIGL DS S [58] [112] C [19]
XP_009064630.1 [552] TKLMVIGI DSSQKGKS (58] [113] [19]
EKC35279.1 [592] KNLMVVGI DSSKKGRS [112] [113] [19]
XP _001641994.1 [625] KNLMIVGI DSSQKGRS [61] [117] [19]
NP_001274302.1 [651] LQVMVVI DSLTKGKS [58] [112] [19]
NP_476875.1 [605] SGLMEIGFDIAKSTRDRKRA [59] [111] [19]
XP_001652945.1 [706] DNVMIAGI DPKQKSNS [58] [112] [19]
XP_003400353.1 [663] DNCMICGI GNGQSKG [59] [112] [19]
XP_005183556.1 [691] RNVMICGI DAAQKGNS [58] IGVGDGOLSLCE [112] [19]
NP_004755.2 [623] KLVMIVGIDCYHD! GRRS [58] IGVGDGQLKTL PQ [112] [19]
NP_067286.1 [624] KLAMIVGIDCYHDTTAGRRS [58] IGVGDGOLKTL PQ [112] [19]
NP_899181.1 [620] RQLMIVGIDCYHDTAAGKRS [58] IGVGDGMLQSVVD! PQ [112] [19]
XP 534638.2 [623] KLAMIVGIDC DT.AGRRS [58] IGVGDGOLKTL PQ [112] [19]
XP_008764202.1 [609] KSLMVVGIDICRDALSKDVA [58] IGVGNGQLKAVLE PQ [113] [19]
NP_001092322.1 [629] KQLMIVGIDC DTLSGKIS [58] GVGDGOLNTL PQ [112] [19]
XP_618020.4 [623] KLAMIVGI CHDT“GMS [58] IGVGDGQLKTL PQ [112] [19]
Legenda:

l Residuos do sitio catalitico

Figura 3: Alinhamento global do dominio PIWI das proteinas Ago-like e Piwi-like.
Os residuos destacados, D (Acido aspartico) e H (Histidina), altamente conservados nos dominios PIWI de
B. glabrata e seus ort6logos séo os responsaveis por sua atividade catalitica. As sequéncias utilizadas para
a familia Ago-like foram: BGLTMPO001980-PA [B. glabrata], XP_005107587.1 [A. californica],
XP_009064000.1 [L. gigantea], EKC19600.1 [C. gigas], XP_003747659.1 [M. occidentalis],
XP_004529840.1 [C. capitata], NP_725341.1 [D. melanogaster], XP_006622112.1 [A. dorsata],
XP_005175308.1 [M. domestica], XP_003400152.1 [B. terrestris], NP_001257239.1 [C. elegans],
Sjp_0044720.1 [S. japonicum], Smp_198380.1 [S. mansoni], NP_067608.1 [R. norvegicus],
NP_001289151.1 [D. rerio], XP_005629013.1 [C. familiaris], XP_004940123.1 [G. gallus], NP_991363.1
[B. taurus], NP_036286.2 [H. sapiens], NP_700451.2 [M. musculus]; as sequéncias utilizadas para a familia
Piwi-like foram: BGLTMP009852-PA [B. glabrata], XP_005096149.1 [A. californica], XP_009064630.1
[L. gigantea], EKC35279.1 [C. gigas], XP_001641994.1 [N. vectensis], NP_001274302.1 [H. vulgaris],
NP_476875.1 [D. melanogaster], XP_001652945.1 [A. aegypti], XP_003400353.1 [B. terrestris],
XP_005183556.1 [M. domestica], NP_004755.2 [H. sapiens], NP_067286.1 [M. musculus], NP_899181.1
[D. rerio], XP_534638.2 [C. familiaris], XP_008764202.1 [R. norvegicus], NP_001092322.1 [G. gallus],
XP_618020.4 [B. taurus].
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Para as analises de alinhamento referentes as preditas proteinas Drosha e Dicer
(Figura 4), foi possivel perceber que os dois dominios Riboc, responséveis pela acdo
catalitica destas, se encontram presentes em Dicer com a presenca dos aminoécidos
importantes para essa funcio E-E-D-D-E-Q-E-D-D-E (Acido glutdmico - Acido
glutamico - Acido aspartico - Acido aspartico - Acido glutdmico - Glutamina - Acido
glutdmico - Acido aspartico - Acido aspartico - Acido glutdmico) e altamente conservados
dentre as espécies, se encontram presentes tambeém em Dicer de B. glabrata. Em Drosha,
provavelmente devido ao fato de o genoma de B. glabrata ainda ndo estar completamente
curado, ndo foi possivel evidenciar a presenca do segundo dominio catalitico Riboc.
Porém, o primeiro dominio Riboc estd presente e com os dominios de importancia
catalitica E-E-D-E (Acido glutamico - Acido glutdmico - Acido aspartico - Acido

glutdmico).
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BGLTMPO01707-PA [1657) S [134] PDKSVA I6C [106]

XP_005106232.1  [1964] N] S [142] PDKSV, IGC! [105]

NP_524453.1 [1734] IT [134] PDEST: IGAYLIE [106]

NP_683750.2 [1295) FCT [215] ADKST. S [123]
1

XPT006618601.1 [1430
XP 004523314.1  [1790)
XP 003745061.1 [1371

1
NPT498761.2 [1405]
NP_001154925.1 [1287]
XP_868526.3 [1307] S [123] ITDC
XE_008774532.1  [1305] S [121] ITDC
NP 976235.1 [1309] Is [123] ITDC

P005179924.1  [1871]
Smp 1697502 [1854] CS
BGLTMPO02761-PA [918]
XP 008199088.1  [718]
XP006618766.1  [878]
XP_006558454,1  [878]
XF_003394274.1  ([877]
NP 477436.1 [825]
XP_005248351.1  [890]
XF 006520084.1  [977]

IE [105] LTDC
[106] DLDC
[113]
[85]

1TDC T [94]
ITDC ILD T [92]
LIDC! VLDYLI [80]
1TDC ILDYLI [80]
T [232] PDKST. I IA [117] LTDC VLDYLI [80]
IT [137] PDKSV I IE [105] LTDC! VLD¥LI [801
T [98] PDEST IGAYLVS [84] LIDC VLDYLT [81]
T [134] BDKST. IGVHLLT [86] VTGC VLDYMITR¥LEFED [85]
FCT [213] ADKST. LGC TS [90] ITDC ILDYLITKELYED [81]
/ z ILDYLI [81]
p B ILDYLI [81]
A A TLDYLI [81]
/ : VLDYLI [80]
; n VLDYVI [241] PKALSDIFESLAGAT
F Y [45]
Y [45]
[45]
[45]
[45]

TKD
TKD
TKD
TKD
TKD
FTH [48] TKT
TKE
LKD
TRT!
TKT;
TKT;
TKD

[85]
[85]
[85]
[85]
[84]

[84] FIH [48]

EKC20603.1 [892] [85] 1 FKH [48]

NP _001122460.2  [é81] 1871 [X FLYRR [46]

NP_001103942.1  [878] [84] FIH [48] FIAALYID [137]
NP_001101125.2  [957] [84] FIH [48] FIAALYID [142]
XP 854135.2 [957] [84] FIH [48] FIAALYID [142]
XP 591998 .4 [913] [84] FIH [48] FIRALYID [143]
XP_005186977.1  [813] [8s] XRH [45] FLGAL [299]
NP 001006379.1  [819) 184] FIH [48] FIAALYID [143]
Smp_142510.2 [957] [85] FRH [51] FIGALEVD [342]
Sjp 0048900.1 [941] [851 FRH[110] FIGALEVD [333]

Legenda:

‘ Residuos do sitio catalitico

Figura 4: Alinhamento global dos dominios RIBOc das proteinas Dicer e Drosha. Os
residuos destacados, D (Acido aspértico) e E (Acido glutdmico), altamente conservados nos dominios
RIBOc de B. glabrata e seus ort6logos sdo 0s responsaveis por sua atividade catalitica. As sequéncias
utilizadas para a familia Dicer foram: BGLTMPO001707-PA [B. glabrata], XP_005106232.1 [A.
californica], NP_524453.1 [D. melanogaster], NP_683750.2 [M. musculus], XP_006618601.1 [A.
dorsata], XP_004523314.1 [C. capitata], XP_003745061.1 [M. occidentalis], NP_498761.2 [C. elegans],
NP_001154925.1 [D. rerio], XP_868526.3 [C. familiaris], XP_008774532.1 [R. norvegicus],
NP_976235.1 [B. taurus], XP_005179924.1 [M. domestica], Smp_169750.2 [S. mansoni]; as sequéncias
utilizadas para a familia Drosha foram: BGLTMP002761-PA [B. glabrata], XP_008199088.1 [T.
castaneum], XP_006618766.1 [A. dorsata], XP_006558454.1 [A. mellifera], XP_003394274.1 [B.
terrestris], NP_477436.1 [D. melanogaster], XP_005248351.1 [H. sapiens], XP_006520084.1 [M.
musculus], EKC20603.1 [C. gigas], NP_001122460.2 [C. elegans], NP_001103942.1 [D. rerio],
NP_001101125.2 [R. norvegicus], XP_854135.2 [C. familiaris], XP_591998.4 [B. taurus],
XP_005186977.1 [M. domestica], NP_001006379.1 [G. gallus], Smp_142510.2 [S. mansoni],
Sjp_0048900.1 [S. japonicum].
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Para construcdo da arvore filogenética das preditas proteinas e suas ortologas foi
utilizado o método Neighbor-Joining com valor de Bootstrap igual a 1000 no software
Mega 5.2 (Saitou e Nei, 1987; Tamura et al., 2011). Com nossos resultados, foi possivel
afirmar que as preditas proteinas Bgl-Argonauta e Bgl-Piwi (Figura 5) sdo ortélogas de
suas respectivas proteinas Ago-like e Piwi-like. Bgl-Drosha e Bgl-Dicer (Figura 6) sdo

também, ort6logas das proteinas Dicer e Drosha das demais espécies analisadas.

Bgl-Argonauta, Bgl-Piwi e Bgl-Dicer apresentam um posicionamento na arvore
no mesmo clado que A. californica, formando um grupo monofilético entre elas, que sdo
moluscos. Bgl-Drosha forma um grupo monofilético com Drosha de Crassostrea gigas,

formando um agrupamento mollusca.
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Figura 5: Arvore filogenética para as preditas proteinas Bgl-Argonauta e Bgl-Piwi.
Bgl-Argonauta apresenta elevada similaridade com Argonauta de A. californica formando um grupamento
monofilético mollusca com valor de bootstrap igual a 100. Bgl-Piwi também forma um grupamento
monofilético com Piwi de A. californica com valor de bootstrap igual a 100.
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Figura 6: Arvore filogenética para as preditas proteinas Bgl-Drosha e Bgl-Dicer.
Bgl-Drosha apresenta similaridade com Drosha de C. gigas formando um grupamento mollusca com valor
de bootstrap igual a 72. J& Bgl-Dicer forma um grupo mollusca monofilético com Dicer de A. californica
com valor de bootstrap igual a 100.
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5.4 DESENHO DE INICIADORES

Ap0s as andlises de caracterizagdo in silico das preditas proteinas das vias de

processamento de miRNAs e piRNAs em B. glabrata, os transcritos e sequéncias de ESTs

foram utilizados para sintetizar iniciadores para a analise de expressdo desses genes. Esses

iniciadores estdo disponiveis na tabela 12.

Tabela 12: Primers dos genes da maquinaria de pequenos RNAs em B. glabrata

A Amplicom
9 9 (0]
Gene Sequéncia (5’ para 3°) TM°C Predito
] (F): TTAGCTACCCAGTGCGTCCAG
Bgl-Argonaute gy ITGGTTCTCGGAATACATGAGG O 148 pb
. (F): GTCAAGGCAGACTGTGGCTACC
Bgl-Dicer (R): CTTTGGAACTGAATCCTGCTCG 07 136 pb
(F): CATTTGCGTTTCCACATTTGTC
Bgl-Drosha oy GCGGTAAGAAGTGTGAGTCAGG 0 105 pb
(F): CATGGAAAGCATTAGCAACG
Bgl-Fmrl (R): TCTCTAGGAGGCGGGAAATAAG 54 156 pb
Bgl-Partner- (F): CAAGGTCCTCCACATGCCAG 5 110 ob
Dicer (R): TTTGCTGCGGCTGTTCGTTTC P
(F): GGTGTCAGGAGAGTGAATCGG
Bgl-TDRD1 (R): ACTTGGCAGCACAAATCATCC >4 126 pb
(F): TGCAACCTTTGATGACTGCTGC
Bgl-PIWI (R): CCCATCACCAACACCATCTCTG 28 98 pb
(F): TGCCACTGCCACCACGATAC
Bgl-Tudor-SN oy AACACTTCCACCACAAGCCAC 56,5 152 pb
(F): TGGCTAAGTCATCTTTGGTTGC
Bgl-SPN-E (R): AACTGGCAGGTCTCTCAACATG ~ °3° 92 pb
. (F): AGACAGGCGGCATTCATTG
Bgl-Exportinas ) TcCATGAAGTACTCGGGTGAAC 22 101 pb
o (F): CAAGCTCGCCAAGTCTCACGTC
Bgl-Mioglobina  * ) "serrreeeTTCeTCACTTCCE . 080 126 pb
Bgl-Partner- (F): ACCCAGTCCCTTCCAACTTCTC ” 193 0b
Drosha (R): CCCACATTGATGGTGAACTCAC P
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Foi realizada PCR para avaliacdo da especificidade dos iniciadores. Utilizando gel
de agarose 2%, verificou-se que os produtos gerados pela PCR demonstraram tamanhos
condizentes com a parte do gene predito, ndo apresentando produtos secundarios, como
pode ser evidenciado nas figuras 7 A e B. Esses resultados comprovam a especificidade

dos iniciadores sintetizados.

A
1 2 3 4 5 6 1 8
300 pb—p =300 pb
150 pb—> 150 pb
50 pb == «50pb
B

300 pb =t =300 pb
150 pb = 150 pb

50 pb = =50 b

FIGURA 7: Eletroforese em gel de agarose 2% para avalia¢éo dos produtos de PCR
referentes aos iniciadores dos genes da maquinaria de pequenos RNAs A) 1 —
Marcador de Peso molecular (QIAGEN ™ 239025), 2 — Argonauta, 3 — Dicer, 4 — Drosha,
5-FMR, 6 —Parceira de Dicer (Loguacious), 7— TDRD, 8 — Marcador de Peso molecular
(QIAGEN™ 239025); B) 1 — Marcador de Peso molecular (QIAGEN™ 239025), 2 —
Piwi, 3 — Tudor, 4 — SPN, 5 — Exportina 5, 6 — Mioglobina, 7 — Parceira de Drosha, 8 —
Marcador de Peso molecular (QIAGEN™ 239025).
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5.5 SEQUENCIAMENTO DOS AMPLICONS

Os iniciadores foram submetidos a PCR e os amplicons gerados foram submetidos
ao sequenciamento tipo Sanger (Sanger et al., 1977) afim de comprovar a especificidade
destes em relacdo aos seus alvos no transcriptoma de B. glabrata. Para esta analise foram

utilizados caramujos adultos ja maduros sexualmente.

As sequéncias geradas por cada primer foram inicialmente analisadas quanto a
possibilidade de haver agrupamento entre estas. Para tanto foi utilizado o algoritmo CAP3

(http://doua.prabi.fr/software/cap3). Os agrupamentos que formaram uma sequéncia

consenso, denominada contig, foram analisados diretamente contra o banco de dados de

transcriptoma de B. glabrata. As sequéncias testadas podem ser conferidas na tabela 13.
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TABELA 13: Sequéncias obtidas do sequenciamento e processadas por CAP3

Nome

Fita

Sequéncia do Contig (5’ para 3°)

Bgl-Argonauta

Bgl-Dicer

Bgl-Drosha

Bgl-Fmrl

Bgl-Loquacious

Bgl-TDRD1

Bgl-PIWI

Bgl-Tudor-SN

Bgl-SPN-E

Exportina 5

Mioglobina

Partner-Drosha

CCCGGCCTAGGGCATAGTATACTGTTGACTCCCCAAGCTTAACATT
GATCTTAAGGCAGAGATTGGAAAGAGTCTGTGGAGTGGTTTTGTTC
ACATTCTTGGCCTGGACGCACTGGGTAGCTAAAACGG
GGACACGGGACAATAATGGAATCGCATAATGAATTAGAATAGAAT
GGGACTTTGTGGACAAAGTAATTGATTTTATAAAAATAGAGAAAC
GAGCAGGATTCAGTTCCAAAGAAGGATTTTAAAAGGT
GGCAATAAAGGGATTTCTATCACAACTTGTAGTCTATGGAATTCTC
TAGTACATCCAGACAAATGTGGAAACGCAAAGCTAAAAAGCC
CGGGCAAATAAGGTTCACTTGGATCATCTCAAGGAAGTGGAACAG
TTGCGCCAAGCTAAACTTGAAATTGACCAACAGCTTAAGTCATTAT
CAGGGCCCCAGCCTGGCTCTTATTTCCCGCCTCCTAGAGAAGACCT
GTGATATGAAATCTGGATGGGCGTCTTTCTGTTTTTTTTGTCAGCAC
TTCTTCTCTCCCATGAATCAGCCTATACTT
GGGGGGTTTTTCCATCAGTTACCTTTTTGTCACAAACTTTCCCAATT
TGATGTTGCAGATGAATTCTCTGGCATGTGGAGGACCTGAGCCCGG

TCTGGCGTCTAGATGATTAAAGGGAGGGCCCA
GGGCCAGTCTATCTATCAGCAGTATTATCCAGACTTCATATGACTC
AGGACATGAGGCCATTACACAACTGTGTCCCAGGGATGATTTGTGC
TGCCAAGTAATATCGGAATTTAAAAAGAAGGCTATCTCGTGACTA
GGAGGGGGGAAATTCCTCATTTATTGCCCTCTTCAATCTTTTCTCAA
ACGATAACGTGGA
AATTCCTTTTTTGCGGGCAGTGCCTTGTTCACATCATGATATTTCCT
AAGTGCAGCAGTCATCAAAGGTTGCAATTGGAAAAAAGATGATGT
GAACAAGGCACTGCCGCAAAAGATAATTCTTAAACAGAGGGGGTG
TGGGGGGGGGGA
TTTTGGGCCTGTGTATCAGTCCAAGTGATGAGATGCTAAGCAAGAT
GCTGTTGATGCTCTTTACAATGACATCCTGAACAAGACAATGCTGC
TCAATATTGAGTATCGTGGTGGCAGTGGCAAGAGCATCAACAGCA
TCTTGCTTAGCATCTTCATCACTTGGGACTGATACACAGGCAAGTG
TATATTCAGTGGCTTGTGGTGGAAGTGTACAGCAGATGCTGTTGAT
GCTCTTTACAATGACATCCTGAACAAGACAATGCTGCTCAATATTG
AGTATCGTGGTGGCAGTGGCAA
GGGGGATTCTCTGGTGGCTTGGCACACAGAGTTGATAGAAGTTGG
CATGTTGAGAGACCTGCCAGTAGATCGGGGGAGTTGGATAGTCAA
CAAAGAAAACCTTAGCAACCAAAGATGACTTAGCA
GGGGAATTATTAATCTTCTGATGACCACAACTCCTTGACCGGTGCA
ATAACTTCCTCAATGAATGCCGCCTGTCACCATGAGGGGCTCGAAG
ATTCTATAAGGCTTTGGTTCCTCAAAAAAAAAAAGGAAATTTTTTC

CAACAAATTACTCAT
AAAAACGGACTCGAGTTCTTCGGACTCTGCACAGAACATTCACAG
CTTCATTGAAAGTGCTCTTGGAGTCGGTGCCGGAAGTGACGAACCC
AAAGCACTTCATGGGGTGGGACAGGACAGGTGGAGGGGGAAGGA
GGATTGGGTCCGGTTTTCGGGTGGAAGGGAGGGGTGGGTTGGCTT
CGTCTTTCCCAAAAAAAAACCTCCCCGCATAACACAAAAAAAAAA
ACCACGACAACTAAACTCACTACTA
CCCCGATTCGAGGACTTTGGCATGGGCACACCCAGTGTGAGGTGA
GCACCAAGGCTTTGAAGAATCAGAAGTGTGAGTTCACCATCAATG
TGGGACCGGGGCTAGTACCCAAGAGACATTCCAGGAGAAGTTGGA
AGGGACTGGGTATCCTCCCTTTTTTTTCTCCCTCTTCCTCCGTTTTCT
CCCCCTAACATTTT
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As sequéncias geradas foram inicialmente confrontadas contra o banco de dados

Vector Base (https://www.vectorbase.org/blast?organism=Biomphalaria%20qglabrata)

utilizando a ferramenta BLASTX, com a qual é possivel inserir uma sequéncia de DNA e

obter seu correspondente protéico.

Afim de certificar a identidade dos transcritos, estes foram confrontados contra o
banco de dados RefSeq do NCBI, onde apenas organismos modelo foram utilizados na
analise. Nesta etapa D. melanogaster e C. elegans foram os escolhidos, uma vez que sédo
referéncia e filogeneticamente estdo préximos de B. glabrata fazendo parte do taxon
protostomia. Os resultados dessa andlise podem ser evidenciados na tabela 14 e
demonstraram que os transcritos obtidos no sequenciamento foram de fato os genes

preditos, confirmando a presenca destes no transcriptoma de B. glabrata.

TABELA 14: Preditas proteinas de B. glabrata e seus ortélogos em D. melanogaster e

C. elegans.
Nome Ref. Seq. D. E-value Ref. Seq. C. E-value
melanogaster elegans
Bgl- Argonauta-1 - 0.0 Proteina ALG-1 - 0.0
Argonauta NP_725341.1 i NP_001257239.1 i
. Dicer-1 - Protein DCR-1 -
Byl-Dicer NP 5244531 (€140 Np 4987612 4e-112
Drosha - Proteina DRSH-1 -
Bgl-Drosha  \p"477436.1 00 'Np oo11224602 &89
Fmrl - Proteina C56G2.1 -
Bgl-Fmrl NP_731445.1 6e-84 NP_741191.1 0.12
Bgl- Loquacious - i Proteina STAU-1 - i
Loquacious NP 609646.1 6o NP_508196.1 Sl
Tudor - Proteina TSN-1 -
Bgl-TDRDL  \p 4767731 le-31 NP 494839.1 1e-06
Argonauta 3 - Proteina PRG-1 -
Bg-PIWE \p 0010366272 0O NP_492121.1 Sl
Tudor-SN - Proteina TSN-1 -
Bgl-Tudor NP_612021.1 0.0 NP_494839.1 0.0
Spindle E - Proteina MOG-1 -
EROPIHE NP 4767411 26180 Np 4992121 B4
Bgl-Exportina Ranbp21 - 0.0 Proteina XPO-1 - 2611
5 NP_608339.2 ' NP_741567.1
Bgl- Ugt86Dc - Proteina GLB-13 - )
Mioglobina NP 6526252 0040 NP_510079.2 A=k
Bgl-Partner- Partner-Drosha - Proteina PASH-1 -
Drosha NP 001263149.1 ¢ 102 NP_492774.1 3e-17
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5.6 EXPRESSAO GENICA

Para os ensaios de avaliacdo da expressdo génica foi realizada PCR quantitativa
em tempo real (QRT-PCR). Os iniciadores para amplificacdo dos genes Argonauta,
Drosha, Piwi, Tudor e Exportina 5 que apresentaram nas curvas padrdo valores de
eficiéncia entre 90 a 110 % e R2 superior a 0,985, adequados para a continuidade das
analises (Bustin et al., 2009) foram avaliados. Foram utilizados pelo menos cinco pontos
para a construcdo das curvas-padrdo. A eficiéncia foi calculada através da formula:
efficiency (%) = [10¢21°P9).11*100. O valor da eficiéncia para cada um desses alvos, bem
como para 0 gene enddgeno Mioglobina, utilizado para normalizar os ensaios de

expressao génica relativa estdo dispostos nas figuras 8 a 13.

3151

CT

10 20 30 100 20 1000

FIGURA 8: Curva padrdo obtida para determinar a eficiéncia dos iniciadores para o gene Argonauta na
reacdo de RT gPCR. Foram obtidos com valores de Slope igual a -3,586; R? igual a 0,993 e a eficiéncia
calculada foi de 90,065.
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FIGURA 9: Curva padrdo obtida para determinar a eficiéncia dos iniciadores para o gene Drosha na reagao

de RT gPCR. Foram obtidos com valores de Slope igual a -3,178; R? igual a 0,987 e a eficiéncia calculada

foi de 106,364.
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FIGURA 10: Curva padrdo obtida para determinar a eficiéncia dos iniciadores para o gene Exportina 5 na

reacdo de RT gPCR. Foram obtidos com valores de Slope igual a -3,572; R? igual a 0,99 e a eficiéncia
calculada foi de 90,53.
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FIGURA 11: Curva padréo obtida para determinar a eficiéncia dos iniciadores para o gene Piwi na reagao

de RT gPCR. Foram obtidos com valores de Slope igual a -3,176; R? igual a 0,99 e a eficiéncia calculada

foi de 106,491.
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FIGURA 12: Curva padréo obtida para determinar a eficiéncia dos iniciadores para o gene Tudor na reagéo

de RT gPCR. Foram obtidos com valores de Slope igual a -3,226; R? igual a 0,992 e a eficiéncia calculada

foi de 104,147,
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FIGURA 13: Curva padrdo obtida para determinar a eficiéncia dos iniciadores para o gene Mioglobina na
reacdo de RT gPCR. Foram obtidos com valores de Slope igual a -3,415; R? igual a 0,995 e a eficiéncia
calculada foi de 96,238.

Os demais alvos ndo apresentaram perfis de amplificacdo e valores de eficiéncia
adequados para os ensaios de gRT-PCR. As curvas padréo obtidas demonstram néo ser
possivel a utilizacdo destes iniciadores no presente estudo (Figuras 14 a 19).
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FIGURA 14: Curva padrdo obtida para determinar a eficiéncia dos iniciadores para o gene Dicer na reacdo
de RT gPCR. Foram obtidos com valores de Slope igual a -3,432; R? igual a 0,984 e a eficiéncia calculada
foi de 95,595.
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FIGURA 15: Curva padrdo obtida para determinar a eficiéncia dos iniciadores para o gene SPN na reagao
de RT gPCR. Foram obtidos com valores de Slope igual a -2,882; R? igual a 0,99 e a eficiéncia calculada
foi de 122,346.
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FIGURA 16: Curva padrdo obtida para determinar a eficiéncia dos iniciadores para o gene Loquacious na
reacdo de RT gPCR. Foram obtidos com valores de Slope igual a -2,785; R? igual a 0,97 e a eficiéncia
calculada foi de 128,608.
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FIGURA 17: Curva padrdo obtida para determinar a eficiéncia dos iniciadores para 0 gene Partner de
Drosha na reacdo de RT gPCR. Foram obtidos com valores de Slope igual a -2,804; R? igual a 0,917 e a
eficiéncia calculada foi de 127,324.
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FIGURA 18: Curva padrédo obtida para determinar a eficiéncia dos iniciadores para o gene TDRD na reagéo
de RT gPCR. Foram obtidos com valores de Slope igual a -2,095; R? igual a 0,96 e a eficiéncia calculada
foi de 200,205.
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FIGURA 19: Curva padrédo obtida para determinar a eficiéncia dos iniciadores para o gene FMR na reacao
de RT gPCR. Foram obtidos com valores de Slope igual a -2,612; R? igual a 0,815 e a eficiéncia calculada
foi de 141,429.

Os dados obtidos nos experimentos de PCR em tempo real foram analisados com
o0 auxilio do software REST 2009 (QIAGEN), onde os valores de Ct obtidos séo
processados em um formato ‘bootstrap’ e randomizagdo, garantindo que os valores
utilizados no teste, mesmo que com um numero de casos baixo seja possivel se obter um
valor de ‘p’ na comparacao entre 0s grupos experimental e controle, uma vez que 0s
valores séo testados de maneira randomica milhares de vezes (Pfaffl, 2001; Pfaffl et al.,
2002).

Para elucidar os niveis de expressao dos genes da maquinaria de processamento
de pequenos RNAs em B. glabrata, foi desenvolvido um ensaio considerando as diversas
etapas do desenvolvimento dos caramujos. Foram utilizados Desovas, caramujos com 5
dias, 10 dias, 20 dias e 40 dias de vida. Os caramujos de 5 e 10 dias sdo jovens imaturos
sexualmente. Aqueles com 20 dias s&o, de acordo com observagdes feitas no Moluscério
Lobato Paraense, jovens que estdo iniciando sua maturidade sexual. J& os caramujos de
40 dias sdo adultos e apresentam o melhor momento para infec¢éo pelo S. mansoni com

tamanhos aproximados de 7 a 10 mm (Fernandez e Pieri, 2001).

Os resultados dos ensaios de gRT-PCR para os genes Argonauta, Drosha, Piwi,
Exportina e Tudor em funcéo do periodo de desenvolvimento dos caramujos B. glabrata
estdo dispostos nas figuras 20 a 24. O tempo desova foi utilizado como calibrador da
reacdo. Para esta amostra ¢ atribuido uma quantidade arbitraria de “1” e todas as outras

amostras sao expressas em termos de sua diferenca de ct para esta amostra. Desta forma,
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os valores de expressdo de cada alvo foram considerados super expressos quando acima
de 1 e sub expressos quando abaixo de 1. As diferencas entre os grupos foram avaliados

considerando significancia estatistica de p < 0,05.

A0s 10 e 20 dias de desenvolvimento, Argonauta se encontra 4,393 e 6,154 vezes,
respectivamente, mais expressa que no tempo desova, diferindo consideravelmente dos

tempos 5 e 40 dias, onde ndo houve diferenca estatistica da desova (Figura 20).

Expressio Génica Argonauta

100 p=<0.,05

6,154

4,393

1.642

Log de Expressio (Log2 dRn)

0.1 .
) Tempos de Desenvolvimento

B Argonauta 5 dias M Argonauta 10 dias ™ Argonauta 20 dias M Argonauta 40 dias

FIGURA 20: Expressao do gene Argonauta em relacao aos tempos de desenvolvimento considerando
o0 tempo desova como calibrador. Observa-se a super expressdo do alvo nos tempos 10, 20 e 40 dias de
desenvolvimento, enquanto que no tempo 5 dias observa-se a sub expressdo. Os niveis de expressdo com

significancia estatistica entre os grupos (p<0,05) estdo destacados com (*).

Para Drosha, (Figura 21) nota-se que, aos 10, 20 e 40 dias, este alvo se encontra
super expresso em relacdo ao seu calibrador, desova. Contudo, diferencgas
estatisticamente significativas foram obtidas apenas para os niveis de expressdao nos
tempos 10 e 20 dias, onde observou-se que 0 gene esta 2,471 e 2,642 vezes mais expresso,

respectivamente.

Para Piwi, (Figura 22), observa-se que aos 5 dias de desenvolvimento foi possivel
constatar que este alvo se encontra 0,455 vezes menos expresso que a desova, enquanto

que aos 10, 20 e 40 dias esta 2,429, 2,041 e 3,293 vezes, respectivamente, mais expresso.

Ja para Exportina 5 (Figura 23), os tempos de 10 e 40 dias estdo mais expressos

5,143 e 3,723 vezes, respectivamente, em relacdo a desova. Enquanto que, nos tempos 5
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e 20 dias, os niveis de expressdo ndo apresentaram diferencas estatisticas em relacdo ao

tempo desova.

A expressdo do alvo Tudor (Figura 24), estatisticamente, somente é diferente da
desova aos 10 dias de desenvolvimento do caramujo, estando este 0,263 vezes menos

EXPresso.
Expressiao Génica Drosha
p=<0.05

* *
_ 10 2,471 2,642 2.137
S ;
=
(o]
2
:Eé‘
2 )
o 0,957
= 0.1 )

Tempos de Desenvolvimento
B Drosha 5 dias ®Drosha 10 dias Drosha 20 dias  ®Drosha 40 dias

FIGURA 21: Expressao do gene Drosha em relacdo aos tempos de desenvolvimento considerando o
tempo desova como calibrador. Observa-se uma super expressdo nos tempos 10, 20 e 40 dias de
desenvolvimento, sendo que aos 5 dias observa-se uma sub expressdo. Os niveis de expressdo com

significancia estatistica entre os grupos (p<0,05) estdo destacados com (*).
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FIGURA 22: Expressao do gene Piwi em relacdo aos tempos de desenvolvimento considerando o
tempo desova como calibrador. Observa-se uma super expressdo nos tempos 10, 20 e 40 dias de
desenvolvimento, sendo que aos 5 dias observa-se uma sub expressdo. Os niveis de expressdo com

significancia estatistica entre os grupos (p<0,05) estdo destacados com (*).
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FIGURA 23: Expressdo do gene Exportina 5 em relagdo aos tempos de desenvolvimento
considerando o tempo desova como calibrador. Observa-se uma super expressdo nos tempos 5, 10 e 40
dias de desenvolvimento, sendo que aos 20 dias observa-se uma sub expressao. Os niveis de expressao com

significancia estatistica entre os grupos (p<0,05) estdo destacados com (*).
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FIGURA 24: Expressdo do gene Tudor em relacdo aos tempos de desenvolvimento considerando o
tempo desova como calibrador. Observa-se uma super expressdo no tempo 20 dias de desenvolvimento,
sendo que aos 5, 10 e 40 dias observa-se uma sub expressdo. Os niveis de expressdo com significancia

estatistica entre os grupos (p<0,05) estdo destacados com (*).

Os niveis de expressao relativa para os genes Argonauta, Drosha, Piwi, Exportina
5 e Tudor nos diversos tempos de desenvolvimento do caramujo estdo dispostos na tabela
15. Para obtencdo dos niveis de expressdo génica relativa, considerou-se o tempo desova
como calibrador e todas as anélises foram normalizadas pelo gene enddgeno Mioglobina.

73



TABELA 15: Expressdo génica relativa para os genes da maquinaria de processamento de pequenos RNAs nos diferentes tempos de

desenvolvimento.

Gene Tempo | Expressdo | Erro Padrédo | 95% C.I. P Conclusdo
5 dias 0,757 0,492 -1,161 0,431-1,373 | 0,344 | Argonauta 5 dias néo é diferente do grupo controle.
. ) ) Argonauta 10 dias esta super expresso em relagdo ao grupo controle. Argonauta 10 dias €
Ardonatita 10 dias 4,393 2,344 - 8,663 1,724 - 10,721 | 0,000 diferente do grupo controle.
9 20 dias 6.154 4045 -9 177 3501-11.221 | 0.032 Argonauta 20 dias estd super expresso em relagcdo ao grupo controle. Argonauta 20 dias é
' ' ' ' ' ' diferente do grupo controle.
40 dias 1,642 0,718 - 3,613 0,621 - 4,467 | 0,214 | Argonauta 40 dias ndo é diferente do grupo controle.
5 dias 0,957 0,679 - 1,417 0,581 - 1,464 0,805 | Drosha 5 dias ndo é diferente do grupo controle.
. ) i Drosha 10 dias esta super expresso em relacéo ao grupo controle. Drosha 10 dias é diferente do
brosha 10 dias 2,471 1,730 - 3,676 1,522 -3,798 | 0,001 grupo controle.
20 dias 2 642 1,605 - 4509 1412-4760 | 0028 Drosha 20 dias esta super expresso em relagdo ao grupo controle. Drosha 20 dias é diferente do
' ' ' ' ' ' grupo controle.
40 dias 2,137 1,091 - 4,196 0,960-4,716 | 0,071 | Drosha 40 dias ndo € diferente do grupo controle.
. ) ) Piwi 5 dias esta sub expresso em relacdo ao grupo controle. Piwi 5 dias é diferente do grupo
5 dias 0,455 0,271 - 0,815 0,212-0,909 | 0,003 controle.
10 dias 2 499 1180 - 4 866 0907-6604 | 0.037 Piwi 10 dias esta super expresso em relagdo ao grupo controle. Piwi 10 dias é diferente do grupo
- ' ' ' ' ' ' controle.
Piwi 20 dias 2041 1198 - 3.701 0937-4107 | 0.036 Piwi 20 dias esté super expresso em relagao ao grupo controle. Piwi 20 dias € diferente do grupo
' ' ' ' ' ' controle.
. ) ) Piwi 40 dias esta super expresso em relagdo ao grupo controle. Piwi 40 dias é diferente do grupo
40 dias 3,293 1,604 - 7,301 1,119-8,780 | 0,015 controle.
5 dias 1,464 0,829 - 2,473 0,753 - 2,964 0,251 | Exportina 5 dias ndo é diferente do grupo controle.
10 dias 5143 2294 -10505 | 1662-14.801 | 0.003 Exportina 10 dias esta super expresso em relacdo ao grupo controle. Exportina 10 dias é
Exportina ' ' ' ' ' ' diferente do grupo controle.
P 20 dias 0,796 0,646 - 1,013 0,575-1,129 | 0,164 | Exportina 20 dias ndo € diferente do grupo controle.
. i . Exportina 40 dias esta super expresso em relagdo ao grupo controle. Exportina 40 dias é
40 dias 3,723 1,380 - 10,054 | 1,146-12,051 | 0,000 diferente do grupo controle.
5 dias 0,614 0,423 - 0,742 0,408 - 1,173 | 0,062 | Tudor 5 dias ndo é diferente do grupo controle.
10 dias 0263 0212 - 0347 0182-0362 | 0.014 Tudor 10 dias esta sub expresso em relagdo ao grupo controle. Tudor 10 dias é diferente do
Tudor ' ' ' ' ’ ’ grupo controle.
20 dias 1,139 0,680 - 1,996 0,587 -2,123 | 0,554 | Tudor 20 dias ndo ¢ diferente do grupo controle.
40 dias 0,778 0,443 - 1,324 0,428 - 1,476 0,289 | Tudor 40 dias nao é diferente do grupo controle.
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Para elucidar se o perfil de expressdo dos genes da maquinaria de processamento
de pequenos RNAs ndo codificadores de proteinas em B. glabrata, sofre alguma alteracéo
quando estes estdo infectados pelo S. mansoni, os ensaios de PCR em tempo real foram
desenvolvidos com amostras de caramujos separados em dois grupos, um infectado e
outro ndo infectado. Uma amostra de caramujos foi retirada no momento da infeccéo para
ser utilizada como controle tempo zero (TO0). 4 horas ap6s infec¢do foram retirados uma
amostra de caramujos do grupo infectado e outra igual no grupo nédo infectado, sendo
portanto o grupo tempo 1 (T1). O procedimento foi repetido 12 horas apés infecdo,
formando o grupo tempo 2 (T2); 24 horas ap0s infeccdo, formando o grupo tempo 3 (T3);
7 dias apds infeccdo, formando o grupo tempo 4 (T4); 15 dias ap6s infeccdo, formando o
grupo tempo 5 (T5); 21 dias apds infeccao, formando o grupo tempo 6 (T6) e 30 dias apos

infeccdo, formando o grupo tempo 7 (T7).

Uma amostra de caramujos foi mantida no aquario até o dia 38 afim de confirmar
0 sucesso da infeccdo através da eliminacdo de cercarias, onde foi possivel comprovar
que de 30 caramujos, 22 estavam eliminando cercarias ativamente, 0 que representa
73,4% do total.

Nas analises de expressdao génica relativa os grupos ndo infectados foram
utilizados como calibradores e a eles foi estabelecido o valor arbitrario de 1. Os valores
plotados nas figuras 25 a 29 referem-se a quantas vezes o gene alvo foi mais ou menos
expresso que seu respectivo controle e os valores marcados com um asterisco (*)
demonstram que estatisticamente aquele grupo é diferente do grupo controle com um

valor de “p” menor que 0,05, o que garante uma confiabilidade maior que 95% nos valores

encontrados.

Observa-se que os niveis de expressdo diferiram entre os tempos estudados para
todos os alvos. Para o gene Argonauta (Figura 25) com analise de expressdo detalhada na
tabela 16, os grupos TO, T3, T6 e T7 ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas em relagdo a seus respectivos controles ndo infectados, o que nos leva a
afirmar que nesses tempos nédo ha diferenca na expressao génica para Argonauta entre 0s
grupos infectados e ndo infectados. Enquanto que, nos tempos T1, T2 e T5 observa-se
uma expressdo 0,026, 0,225 e 0,624 vezes menor desse alvo, respectivamente, que em

seus grupos controle. Ja T4 esta 3,91 vezes mais expresso que seu controle ndo infectado.
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Essas diferencas nos perfis de expressdo nos mostra que o processo de infeccdo em B.

glabrata pelo S. mansoni, nesses tempos, altera a regulacdo de Argonauta.

Expressio Génica Argonauta
100 p<0.05

3,864

1.861 ; "; . ® Argonauta TO

10 ' W Argonauta T1
i Argonauta T2
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0.1 0,225 0.624
* * B Argonauta T6

B Argonauta T4
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0,01 0.026
* Tempos de Infeccdo

FIGURA 25: Expressao relativa do gene Argonauta nos diferentes tempos de infec¢éo dos
caramujos B. glabrata com o0 S. mansoni. TO caramujos ndo infectados coletados momentos antes da
infecgdo; T1 caramujos apds 4 horas de infec¢do; T2 ap6s 12 horas de infec¢do; T3 ap6s 24 horas de
infecgdo; T4 apds 7 dias de infecgdo; T5 apds 15 dias de infecgdo; T6 ap0ds 21 dias de infeccdo e T7 apds
30 dias de infeccdo. Como calibrador foi considerado os grupos néo infectados em cada tempo. Observa-
se que a expressao do alvo diferiu consideravelmente entre os tempos estudados. Os niveis de expressdo

com significancia estatistica entre os grupos (p<0,05) estdo destacados com asterisco (*).
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TABELA 16: Expressao génica relativa para Argonauta nos diferentes tempos de infeccdo.

Gene Tempo Expressdo Erro Padréo 95% C.I. P Concluséo
T0 0,45 0,140 - 1,134 0,040-3,980 0,432 Argonauta TO ndo é diferente do grupo controle.
Argonauta T1 esta sub expressa em relacdo ao
T1 0,026 0,009 - 0,073 0,007-0,116 0,015 _
controle. Argonauta T1 é diferente do grupo controle.
Argonauta T2 estd sub expressa em relacdo ao
T2 0,225 0,074 - 0,641 0,062 -0,851 0,001 o
controle. Argonauta T2 é diferente do grupo controle.
T3 1,861 0,201-13,437 0,194-27,721 0,498 Argonauta T3 ndo é diferente do grupo controle.
Argonauta . .
Argonauta T4 esti super expressa em relagdo ao
T4 3,91 2,993 - 5,422 2,518-5,699 0,015 o
controle. Argonauta T4 é diferente do grupo controle.
Argonauta T5 esta sub expressa em relacdo ao
T5 0,624 0,432 - 0,886 0,410-0,929 0,025 o
controle. Argonauta T5 é diferente do grupo controle.
T6 3,864 0,833-18,814 0,731-18,964 0,146 Argonauta T6 ndo é diferente do grupo controle.
T7 0,429 0,196 - 0,883 0,160-1,177 0,099 Argonauta T7 néo ¢ diferente do grupo controle.
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O gene Drosha, mostrado na figura 26 e com perfil de expressdo génica relativa
detalhado na tabela 17, apresentou variacdo no perfil de expressao génica menor que seus
controles ndo infectados nos tempos T1 e T7, com 0,111 e 0,243 vezes respectivamente.
Ja os tempos T2, T3, T5 e T6 mostraram-se mais expressos que seus controles 7,439,
2,947, 7,087 e 3,93 vezes respectivamente. Os grupos TO e T4 n&do apresentaram

diferencas estatisticamente significativas dos seus controles ndo infectados.

Expressiao Génica Drosha

100 s * p<0.05
7.439 7.087
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1,169 * 3,93 ® Drosha TO
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FIGURA 26: Expressdo relativa do gene Drosha nos diferentes tempos de infeccdo dos
caramujos B. glabrata com o S. mansoni. TO caramujos néo infectados coletados momentos antes da
infeccdo; T1 caramujos ap6s 4 horas de infeccdo; T2 apds 12 horas de infec¢do; T3 ap6s 24 horas de
infeccdo; T4 ap6s 7 dias de infeccdo; T5 apds 15 dias de infeccdo; T6 ap6s 21 dias de infeccdo e T7 apos
30 dias de infeccdo. Como calibrador foi considerado os grupos néo infectados em cada tempo. Observa-
se que a expressdo do alvo diferiu consideravelmente entre os tempos estudados. Os niveis de expressdo

com significancia estatistica entre os grupos (p<0,05) estdo destacados com asterisco (*).
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TABELA 17: Expressao génica relativa para Drosha nos diferentes tempos de infecgéo.

Gene Tempo Expressdo Erro Padrdo 95% C.I. P Concluséo

TO 1,169 0,146 - 10,204  0,105- 11,647 0,583 Drosha T0 néo é diferente do grupo controle.

Drosha T1 esta sub expressa em relacdo ao controle.
Tl 0,111 0,046 - 0,250 0,041-0,322 0,000 )

Drosha T1 é diferente do grupo controle.

Drosha T2 estéa super expressa em relagdo ao controle.
T2 7,439 1,566 - 35,187  1,211-44,041 0,029 )

Drosha T2 ¢ diferente do grupo controle.

Drosha T3 esta super expressa em relacdo ao controle.
T3 2,947 2,007 - 4,556 1,343-6,183 0,015 .

Brosh Drosha T3 é diferente do grupo controle.
rosha

T4 3,671 0,680-20,750 0,574-22,462 0,162 Drosha T4 ndo é diferente do grupo controle.

Drosha T5 esta super expressa em relacdo ao controle.
T5 7,087 1,361 -39,967 1,127 -41,005 0,001 .

Drosha T5 é diferente do grupo controle.

Drosha T6 esta super expressa em relagdo ao controle.
T6 3,93 2,173 - 6,968 1,906 - 8,553 0,025 )

Drosha T6 é diferente do grupo controle.

Drosha T7 esta sub expressa em relacdo ao controle.
T7 0,243 0,078 - 0,762 0,061-1,049 0,033

Drosha T7 ¢ diferente do grupo controle.
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Para o gene Piwi, disposto na figura 27 e com seu perfil de expressdo génica
detalhado na tabela 18, no tempo TO apresentou valor de (p) significativo para afirmar
que este ndo é diferente do seu controle. As quatro horas e doze horas ap06s infeccéo o
gene Piwi se mostrou 0,036 e 0,196 vezes menos expresso que seus controles nédo
infectados, o que demonstra que no inicio do processo infeccioso, a expressao deste gene
se encontra sub regulada. J& as 24 horas, 7 dias e 30 dias ap0s a infeccéo, Piwi esta 3,908,
18,832 e 2,075 vezes mais regulada que em seu grupo controle, 0 que sugere uma maior
necessidade dessa proteina nesses estagios da infeccdo de B. glabrata por S. mansoni.
Aos 15 e 21 dias apés infeccdo ndo houve diferencas estatisticamente significativa de

Piwi em relagdo aos seus controles ndo infectados.

Expressiao Génica Piwi

1000 p<0.05
. *
= 18,832 o
% 100 ;02 BPiwi TO
C::jn N EPiwi T1
< 3 * .
= 10 3308 1,736 2,075 Piwi T2
E§ mPiwi T3
I
; 1 - 1 L - mPiwi T4
% - I 0.83 Piwi T5
e 0.1 0,288 0,196 mPiwi T6
- * B Piwi T7

0,036
0,01 *

Tempos de Infeccdo

FIGURA 27: Expressdo relativa do gene Piwi nos diferentes tempos de infeccdo dos
caramujos B. glabrata com 0 S. mansoni. TO caramujos néo infectados coletados momentos antes da
infecgdo; T1 caramujos apds 4 horas de infeccdo; T2 ap6s 12 horas de infeccdo; T3 ap6s 24 horas de
infecgdo; T4 apds 7 dias de infecgdo; T5 apds 15 dias de infecgdo; T6 apds 21 dias de infeccdo e T7 ap6s
30 dias de infeccdo. Como calibrador foi considerado os grupos néo infectados em cada tempo. Observa-
se que a expressao do alvo diferiu consideravelmente entre os tempos estudados. Os niveis de expressao

com significancia estatistica entre os grupos (p<0,05) estdo destacados com asterisco (*).
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TABELA 18: Expressdo génica relativa para Piwi nos diferentes tempos de infecgéo.

Gene Tempo Expressdo Erro Padréo 95% C.I. P Concluséo
TO 0,288 0,099 - 0,853 0,077-1,084 0,059 Piwi TO ndo é diferente do grupo controle.
Piwi T1 esta sub expressa em relacdo ao controle. Piwi
T1 0,036 0,009 - 0,121 0,009 - 0,156 0,006 o
T1 é diferente do grupo controle.
Piwi T2 esté sub expressa em relagdo ao controle. Piwi
T2 0,196 0,051 -0,784 0,042-0,869 0,028 )
T2 é diferente do grupo controle.
Piwi T3 esta super expressa em relacdo ao controle.
Piwi T3 3,908 2,362 - 5,679 2,240-8,616 0,003 =
Piwi T3 é diferente do grupo controle.
Piwi T4 esta super expressa em relacdo ao controle.
T4 18,832 4,023 -88,526 3,633-97,928 0,004 )
Piwi T4 é diferente do grupo controle.
T5 0,83 0,465 - 1,368 0,446 -1,711 0,555 Piwi T5 ndo é diferente do grupo controle.
T6 1,736 0,782 - 3,829 0,728 - 4,027 0,418 Piwi T6 nao é diferente do grupo controle.
T7 2,075 1,263 - 3,592 0,978 -4,009 0,054 Piwi T7 ndo é diferente do grupo controle.

81



O perfil de expressdo génica de Exportina 5, detalhado na tabela 19 e
esquematizado na figura 28, demonstra que este gene esta sub regulado nos grupos T1,
T2, T3, T5 e T7, com valores 0,046, 0,371, 0,299, 0,42 e 0,304 vezes menor que seus
controles ndo infectados respectivamente. Os grupos T4 e T6 apresentam expressao
10,096 e 7,587 vezes maior que seus controles ndo infectados, o que sugere uma elevada
demanda dessa proteina nesses tempos de infec¢do. No grupo TO ndo houve diferenca

estatistica significativa em relacéo ao grupo controle.

Expressio Génica Exportina 5
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FIGURA 28: Expressdo relativa do gene Exportina 5 nos diferentes tempos de infec¢éo dos
caramujos B. glabrata com o S. mansoni. TO caramujos néo infectados coletados momentos antes da
infeccdo; T1 caramujos ap6s 4 horas de infeccdo; T2 apds 12 horas de infec¢do; T3 ap6s 24 horas de
infecgdo; T4 apds 7 dias de infecgdo; T5 apds 15 dias de infecgdo; T6 ap06s 21 dias de infeccdo e T7 apds
30 dias de infeccdo. Como calibrador foi considerado os grupos néo infectados em cada tempo. Observa-
se que a expressdo do alvo diferiu consideravelmente entre os tempos estudados. Os niveis de expressdo

com significancia estatistica entre os grupos (p<0,05) estdo destacados com asterisco (*).
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TABELA 19: Expressao génica para Exportina 5 nos diferentes tempos de infecgé&o.

Gene Tempo Expressdo Erro Padréo 95% C.I. P Concluséo

TO 1,204 0,645 - 2,235 0,498 -2,950 0,548 Exportina TO ndo é diferente do grupo controle.

Exportina T1 esta sub expressa em relacédo ao controle.
Tl 0,046 0,040 - 0,056 0,036 - 0,060 0,001 ) .

Exportina T1 é diferente do grupo controle.

Exportina T2 esté sub expressa em relacdo ao controle.
T2 0,371 0,184 - 0,801 0,154 -0,944 0,005 ) o

Exportina T2 é diferente do grupo controle.

Exportina T3 esta sub expressa em relacédo ao controle.
T3 0,299 0,175- 0,477 0,143-0,498 0,014 ] .

Exportina T3 é diferente do grupo controle.

Exportina Exportina T4 estd super expressa em relacdo ao

T4 10,096 5,969 -17,107 5,692-17,836 0,007 ) )

controle. Exportina T4 € diferente do grupo controle.

Exportina T5 esté sub expressa em relacdo ao controle.
T5 0,42 0,287 - 0,656 0,283-0,717 0,028 ] .

Exportina T5 é diferente do grupo controle.

Exportina T6 estd super expressa em relacdo ao
T6 7,587 3,845-14,006 3,563-17,264 0,000 ) )

controle. Exportina T6 € diferente do grupo controle.

Exportina T7 esta sub expressa em relagéo ao controle.
T7 0,304 0,142 - 0,694 0,101-0,881 0,004

Exportina T7 é diferente do grupo controle.
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Ja para Tudor, disposto na figura 29 e detalhado na tabela 20, os grupos T1 e T2
apresentaram expressdo 0,267 e 0,23 vezes menor que seus controles néo infectados
respectivamente. No grupo T3 Tudor esta 3,612 vezes mais expresso que seu controle néo
infectado. Nos grupos TO, T4, T5, T6 e T7 ndo houve diferenca estatistica significativa

em relacdo aos seus respectivos controles.
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FIGURA 29: Expressdo relativa do gene Tudor nos diferentes tempos de infeccdo dos
caramujos B. glabrata com o0 S. mansoni. TO caramujos ndo infectados coletados momentos antes da
infecgdo; T1 caramujos apds 4 horas de infec¢do; T2 ap6s 12 horas de infec¢do; T3 ap6s 24 horas de
infeccdo; T4 ap0s 7 dias de infeccdo; T5 apds 15 dias de infeccdo; T6 apds 21 dias de infecgdo e T7 apos
30 dias de infeccdo. Como calibrador foi considerado os grupos ndo infectados em cada tempo. Observa-
se que a expressao do alvo diferiu consideravelmente entre os tempos estudados. Os niveis de expressdo

com significancia estatistica entre os grupos (p<0,05) estdo destacados com asterisco (*).
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TABELA 20: Expressao génica relativa para Tudor nos diferentes tempos de infeccéo.

Gene Tempo Expressdo Erro Padrao 959% C.I. P Concluséao
TO 0,905 0,764 - 1,052 0,744 -1,218 0,270 Tudor TO ndo é diferente do grupo controle.
Tudor T1 estd sub expressa em relacdo ao controle.
Tl 0,267 0,148 - 0,484 0,142 -0,506 0,031 )
Tudor T1 é diferente do grupo controle.
Tudor T2 estd sub expressa em relacdo ao controle.
T2 0,23 0,140 - 0,389 0,131-0,396 0,006 o
Tudor T2 é diferente do grupo controle.
Tudor Tudor T3 esta super expressa em relagdo ao controle.
T3 3,612 1,732 - 7,545 1,565 - 8,327 0,006 )
Tudor T3 é diferente do grupo controle.
T4 0,699 0,443 - 1,015 0,417 -1,298 0,192 Tudor T4 ndo é diferente do grupo controle.
T5 1,305 0,911 - 1,856 0,862 -1,977 0,153 Tudor T5 ndo é diferente do grupo controle.
T6 0,953 0,471-1,881 0,450-2,012 0,704 Tudor T6 ndo é diferente do grupo controle.
T7 0,683 0,281 - 1,637 0,236 -2,023 0,405 Tudor T7 néo é diferente do grupo controle.
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6

DISCUSSAO

6.1 ANALISE IN SILICO

O estudo in silico é fundamental para se encontrar possibilidades e até mesmo
confirmar e/ou predizer possiveis resultados. E um conjunto de ferramentas de valor
inestimavel para ensaios em biologia molecular e genética entre outros. Em nossos
estudos, o uso de ferramentas de bioinformatica foi fundamental para analisar o0 genoma
e transcriptoma de B. glabrata (Adema et al., 2006). Isso permitiu predizer a presencga dos
genes relacionados a maquinaria de processamento de pequenos RNAS, caracterizar
utilizando varios bancos de dados referéncia, a homologia das proteinas preditas e
sintetizar iniciadores para esses transcritos, afim de avaliar o nivel de expressao desses
genes em B. glabrata e comprovar que esse caramujo possui a via de miRNAs e piRNAs
presente.

Nossos ensaios foram capazes de demonstrar que Argonauta e Piwi de B. glabrata
possuem o tamanho predito de 855 e 854 aminoacidos respectivamente, além de
apresentarem o dominio PIWI com 292 residuos de aminoacidos e que este apresenta, em
ambas, os residuos cataliticos D-D-H, que sdo altamente conservados entre os clados
(Song et al., 2004). Estes residuos sdo importantes para a atividade “Slicer” do dominio
PIWI, responsavel por clivar a fita complementar do RNA de fita dupla, deixando apenas
a fita guia, que serd utilizada pelo complexo RISC como miRNA (Liu et al., 2004; Parker
et al., 2005; Wang et al., 2008).

Para que Argonauta e Piwi possam clivar a dupla fita de RNA, selecionando assim
a fita adequada para a via de silenciamento, miRNA no caso de Argonauta e piRNA em
Piwi, é necessario a presenca dos residuos D-D-H, que se associam ao ion divalente Mg?*
(Schwarz et al., 2004) e clivam a fita de RNA deixando uma extremidade 3’OH e outra
5’ contendo um grupamento fosfato (Wintersberger, 1990; Song et al., 2004). O ion
magnésio é limitante para a reacdo de silenciamento, podendo sua concentracdo afetar

diretamente no sucesso do processo (Nam et al., 2014).

Contudo, para que o processo de silenciamento ocorra de maneira satisfatoria, é
necessario que, o processamento nuclear do RNA transcrito seja realizado de maneira
eficiente. No caso da via de silenciamento por miRNAs essa etapa é desempenhada por
Drosha em conjunto com DGCRS8, formando o complexo microprocessador responsavel
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por clivar o pri-miRNA, que normalmente possui mais de mil nucleotideos na fita. Ao
realizar esse processo, Drosha cria 0 chamado pré-miRNA que possui aproximadamente
65 nucleotideos (Lee et al., 2003; Gregory et al., 2004; Han et al., 2004).

Drosha é uma RNase Ill que possui na sua constituicdo dois dominios Riboc
responsaveis por clivar a dupla fita de RNA, onde cada dominio cliva uma fita especifica.
O primeiro dominio Riboc cliva a fita 3’ enquanto o segundo dominio corta a fita 5’
(Blaszczyk et al., 2001; Han et al., 2004), sendo que ambos 0s dominios utilizam a jungéo
basal das fitas da estrutura em forma de grampo do RNA para determinar as posicoes
corretas para clivar (Han et al., 2006; Auyeung et al., 2013). Em B. glabrata foi possivel
evidenciar a presenca apenas do primeiro dominio Riboc em uma predita proteina de 1128
aminoacidos. 1sso nos mostra que provavelmente Drosha em B. glabrata esta depositada
de forma incompleta, uma vez que Crassostrea gigas (EKC20603.1), outro molusco
analisado neste estudo, apresenta Drosha com 1354 residuos de aminoacidos e com 0s
dois dominios RIBOc presentes. Contudo, é possivel confirmar a presenca dos sitios
cataliticos D e E no primeiro dominio, assim como em seus ortdlogos, que sao
responsaveis pela atividade catalitica do dominio, que assim como o dominio PIWI,
depende da interagdo com ifons Mg?* para atuacio adequada (Blaszczyk et al., 2001;
Zhang et al., 2004).

Outra endonuclease de importancia significativa na via de miRNAs é Dicer, que
em B. glabrata possui 2165 aminoacidos e dois dominios Riboc, bem como seus
ortdlogos estudados nesse trabalho. Podemos confirmar sem ddvidas, que Dicer de B.
glabrata é ortdloga das proteinas Dicer dos demais animais analisados. Foi possivel
confirmar a presenca dos dominios E-E-D-D-E no primeiro dominio e Q-E-D-D-E no
segundo. A presenca dos dois dominios com todos os residuos importantes para a
associacdo ao fon Mg?*, para uma melhor associagéo a dupla fita de RNA e desempenhar
sua funcéo de clivagem (Blaszczyk et al., 2001; Zhang et al., 2004). Normalmente Dicer
cliva o RNA a uma distancia fixa da extremidade 3’ final, o que leva a formagao de um
RNA dupla fita com aproximadamente 21 nucleotideos em cada fita que sera apresentado
a Argonauta para o processamento final e inser¢do no Complexo RISC. Em mamiferos e
moscas existe a possibilidade de reconhecimento também da extremidade 5’ fosforilada
(Macrae et al., 2006; Park et al., 2011).
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Nossos resultados em B. glabrata corroboram com os resultados da literatura,
encontrados em outros animais, para a estrutura das preditas proteinas Argonauta, Piwi,
Drosha e Dicer, confirmando suas respectivas atividades helicases pela presenga dos
principais dominios cataliticos, como confirma também a presenca dos dominios
responsaveis por estabilizar os complexos protéicos formados para o0 processamento da
dupla fita de RNA, e daqueles onde este € reconhecido e estabilizado no complexo, como
é 0 caso dos dominios PAZ em Argonauta e Piwi, além de DSRM em Drosha e Dicer (Ha
e Kim, 2014). Ensaios para demonstrar a presenca e a estrutura destas proteinas em B.
glabrata, como “western blotting” e/ou cristalografia, ainda precisam ser realizados, mas
conforme confirmado por caracterizagdo in silico, é possivel dizer que as preditas

proteinas sdo ortlogas das mesmas dos diversos animais referéncia testados.
6.2 EXPRESSAO GENICA

Os estudos acerca da interacdo Biomphalaria/S. mansoni apresentou ao longo dos
anos um crescimento substancial. Esta relacdo estd intimamente relacionada com a
resisténcia e/ou susceptibilidade do caramujo frente ao trematddeo. Esse mecanismo de
resisténcia esta controlado por diversos genes localizados em diversos Loci no genoma
(Richards e Merritt, 1972; Woolhouse e Webster, 2000). Recentemente Larson e
colaboradores demonstraram a relagdo entre o nimero de hemdcitos em conjunto com a
expressao génica diferencial de transcritos relacionados a cascata oxidativa em B.
glabrata, como sendo fundamental para os mecanismos de resisténcia do caramujo frente

ao S. mansoni (Larson et al., 2014).

A expressdo génica de inameros genes relacionados ao processo de resisténcia dos
caramujos € de fundamental importancia para o sucesso do hospedeiro em combater a
infeccdo pelo trematddeo (Zahoor et al., 2014). Neste contexto, a participacdo dos
pequenos RNAs ndo codificadores de proteinas, como reguladores do processo pés-
transcricional, podem ser a chave para o entendimento do processo de resisténcia dos
caramujos Biomphalaria frente ao S. mansoni. Ja existem estudos demonstrando a
presenca de alguns pequenos RNAs e proteinas da sua via de sintese em S. mansoni,
porém, nada ainda foi publicado no que diz respeito & presenca desses espécimes em
Biomphalaria (Gomes et al., 2009; De Souza Gomes et al., 2011). Contudo, técnicas de
silenciamento génico utilizando siRNAs ndo sdo novidade em B. glabrata (Knight et al.,
2011; Hanington et al., 2012).
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NOs criamos a hipotese de que a maquinaria de processamento de pequenos RNAS
ndo codificadores de proteinas esta presente em B. glabrata. Para testarmos essa hipotese,
desenhamos “primers” correspondentes aos genes da via de processamento dos pequenos
RNAs utilizando dados de transcriptoma e ESTs de B. glabrata, descritos na tabela 12.
Estes foram submetidos a PCR em tempo real e os amplicons obtidos, quando analisados
ao gel de agarose 2% (Figura 7), demonstraram tamanho compativel com o predito. Esses
amplicons foram submetidos ainda ao sequenciamento tipo sanger (Sanger et al., 1977)
para uma analise in silico mais consistente, onde foi possivel estabelecer a identidade dos
produtos, comparando-os contra o banco de dados RefSeq do NCBI. Assim foi possivel
encontrar homologia com as proteinas relacionadas presentes no referido banco, as

sequéncias obtidas do sequenciamento estdo disponiveis na tabela 13.

Na andlise utilizando o banco de dados ‘“reference proteins” do NCBI, as
sequéncias foram confrontadas com o banco de dados de D. melanogaster e C. elegans,
confirmando que os produtos gerados pelos “primers” na PCR se tratam verdadeiramente
dos preditos genes Argonauta, Dicer, Drosha, Piwi, Tudor, Exportina 5, TDRD, FMR,
Loquacious (Partner de Dicer), “Partner de Drosha”, SPN (Spindle E) e Mioglobina,
Principais genes relacionados ao processamento de pequenos RNAs em animais (Ha e
Kim, 2014).

Dos genes acima citados apenas Argonauta (Figura 8), Drosha (Figura 9),
Exportina 5 (Figura 10), Piwi (Figura 11) e Tudor (Figura 12) apresentaram resultados
satisfatorios nos ensaios de eficiéncia o que possibilitou seguir com as analises de
expressdo génica. Todos apresentaram valores de eficiéncia compreendidos entre 90 % e
110 % e valores de R? superiores a 0,985 (Bustin et al., 2009). O par de iniciadores
desenhados para o0 gene Mioglobina (Figura 13), aqui utilizado com controle enddgeno
para normalizar a reacdo de qRT-PCR, por conferir niveis de expressdo pouco variaveis
nas amostras, e, portanto, consistentes na amostra testada, apresentou valor de eficiéncia
igual a 96,238 e R?de 0,995.

Os demais iniciadores desenhados para Dicer (Figura 14), SPN (Figura 15),
Loquacious (Figura 16), “Partner de Drosha” (Figura 17), TDRD (Figura 18) e FMR
(Figura 19), ndo demonstraram resultados aceitaveis nos ensaios de eficiéncia (Bustin et
al., 2009), mesmo apds os ensaios terem sido repetidos exaustivamente, variando técnicas

de pipetagem e amostras de caramujos em diferentes estagios de desenvolvimento. Isso
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foi condicdo para que estes ndo fossem utilizados nos ensaios de expressdo génica,
devendo ser redesenhados e novamente testados quanto a eficiéncia para posterior anélise
da expressao destes alvos.

6.2.1 EXPRESSAO GENICA DOS GENES DA MAQUINARIA DE PEQUENOS
RNAs NOS DIFERENTES TEMPOS DE DESENVOLVIMENTO

A idade e principalmente o tamanho dos caramujos B. glabrata séo diretamente
relacionados com a eficiéncia da infeccédo pelo S. mansoni, bem como o tempo no qual o
caramujo permanece liberando cercarias (Anderson e Crombie, 1984; Niemann e Lewis,
1990). Onde caramujos jovens com a concha medindo entre 7 e 9 mm apresentam uma
maior taxa de infeccdo pelo S. mansoni (Theron et al., 1998). Para determinar os perfis
naturais de expressao dos genes da maquinaria de processamento de pequenos RNAs em
B. glabrata, ensaio de PCR em tempo real contemplando amostras advindas de caramujos
em diferentes tempos de desenvolvimento foi desenvolvido, onde foi possivel determinar
0 padréo de expressdo para Argonauta, Drosha, Piwi, Exportina 5 e Tudor nos tempos de
desova, 5 dias apds nascimento, 10 dias, 20 dias e 40 dias de vida. Neste contesto, o tempo
desova foi definido arbitrariamente como nosso controle calibrador, onde todos os demais

tempos foi comparado.

Regulador chave do processo de silenciamento génico, Argonauta participa tanto
da via de miRNAs quanto siRNAs (Meister e Tuschl, 2004; Ha e Kim, 2014). E muito
bem conservada ao longo dos clados evolutivos representando uma familia de trés
grandes proteinas, AGO, PIWI e WAGO que é uma argonauta exclusiva de vermes (Yigit
et al., 2006; Swarts et al., 2014). Na espécie humana € representada por oito membros
(Sasaki et al., 2003). Em nossos testes foi possivel comprovar (Figura 20) que caramujos
de 10 e 20 dias apresentam uma superexpressao de argonauta em relagdo ao controle
desova. Nesses estagios 0s caramujos sdo juvenis e ainda ndo maduros sexualmente. I1sso
sugere que pode existir uma participacdo de miRNAs e/ou siRNAs no processo de
desenvolvimento natural dos caramujos B. glabrata, uma vez que a participacdo de
miRNAS nos processos vitais de animais e plantas € bem documentado e sua falta gera
inimeros problemas que podem comprometer a viabilidade do individuo (Liu et al., 2004;
Su et al., 2009; Modzelewski et al., 2012; Ha e Kim, 2014).
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A RNase Il nuclear, denominada Drosha, apresenta papel determinante na via de
processamento de miRNAs em animais. Juntamente com DGCRS8, Drosha é responsavel
por ligar-se ao pri-miRNA e promover o corte das extremidades 5’ e 3° da molécula de
RNA, gerando uma estrutura em forma de grampo com aproximadamente 65 nucleotideos
(Lee et al., 2003; Denli et al., 2004; Han et al., 2004). Em B. glabrata, Drosha (Figura
21) apresentou uma expressédo elevada aos 10 e 20 dias de desenvolvimento, 2,471 e 2,642
vezes maior que o controle respectivamente, sugerindo que a expressdo desse gene, bem
como em Argonauta, possui papel importante no desenvolvimento do animal,
principalmente na etapa de crescimento e amadurecimento sexual. Chong (2010)
trabalhando com camundongos deficientes em Drosha, demonstrou que estes morriam na
auséncia desta, confirmando assim a importancia desse gene no desenvolvimento dos
animais (Chong et al., 2010).

Relacionada inicialmente a linhagens germinais, Piwi € uma proteina que faz parte
da familia Argonauta (Lin e Spradling, 1997; Cox et al., 1998; Carmell et al., 2002). Piwi
¢ a principal proteina na via de processamento de piRNAs em D. melanogaster com papel
fundamental nos processos relacionados ao desenvolvimento e fertilidade animal, além
de participar ativamente do controle das atividades de transposons no genoma (Aravin et
al., 2006; Brennecke et al., 2007; Carmell et al., 2007; Aravin et al., 2008; Brennecke et
al., 2008). E relativamente conservada em animais (Filippov et al., 2000; Fortin et al.,
2002). Em B. glabrata Piwi (Figura 22) estd naturalmente superexpressa, excegdo € feita
nos primeiros dias de vida, onde aos 5 dias de desenvolvimento apresentou-se 0,455 vezes
menos expressa que a desova. Ja aos 10, 20 e 40 dias esta mais expressa 2,429, 2,041 e
3,293 vezes respectivamente, refor¢ando a ideia de que Piwi apresenta papel fundamental
no desenvolvimento animal (Aravin et al., 2008). Esses dados nos faz acreditar que
piRNAs interferem na biologia de B. glabrata naturalmente. Como é sabido que em S.
mansoni a maquinaria de piRNAs ndo esta presente, acreditamos que essas moléculas
estdo envolvidas diretamente na susceptibilidade do caramujo a infecgéo pelo trematddeo
(Gomes et al., 2009; De Souza Gomes et al., 2011).

Assim que o pri-miRNA é processado em pre-miRNA por Drosha (Lee et al.,
2003), este precisa ser exportado para o citoplasma onde devera sofrer atuacdo de Dicer.
Para isso € necessario a participacdo de Exportina 5, que associada a RAN-GTP, forma
um complexo de exportacdo, responsavel por se associar ao pré-miRNA recém formado

e através de varios poros na membrana, o guia até o citoplasma (Yi et al., 2003; Bohnsack
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etal., 2004; Kim, 2004; Lund et al., 2004). Nossos resultados demonstram que Exportina
5 (Figura 23), estéa superexpressa aos 10 e 40 dias de vida em B. glabrata, 5,143 e 3,723
vezes mais que o tempo desova respectivamente, o que nos leva a crer que, mesmo com
poucos dados na literatura, Exportina 5 desempenha papel fundamental no
desenvolvimento dos moluscos, uma vez que é fundamental para a producdo de miRNAs
(Lund et al., 2004), e esses ja estdo consolidados como importantes em processos

celulares.

Descoberta em 1985 por Boswell and Mahowald, durante estudos de fatores
maternos com influéncia no desenvolvimento embrionario ou na fertilidade de D.
melanogaster (Boswell e Mahowald, 1985), Tudor foi associada a inUmeros processos
celulares, entre eles a associacdo a aminoécidos metilados presentes nas histonas, com
papel significativo no controle epigenético da transcricdo génica (Anderson e Kedersha,
2009). Tudor pode participar tanto da via de miRNAs, siRNAs e principalmente piRNAsS.
Nos primeiros faz parte do complexo de silenciamento induzido de RNA (RISC) (Caudy
et al., 2003), onde possui além do dominio Tudor, quatro dominios nucleases. Em
piRNAs Tudor est4 associada a PIWI para o processamento destes. Essa associacao €
feita através da ligacdo de Tudor a arginina metilada de PIWI (Chen et al., 2009; Liu, H.
et al., 2010; Liu, K. et al., 2010). Essa associacdo também €é benéfica gracas ao dominio
DEAD-box helicase presente em Tudor necessaria a PIW| para o processamento primario
de piRNAs e repressédo de transposons (Olivieri et al., 2010; Saito et al., 2010; Saito e
Siomi, 2010; Qi et al., 2011). Tudor em B. glabrata apresenta um perfil constante ao
longo do desenvolvimento do animal (Figura 24). Em nossos ensaios foi possivel
observar diferencga estatisticamente significativa apenas aos 10 dias, com um valor de
expressao 0,263 vezes menor que a desova. 1sso nos leva a crer que a participagédo de
Tudor no desenvolvimento do animal se mantém bem regulado durante todos os estagios
de vida, podendo ter sua demanda reduzida durante o periodo de crescimento do caramujo

até seu amadurecimento sexual.

6.2.2 EXPRESSAO GENICA DOS GENES DA MAQUINARIA DE PEQUENOS
RNAs NOS DIFERENTES TEMPOS DE INFECCAO

Para o0s experimentos de infeccdo foram utilizados caramujos de
aproximadamente 7 a 9 mm de comprimento da concha e 40 dias de vida, padrao ideal

para este tipo de ensaio, onde existe uma elevada taxa de sucesso infectivo e menor perda
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de caramujos por morte devido ao processo (Niemann e Lewis, 1990; Theron et al., 1998;
Lewis et al., 2003). Como os experimentos relacionados ao tempo de desenvolvimento
demonstraram que, em B. glabrata, nesta faixa etaria ndo existe expressdo diferencial de
argonauta, todas as alteracdes significativas estatisticamente encontradas nos ensaios de

infeccdo sdo decorrentes do processo de infeccao.

E interessante perceber que quatro horas apds a infec¢do, argonauta sofre uma
grande subexpressdo que ainda se mantém em menor nivel 12 horas ap6s infec¢do (Figura
25). Essa evidéncia demonstra que as primeiras horas de infeccdo de B. glabrata por S.
mansoni sdo extremamente traumaticas para o molusco e mesmo néo o levando a morte
(Basch, 1976), o forca a se ajustar a nova condicao. Isto pode ser comprovado 24 horas
apos a infeccdo, onde é possivel perceber um aumento na expressdo de argonauta,
sugerindo que mesmo apds a injdria, a transcricdo desse gene é fundamental para as
funcGes bioldgicas de B. glabrata. Aos 7 dias decorridos da infeccdo, ocorre um aumento
significativo nos niveis de expressdo desse alvo, periodo no qual o esporocisto primario
estd movimentando-se ativamente pelo tecido do caramujo (Maldonado e Acosta
Matienzo, 1947; Jourdane et al., 1980; Theron e Touassem, 1989; De Souza et al., 1995).
Aos 15 dias ocorre uma nova subexpressdo de argonauta, provavelmente em decorréncia
da transformacdo do trematodeo em esporocisto secundario, que normalmente ocorre aos
14 dias ap0os infeccdo (Maldonado e Acosta Matienzo, 1947; Negrao-Correa et al., 2012).
Esses dados sugerem que argonauta possui papel direto na recuperac¢ao do caramujo e que
0 processo de infeccdo é provavelmente favorecido por uma diminuicdo no
processamento de miRNASs e/ou siRNAs de B. glabrata pela falta de argonauta, ja que a
falta de Argonauta esta associada com inimeras desordens e controla a homeostase de
miRNAs em condic¢des fisioldgicas (Adams et al., 2009; Romero-Cordoba et al., 2014;
Swarts et al., 2014).

O gene Drosha (Figura 26), bem como Argonauta (Figura 25), apresentaram uma
subexpressao acentuada no tempo T1, com 0,111 vezes menos expresso que o controle
ndo infectado. O que demonstra que o periodo inicial do processo infeccioso é prejudicial
ao caramujo (Chernin, 1972; Basch, 1976). Porem, 12 horas apés a infecgdo ja foi
possivel notar uma elevada expresséo de Drosha, 7,439 vezes maior que o controle. Esse
aumento foi notado até os 21 dias, mostrando que mesmo com a injuria, 0 caramujo
depende desse gene ativo para a manutencédo de suas atividades vitais. Aos trinta dias de

infeccdo, uma nova subexpressdo de Drosha foi evidenciada, 0,243 vezes menor que seu
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controle ndo infectado, confirmando que em momentos de grande injaria, a expressao
génica desse gene em B. glabrata é seriamente prejudicado, uma vez que se trata da época
de producdo e eliminacdo de cercarias, processo traumatico que pode ocasionar a morte

do caramujo (Olivier e Mao, 1949).

Confirmando as dificuldades encontradas pelo caramujo durante o processo de
penetracdo dos miracidios de S. mansoni, percebeu-se uma subexpressdao acentuada de
Piwi as 4 horas e que persistiu até as 12 horas apds infeccdo (Figura 27), com valores
iguais a 0,036 e 0,196 vezes menores que seus controles ndo infectados. Ja as 24 horas, 7
dias e 30 dias apds a infeccao, Piwi esteve 3,908, 18,832 e 2,075 vezes mais expresso que
em seu grupo controle. Nossos resultados sugerem que Piwi desempenha papel
fundamental na relacdo B. glabrata / S. mansoni, uma vez que a maquinaria de
processamento de piRNAs ndo se encontra disponivel no trematédeo e Piwi estd
superexpressa durante os principais momentos de diferenciacdo do parasito no molusco,
como no processo de transformacdo dos miracidios em esporocisto primario, apos as 48
horas iniciais e excepcionalmente elevado aos 7 dias, periodo de crescimento deste até se
transformar em esporocisto secundario, por volta dos 14 dias, além da eliminacdo de

cercarias aos 30 dias (Maldonado e Acosta Matienzo, 1947).

N&o é possivel com esses dados afirmar que Piwi esteja relacionada ao perfil de
susceptibilidade de B. glabrata em relacdo ao S. mansoni. Mais estudos precisam ser
realizados para apontar a participacao real de Piwi nesta relacdo e consequentemente dos
provaveis piRNAs produzidos pelo caramujo, uma vez que a simples expressdo do gene
ndo significa que sua traducdo ocorra adequadamente. Rajasethupathy e colaboradores
(2012) demonstraram a presenca de piRNAs em células do sistema nervoso e outros
tecidos somaticos de A. californica, molusco marinho (Rajasethupathy et al., 2012), o que

reforca a possibilidade da ocorréncia dessas moléculas também em B. glabrata.

O perfil de expresséo génica de Exportina 5 (Figura 28), demonstra que este gene
esteve subexpresso praticamente durante todos os momentos da infeccéo de B. glabrata
por S. mansoni, com destaque especial as primeiras 4 horas, onde esteve 0,046 vezes
Menos expresso que seu controle ndo infectado, o0 que nos leva a crer que o processo de
penetracdo do miracidio no caramujo provoca sérios disturbios no hospedeiro. Nos grupos
T2, T3, T5 e T7, 0s caramujos permaneceram incapazes de aumentar significativamente

os transcritos de Exportina 5, apresentando valores 0,371, 0,299, 0,42 e 0,304 vezes
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menor que seus controles ndo infectados respectivamente. Esses resultados podem refletir
uma menor demanda de miRNAs durante os momentos infecciosos, embora para fazer
tal afirmacdo novos ensaios devam ser conduzidos. Contudo, aos 7 e aos 21 dias de
infeccdo, houve uma superexpressdo significativa de Exportina 5, com valores de
expressao 10,096 e 7,587 vezes maiores que seus controles ndo infectados
respectivamente, demonstrando que durante o crescimento do esporocisto primario e a
migracdo dos esporocistos secundarios ate a glandula digestiva do caramujo (Maldonado
e Acosta Matienzo, 1947), Exportina 5 desempenha papel fundamental. Yi e
colaboradores (2003) sugeriram que Exportina 5 ndo controla apenas a quantidade de
miRNAs dentro do nucleo, mas os protege de acdes nucleases que por ventura possam
comprometer sua integridade. Como esta € uma proteina compartilnada também por
shRNAs, que competem com miRNAs pelos seus alvos, causando inibi¢do destes, uma
superexpressdo de Exportina 5 € necessaria para controlar as atividades de miRNAs (Yi
etal., 2003). Novos estudos precisam ser conduzidos para afirmar que este € 0 mecanismo
por trés da superexpressdo de Exportina 5 aos 7 e 21 dias de infec¢do de B. glabrata pelo

trematédeo S. mansoni.

Confirmando nossas observacfes anteriores, Tudor também apresenta um perfil
de expressdo génica caracteristico das horas iniciais apés a infeccdo (Grafico 10),
demonstrando uma significativa subexpressdo nas primeiras 4 e 12 horas, com valores
0,267 e 0,23 vezes menores que seus controles ndo infectados respectivamente. 24 horas
apos a infeccdo, mesmo com as intensas modificacdes sofridas pelos miracidios no corpo
do caramujo até se transformarem em esporocisto primario (Maldonado e Acosta
Matienzo, 1947), Tudor apresenta uma superexpressdo 3,612 vezes maior que Seu
controle ndo infectado. Nos demais momentos da infeccdo Tudor ndo demonstrou
diferengas estatisticas dos seus controles ndo infectados, mesmo quando o dano fisico
causado pelo trematddeo ao molusco parece ser severo e que normalmente leva grande
quantidade de caramujos & morte, a intensa movimentacao do esporocisto secundario apos
0 14 dia de infeccdo até as glandulas digestivas e a saida das cercarias para 0 meio externo
(Maldonado e Acosta Matienzo, 1947). Isso nos demonstra que a participacao de Tudor
na relacdo parasito hospedeiro parece nao ser fundamental para determinar o carater de
resisténcia ou susceptibilidade. A Superexpressdo ocorrida apds 24 horas de infecgdo
pode ser mais um evento de recuperacdo do caramujo as lesdes sofridas nas primeiras

horas que uma resposta efetiva contra a atuacdo do trematodeo.
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CONCLUSOES

O estudo dos pequenos RNAs ndo codificantes de proteinas ¢ amplo e ja
demonstrou em inumeras frentes ser promissor e em alguns casos a resposta para alguns
questionamentos na ciéncia. Nosso grupo de trabalho acredita que estes estejam ligados
diretamente com o processo de interacdo parasito/hospedeiro invertebrado na
esquistossomose mansoni. De Souza Gomes e colaboradores em 2011 demonstraram a
existéncia de miRNAs maduros, além de precursores miRNA em S. mansoni (De Souza
Gomes et al., 2011), porém, piRNAs ndo sdo encontrados neste parasita, 0 que abre
precedentes para estudos na relacdo Biomphalaria/S. mansoni, que demonstrem a
participacdo dessas espécies na resisténcia/susceptibilidade do molusco frente ao
tremat6deo, uma vez que nossos resultados demonstram que a maquinaria de piRNAs

esta ativa em B. glabrata, com expressdo diferencial durante a infeccao.

Nossos resultados demonstram que as vias de miRNAs, siRNAs e piRNAs estéo
ativas, a nivel de transcriptoma, em B. glabrata, com os principais genes da via
apresentado transcritos compativeis com os encontrados para organismos modelo no
banco de dados do NCBI, confirmando assim que a transcri¢do dos principais genes da
maquinaria de processamento de pequenos RNAs em B. glabrata ocorre. Porém, como a
presenca do transcrito ndo garante a traducdo deste em proteina, mais estudos sdo

necessarios para comprovar a presenca destas no caramujo.

Além de comprovar a presenca dos transcritos no caramujo, conseguimos
confirmar para as preditas proteinas Argonauta, Piwi, Drosha e Dicer de B. glabrata, que
elas séo ortélogas das encontradas em organismos referéncia como D. melanogaster, C.
elegans, M. musculus, D. rerio entre outros. Conseguimos ainda, determinar que 0s genes
Argonauta, Piwi, Drosha, Exportina 5 e Tudor sofrem influéncia do processo de infeccéo
de B. glabrata pelo S. mansoni, apresentando expressao diferencial em diversos tempos
de infecgdo que abordaram os diversos tempos de desenvolvimento do trematodeo no
molusco. Determinamos ainda o nivel de expresséo basal destes genes nos mais diferentes
tempos de desenvolvimento do molusco e podemos confirmar que, as alteragdes ocorridas
a nivel de expressdo génica durante o processo de infeccdo, decorrem exatamente em

funcéo da relacdo parasita/hospedeiro.
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Portanto, podemos afirmar que B. glabrata expressa 0s principais genes
envolvidos no processamento de miRNAs e piRNAs e a infec¢do por S. mansoni interfere
diretamente na expressao de alguns destes genes.
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PERSPECTIVAS

Com a confirmagdo em B. glabrata, organismo referéncia para os estudos
relacionados a interacdo parasito-hospedeiro invertebrado na esquistossomose mansoni,
da presenca da maquinaria de processamento de pequenos RNAs nao codificadores de
proteinas, nos resta agora caracterizar esses pequenos RNAs em Biomphalaria sp e
identificar aqueles com participacdo na relagdo resisténcia/susceptibilidade do caramujo

frente ao S. mansoni.

Para estes estudos prosseguiremos com estudos de identificacdo e caracterizacéo
dos pequenos RNAs em duas linhagens geogréaficas de caramujos B. tenagophila, uma
sabidamente resistente ao processo de infec¢do pelo S. mansoni, oriunda da reserva
ecoldgica do Taim no Rio Grande do Sul, e outra muito susceptivel, oriunda de Joinville
no estado de Santa Catarina. Com estes estudos esperamos elucidar a participacdo dos
pequenos RNAs na relacdo resisténcia/susceptibilidade e caracterizar quais estdo

relacionados a resisténcia do caramujo ao parasito.
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