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Resumo

A esquistossomose € uma doenca causada por parasitos do género Schistosoma, sendo
uma das mais prevalentes dentre as doencas tropicais negligenciadas. Atualmente, mais de 240
milhdes de pessoas no mundo estdo infectadas. No Brasil, a esquistossomose é causada pela
espécie Schistosoma mansoni. Durante o seu complexo ciclo de vida, o S. mansoni é submetido
a diferentes ambientes, onde a regulacdo da expressdo génica exerce um papel central nas
transformac6es morfologicas e fisiologicas necessarias para o desenvolvimento deste parasito.
Nesse contexto, a proteina SmZF1, um fator de transcri¢cdo de S. mansoni que contém quatro
motivos dedos de zinco do tipo C2H2, representa um alvo em potencial para estudos do controle
da expressdo génica associada ao desenvolvimento larval e ao processo reprodutivo em vermes
adultos do parasito. Esse projeto teve como objetivo a caracterizacdo funcional da proteina
SmZF1, através de interferéncia de RNA (RNAI), a fim de investigarmos a importancia dessa
proteina durante o estabelecimento da infecgdo do hospedeiro vertebrado pelo S. mansoni. Ap6s
0 cultivo in vitro de esquistossomulos na presenca do dsRNA de SmZF1 por sete dias,
verificamos que os transcritos de SmZF1 foram silenciados de maneira efetiva e especifica,
alcancando uma diminuicdo maxima de ~69% com relacdo aos esquistossdmulos cultivados na
auséncia de qualquer dsRNA. Além disso, observamos um leve retardo no crescimento dos
esquistossdmulos apds dois dias de tratamento com o dsSRNA de SmZF1. Avaliamos ainda a
expressao génica de dois genes que podem ser alvo de regulacdo por SmZF1 em S. mansoni,
Smp_065180 e Smp_030710, e verificamos gque o silenciamento desse fator de transcri¢do nao
alterou significativamente os niveis dos transcritos de ambos os genes. A infeccdo de
camundongos com esquistossOmulos silenciados para os transcritos de SmZF1, quando
comparada a infeccdo do grupo controle, resultou em uma diminuicdo de ~72% da carga
parasitaria, além de uma reducdo de ~70% na carga de ovos depositados nos figados dos
camundongos. O silenciamento dos transcritos de SmZF1 induzido em esquistossomulos foi
transiente, uma vez que 0 mesmo ndo se manteve nos vermes adultos, derivados dos
esquistossomulos transformados. Também ndo foram observadas alteracGes nos parametros
histopatolégicos avaliados nos figados dos camundongos infectados com esquistossdmulos
silenciados para os transcritos de SmZF1. Os resultados sugerem o envolvimento de SmZF1 no
desenvolvimento larval e no estabelecimento da infeccdo de S. mansoni no hospedeiro

vertebrado.
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Abstract

Schistosomiasis is a disease caused by parasites of Schistosoma genus. This parasitic
disease is one of the most prevalent among the neglected tropical diseases affecting over 240
million people worldwide. In Brazil, schistosomiasis is caused by Schistosoma mansoni. S.
mansoni is exposed to different environments during its complex life cycle, in which the
regulation of gene expression plays a central role in the morphological and physiological
changes required for parasite development. The SmZF1 protein, a transcription factor from S.
mansoni that contains four C2H2 zinc fingers, represents a potential research target for the
understanding of gene expression control associated to the parasite larval development and
adult worm reproduction. Herein we performed functional studies through RNA interference
(RNAI) in order to investigate whether SmZF1 is involved in the establishment of S. mansoni
infection in the mammalian host. Therefore, we induced the silencing of SmZF1 mRNA by
soaking schistosomula cultivated in vitro with SmZF1 dsRNA for seven days. We show that
SmZF1 transcript levels were effective and specifically reduced by 69% relative to untreated
control. Schistosomula growth was slightly affected after two days of treatment with SmZF1
dsRNA. Futhermore, the gene expression of two putative genes targeted by SmZF1,
Smp_065180 and Smp_030710 were not significantly affected by SmZF1 silencing. We found
that SmZF1 knockdown was transient, because the RNAI induced in schistosomules did not
persisted in adult worms derived from mice infected with dsSRNA-treated parasites. In addition,
parasite and liver egg burden recovered from mice infected with transformed schistosomula
compared to control infection was significantly reduced by 72% and 70%, respectively. We
observed no changes in histopathological parameters from liver of mice infected with
knockdown schistosomula. The results suggest that SmZF1 might play a role during S. mansoni

larval development and parasite infection establishment in the mammalian host.
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1. Introducao

1.1- Aspectos gerais da biologia do Schistosoma spp.

Os parasitos do género Schistosoma sdo platelmintos trematddeos da ordem Digenea.
Esses organismos sao 0s agentes etioldgicos da esquistossomose, a segunda mais prevalente
dentre as doencas tropicais negligenciadas do mundo. As espécies de maior impacto para a
salde humana mundial sdo o Schistosoma mansoni, 0 S. haematobium e o S. japonicum,
apresentando caracteristicas morfologicas e fisiologicas particulares, alem de diferentes
distribuicbes geograficas e hospedeiros intermediarios (Jordan, 1987).

O género Schistosoma é composto por organismos diploides, em que o macho se
caracteriza por ser 0 sexo homogamético (ZZ) e a fémea, o heterogamético (ZW) (Simpson et
al., 1982). A biologia desses parasitos é peculiar em diversos aspectos e seu ciclo de vida é
bastante complexo. De mais de 100 familias e 10000 espécies de trematddeos digenéticos,
apenas o0 género Schistosoma é exclusivamente didico (Platt and Brooks, 1997). Além disso,
esses parasitos sdo um dos primeiros animais a desenvolver dimorfismo sexual e cromossomos
sexuais heteromorficos (Verjovski-Almeida et al., 2003). O ciclo de vida dos parasitos do
género Schistosoma € bastante complexo e compreende diferentes formas evolutivas que vivem
em diversos ambientes. O hospedeiro vertebrado é infectado pelo Schistosoma atraves do
contato direto com fontes de agua contendo larvas cercérias. As cercérias, quando liberadas
pelo hospedeiro intermediario em um ambiente aquético, utilizam sua grande capacidade de
movimentacdo aliada ao reconhecimento de gradientes térmicos e quimicos, para encontrar o
hospedeiro definitivo (Han et al., 2009). Apds o contato com a pele, elas penetram no
hospedeiro definitivo e entram na circulagdo sanguinea via capilares. Durante a penetracdo, as
cercarias dao inicio ao processo de transformacdo em esquistossdmulos, enquanto migram
através da circulacdo sanguinea (Weerakoon et al., 2015). Através da circulacdo, o0s
esquistossdmulos chegam ao coracgdo e aos pulmdes em torno de quatro dias, tornando-se mais
longos e delgados, o que facilita a sua migracdo através da rede vascular pulmonar. Os
esquistossomulos saem do pulméo e voltam ao coracgdo, sendo entédo enviados pela circulagéo
sistémica a todas as partes do corpo do hospedeiro. Somente quando os esquistossomulos
alcancam o sistema porta intra-hepatico do hospedeiro, que eles completam seu
desenvolvimento em vermes adultos (Rey, 2001).

Os machos e fémeas sexualmente maduros pareiam-se e entdo migram para as veias
mesentéricas superiores (no caso do S. mansoni) ou inferiores (no caso do S. japonicum), ou

para o plexo venoso perivesical, em infec¢des por S. haematobium (Weerakoon et al., 2015). O
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desenvolvimento reprodutivo da fémea somente acontece através do pareamento com o macho.
Nesse processo, a fémea passa a se localizar no canal ginecéforo do macho e entdo suas gbnadas
se desenvolvem para a producéo de ovos (Wang et al., 2015) (Figura 1).

A ovoposicdo inicia-se a partir de 4 a 6 semanas, ap6s a infeccdo por Schistosoma
mansoni e por S. japonicum e a partir de 13 semanas em infec¢des por S. haematobium. Os
ovos migram atraves das paredes dos vasos em que foram depositados, atingindo os tecidos e,
em seguida, o lumen intestinal (esquistossomose intestinal), ou o limen da bexiga urinéria
(esquistossomose urinaria). A presenca dos ovos no tecido do hospedeiro mamifero promove
uma resposta granulomatosa irreversivel, causando sérios danos em diversos 6rgaos,
principalmente no figado, por gerar hipertensdo do sistema porta, 0 que caracteriza a fase
crbnica da esquistossomose (Elbaz and Esmat, 2013). A esquistossomose hepatica, causada
pelo S. mansoni e pelo S. japonicum, leva a fibrose hepética, enquanto os ovos de S.
hematobium levam a um quadro de inflamacdo granulomatosa associado a ulceracdo e
pseudopolipose das paredes uretrais e vesicais (Han et al., 2009).

Os ovos sao entdo liberados no ambiente, por fezes ou urina, e eclodem na agua sob a
forma de miracidio (Weerakoon et al., 2015). As células ciliadas e nervos sensoriais do
miracidio agem como quimiorreceptores, fotorreceptores e sensores profundos, com a provavel
funcdo de busca e penetracdo no hospedeiro intermediario (moluscos) (Peterson et al., 2009).
Apdbs a penetracdo no hospedeiro intermediario, 0 miracidio se apresenta como um tubo
enovelado, repleto de células germinativas em multiplicacdo, transformando-se em esporocisto.
O esporocisto primario apresenta grandes células germinativas que se rompem para liberar
esporocistos filhos. J& os esporocistos secundarios, apresentam células germinativas em
constante multiplicacdo que formam aglomerados celulares e se diferenciam para formar
cercarias. As larvas cercarias sao entdo liberadas na agua, fechando o ciclo de vida desses
parasitos (Rey, 2001).
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Figura 1 - Ciclo biol6gico dos parasitos do género Schistosoma. O complexo ciclo de vida do parasito

envolve morfologias distintas, que variam conforme cada estigio de desenvolvimento, os diferentes

ambientes e os hospedeiros invertebrado (caramujos) e vertebrado (mamiferos). (Modificado de Weerakoon

et al., 2015).
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1.2- Aspectos gerais da esquistossomose

A esquistossomose é uma doenca caracterizada por causar infec¢des cronicas de alta
morbidade, sendo considerada uma das mais prevalentes dentre as doencgas tropicais
negligenciadas e, portanto, um problema de saide puablica mundial (Weerakoon et al., 2015).
Sdo conhecidas 23 espécies de parasitos do género Schistosoma, das quais ao menos 7 estdo
diretamente relacionadas com a causa e prevaléncia da esquistossomose (Lawton et al., 2011).
Mais de 240 milhdes de pessoas em 78 paises estdo infectadas e aproximadamente 700 milhdes
correm o risco de infeccdo (WHO, 2014). Essa doenca possui sérias consequéncias para a saude
publica e significantes impactos socioeconémicos em paises em desenvolvimento. Sua
transmissdao € influenciada por fatores socioambientais, como instalacBes sanitarias
inadequadas (Engels et al., 2002) e também pela distribuicdo e presenca dos hospedeiros
intermediarios. Entre as espécies de hospedeiros intermediarios mais prevalentes mundialmente
estdo moluscos do género Biomphalaria, Oncomelania e Bulinus, que sdo, respectivamente,
hospedeiros do S. mansoni, do S. japonicum e do S. haematobium) (Pereira et al., 2010).

As espécies de S. mansoni e de S. japonicum sdo as responsaveis pela esquistossomose
intestinal, enquanto o S. haematobium é o agente causador da esquistossomose urindria. O S.
japonicum esta localizado principalmente em regides da Republica da China, Indonésia e
Filipinas, enquanto S. mansoni estd amplamente distribuido em regides da Africa, Oriente
Meédio e América do Sul. O S. haematobium possui uma distribuigdo similar a do S. mansoni,
mas ndo ocorre na América do Sul. Espécies menos prevalentes, porém, de importancia local,
como o S. mekongi e 0 S. intercalatum, também causam a esquistossomose intestinal em regides
do sudeste da Asia e nas regides central e oeste da Africa (Figura 2) (Weerakoon et al., 2015).

Na America, 0 Gnico agente etioldgico da esquistossomose humana é o Schistosoma
mansoni, causador da esquistossomose mansoni. Essa doenca € endémica em paises e ilhas
latino-americanas e foi introduzida no Brasil devido ao trafico de escravos trazidos da Africa.
A partir de entdo, o fluxo migratério foi responsavel por espalhar a esquistossomose para 0
interior do pais. No Brasil, a esquistossomose afeta aproximadamente 6 milhdes de pessoas,
enguanto aproximadamente 25 milhdes de pessoas vivem em areas com risco de infeccdo pelo
parasito (Martins et al., 2015). Todos os estados do Brasil afetados pela esquistossomose estéo
listados na Figura 3. Os estados que possuem a maior prevaléncia da doenca sdo Bahia e Minas
Gerais. Alguns estados sdo foco de infec¢do, mas nao sao regides endémicas, como Rio Grande
do Sul, Santa Catarina, Parand, S&o Paulo, Distrito Federal, Rio de Janeiro, Piaui, Maranh&o e

Para (Conceicdo and Coura, 2012).
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Figura 2 - Distribuicdo geografica das diferentes espécies causadoras da esquistossomose no mundo
(Weerakoon et al., 2015).

Figura 3 - Distribui¢do do S. mansoni no Brasil. As areas delimitadas em cor-de-rosa representam as regides
onde menos de 15% dos individuos estdo infectados por S. mansoni e as areas marcadas pela cor roxa indicam
as regides onde mais de 15% dos individuos estdo infectados pelo parasito. (Conceic¢éo and Coura, 2012).
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1.3- Controle e tratamento da esquistossomose

O controle da esquistossomose ainda é um desafio por vérios motivos. A grande
disseminacdo dos hospedeiros intermediarios e seus mecanismos de escape do controle
biolégico feito com o uso de moluscicidas, os altos custos associados a implementacdo de
condicdes sanitarias e o contato da populacdo rural com agua poluida em atividades como
agricultura e pesca, 0 tempo necessario para a educacdo sanitéria e adesdo aos programas de
controle pelas comunidades afetadas comp6em algumas das dificuldades (Coura and Amaral,
2005).

O principal quimioterapico utilizado no tratamento da esquistossomose, 0 Praziquantel
(PZQ), foi desenvolvido na Alemanha durante os anos 70 através de uma parceria entre as
companhias Bayer AG (atual Bayer Schering Pharma) e Merck Darmstadt (Merck KG).
Atualmente esse é o tratamento prioritario comercialmente disponivel para a esquistossomose,
devido ao seu baixo custo. Essa droga, quando usada em campanhas anuais de entrega em larga
escala, mostrou-se capaz de reduzir a prevaléncia e mortalidade da doenca (Hotez, 2010). Além
do PZQ, uma outra droga de igual eficiéncia contra a morbidade, porém de alto custo, é a
Oxamniquina, usada exclusivamente no tratamento contra o S. mansoni (Cioli et al., 1995).
Entretanto, apesar de serem 0s mais efetivos e seguros tratamentos disponiveis, varias
limitacdes estdo associadas a eles. A principal delas é o fato de que o tratamento com ambas as
drogas ndo previne a reinfeccdo, que pode ocorrer rapidamente nas areas endémicas. Além
disso, a entrega eficaz da droga em toda essa area necessita de uma infraestrutura solida, o que
torna essa abordagem cara quando a situacdo econémica de muitos dos paises localizados em
regides endémicas é levada em consideracdo (McManus and Loukas, 2008). Adicionalmente,
existem relatos da diminuicéo da suscetibilidade do parasito ao PZQ e Oxamniquina (Cioli et
al., 1993; Coelho et al., 1997; Melman et al., 2009).

Devido a necessidade de uma nova abordagem para o tratamento da esquistossomose, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) criou, nos anos 90, o Projeto Genoma de Schistosoma
mansoni. Esse projeto teve como principal objetivo elucidar questdes fundamentais da biologia
e fisiologia desse parasito, abrindo assim novos caminhos para o desenvolvimento de drogas, a
descoberta de antigenos candidatos vacinais e outras abordagens para o tratamento da
esquistossomose (Brindley and Pearce, 2007). Devido a esse projeto, em 1995 alguns genes que
foram identificados como candidatos vacinais foram submetidos a testes. Dentre eles estdo a
enzima glicolitica triose-fosfato-isomerase (SmTPI), a paramiosina (Sm97), a glutationa-S-

transferase (Sh28GST), uma proteina integral de membrana (Sm23) e uma proteina relacionada
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com ligacdo a &cidos graxos (Sm14). Alguns desses antigenos mostraram potencial vacinal e
chegaram a progredir para ensaios clinicos (Bergquist et al., 2002). Em outros trabalhos, duas
proteinas presentes no tegumento de vermes adultos e esquistossdmulos de S. mansoni, Sm29
e tetraspanina-2 (SmTSP-2), conferiram protecdo de 51% e 57% em camundongos desafiados
com essas proteinas recombinantes (Cardoso et al., 2008; Tran et al., 2006). Todavia, apesar

dos esforgos, até 0 momento ainda ndo h4 uma vacina contra esquistossomose.

1.4- O genoma e o transcriptoma de Schistosoma mansoni

A iniciativa de se estudar o genoma de Schistosoma mansoni no Brasil surgiu em 1992,
onde se iniciou um projeto liderado por pesquisadores da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) e do Centro de Pesquisas René Rachou da Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgRR-
FIOCRUZ). Em 1994, este projeto se tornou um consércio internacional, incluindo laboratorios
na Europa, Asia, Africa, Australia, América do Sul e América do Norte, sendo parcialmente
financiado pela Organiza¢do Mundial de Satde OMS/UNDP/World Bank Special Program for
Research and Training in Tropical Diseases (TDR) (Revisdo em Franco et al., 2000).

Para a obtencdo de dados sobre o transcriptoma de S. mansoni, a estratégia de geragéo de
Etiquetas de Sequéncias Expressas (Expressed Sequence Tags — ESTs) foi adotada, uma vez
que as metodologias empregadas para a realizacdo dessa técnica sdo eficientes, simples e de
baixo custo (Franco et al., 2004). Em 1995, esse programa gerou a primeira publicacdo com
607 ESTs (Franco et al. 1995). Até 2003, mais de 17000 ESTs foram geradas através de
bibliotecas de cDNA de varios estagios do ciclo de vida do S. mansoni (Revisdo em Oliveira et
al., 2008).

Os grupos de pesquisa envolvidos no projeto ONSA (Organization for Nucleotide
Sequencing and Analysis), financiado pela FAPESP, publicaram em 2003 um total de 163000
ESTs de seis estagios de desenvolvimento do parasito, resultando em uma amostragem de 92%
dos 14000 genes preditos para o S. mansoni. Das sequéncias geradas, 77% representaram novos
fragmentos, dos quais 1% representavam novos paralogos, 20% representavam novos ort6logos
e 55% ndo possuiam fungdo conhecida (Verjovski-Almeida et al., 2003). Os dados gerados pelo
transcriptoma de S. mansoni identificaram mecanismos moleculares para a maturacdo do
parasito dependente do hospedeiro, evasao do sistema imune do hospedeiro, desenvolvimento,
sinalizacdo celular e dimorfismo sexual. Essa informagdo é de extrema importancia para o
entendimento da biologia do parasito, uma vez que possibilita a busca de potenciais alvos para

drogas e candidatos vacinais (Verjovski-Almeida et al., 2003; McManus and Bartley, 2004).
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O projeto de sequenciamento do genoma completo do parasito foi desenvolvido nos EUA
e na Inglaterra, em colaboragdo com a Rede do Projeto Genoma de S. mansoni da
OMS/UNDP/World Bank, sendo realizado pelo The Institute for Genome Research em
Maryland, EUA e pelo Wellcome Trust Sanger Institute em Cambridge, na Inglaterra. O
genoma de S. mansoni foi finalmente sequenciado em 2009, completando 363 Mb, sendo
composto de aproximadamente 40% de sequéncias repetitivas e contendo ao menos 11809
genes (Berriman et al., 2009). Em 2012, Protasio e colaboradores disponibilizaram uma nova
versdo do genoma de S. mansoni, integrando dados de mapeamento genético e de
sequenciamento massivo de mRNA (RNA-seq) de diferentes fases de desenvolvimento do
parasito. A natureza quantitativa do RNA-seq aumentou a resolugdo do transcriptoma de S.
mansoni, permitindo identificar genes diferencialmente expressos de uma maneira mais acurada
e sensivel (Protasio et al, 2012). Por exemplo, a partir de abordagens baseadas em RNA-seq,
Almeida e colaboradores mapearam regides intergénicas e intrénicas em vermes adultos de
Schistosoma mansoni, onde ndo havia predicdo de genes anteriormente, revelando possiveis
novos genes codificadores de proteinas ou RNAs ndo codificadores (nCRNAs) (Almeida et al.,
2011).

1.5- Mecanismos de controle da expressdo génica de Schistosoma mansoni

O S. mansoni possui um ciclo de vida bastante complexo, composto pela diferenciacdo
desse parasito em diversas formas evolutivas, um processo pelo qual varios genes sdo
diferencialmente expressos. Por exemplo, estima-se que mais de 1000 genes do S. mansoni
sejam especificos de cada uma das fases do ciclo de vida desse parasito (Verjovski-Almeida et
al.,, 2004). No intuito de caracterizar 0os mecanismos de controle da expressao génica
relacionados aos mais diversos aspectos da biologia desse parasito, varios outros trabalhos
foram publicados nos Gltimos anos. Descreveremos, a seguir, alguns deles.

Varios trabalhos correlacionaram a influéncia do pareamento sexual no controle da
expressao génica de vermes adultos machos e fémeas de S. mansoni. Em 2006, Fitzpatrick e
Hoffmann descreveram, pela técnica de microarranjo, os genes diferencialmente expressos
entre machos de S. mansoni pareados e ndo-pareados com fémeas adultas desta mesma espécie.
Além disso, esse trabalho mostrou que nem todos os genes de fémeas descritos como criticos
para a producgdo de ovos deste parasito (Fantappié et al., 2001) sdo regulados pelo pareamento
com o macho (Fitzpatrick and Hoffmann, 2006). Além disso, de modo a investigar os transcritos

associados com a maturacdo sexual e ovoposicdo de S. mansoni, Waisberg e colaboradores
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compararam, pela técnica de microarranjo, o perfil de expressdo génica entre vermes adultos
sexualmente maduros, isto é, vermes machos e fémeas que se desenvolveram pareados e vermes
imaturos, ou seja, que ndo foram pareados durante o seu desenvolvimento. Os resultados
indicaram que, quando vermes sexualmente maduros e imaturos foram comparados, enquanto
que 265 transcritos foram diferencialmente expressos em fémeas, apenas 53 transcritos se
mostraram diferencialmente expressos em machos. Além disso, verificou-se que, dos genes
diferencialmente expressos em fémeas, 55% possuiam alta expressdo em fémeas maduras,
enquanto que os outros 45% dos genes demonstraram ser mais expressos em fémeas nao
pareadas. J& nos genes diferencialmente expressos em machos, 56,6% foram mais expressos
em vermes machos pareados, enquanto que o0s outros 43,4% desses genes foram mais expressos
nos vermes adultos machos imaturos (Waisberg et al., 2007).

Ainda através de experimentos de microarranjo, para analisar transcritos relacionados
com o sexo do hospedeiro mamifero, Waisherg e colaboradores compararam o perfil de
expressao génica de vermes adultos de S. mansoni obtidos pela infeccdo de camundongos
fémeas e machos. Os resultados indicaram que de 11 genes diferencialmente expressos em
fémeas desse parasito, 10 foram preferencialmente expressos nas fémeas de vermes obtidas da
infeccdo de camundongos machos. Ja nos vermes adultos machos, 134 genes foram
diferencialmente expressos, dos quais 79 foram preferencialmente expressos em vermes
recuperados da infeccdo de camundongos fémeas (Waisberg et al., 2008).

Em relacdo a caracterizacdo de outros elementos responsaveis pelo controle da expressao
génica em S. mansoni, diversos fatores de transcri¢cdo vém sendo estudados. Dentre eles, esta a
proteina SmMHSF1 (Heat Shock Factor 1), um fator de transcricdo bem caracterizado em S.
mansoni, responsavel pela regulacdo da transcricdo de genes codificadores de proteinas HSP
(Heat Shock Proteins) e manutencdo da homeostase celular (Levy-Holtzman et al., 1995).
Recentemente, através de imunohistoquimica, ao contrario do que se esperava em se tratando
de um fator de transcricdo, a proteina SmHSF1 foi observada na regido citoplasmatica, ndo
nuclear, de glandulas secretorias de cercarias, 0 que sugere uma nova funcao para essa proteina
(Ishida et al., 2014).

Outra proteina que atua na regulacéo da expressdo génica e que vem sendo caracterizada
em S. mansoni ¢ a SMYBL. As proteinas Y-box binding protein 1 (YB-1) sdo membros de uma
familia de proteinas de ligacdo a DNA e RNA, que podem exercer suas fungdes tanto no
citoplasma, quanto no nucleo. Essas proteinas possuem participacdo na replicagdo, reparo e
transcricdo do DNA, além de atuarem nos processos de splicing, estabilizacdo e traducdo de

mMRNA (Eliseeva et al., 2011). O gene que codifica para a proteina SMYB1 de Schistosoma
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mansoni foi identificado a partir de uma biblioteca de cDNA da fase adulta do parasito. Esse
gene é expresso em varios estagios do ciclo de vida do parasito, sendo que a expressao da
proteina é elevada vermes adultos (Franco et al., 1997). Em 2002, Valaddo e colaboradores
demonstraram que a SMYBL é capaz de se ligar a oligonucleotideos de DNA fita dupla e fita
simples, com uma preferéncia para sequéncias contendo os motivos CCAATT (dominio Y-box
invertido) (Valadao et al., 2002). Além disso, a proteina se mostrou capaz de ligar a
oligonucleotideos de RNA. Em 2004, de Oliveira e colaboradores mostraram que a proteina
SMYBL é capaz de interagir com SmPura, uma proteina que também participa da regulacao da
transcricdo génica (de Oliveira et al., 2004). Estudos de localizacdo celular da SMYB1 por
imunohistoquimica mostraram que essa proteina esta presente no citoplasma de todas os
estagios do ciclo de vida do parasito (Rocha et al., 2013). Recentemente, a SMYBL foi avaliada
como candidata vacinal contra a esquistossomose, de modo que a imunizagdo com a proteina
recombinante levou a uma reducgdo da carga parasitaria e do nimero de ovos retidos no figado,

em camundongos infectados com S. mansoni (Dias et al., 2014).

1.6- Fatores de transcricdo contendo motivos do tipo Dedos de Zinco em S. mansoni

O maior grupo de fatores de transcricdo em eucariotos é constituido por proteinas
contendo dedos de zinco, que estdo envolvidas em variados processos celulares como
transcricdo, traducdo, empacotamento de RNA, remodelamento de cromatina, enovelamento
proteico, organizacgdo do citoesqueleto, desenvolvimento epitelial e adesdo celular (Malgieri et
al., 2015). Fatores de transcri¢cdo que contém dedos de zinco possuem esses motivos dispostos
repetidamente para direcionar ligacdes sequéncia-especificas em vérias regides promotoras do
DNA (Berg, 1990). Algumas dessas proteinas demonstraram, em ensaios in vitro, que possuem
capacidade de se ligar a RNA ou a hibridos de DNA-RNA (Shi e Berg, 1995; Jamieson et al.,
1996). O motivo dedo de zinco foi primeiramente reconhecido como um motivo repetitivo de
ligacdo a zinco, contendo cisteinas e histidinas como ligantes conservados, em um fator de
transcricdo de Xenopus (TFIIA) (Miller et al., 1985). Desde entdo, varios outros motivos de
ligacdo a zinco vém sendo identificados e classificados como dedos de zinco (Laity et al., 2001).

Os motivos dedo de zinco sdo as primeiras estruturas do grupo de proteinas que se ligam
a DNA que possuem ampla informacdo estrutural em termos de propriedades de
reconhecimento ao DNA (Jamieson et al., 1996). Os tipos de dedos de zinco séo classificados
de acordo com as disposicdes dos residuos que coordenam o Zn?* nas a-hélices e folhas P,

podendo ser C2HC, C2H2 ou C2C2, onde C representa o residuo de cisteina e H o de histidina
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(luchi, 2001). O motivo dedo de zinco classico e mais comum entre os eucariotos, 0 C2H2,
consiste em uma sequéncia com cerca de 30 aminoécidos que possuem duas histidinas, duas
cisteinas e trés residuos hidrofébicos dispostos de maneira altamente conservada. Juntos eles
formam pequenos dominios estabilizados por Zn?* que possuem a mesma rede estrutural,
alterando suas propriedades quimicas através da variacdo de residuos chave (Lu et al., 2003).
A folha B se localiza na regido N-terminal e inclui duas cisteinas coordenadas, enquanto a a-
hélice é constituida de trés voltas, onde duas histidinas se localizam em duas voltas sucessivas
até a regido C-terminal (Figura 4) (Malgieri et al., 2015).

As proteinas contendo dedos de zinco se ligam ao DNA em tandem, de maneira polar e
linearizada, para reconhecer sequéncias de DNA e RNA de diferentes tamanhos. Essa estrutura
oferece um enorme numero de possibilidades para reconhecimento desses acidos nucleicos, o
gue as torna tdo variadas e amplamente expressas em diversos organismos (Klug, 2010). O
padrdo de interacdo entre os aminoacidos dos dedos de zinco e o DNA foi estudado e entendido
por Pavletich e Pabo em 1991, através da analise de cristalografia de um complexo, em que um
oligonucleotideo de DNA estava especificamente ligado a um dominio com trés dedos de zinco
do fator de transcricdo Zif268, uma proteina de camundongo. O contato primario € feito pela
a-hélice, que se liga a fenda maior do DNA através de ligacdes de hidrogénio entre alguns de
seus residuos de amino&cidos especificos e trés bases sucessivas da fita do DNA (Klug, 2010).
Esse € o modelo classico de interagdo, porém os motivos dedo de zinco se mostraram capaz de
interagir com o DNA de outras formas (Fairall et al., 1993; Elrod-Erickson et al., 1998).

Proteinas contendo o cl&ssico motivo C2H2 estdo entre as mais abundantes entre 0s
genomas de eucariotos. Estima-se que em humanos 3% dos genes codificam para essas
proteinas e em camundongos (Mus musculus) essa porcentagem chega a 2,7%. Ja em
Caenorhabditis elegans, cerca de 0,88% dos seus genes codificam para proteinas contendo o
motivo C2H2 (Klug, 2010). No trabalho que deu origem a publicacdo do transcriptoma de S.
mansoni, 2,4% das ESTs categorizadas quanto a sua funcdo molecular no Gene Ontology (GO)
codificam para reguladores da transcri¢do. A busca por dominios conservados nesses transcritos
encontrou que cerca de 5% dos mesmos consistem em transcritos que codificam para proteinas
dedo de zinco do tipo C2H2 (Verjovski-Almeida et al., 2003).
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Figura 4 - Representacéo tridimensional de um motivo dedo de zinco. As folhas B estio coloridas em azul e

as a-hélices estéo representadas em vermelho. (Lodish et al., 2003, p.59).
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Diversos trabalhos vém buscando elucidar mecanismos de regulacdo da expressao génica
em S. mansoni, através da busca por fatores de transcricdo relacionados com o0s mais diversos
processos bioldgicos que ocorrem neste parasito. Alguns desses fatores, que possuem motivos
do tipo dedo de zinco, vém sendo amplamente estudados, como € o caso dos receptores
nucleares da superfamilia de receptores esteroides. Em S. mansoni, foram identificados
membros de duas subfamilias desta superfamilia: os receptores retindides (RXR) e os receptores
Fushi tarazu fator 1 (FTZ-F1) (Revisdo em Wu and LoVerde, 2011).

Os receptores SMRXR1/SmNR1 regulam a transcricdo do gene Smpl4, codificador da
principal proteina que compde a casca do ovo do parasito, através do recrutamento de duas
histonas acetiltransferases (SMGCN5 e SmCBP1) (Fantappiée et al., 2008). A SmGCN5 é
homologa da proteina GCN5 (Gender Control Nonrepressed) de Drosophila e contém um
dominio HAT (Histona Acetiltransferase). Essa proteina é capaz de acetilar as histonas H3 e
H2A em experimentos in vitro, atuando no remodelamento da cromatina, além de conter um
dominio de ligacdo a receptores nucleares (Maciel et al., 2004). A SmCBP1 é homoéloga da
proteina CBP (CREB Binding Protein), um coativador transcricional bastante conservado que
também possui um dominio HAT e foi capaz de acetilar histonas in vitro, principalmente
histonas H4 (Bertin et al., 2005). Em um trabalho recente, foi demonstrado que a acetilacéo
dessas histonas e o remodelamento de cromatina sao essenciais para a ativagdo de Smp14, uma
vez que a inibicdo da atividade de acetiltransferase de SmCBP1 ou SmGCNS5 por inibidores
especificos ou por RNA de interferéncia levou a um efeito extremamente negativo na formacéo
do ovo de S. mansoni (Carneiro et al., 2014).

Células CV-1 cotransfectadas mostraram que as proteinas SmFTZ-F1 e SmMRXR1 sdo
capazes de ativar a transcricao de genes reporter apenas se SmFTZ-F1 estiver fisicamente ligada
ao promotor destes genes (Mendonca et al., 2002). Outro estudo mostrou que SmCBP1 pode
interagir fisicamente com SmFTZ-F1 (Bertin et al., 2005). O mRNA de SmFTZ-F1 é expresso
em todos os estagios de desenvolvimento do parasito com maior expressdo em cercarias,
esquistossdmulos e vermes adultos. Devido a essas observages, existe a hipdtese de que essa
proteina poderia atuar na regulacdo de processos envolvidos na penetracdo e adaptacdo do

parasito no hospedeiro definitivo (Mendonca et al., 2002).
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1.7- O fator de transcricdo SmZF1

Nosso grupo de trabalho vem buscando caracterizar a SmZF1, uma proteina inicialmente
descrita com trés motivos dedos de zinco do tipo C2H2 em sua estrutura, cujo cDNA parcial
foi encontrado por acaso durante a triagem de uma biblioteca de cDNA de vermes adultos que
buscava obter o cDNA completo para Sm13, uma proteina antigénica do tegumento de S.
mansoni (Abath et al., 2000). A partir disso, Eleutério de Souza e colaboradores obtiveram a
sequéncia completa de seu gene através da subclonagem e sequenciamento do cDNA e de
fragmentos do DNA gendmico de S. mansoni. Nesse trabalho, o gene que codifica para SmZF1
foi caracterizado e foi mostrado que 0 mesmo possui 2181 pb e trés introns. O cDNA de SmZF1
possui 705 pb, que contém uma ORF de 492 pb, uma regido 5° UTR de 52 pb ¢ uma regido 3’
UTR de 161 pb. A partir de andlises in silico, a sequéncia deduzida de aminoéacidos dessa
proteina foi definida como uma cadeia polipeptidica de 164 aminoacidos, com massa molecular
tedrica de aproximadamente 18,7 kDa. Durante a busca por homologia em bancos de dados,
constatou-se que a SmZF1 apresenta cerca de 47% de similaridade com outras proteinas que
contém motivos do tipo dedos de zinco. Utilizando modelagem computacional, por comparacgao
com a proteina Zif268 de camundongo, a estrutura tridimensional tedrica de SmZF1 foi predita
e verificou-se a presenca de trés motivos do tipo dedo de zinco da classe C2H2 (Eleutério de
Souza et al., 2001).

A proteina recombinante SmZF1 foi entdo expressa e testada em ensaios de deslocamento
da mobilidade eletroforética (EMSA) para investigar a especificidade da ligacdo de SmZF1 a
oligonucleotideos de DNA e RNA. Os resultados demonstraram que essa proteina se liga a
DNA fita dupla e simples de maneira especifica, além de se ligar ao RNA, porém com menor
afinidade neste ultimo caso. A sequéncia CGAGGGAGT, que foi predita in silico e que esta
presente no oligonucletideo D1-3DNA, foi o sitio de ligacdo de maior afinidade da SmzZF1
(Calzavara-Silva et al., 2004).

Em 2009, Drummond e colaboradores realizaram experimentos de imunohistoquimica
em vermes adultos (fémeas e machos), cercérias e esquistossomulos para analisar o padrao de
distribuicdo celular da SmZF1. As analises mostraram que essa proteina esta presente no ndcleo
das células de todas essas fases do ciclo de vida do parasito, com excecdo das fémeas de vermes
adultos. Foram também realizados experimentos de localizacéo celular com células COS-7 de
mamiferos expressando YFP (Yellow Fluorescent Protein)-SmZF1, e verificou-se que, quando
expressa, SmZF1 migra para o ndcleo dessas celulas. Adicionalmente, para avaliar a possivel

capacidade que SmZF1 possui de regular a transcrigdo génica, as células COS-7 expressando
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YFP-SmZF1 foram testadas em um sistema que utilizou a enzima luciferase como gene-
reporter. O sistema continha o gene da luciferase downstream a um promotor minimo e
upstream a uma regido de DNA que continha quatro copias do melhor sitio de ligacdo para
SmZF1 (D1-3DNA). Como resultado, observou-se que SmZF1 aumentou a transcri¢do do gene
reporter, de maneira significativa, apenas quando o D1-3DNA estava presente (Drummond et
al., 2009).

Bitar e colaboradores reportaram em 2013 uma inconsisténcia entre a sequéncia do cDNA
de SmZF1 predita por Eleutério de Souza e colaboradores e a sequéncia codificadora de
SmZF1, presente no banco de dados que contém as ESTs de S. mansoni (dbEST). O cDNA de
SmZF1 foi entdo sequenciado e a inser¢do de uma citosina extra no ultimo éxon do gene foi
encontrada. A delecdo da citosina revelou uma ORF diferente da anterior, possuindo agora 576
pb. A sequéncia C-terminal da SmZF1 também se mostrou diferente, o que alterou o nimero
de aminodcidos para 191. Para confirmar o sitio de iniciacdo da transcrigdo e também o tamanho
da regido 5’UTR, foram realizados experimentos de RLM-RACE (RNA Ligase-mediated
Rapid Amplification of 5’ and 3° cDNA ends), 0 que permitiu verificar que essa regido é de 34
pb, que é maior do que a sequéncia descrita anteriormente. Essa abordagem encontrou outra
inconsisténcia na regido upstream ao codon de inicio da tradugdo, onde faltava uma adenina na
sequéncia predita anteriormente (Figura 5).

A estrutura tridimensional da nova cadeia polipeptidica de SmZF1 também foi analisada
em maiores detalhes por modelagem molecular. (Figura 6A). Verificou-se entdo que a SmZF1
possui quatro motivos dedos de zinco do tipo C2H2, um a mais do que havia sido predito
anteriormente (Figura 6B). Um dos motivos dedos de zinco se encontra mais distante dos outros
trés e € codificado pelo terceiro éxon, sendo mais provavel que o mesmo realize interacdes com
outras proteinas, enquanto os outros trés motivos, codificados pelo quarto éxon do gene de
SmZF1, interagem diretamente com o DNA (Bitar et al., 2013).

28



ATATTTGAGCGCAGCT ACGACT GTGAACGAAT CGGTTCAGT AAAAT GT TCAAT TGT GCGCT GGAAT CTATTGT GTAGACTATTAACT 87
ATGGAATTTTACTTCACATTGACT AAAAAGCT GAGCAAAT AT ACCT GGAGCGT TCAGACT TTCAAGATGAACGAACCAACTGGTGTC 174
M EFY FTULT KU KL SKYTWSVQTVFIKMNEWPTGV 22

GGGCCAACAT TTGCT GAT GCATGCGAT GAT GGCGAACT TATCAGCATTTGT TGT CTTTGT GGT AAAACGTTTTCAAGT CAGAGTCTT 261
GPTFADACDUDSGETLTIOSTITCCLTCGI KTTFSSOQQS L s8

CTACACAAACATTTTGAATTGAT GCAT GAAGGT ACGGAAAT AGAT ACT GAACAGT AT GAT CT AAGT GGATTT GCCGCT ATGGGGAAT 348
LHKHFELMHETGTETITDTEA QY DL SGFAAMGN 87

GAACAAGGT CGT AAAAGT AAT GGT GAAGAAGAT GCAAATTTCCGAGT TCTGAATTGT GCGTTTTGCAACAAAGT ATTTACTAAACAC 435
E Q GRK SNGETEDANFRVLNZCAFCNIKVFT K H 116

TGTAATTTAAACACACAT ATCAAAGCAGT CCAT AAAGGT GT AAAACCGT TTGAAT GCACTTATTGTTATAAAGGATTCACT CGAAAT S22
C NLNTMHTIIKAVHIKGVYKWPFET CTYT CYKGFTRN 14

TCTGATCTTCATAAGCACAT CGACGCT GT TCACAAAGGT CT CAAGCCT TTECGGAT GT GAAGT ATGCCAGCGAAACTTCTCTCAGAA 609
S DL HKMHIUDAVHIKTGLI KUPFRM®* 164
G CEVCQRNF S Q K174

ATCCAGCCTAAAACGACACAT AGAAGCAATTCACGAAGAT CCTCGGCAT CGCTGAAGAGAAACCAGATTGTATAATCCTCTCCAATT 696
S S LKRHTIEATIMHEUDT CRMHR * 101

TTCATATGATTTCATGTTCAAAAATATACATTTATTATTCTTTC 739

Figura5 - Nova sequéncia do cDNA que codifica para a proteina SmZF1 e sua respectiva sequéncia deduzida
de aminodcidos, que foram redefinidas a partir de novo sequenciamento e experimentos de RLM-RACE. A
regido 5> UTR adicionada pelos experimentos de RLM-RACE estd marcada em amarelo. A adenina marcada
em azul e a citosina marcada em vermelho indicam, respectivamente, a base que foi inserida e a base que foi
deletada nesta sequéncia, quando comparada a sequéncia descrita por Eleutério de Souza et al., (2001). A
nova regido C-terminal, possuindo 29 aminoacidos adicionais originados da mudanca de fase de leitura

causada pela inser¢do de uma cisteina extra, esta marcada na sequéncia de aminoécidos. (Bitar et al., 2013).

A B

COOH

Figura 6 - Modelagem molecular de SmZF1. A - A estrutura tridimensional da SmZF1. Os motivos dedos
de zinco que interagem com DNA estdo coloridos de vermelho, verde e azul. B - Representacéo detalhada
do terceiro motivo dedo de zinco a partir da regido C-terminal da estrutura tridimensional de SmZF1,

mostrando o zinco coordenado por dois residuos de cisteina e histidina. (Bitar et al., 2013).
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A partir da nova estrutura tridimensional definida para a SmZF1, iniciou-se uma busca
pela sequéncia dos sitios de ligacdo ao DNA que seriam reconhecidos por SmZF1. Utilizando
trés abordagens de bioinformatica para a predicdo de sitios de interacdo entre proteinas dedo de
zinco e DNA (Kaplan et al., 2005; Cho et al., 2008; Liu and Stormo, 2008), trés possiveis sitios
foram gerados e entdo usados para a definicdo de uma sequéncia degenerada. A estabilidade da
interagcdo entre um possivel sitio do DNA gerado in silico e entre os trés dedos de zinco de
SmZF1 que interagem com DNA foi entdo avaliada, de forma que a sequéncia ‘5-
GCAGCGTAG-3’ foi predita como um provavel sitio de ligagdo da SmZF1 (Figura 7) (Bitar
etal., 2013).

A sequéncia gerada in silico e considerada como o sitio de DNA mais provavel de
interagir com a SmZF1 foi utilizada para encontrar, no genoma de S. mansoni, genes que
possivelmente estariam sob o controle do fator de transcricdo SmZF1. Um total de 415 genes
foram entdo identificados como potenciais alvos da acdo de SmZF1, dos quais 124 foram
categorizados baseado em buscas por similaridade no banco de dados Gene Ontology (GO).
Esses genes foram entdo classificados de acordo com a funcdo molecular das proteinas
codificadas por eles (Figura 8A), com os compartimentos celulares nos quais 0s seus produtos
génicos se encontram (Figura 8B) e com 0s processos bioldgicos dos quais essas proteinas
participam (Figura 8C). Nessa analise verificou-se que aproximadamente um quarto desses
genes estdo envolvidos diretamente em mecanismos de desenvolvimento e reproducdo do
parasito (desenvolvimento larval e sucesso no desenvolvimento embrionario e eclosdo dos
ovos) (Bitar et al., 2013).

Dessa forma, os resultados obtidos nos trabalhos anteriores indicaram que a SmZF1 é um
fator de transcri¢do possivelmente relacionado ao desenvolvimento do S. mansoni. O presente
projeto foi proposto com o objetivo de continuar com a caracterizacdo dessa proteina,
relacionando a sua funcdo a biologia desse parasito. Para isso, utilizamos a ferramenta de
interferéncia por RNA (RNAI), pelo fato de que essa técnica tem possibilitado o
aprofundamento de estudos sobre as funcdes de diversas proteinas em varios organismos,

incluindo o S. mansoni.
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Figura 7 - Identificacdo de um possivel sitio de interacdo entre uma sequéncia especifica de DNA e a SmZF1
através de docking. Os célculos de docking foram realizados através do software HADDOCK e o sitio do
DNA utilizado para o calculo foi gerado in silico. O esqueleto da molécula de DNA esta representado em
alaranjado e os trés dedos de zinco que interagem com o0 DNA estdo coloridos em azul, verde e vermelho. A
- Interacéo entre trés dedos de zinco de SmZF1 e DNA. B - Representacao dos residuos ativos na interacdo
entre SmZF1 e DNA, mostrando os dedos de zinco com mais detalhes e evidenciando os elementos estruturais
secundarios de SmZF1. (Bitar et al., 2013).
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Figura 8 - Classificago dos genes contendo, em seus respectivos promotores, pelo menos um sitio de ligacdo
para SmZF1. Os genes foram categorizados com base em buscas por similaridade no banco de dados Gene
Ontology (GO) e classificados de acordo com a fungdo molecular das proteinas codificadas por eles (A), bem

como pelos compartimentos celulares (B) e processos bioldgicos associados a essas proteinas (C). (Bitar et
al., 2013).
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1.8- Interferéncia por RNA (RNAI)

A interferéncia por RNA é um mecanismo celular de silenciamento génico poés-
transcricional evolutivamente conservado, que utiliza um pequeno RNA antisenso, para marcar
0s RNAs mensageiros (MRNAS) correspondentes para clivagem (Matzke and Birchler, 2005).
As primeiras observacdes desse fendmeno deram origem a alguns trabalhos nos anos 90. Ao
estudar petlnias na intencdo de obter a cor purpura mais intensa em suas pétalas, Napoli e
colaboradores obtiveram um resultado inesperado em 1990, onde as plantas transgénicas
resultantes do trabalho possuiam cores variadas ou nenhuma pigmentacao. Devido a insercéo
de cdpias extras do gene de uma enzima chave da sintese dos flavondides responsaveis pela
pigmentacdo purpura, tanto esse mesmo gene, quanto genes endogenos tiveram sua expressao
alterada devido a um fendmeno que foi chamado na época de co-supressao reversivel.

Em 1991, Fire e colaboradores demonstraram que RNAs antisenso podem atuar na
expressao génica, diminuindo os niveis dos transcritos de proteinas filamentosas do masculo
de C. elegans. Em 1995, ainda em C. elegans, foi demonstrado que os RNASs senso séo téo
efetivos quanto os RNAs antisenso para a diminuicdo da expressédo génica. (Guo and
Kemphues, 1995). Em 1998, Fire e colaboradores demonstraram o fenémeno RNAI ao injetar
dsRNA em C. elegans. O dsRNA se mostrou muito mais eficiente do que os RNAS senso ou
antisenso na diminuicdo da expressdo de proteinas filamentosas. A técnica se mostrou
especifica e esse fendmeno ficou conhecido como interferéncia de RNA. Andrews Fire e Craig
Mello foram laureados com o prémio Nobel de fisiologia ou medicina em 2006 devido a esse
trabalho (nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2006/).

Pesquisadores vem utilizando o RNAi como ferramenta alternativa devido as limitagdes
que as ferramentas classicas da genética podem apresentar. Uma das vantagens do RNAI, no
caso da aplicacdo em parasitos, deve-se a dificuldade na obtencdo de modelos de parasitos
transgénicos em funcdo da complexidade e das limitag6es associadas a manutencao in vitro de
seus respectivos ciclos vida, além da complexidade da organizacdo tecidual, no caso de
parasitos multicelulares (Brindley and Pearce, 2007). Outra vantagem associadas a essa
abordagem é que a mesma permite a realizacdo de silenciamento génico (knockdown) em larga
escala de varios tipos de células e organismos (Mohr et al., 2014).

A maquinaria de RNAI funciona quando a célula € exposta a um dsRNA, que é
processado no citoplasma pela DICER em pequenos dsRNAs de 21-25 pb, denominados
siRNAs (small interfering RNAs). Uma das fitas do siRNA é seletivamente incorporada ao

complexo RISC (RNA-induced silencing complex), que direciona a clivagem do mRNA
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complementar. No nucleo, outra via acontece quando os miRNAs (uma familia de pequenos
RNAs com tamanho entre 21-25 pb) sdo inicialmente transcritos como miRNAS primarios (pri-
miRNAS), que sdo processados pela Drosha em miRNAs precursores de aproximadamente 70
pb (pré-miRNASs). Os pré-miRNAs sdo transportados para o citoplasma via Exportina 5 e sdo
entdo processados pela DICER, como indicado na Figura 9 (He and Hannon, 2004).

A presenca de transcritos que codificam para as proteinas DICER e Argonauta (proteina
presente no complexo RISC) em Schistosoma mansoni mostrou que esse parasito possivelmente
responderia a um dsRNA via RNAI (Verjovski-Almeida et al., 2003). Skelly e colaboradores
mostraram em culturas de esquistossomulos de S. mansoni o knockdown da Catepsina Bl
(SmCBL1), uma cisteina-protease relacionada com a digestdo da hemoglobina do hospedeiro,
utilizando um dsRNA especifico para SmCB1 (Skelly et al., 2003).

Devido as suas vantagens quando comparada a outras técnicas, a ferramenta RNAIi vem
sendo largamente empregada para manipular a expresséo génica em diversas fases do ciclo de
desenvolvimento do S. mansoni: ovos (Rinaldi et al., 2009), esporocistos (Boyle et al., 2003;
Dinguirard and Yoshino, 2006; Mourdo et al., 2009), esquistossdmulos (Stefani¢ et al., 2010;
Andrade et al., 2014; Guidi et al., 2015) e vermes adultos (Freitas et al., 2007; Morales et al.,
2008; Guidi et al., 2015).

Nesse contexto, pretendemos neste estudo utilizar a ferramenta de RNAI com o objetivo
de iniciarmos a caracterizacdo do papel da proteina SmZF1 associado ao desenvolvimento e

reproducdo do parasito S. mansoni no hospedeiro vertebrado.
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Figura 9 - Esquema ilustrativo da via de RNAI. Pri-miRNASs sdo transcritos no nlcleo e processados pela

Drosha em pré-miRNAs (aproximadamente ~70 nucleotideos). Os pré-miRNASs sdo entdo exportados via
Exportina 5 e processados em miRNAs maduros pela Dicer. dsSRNAs também sdo processados pela Dicer
em siRNAs. Os miRNAs ou siRNAs sdo entdo agregados ao complexo RISC e agem em seus respectivos
alvos ao se ligarem tanto na regido 3'-UTR, causando a repressao da tradugdo, quanto no alvo complementar,
induzindo a sua posterior clivagem. Os principais componentes do complexo RISC sdo as proteinas da familia
Argonauta (Ago). As Ago 1, 2, 3 e 4 sdo capazes de causar repressdo da traducdo e desestabilizacdo do
mRNA, mas apenas a Ago 2 possui atividade endonucleésica, capaz de clivar o mRNA alvo. (Modificado de
Kelly and Hurlstone, 2011).
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2. Objetivos
2.1- Objetivo geral

Estudar o papel da proteina SmZF1 de S. mansoni associado a reproducdo e ao
desenvolvimento do parasito no hospedeiro vertebrado através do silenciamento de seu
transcrito por Interferéncia de RNA (RNAI).

2.2- Objetivos especificos

e Silenciar o transcrito de SmZF1 em esquistossomulos de S. mansoni pelo tratamento com
0 RNA dupla fita (dAsSRNA) de SmZF1,

e Validar e quantificar o silenciamento do transcrito de SmZF1 por PCR quantitativa em
tempo real (RT-gPCR);

e Auvaliar se o tratamento com o dsRNA de SmZF1 induziria alteracdes inespecificas na

expressdo de outros genes que nao a prépria SmZF1;

e Quantificar através de RT-qPCR os niveis de transcritos de genes que possivelmente seriam
regulados pela SmZF1, ap6s o silenciamento dos transcritos que codificam para essa

proteina;

e Auvaliar possiveis alteracfes fenotipicas em esquistossémulos submetidos ao tratamento
com o dsRNA de SmZF1;

e Verificar se o silenciamento de SmZF1 alteraria a carga parasitaria de S. mansoni no

hospedeiro vertebrado;

e Auvaliar se o silenciamento de SmZF1 persiste nos vermes adultos obtidos pela infec¢éo de

camundongos com esquistossomulos silenciados;

e Analisar o perfil histopatologico dos figados dos camundongos infectados com

esquistossomulos silenciados para SmZF1.
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3. Material e Métodos

3.1- Interferéncia por RNA (RNAI) — Experimentos in vitro

3.1.1- Desenho de iniciadores para as reacfes de PCR e RT-gPCR

3.1.1-a Iniciadores para a amplificagdo do DNA molde utilizado na sintese dos dsSRNAs

Os dsRNA dos genes GFP (Green Fluorescent Protein) (GenBank: KM593907.1) e
mCherry (Red Fluorescent Protein) (GenBank: AY678264.1) foram selecionados para
realizacdo de um controle inespecifico, isto €, ndo direcionado a0 mMRNA de SmZF1. Para
realizarmos o knockdown do transcrito de SmZF1, foi utilizado um dsRNA especifico,
produzido a partir da sequéncia que codifica para esta proteina (GenBank: AAG38587). O
controle inespecifico € utilizado para demonstrar que a expressdo génica do organismo de
estudo ndo € alterada pela presenca de dsRNAs exogenos, garantindo a especificidade do
silenciamento dos transcritos de SmZF1 através da introducdo de um dsRNA especifico para
0s transcritos dessa proteina. O primeiro passo necessario para sintese dos dsRNAs é a
amplificagdo das sequéncias de DNA molde de cada um dos alvos citados, com a adigdo do
sitio promotor da RNA polimerase T7 nas extremidades de cada amplicon. Para isso, foram
utilizados iniciadores contendo a sequéncia do promotor da RNA polimerase T7 nas suas
extremidades 5°. Os iniciadores para a sintese de dsRNA para GFP e SmZF1 foram desenhados
pela Dr?. Marina Mourdo e o par de iniciadores para amplificamros a sequéncia de mCherry foi
obtido a partir de Stefani¢ et al., (2010) (Quadro 1). Todos os iniciadores foram desenhados
para amplificarem fragmentos entre 400-800 pb. Além disso, os iniciadores utilizados na sintese
do dsRNA de SmZF1 foram desenhados de forma a se anelarem especificamente na sequéncia
codificadora desta proteina, ndo reconhecendo, portanto, nenhum outro sitio no cDNA deste

parasito.
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Quadro 1 - Sequéncia dos iniciadores utilizados para a amplificacdo do DNA molde para a sintese dos
dsRNAs.

Iniciador 5°-3° Iniciadores para a geracdo de DNA molde Tamanho
para as reacoes de dsRNA - Sequéncia do
Fragmento
SmZF1 Senso 5’ GGATCCTAATACGACTCACTATAGGATGGAATTTT
ACTTCACA
554 pb
SMZF1 Anti-senso 3° | GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCTGGCATACT
TCACAT
mCherry Senso 5’ TAATACGACTCACTATAGGGCATCGTGTGGTTCTT
GTTGG
751 pb
mCherry Anti-senso 3’ | TAATACGACTCACTATAGGGATTTGGGAAATCGGC
ATACA
GFP Senso 5’ TAATACGACTCACTATAGGGTCTTCAGTCCGCCAT
G
400 pb
GFP Anti-senso 3’ TAATACGACTCACTATAGGGTGCTCAGGTAGTGGT
TGTC

*Qs segmentos dos iniciadores sublinhados constituem o sitio da RNA Polimerase T7.

3.1.1-b Iniciadores utilizados nos ensaios de RT-gPCR para a validacédo do
silenciamento dos transcritos de SmZF1

A validacdo do silenciamento dos transcritos de SmZF1 foi feita através de reacdes de
RT-gPCR (PCR quantitativo em tempo real). Para isso foram utilizados iniciadores,
previamente desenhados pela Dr?. Marina Mourdo, especificos para os transcritos da SmZF1 e
do controle enddgeno, a proteina SmCOX1 (subunidade 1 do Citocromo Oxidase C de
Schistosoma mansoni) (GenBank: AF216698) (Quadro 2). Vale ressaltar que o0s
oligonucleotideos anelavam em uma regido externa aquela utilizada para realizar a sintese do
dsRNA, de forma a evitar a quantificacdo dos dsSRNAs durante a verificacdo do silenciamento
pelos ensaios de RT-gPCR.

Para a avaliacdo do efeito off-target, isto &, o silenciamento de transcritos que ndo sao
alvos especificos para os dsSRNAs introduzidos, foi desenhado um par de iniciadores para o
transcrito da proteina Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) de S. mansoni
(GenBank: M92359.1), além de termos utilizado dois outros pares de iniciadores, previamente
desenhados pela Dr?. Marina Mourdo, sendo um deles especifico para o transcrito da proteina

alfa-Tubulina de S. mansoni (GenBank: M80214.1) e o outro para o transcrito da proteina
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SMYB1 (Y-box protein 1 de S. mansoni) (GenBank: U39883.1) (Quadro 2). Os genes GAPDH
e alfa-Tubulina foram escolhidos por representarem genes de expressao constitutiva. J& o gene
que codifica para a SMYBL1, uma proteina que esta envolvida no controle da expresséo génica
em S. mansoni, foi escolhido para este tipo de analise por pertencer a mesma categoria funcional
do gene que codifica para a SmZF1. Os iniciadores utilizados nos ensaios de RT-gPCR foram
desenhados através do programa Primer Express Software v3.0.1 (Thermo Fisher Scientific).
Em seguida, os valores de AG de formacdo de estruturas em grampo e de hétero ou
homodimeros envolvendo os iniciadores entdo desenhados foram considerados através do

programa OligoAnalyzer 3.1 (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Adicionalmente, os

iniciadores foram analisados quanto a sua especificidade por pesquisa de similaridade
utilizando o algoritimo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) contra banco de dados
de ESTs do National Center for Biotechnology Information  (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Quadro 2 - Sequéncia dos iniciadores utilizados nos experimentos de RT-qPCR.

Iniciador 5°-3° Iniciadores para a realiza¢ao dos Tamanho
experimentos de RT-gPCR - Sequéncia do
Fragmento

GAPDH Senso 5’ ACGGAAAATTAACGGGAATGG

65 pb
GAPDH Anti-senso 3’ TGTCAGATCAACGACTGAAACGT
Alfa-Tubulina Senso 5’ CAAATGGGAAATGCTTGTTG

106 pb
Alfa-Tubulina Anti-senso 3° | TGAACGAGTCATCACCACCT
SMCOX1 Senso 5’ TACGGTTGGTGGTGTCACAG

152 pb
SmMCOX1 Anti-senso 3’ ACGGCCATCACCATACTAGC
SmZF1 Senso 5’ ACTTCTCTCAGAAATCCAGCCT

97 pb
SmZF1 Anti-senso 3’ TGGAGAGGATTATACAATCTGGTT
SMYB1 Senso 5’ ACTTGCAGCACACTGGATTG

82 pb
SMYB1 Anti-senso 3’ GACGTCGAAACTGAGGAAGG
Smp_030710 Senso 5’ AAGTACGGCTCAGCGATGGT

- 66 pb

Smp_030710 Anti-senso 3’ AGCAGAAAGGCACAGATAATCAAA
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Smp_065180 Senso 5’ ACTTCTCAGGTGTTATCGAGTGGTT

69 pb
Smp_065180 Anti-senso 3’ TGTGGGCGTCAAAAAGCA

3.1.1-c Escolha de genes possivelmente regulados por SmZF1 e desenho de iniciadores

Como descrito no item 1.7, 0s genes que possuem o sitio de interacdo com a SmZF1 em
sua regido promotora foram descritos por Bitar e colaboradores (2013). A partir disso,
escolhemos para o desenho de iniciadores dois genes que possuem 2 sitios de ligacdo de SmZF1
em sua regido promotora: (1) o gene Smp_030710, codificador para a Serina/Treonina Proteina
Fosfatase (GenBank: CCD59124.1), uma enzima relacionada com diversos processos celulares
como organizacdo dos microtubulos, apoptose e reparo de DNA; e (2) o gene Smp_065180,
que codifica para a proteina EH Domain containing/past-1-related de S. mansoni (GenBank:
CCD77695), uma proteina de ligagdo a ATP que atua no controle da reorganizacdo da
membrana celular, além de estar relacionada com o transporte endocitico.

Os iniciadores utilizados nos ensaios de RT-gPCR foram desenhados com a utilizacdo do
programa Primer Express Software v3.0.1 (Thermo Fisher Scientific), os valores de AG e a
possibilidade de formacdo de estruturas em grampo e dimeros dos iniciadores desenhados foram
calculados através do programa OligoAnalyzer 3.1 e analisados quanto a sua especificidade
pelo BLAST contra o banco de dados de ESTs do NCBI (Quadro 2).

3.1.2- Amplificacdo dos DNAs molde e sintese dos dsSRNAs

A amplificacdo dos DNAs molde foi realizada utilizando o kit Platinum Tag DNA
Polymerase (Invitrogen — Life Technologies), segundo o protocolo sugerido pelo fabricante: 1,5
pL de MgCl> (concentracéo final de 1,5 mM), 1 pL de dNTP (concentracéo final de 0,2 mM),
0,2 puL Tag DNA polymerase (concentracéo final 0,02 U/uL), 5 uL de 10X PCR Buffer (200
mM Tris HCI pH 8.4, 500 mM KCI) (concentracao final de 1X), 0,2 uL iniciadores a 10 pmol
(concentracéo final de 200 nM), agua (quantidade suficiente para completar 50 uL) e, por fim,
1 uL (~5-10 ng) dos plasmideos contendo as sequéncias de SmZF1, GFP e mCherry clonadas.
As reacOes de PCR foram entdo realizadas no termociclador Veriti 96-well (Applied
Biosystems) com o seguinte programa de amplificacdo: desnaturacdo inicial a 94°C por 2 min,
35 ciclos desnaturacdo a 94°C por 30 s, anelamento a 55°C por 30 s e extensdo a 72°C por 1

min e 30 s, além da extensdo final a 72°C por 10 min.
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Apos a amplificacdo, as amostras foram aplicadas em gel de agarose 1% (p/v) corado
com brometo de etideo e a imagem foi digitalizada através de um transluminador
(Transluminador UV 302 nm — T26M, BioAgency) acoplado a uma camera fotografica. Os
produtos amplificados foram excisados do gel e purificados através do kit Illustra GFX PCR
DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), utilizando as recomendagfes do
fabricante. Seguiu-se com a dosagem do produto de amplificacdo em um espectrofotdmetro
NanoDrop® ND-1000 (Thermo-Fisher Scientific).

Para a sintese dos dsRNAs de GFP, mCherry e SmZF1 foi utilizado o kit T7 RiboMAX™
Express RNAIi System (Promega), segundo as recomendacdes do fabricante, com algumas
modificacOes. Para cada reacdo de sintese de dsSRNA foram adicionados 8 pL do produto de
PCR gerado anteriormente (~80 ng/uL), 2 uL de Enzyme Mix T7 Express (concentracao final
de 0,1 U/uL) e 10 pL de RiboMAX™ Express T7 2X Buffer (concentracdo final de 1X). Com
0 intuito de aumentar a concentracao final de dsRNA, as reacGes foram deixadas a 37°C por 16
h. Apos esse periodo, 0 dsSRNA de cada reacdo foi precipitado com etanol 70% (v/v),
centrifugado a 10000 g por 2 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado
com etanol 95% (v/v). O precipitado foi entdo ressuspendido em agua livre de nucleases e

dosado em um espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000 (Thermo-Fisher Scientific).

3.1.3- Obtencdo dos parasitos e transformagdo mecanica de cercarias em
esquistossomulos

Os parasitos utilizados nesse trabalho sdo da espécie S. mansoni cepa LE. As cercarias
foram provenientes do Moluscério do Centro de Pesquisas René Rachou (CPQRR/FIOCRUZ)
e gentilmente cedidos pela Dra. Liana Konovaloff Jannotti Passos (Laboratorio de Helmintoses
Intestinais), para a realizacdo dos experimentos.

Apbs a obtencdo das cercarias, seguiu-se com o protocolo modificado de transformacéo
mecanica das mesmas em esquistossémulos, segundo Ramalho-Pinto et al., (1974). As cercérias
foram distribuidas em aliquotas de 50 mL e incubadas por 1 hora no gelo. Em seguida, os tubos
foram centrifugados a 110 g por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. O sedimento de
cada tubo foi entdo lavado com aproximadamente 2 mL de meio MEM (Minimum Essential
Medium Eagle — Sigma-Aldrich) contendo 1% de penicilina/estreptomicina e o conteudo de
cada um dos 3 tubos foi homogeneizado e passado para um tubo de 15 mL. Os contetudos dos
tubos de 15 mL foram entdo passados 3 vezes em uma seringa contendo uma agulha com o
calibre de 22G, para a quebra das caudas das cercarias. Apds esse procedimento, 0s volumes

restantes nos tubos foram colocados em um frasco de cultura estéril e incubados por 1 ha 37°C
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em estufa com atmosfera de 5% de CO; e 95% de umidade. Passado o periodo de incubacéo, o
contetdo do frasco foi transferido para um tubo estéril e deixado por 7 minutos para
sedimentacdo. O sobrenadante foi entdo removido, adicionou-se aproximadamente 7 mL de
meio MEM contendo 1% de penicilina/estreptomicina, e, ap6s homogeneizacao, a amostra foi
deixada novamente por 7 minutos para sedimentacdo. O sobrenadante foi removido novamente
e esse passo foi repetido por mais 6 vezes com tempos de sedimentacdo cada vez menores (6
min, 5 min e 4 min). Apds a ultima etapa de sedimentacao, o material foi ressuspendido em 1
mL de meio MEM. A amostra foi homogeneizada e foram retiradas aliquotas de 10 pL em
triplicata para a contagem de esquistossbmulos presentes em microscopio invertido com
aumento de 10x. Apds a contagem, os parasitos foram mantidos a 37 °C em estufa com 5% de

CO; e 95% de umidade em uma concentragio de aproximadamente 1,7x10° parasitos/mL.

3.1.4- Exposicao dos esquistossomulos aos dsSRNAs

Aproximadamente 5x10° esquistossémulos foram colocados em 3 mL de meio MEM
suplementado com meio Schneider (5%), hipoxantina (5x10" M), triidodotironina (2x107" M),
hidrocortisona (1x10° M), MEM vitaminas (0,5%), soro fetal bovino - Sigma (1%) e
penicilina/estreptomicina (1%) na presenca ou auséncia de 100 nM de cada dsRNA utilizado
(GFP, mCherry e SmZF1).

3.1.5- Analises morfométricas dos esquistossomulos expostos ao dsRNA

Para as analises morfométricas, os esquistossdbmulos foram cultivados na presenca ou
auséncia de dsRNA, como descrito no item 3.1.4, por sete dias. Com o intuito de verificar se
houve alteracGes fenotipicas nesses parasitos durante a exposi¢do aos dsRNAs, foram avaliadas
possiveis alteracdes no tegumento, aumento nas taxas de mortalidade e mudangas no
crescimento dos parasitos. As culturas foram diariamente observadas e as imagens dos
esquistossomulos foram registradas utilizando uma camera de alta resolucdo Axiocam MRc
Ver.3 (Carl Zeiss) acoplada a um microscopio invertido Axio Observer (Carl Zeiss). Para a
realizacdo das andlises morfométricas, fotos de trés campos de cada po¢o foram retiradas
aleatoriamente durante 6 dos 7 dias de tratamento com o dsRNA.

Apos os ensaios, a area (um?) dos esquistossdmulos fotografados foi avaliada utilizando-
se 0 programa AxionVision Release 4.8. As areas dos esquistossdmulos tratados com o dsRNA
de SmZF1 foram comparadas as areas dos parasitos pretencentes aos grupos controle

inespecifico (tratados com os dsRNAs de GFP/mCherry) e controle negativo (cultivados da
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auséncia de qualquer dsRNA). Para a andlise estatistica dos dados, o teste Kruskal-Wallis foi
utilizado, seguido do teste Dunn para comparac¢es mdaltiplas.

3.2- Avaliacéo dos niveis de transcritos de SmZF1 e de genes possivelmente regulados por
essa proteina e verificacdo de possiveis efeitos off-target decorrentes da exposicdo ao
dsRNA especifico para SmZF1

3.2.1- Extracéo e tratamento do RNA total

Para padronizarmos o tempo de exposicao dos esquistossomulos ao dSRNA de SmZF1 e
assim garantirmos a maior eficiéncia possivel de silenciamento de seus transcritos, 0s
esquistossomulos foram cultivados durante sete dias na presenca e auséncia dos dsRNAs
scrambled (GFP/mCherry) e de SmZF1, de onde foram extraidos os RNAs do primeiro,
segundo, terceiro, quinto e sétimo dia de tratamento. Apds a avaliacdo dos niveis de transcritos
em todos esses dias, as extracdes de RNA subsequentes foram realizadas somente no dia onde
foi verificado o maior silenciamento do transcrito de SmZF1. Também foram realizadas as
extracOes de RNA dos vermes adultos obtidos a partir de perfuséo de camundongos infectados
com esquistossomulos silenciados para o transcrito de SmZF1.

As extracdes de RNAs foram realizadas pelo método do TRIzol (Invitrogen — Life
Technologies). Para tal, aproximadamente 1x102 parasitos foram transferidos para microtubos
e centrifugados. O sobrenadante foi retirado ¢ 100 uL de TRIzol foi adicionado para a
macera¢do dos parasitos com o auxilio de um pistilo. Em seguida, foram adicionados 900 uL
de TRIzol e as amostras mantidas por 10 min a temperatura ambiente. Foi entdo acrescentado
200 pL de cloroformio, seguido de 2-3 min de agitacdo das amostras. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 12000 g por 15 min a 4°C, onde as fases aquosa, interfase e fase
organica foram separadas. A fase aquosa, na qual se encontra 0 RNA, foi transferida para um
microtubo novo onde foi também adicionado 0,5 mL de isopropanol 100%. As amostras foram
entdo homogeneizadas, deixadas por 10 min a temperatura ambiente e centrifugadas a 12000 g
por 10 min a 4°C. Apos essa etapa, o sobrenadante foi retirado e ao pellet foi adicionado 1 mL
de etanol 75%. As amostras foram entdo submetidas a uma breve agitacdo em um vortex e
centrifugadas a 7500 g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi retirado e o pellet foi deixado por
10 min secando a temperatura ambiente, para a eliminacdo méxima do etanol restante.
Finalmente, o pellet foi ressuspendido em 30 pL de agua livre de RNAses.

Para a eliminacdo do DNA gendmico presente nas amostras de RNA, as amostras foram
tratadas com DNAse duas vezes utilizando o kit TURBO DNA-free™ DNase (Ambion — Life

Technologies), conforme manual do fabricante. Por ultimo, a concentracdo do RNA tratado foi
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mensurada por meio de um espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000 (Thermo-Fisher
Scientific).

3.2.2- Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA a partir do RNA extraido e tratado como descrito acima, foi
utilizado o kit SuperScript® Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen- Life
Technologies), segundo as instrucdes do fabricante. Para cada reacdo de volume final igual a
20 pL foram adicionados as amostras de RNA 1 pL de oligo (dT) (concentragdo final de 2,5
uM), 1 puL de hexameros aleatorios (concentragdo final de 2,5 ng/uL), 1 pL de dNTPs
(concentracdo final de 0,5 mM) e 4dgua para um volume final de 10 pL, seguida de posterior
incubacdo a 65°C por 5 min. Imediatamente ap0s, as amostras foram colocadas no gelo e
acrescidas de 4 uL de tampdo 5X (250 mM Tris-HCI, pH 8,3; 375 mM KCI; 15 mM MgCI2)
(concentragao final de 1X), 2 uLL de DTT (concentragdo final de 10 mM) e 1 pL de RNAse-Out
(2 U/uL) (Invitrogen- Life Technologies) e 1 uL de SuperScript III (2 U/mL). A reagdo foi entdo
incubada a 50 °C por 50 min e depois a 80°C por 15 min. Finalmente, 1 uL. de RNAse H foi
adicionado para remocao da fita de RNA do hibrido RNA-DNA, sendo incubado a 37°C por 20

min. Ao término, as amostras foram armazenadas a -20°C para posterior utilizacao.

3.2.3- Ensaios de RT-gPCR

Para avalidar a eficiéncia dos iniciadores e a concentracdo dos mesmos a ser utilizada,
ensaios de verificacdo de sua eficiéncia foram realizados seguindo as diretrizes do MIQE
(Bustin et al., 2009). Para isso, os iniciadores desenhados para a analise do nivel dos transcritos
de cada gene estudado deviam apresentar eficiéncia similar a dos iniciadores especificos para
0 gene normalizador (SmCOX1). A validacdo foi feita através da analise da variagdo do C+
(Threshold cycle) com diluicéo seriada (1:2) da curva padréo com cinco quantidades diferentes
do cDNA de esquistossomulos — 50 ng, 25 ng, 12,5 ng, 6,25 ng, 3,125 ng — e quatro
concentracdes finais diferentes para cada um dos iniciadores, 200 nM, 400 nM, 600 nM e
800nM. A avaliacéo da eficiéncia da amplificacdo foi feita pela analise da inclinacdo da curva
da equacéo de regressao linear, resultante da relacdo entre a variacdo dos Crs gerados pelas
amostras e suas respectivas concentracGes, sendo analisados os valores dos seguintes
pardmetros: coeficiente de regressdo (R?), inclinagdo (entre -3,5 e -3,1) e eficiéncia da curva
padrdo. Para verificarmos a especificidade dos iniciadores, as curvas de dissociacdo também

foram avaliadas.
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Apo0s a padronizacdo dos iniciadores, 0s cDNAs dos esquistossbmulos tratados ou nao
com 0s dsRNAs scrambled e de SmZF1 foram analisados por RT-gPCR, para avaliarmos os
niveis de transcritos de SmZF1 nesses parasitos. Para as reacfes de RT-qPCR, foram utilizados
iniciadores especificos para SmZF1 e SmCOX1, sendo que este ultimo foi utilizado como o
gene normalizador. Todas as reagdes de RT-gPCR foram conduzidas em triplicata técnica.

Para cada reacdo foram utilizados 12,5 uL. de SYBR GREEN PCR Master Mix (Applied
Biosystems), cerca de 100 ng de cDNA, o volume de cada iniciador foi utilizado a fim de atingir
as seguintes concentragdes finais: 200nM para os iniciadores especificos para SmZF1, 400 nM
para os iniciadores especificos para Smp_065180 e Smp_030710 e 600 nM para os iniciadores
especificos para GAPDH, alfa-Tubulina e SmCOX1, e &gua para completar 25 uL por reagéo.
Em cada placa havia também um controle negativo, contendo todos os reagentes para a RT-
gPCR, exceto o cDNA. As reacbes foram realizadas no aparelho ViiA™ 7 Real-Time PCR
System (Life Technologies) e os resultados obtidos foram analisados pelo programa ViiA 7
Software v1.2 (Life Technologies).

Os experimentos para a avaliacdo de off-targets, bem como os experimentos para avaliar
0s genes que possivelmente sdo alvos de regulacdo por SmZF1, foram realizados utilizando os
cDNAs em que a RT-gPCR, feito como descrito acima, confirmou o silenciamento do transcrito
de SmZF1l. Dessa forma, as amostras de cDNA do controle negativo (cDNAs dos
esquistossdmulos que ndo receberam nenhum tipo de tratamento em cultura), dos tratados com
0 dsRNA inespecifico e dos tratados com dsRNA especifico para SmZF1 foram novamente
submetidas a RT-gPCR, para avaliarmos se o silenciamento de SmZF1 alteraria a expressdo de
outros genes que a principio ndo estariam relacionados a ela, tais como aqueles que codificam
para GAPDH, alfa-tubulina e SMYBL. Para cada reacdo foi utilizado 2,5 pL. de SYBR GREEN
PCR Master Mix (Applied Biosystems), cerca de 50 ng de cDNA, o volume de cada primer
conforme sua concentracao padronizada e agua para completar 5 pL por reagdo. Em cada placa
havia também um controle negativo, contendo todos os reagentes para a RT-gPCR, exceto o
cDNA. As reacdes foram realizadas no aparelho 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) e os resultados foram analisados no programa 7900 SDS v2.4.1 (Applied
Biosystems).

A expressdo relativa foi analisada através do método do 2"2A¢T (Livak and Schmittgen,
2001), no qual os valores Ct de cada amostra s&o subtraidos do Ct do normalizador (SmCOX)
(ACt). Em seguida, os valores correspondentes ao ACt encontrado para cada amostra é
subtraido do ACt normalizado. Os niveis de expressdo de cada gene dos grupos de parasitos

tratados com dsRNA especifico para SmZF1 e inespecifico (GFP ou mCherry) foram
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comparados com 0s niveis de expressao de transcritos do mesmo gene em parasitos do controle
negativo. A significAncia dos resultados foi verificada através do teste estatistico Kruskal-

Wallis, seguido do teste Dunn para comparacgdes maltiplas.

3.3- Experimentos in vivo
3.3.1- Infeccédo de camundongos com esquistossomulos silenciados para os transcritos de
SmZF1 e recuperacgdo dos vermes adultos

Apbs o tratamento dos esquistossomulos durante trés dias como descrito no item 3.1.3,
cerca de 200 parasitos foram ressuspendidos em 0,2 mL de meio de cultura MEM suplementado
e inoculados em dose Unica, na regido dorsal e com aplica¢do subcutanea, em camundongos
Swiss (Mus musculus). Um total de doze camundongos foi dividido em dois grupos de seis
animais para a infeccdo: o primeiro grupo foi infectado com os esquistossémulos cultivados em
meio sem presenca de dsRNA (Controle Negativo), e o segundo foi infectado com
esquistossémulos tratados com o dsRNA especifico para SmZF1 (SmZF1). Os animais foram
mantidos no biotério por um periodo de 47 dias e eutanasiados por deslocamentocervical. A
perfusdo dos camundongos foi realizada de acordo com o protocolo estabelecido por Pellegrino
et al. (1956), onde os vermes adultos foram recuperados e os figados de cada camundongo
retirados para contagem de ovos e andlises histopatoldgicas. Apds a perfusdo, os vermes adultos
recuperados de cada camundongo foram contados e ao final foi feita a analise estatistica visando
comparar o numero de parasitos entre os grupos “Controle Negativo” e “SmZF1”. Foram
realizados dois experimentos de infec¢do independentes para a geracdo dos resultados. A
significancia dos resultados foi realizada utilizando o teste estatistico Mann-Whitney
(Wilcoxon sum of ranks).

3.3.2- Analise de ovoposicdo — Contagem de ovos em figados de camundongos infectados
com parasitos silenciados para o transcrito de SmZF1

Ap0s a perfusdo, os figados retirados de cada camundongo foram pesados e alocados em
tubos com 50 mL de KOH 10% (p/v), onde ficaram por 16 h a 4 °C e, em seguida, incubados a
37 °C por 1 h. Os tubos foram centrifugados por 5 min a 450 g e o sobrenadante foi descartado.
O sedimento foi ressuspendido com salina 0,85% para lavagem. Esta etapa foi repetida por mais
duas vezes. Depois da ultima centrifugacédo, o sedimento foi ressuspendido em 1 mL de salina

0,85% e 0 numero de ovos presentes em cada amostra foi contado em triplicatas de aliquotas
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de 10 pL em um microscopio de luz com aumento de 10x. A significancia dos resultados foi

avaliada através do teste Mann-Whitney (Wilcoxon sum of ranks).

3.3.3- Analises Histopatologicas

3.3.3-a Coloracéo dos cortes Histologicos

Fragmentos do lobo esquerdo de figado de animais infectados por S. mansoni foram
cuidadosamente retirados e lavados em solucdo salina 0,85% (pH 7,2) e posteriormente fixados
em formaldeido tamponado. Apos 48 horas de fixacdo, todo o material foi colocado em alcool
70% e, em seguida, desidratado progressivamente em séries crescentes de alcool (de 70% a
absoluto), clarificado em xilol e embebido em parafina. A seguir foram realizados cortes de 4
pum de espessura, que foram desparafinizados em xilol, hidratados em séries decrescentes de
alcool (absoluto a 70%) e corados com hematoxilina. Apos essa coloracéo, as laminas passaram
por lavagem em &agua corrente e foram entdo coradas com tricromico de Gomori (TG). Essa
técnica a permite a identificacdo do tecido conjuntivo fibroso, uma vez que o TG indica o
processo de neoformacao de colageno pela tonalidade azul. Apo6s a imersdo por 15 minutos em
solucdo de TG, os cortes foram lavados em agua corrente, desidratados novamente em alcool e
levados a estufa a 56°C para secagem e posterior montagem das laminas com laminulas. As
laminas preparadas de seccbes do figado foram analisadas ao microscépio Optico, para a

observacao das lesdes e da deposicédo de fibras colagenas.

3.3.3-b Analise Quantitativa de Granulomas

Para realizar as analises histopatoldgicas desse trabalho foram analisados trés parametros:
area de fibrose, area dos granulomas e numero de granulomas por mmz de tecido hepatico. Os
cortes histologicos corados pelo tricrdmico de Gomori foram visualizados pela objetiva de 20x
para digitalizacdo de trinta imagens aleatérias atraves da microcamera TK-1270/RGB (JVC).
Foram considerados os granulomas que continham apenas um ovo de S. mansoni bem definido
e que ndo estivessem com infiltrado inflamatoério. A area de cada granuloma foi obtida pelo
software KS300 (Carl Zeiss). Ja a area de fibrose dos granulomas foi calculada através da
selecdo de pixels com tons de azul (gerados pela coloracdo com TG) na imagem real, com
subsequente criacdo de uma imagem binaria e processamento digital, operacdo esta que foi
realizada pelo mesmo software. A metodologia empregada para 0 imageamento microscépico,
segmentacdo de imagens e definicdo das condi¢Ges de morfometria € a descrita por Caliari

(1997). O numero de granulomas de cada camundongo dos dois grupos infectados foi contado
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em um microscopio Axiolab (Carl Zeiss), utilizando a objetiva de 10x. Todos 0s cortes foram
digitalizados através da scanner Lide 110 (Canon) e, através do software KS300, as areas de
tecido hepatico foram mensuradas. Para as analises estatisticas, 0 niUmero de granulomas de
cada corte foi normalizado com o nimero de granulomas do menor corte de tecido hepatico.
Para a andlise dos resultados e verificacdo de sua significancia, o teste estatistico Mann-
Whitney (Wilcoxon sum of ranks) foi utilizado.
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4, Resultados
4.1- Sintese dos dsRNAs

A realizacdo dos experimentos de RNAI iniciou-se com a sintese dos dsSRNAs de SmZF1,
mCherry e GFP, por transcricdo in vitro, a partir do produto da PCR dos plasmideos contendo
suas respectivas sequéncias codificadoras. Posteriormente, cada dsRNA foi purificado, dosado
e analisado em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Verificou-se que os trés
dsRNAs sintetizados possuiram o tamanho esperado: 0 dsRNA de SmZF1 apresentou um
tamanho aproximado de 554 pb, o de mCherry apresentou aproximadamente 751 pb e 0 dSRNA
de GFP possui cerca de 400 pb (Figura 10).

49



850 pb «——
650 pb «——

500 pb «——
400 pb «——

850 pb «——
650 pb +——
500 pb «——

Figura 10 - Analise dos dsRNAs de SmZF1 e dos controles inespecificos mCherry e GFP, através de
gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo. A - Canaleta 1: Padrdo de peso molecular (1 kb Plus
DNA Ladder - Invitrogen); Canaleta 2: dsRNA de GFP; Canaleta 3: dsSRNA de SmZF1. B - Canaleta 1:
Padréo de peso molecular (1 kb Plus DNA Ladder - Invitrogen); Canaleta 2: dsSRNA de mCherry.
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4.2- Andlise do silenciamento dos transcritos de SmZF1 em cultura de esquistossémulos
4.2.1- Analises dos niveis dos transcritos de SmZF1 nos esquistossdmulos tratados com
dsRNA SmZF1-especifico

Todos os iniciadores utilizados nesse trabalho foram devidamente padronizados para
possuir eficiéncia similar e assim permitir a utilizacdo do método 2"24¢T(Livak and Schmittgen,
2001). O controle endogeno utilizado na normalizacdo dos transcritos foi 0 SmMCOX1 e a
concentracdo ideal encontrada para a maxima eficiéncia de seu iniciador foi de 600 nM, onde a
curva padréo gerada apresentou uma inclinagéo de -3,46 e coeficiente de determinagdo da reta
(R?) igual a 0,995, calculando assim uma eficiéncia de aproximadamente 95% (Figura 1A do
Anexo). Também foram analisadas as curvas amplificacdo e de dissociacdo para avaliar a
especificidade do iniciador (Figuras 1B e 1C do Anexo) (Ririe et al., 1997).

Para o par de iniciadores especifico para o transcrito de SmZF1, a concentracdo ideal,
para que sua eficiéncia fosse méxima e similar a eficiéncia de SmCOX1 (acima de 90%), foi
de 200 nM (Figura 2A do Anexo). Nessa concentracdo, a inclinacdo da curva padréo foi de -
3.38, a eficiéncia calculada foi de aproximadamente 98% e o Rz foi igual a 0,999. As curvas de
amplificacéo e dissocia¢do também foram analisadas (Figuras 2B e 2C do Anexo). Dessa forma,
os iniciadores foram devidamente validados e, portanto, utilizados para a realizagdo dos ensaios
de RT-gPCR, que foram necessarios para confirmacdo do silenciamento dos transcritos de
SmZF1 através da ferramenta de RNA..

Para realizarmos a cinética de silenciamento dos transcritos de SmZF1 em S. mansoni,
esquistossomulos da cepa LE foram obtidos e cultivados, como descrito nos itens 3.1.3 e 3.1.4,
na auséncia ou presenca dos dsRNAs inespecificos (GFP e mCherry) e especifico (SmZF1)
para os transcritos de SmZF1, durante 7 dias. A validacdo do silenciamento induzido pelo RNAI
foi realizada por RT-gPCR, a partir dos cDNAs obtidos pela extragdo do RNA total dos
parasitos tratados com os dsRNAs descritos acima. Durante 1, 2, 3, 5 e 7 dias de exposi¢do ao
dsRNA de SmZF1, os niveis de silenciamento do mMRNA de SmZF1 foram de, respectivamente,
47%, 58%., 69%, 68% e 46%, quando o grupo experimental “SmZF1” foi comparado ao grupo
“Controle Negativo”. Observou-se que apos o terceiro dia de tratamento com o dsRNA de
SmZF1, o transcrito alvo obteve seu maior nivel de silenciamento (69%), alcancado durante os
dias avaliados, sendo que este foi o Unico dos dias em que apresentou diferenca significativa
guando comparado aos dois grupos controles (Figura 11). Os niveis de transcritos de SmZF1
foram avaliados nos trés grupos experimentais e comparados entre si. Entretanto, ndo foram
observadas diferencas significativas nos niveis de mRNA de SmZF1 entre os grupos “Controle”

e “Scrambled”.
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Consideramos como silenciamento satisfatorio quando, no grupo “SmZF1”, os niveis de
transcritos de SmZF1 se mostraram significativamente diferentes dos grupos “Controle
Negativo” e “Scrambled”. Além disso, a comparagdo dos niveis de transcrito de SmZF1 entre
os grupos “Scrambled” e “Controle Negativo” deveria mostrar diferenga nao significativa, de
forma a validar o silenciamento especifico de SmZF1 nos esquistossdmulos. Esse resultado
somente foi alcangado no terceiro dia de tratamento e, devido a isso, 0s experimentos
subsequentes foram realizados com esquistossdmulos deixados em cultura na presenca dos
dsRNAs por 3 dias.

O silenciamento dos transcritos de SmZF1 através de RNAI foi reproduzido em trés
experimentos independentes, em duplicata técnica, e a expressao relativa dos transcritos de
SmZF1 foi entdo analisada. Desta forma, observamos que os transcritos de SmZF1 nao
voltaram a apresentar um silenciamento de ~69%, como encontrado anteriormente, alcangando

uma diminuigéo de 54% (Figura 12).
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Figura 11 - Cinética de silenciamento dos transcritos de SmZF1 nos grupos tratados com 0os dsRNAs
de SmZF1 e inespecifico (Scrambled). As barras indicam os niveis de mRNA de SmZF1l de
esquistossémulos tratados com os dsRNAs de SmZF1 (barras vermelhas) e Scrambled (barras verdes), em
relacdo aos niveis de mRNA de SmZF1 do grupo “Controle Negativo” e em func¢do do tempo de tratamento
(1, 2, 3, 5 e 7 dias). As barras representam a média de dois experimentos de silenciamento independentes,
em que os niveis dos transcritos foram medidos em triplicata técnica por RT-gPCR. O teste Kruskal-Wallis
e o teste Dunn para comparag@es multiplas foram utilizados para as anélises estatisticas (P< 0,05; n=4). O
asterisco (*) indica que os niveis de transcritos de SmZF1 foram significativamente menores que os dos dois
grupos controles (Controle Negativo e Scrambled) (*P<0,05). As barras representam o erro padrao e a linha
pontilhada representa o nivel normalizado de transcritos do grupo “Controle Negativo”. Os nimeros acima
das colunas vermelhas indicam a porcentagem de silenciamento de SmZF1 no grupo tratado com o dsRNA

especifico para os transcritos de SmZF1 relativo ao grupo “Controle Negativo” em cada dia de tratamento.
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Figura 12 - Nivel de transcritos de SmZF1 nos esquistossdmulos tratados por 3 dias com os dsRNAs
inespecificos (Scrambled) e de SmZF1. Niveis de transcritos de SmZF1 em esquistossdmulos tratados até
0 terceiro dia de cultura com os dsRNAs de SmZF1 (barras vermelhas) e Scrambled (barras verdes). As
barras representam a média de trés experimentos de silenciamento independentes em que os niveis dos
transcritos foram medidos em triplicata técnica por RT-qPCR. O teste Kruskal-Wallis foi utilizado para as
analises estatisticas, seguido do teste de comparag¢fes multiplas Dunn (P<0,05; n = 6). O asterisco (*) indica
que os niveis de transcritos de SmZF1 foram significativamente menores que os dos dois grupos controles
(Controle Negativo e Scrambled) (*P<0,05). As barras representam o erro padrdo e a linha pontilhada
representa o nivel normalizado de transcritos do grupo “Controle Negativo”. O nimero acima da coluna

vermelha indica a porcentagem de silenciamento com relag@o ao “Controle Negativo™.
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4.2.2- Avaliacao de efeito off-target nos experimentos de RNAI

Durante a realizagdo de experimentos de RNAI existe a possibilidade de ocorrer o efeito
off-target, isto €, o silenciamento de transcritos que ndo sdo alvos especificos para 0 dsSRNA
introduzido, o que pode desencadear fenotipos falso-positivos no organismo de estudo. O efeito
off-target € um efeito indesejavel e de certa forma comum em experimentos de RNAI, sendo
uma das limitacGes dessa técnica. No intuito de avaliar se a introdugdo dos dsRNAs utilizados
nesse trabalho geraram alteragfes dessa natureza nos esquistossomulos tratados, mensuramos
0s niveis de transcritos de 3 genes, sendo 2 de expressao constitutiva, a Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) e a alfa-Tubulina de S. mansoni, e um codificador para a proteina
SMYBL, uma proteina envolvida na expressao génica desse parasito.

Os iniciadores dos genes GAPDH, alfa-Tubulina e SMYB1 de S. mansoni foram
desenhados, como descrito no item 3.1.1-b, e padronizados, como descrito no item 3.2.3, para
alcancar a maior eficiéncia possivel. A concentracdo padronizada para esses 3 iniciadores foi
de 600 nM. Vale ressaltar que, uma vez que os ensaios de RT-gPCR realizados para a avaliagéo
de efeitos off-target foram realizados em um aparelho de RT-PCR diferente do aparelho
utilizado para a andlise da cinética de silenciamento, o iniciador para SmCOX1 (controle
normalizador) foi novamente padronizado, desta vez mostrando uma eficiéncia maior em uma
concentracdo de 800 nM. As curvas padréo, curvas de amplificagdo e de dissociacdo de todos
os iniciadores utilizados na avaliacdo de off-targets estdo em anexo (Figura Anexo 3-6).

A avaliacdo de off-targets foi realizada apds o tratamento dos esquistossémulos com 0s
dsRNAs de SmZF1 e Scrambled por 3 dias, mostrando um silenciamento de ~54% dos
transcritos de SmZF1 com relagdo ao grupo “Controle Negativo” (item 4.2.2). Os resultados
mostraram que nenhum dos trés alvos selecionados foi alterado significativamente pela

presenca dos dsSRNAs inespecificos ou especificos para os transcritos de SmZF1 (Figura 13).
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Figura 13 - Niveis de transcritos de GAPDH, alfa-tubulina e SMYB1 nos esquistossomulos tratados
com o0s dsRNAs de SmZF1 e Scrambled. Niveis de transcritos de GAPDH, alfa-tubulina e SMYB1 em
esquistossémulos tratados com os dsRNAs de SmZF1 (barras vermelhas) e Scrambled (barras verdes) por 3
dias. As barras representam a média de trés experimentos de silenciamento independentes, em que 0s niveis
dos transcritos foram medidos em triplicata técnica. O teste Kruskal-Wallis foi utilizado para as analises
estatisticas, seguido do teste Dunn de comparagdes multiplas (P<0,05; n = 3). As barras representam o erro
padrdo e a linha pontilhada representa o nivel normalizado de transcritos do grupo “Controle Negativo™. ns

= ndo significativo.
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4.2.3- Avaliagdo dos niveis de transcritos de dois genes que possivelmente sdo alvos de
regulacdo da SmZF1 durante os experimentos de RNAI

A proteina SmZF1 é um fator de transcricdo que possuiria potenciais sitios de interacéo
nas regides promotoras de varios genes relacionados com o desenvolvimento e a reproducéo do
parasito S. mansoni, podendo atuar no controle da expresséo desses genes (Bitar et al., 2013).
Para avaliarmos se o silenciamento de SmZF1 alteraria a expressao desses genes, medimos 0s
niveis de mMRNA de dois genes que possuem 2 sitios de ligacdo de SmZF1 em sua regido
promotora (Figuras 9 e 10 do Anexo), nos parasitos silenciados para SmZF1. Dos genes que
possuem provaveis sitios de ligacdo a SmZF1 e que foram escolhidos para esta analise, um
deles é identificado no banco de dados do NCBI como Smp_030710, codificando para uma
serina/treonina fosfatase relacionada com diversos processos celulares, tais como como
organizacao dos microtubulos, apoptose e reparo de DNA; e o0 outro gene é identificado como
Smp_065180, que codifica para uma proteina que, contém um dominio EH, relacionado ao
homologo PAST1 de humanos; é capaz de se ligar ao ATP, atua no controle da reorganizacédo
da membrana celular e esta relacionada ao transporte endocitico.

Dessa forma, foram realizados ensaios de RT-gPCR, para medir os niveis de transcritos
dos genes Smp_065180 e Smp_030710, apos o silenciamento dos transcritos de SmZF1 em
esquistossdmulos. Os iniciadores desenhados para os dois transcritos foram padronizados como
descrito no item 3.2.3, de modo que a concentragdo encontrada, para que ambos atuem com
maxima eficiéncia, foi a de 400 nM. O normalizador utilizado foi novamente 0 SmMCOX1. As
curvas padrdo, curvas de amplificacdo e de dissociacdo dos dois iniciadores podem ser vistas
nas figuras 5 e 6 do anexo. No entanto, quando os niveis de mMRNA de Smp_ 065180 e
Smp_030710 foram analisados nos parasitos silenciados e néo silenciados para SmZF1, néo foi
observada nenhuma alteracéo significativa no nivel desses transcritos (Figura 14). Portanto, a
diminuicdo dos niveis de SmZF1 nao afetou significativamente a expressdo génica de nenhum

dos dois transcritos avaliados.
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Figura 14 - Niveis de transcritos dos genes Smp_065180 e Smp_030710 nos esquistossdmulos cultivados
na presenca e auséncia dos dsRNAs de SmZF1 e Scrambled. Niveis de transcritos de Smp_065180 e
Smp_030710 em esquistossdmulos tratados com os dsRNAs de SmZF1 (barras vermelhas) e Scrambled
(barras verdes) por 3 dias. Os resultados obtidos foram estatisticamente analisados através do teste Kruskal-
Wallis, seguido do teste de comparacdes maltiplas Dunn (P<0,05; n = 3). As barras verdes e vermelhas
representam a média de trés experimentos de silenciamento independentes, em que os niveis dos transcritos
foram medidos em triplicata técnica. As barras representam o erro padrdo e a linha pontilhada representa o

nivel normalizado de transcritos no grupo “Controle Negativo”. ns = ndo significativo.

58



4.3- Analises morfométricas dos esquistossomulos expostos a dsSRNA

Para avaliarmos se a SmZF1 é uma proteina essencial para a sobrevivéncia e o
desenvolvimento do parasito, analisamos o desenvolvimento de esquistossomulos cultivados in
vitro, durante o silenciamento dos transcritos de SmZF1.

Assim, esquistossomulos foram cultivados na auséncia ou presenca dos dsRNAs
especificos para os transcritos de SmZF1 e Scrambled. Durante o cultivo, os parasitos foram
observados todos os dias e imagens de trés campos distintos e aleatorios de cada poco foram
capturadas nos dias 1, 2, 3, 4,5 e 7 (Figura 15A, B e C).

Nenhum fenoétipo claro foi detectado nos esquistossémulos expostos aos dsRNAs
utilizados nesses experimentos. Visto que o silenciamento dos transcritos de SmZF1 se mostrou
eficiente durante a cinética de silenciamento, esse resultado nos indica que provavelmente esta
ndo € uma proteina absolutamente essencial para a viabilidade dos esquistossémulos in vitro.
A fim de verificarmos alteraces fenotipicas menos perceptiveis, as areas (em pm?) dos
esquistossomulos tratados com os dsSRNAs Scrambled e de SmZF1 foram avaliadas conforme
descrito no material e métodos (Secédo 3.1.5) (Figura 15D).

Como indicado no gréfico da Figura 16, verificou-se que, no segundo dia de tratamento
com o dsRNA de SmZF1, os esquistossbmulos apresentaram uma medida de area
significativamente menor do que os parasitos dos respectivos grupos controles. Essa diferenca
ndo se manteve no terceiro dia, mas voltou a ser significativa no quarto dia de cultura, onde os
esquistossomulos do grupo “SmZF1” apresentaram éarea menor, quando comparados aos

parasitos do grupo “Controle Negativo”, mas ndo quando comparados ao grupo “Scrambled”.
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Figura 15 - Imagens representativas de esquistossdmulos tratados por 2 dias com os dsRNAs Scrambled
e de SmZF1. As imagens foram obtidas em microscépio invertido no aumento 5x dos 3 grupos de
esquistossémulos analisados. A - Esquistossdmulos do grupo “Controle Negativo”. B - Parasitos expostos ao
dsRNA “Scrambled”. C - Parasitos tratados com o dsRNA de SmZF1. D - Parasitos contornados (em
vermelho) manualmente através do software AxionVision Release 4.8 para a obtengao de suas respectivas

areas em um?,
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Figura 16 - Area dos esquistossdmulos cultivados na auséncia e presenca dos dsRNAs Scrambled e de
SmZF1. As areas de cerca de 100 esquistossdmulos expostos ao dsRNA especifico para os transcritos de
SmZF1 foram analisadas e comparadas as areas dos parasitos dos grupos “Controle Negativo” e “Scrambled”.
Cada simbolo representa a area de um unico verme dos grupos experimentais “Controle Negativo” (circulos
cinzas), “Scrambled” (circulos verdes) e “SmZF1” (circulos vermelhos). O grafico representa dois
experimentos independentes realizados em duplicata e analisados pelo teste Kruskal-Wallis, seguido do teste
de comparagdes maltiplas Dunn (P<0,01; n = 108). Os grupos de esquistossdmulos tratados com o dsRNA
de SmZF1, que apresentaram alteracdo significativa da area dos parasitos quando comparados ao grupo
“Controle Negativo” e ao grupo “Scrambled,” estdo indicadas com asteriscos. As barras horizontais pretas
representam a mediana da area da populacdo amostrada. ** e **** indicam P<0,01 e P<0,0001,

respectivamente.
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4.4- Investigacao do papel biologico de SmZF1 - Experimentos in vivo
4.4.1- Recuperacao dos vermes adultos resultantes da infec¢cdo de camundongos com
esquistossomulos silenciados para SmZF1

Seguimos este estudo com a investigacdo do papel biolégico da proteina SmZF1 no
desenvolvimento e reproducdo do parasito S. mansoni no hospedeiro vertebrado, ja que
possuimos embasamento para acreditar que essa proteina esta diretamente envolvida com tais
processos. Para isso, nossa estratégia consistiu em infectar camundongos com esquistossémulos
silenciados para os transcritos dessa proteina e, por conseguinte, avaliar se 0s parasitos foram
ainda capazes de se desenvolver em vermes adultos.

Cerca de 200 esquistossomulos cultivados na presenca do dsRNA especifico para os
transcritos de SmZF1 e auséncia do mesmo foram entdo inoculados em camundongos machos
da linhagem Swiss. Ap6s o periodo de infecgdo de 47 dias, os camundongos foram eutanasiados
e a perfusédo para recuperacdo dos vermes adultos foi realizada. O nimero de vermes machos e
fémeas foram contados separadamente a fim de analisar possiveis alteracdes sexo-especificas
causadas pelo silenciamento dos transcritos de SmZF1 (Figura 17), e o niumero total de vermes
foi agrupado para avaliagdo do desenvolvimento do parasito S. mansoni e de sua capacidade
em estabelecer a infeccdo no hospedeiro vertebrado (Figura 18). As analises carga parasitaria
mostraram que o nimero de vermes adultos fémeas foi reduzido em ~74%, enquanto 0 niUmero
de vermes machos adultos diminuiu ~70%, quando o grupo de camundongos infectados com
esquistossomulos silenciados para os transcritos de SmZF1 foi comparado ao respectivo grupo
controle.

Portanto, 0 numero total de vermes adultos recuperados do grupo experimental
“SmZF1” foi significativamente menor que o nimero de vermes recuperados do grupo
“Controle Negativo”, mostrando que a infec¢ao foi reduzida em aproximadamente 72% quando
esquistossomulos silenciados para os transcritos de SmZF1 foram utilizados para infectar

camundongos.
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Figura 17 - Contagem de vermes adultos de cada género recuperados da perfusdo de camundongos
infectados com parasitos silenciados e ndo silenciados para os transcritos de SmZF1. O nimero de
vermes adultos fémeas (A) e machos (B), que foram recuperados de cada camundongo pertencente aos
respectivos grupos “Controle Negativo” (circulos cinzas) e “SmZF1” (circulos vermelhos) esta plotado nos
graficos acima, conforme indicado. A barra horizontal representa a mediana do nimero de vermes total para
cada grupo experimental e os asteriscos indicam que os valores diferem significativamente. *** indica
P<0,001 e **** indica P<0,0001. Estes resultados foram obtidos a partir de dois experimentos independentes,

analisados pelo teste estatistico Mann-Whitney (Wilcoxon sum of ranks) (P<0,05; n = 12).
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Figura 18 - Contagem de vermes adultos totais recuperados da perfusdo de camundongos infectados
com esquistossdmulos silenciados e nao silenciados para os transcritos de SmZF1. Os simbolos
representam o ndmero de vermes adultos recuperados para cada camundongo, onde o grupo “Controle
Negativo” ¢ representado por circulos cinzas e o grupo “SmZF1” por circulos vermelhos. A barra horizontal
representa a mediana do nimero de vermes total para cada grupo experimental e os asteriscos indicam que
os valores diferem significativamente. **** indica P<0,0001. Estes resultados foram obtidos a partir de dois
experimentos independentes, que foram analisados pelo teste estatistico Mann-Whitney (Wilcoxon sum of
ranks) (P<0,05; n = 24).
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4.4.2- Avaliacdo por RT-gPCR dos niveis de transcritos de SmZF1 em vermes adultos
recuperados dos camundongos infectados com esquistossomulos silenciados

No intuito de verificar se o silenciamento dos transcritos de SmZF1 nos esquistossomulos
utilizados para infectar camundongos persistiria apds o desenvolvimento desses parasitos em
vermes adultos, os niveis de transcritos de SmZF1 nos vermes adultos dos grupos experimentais
“Controle Negativo” e “SmZF1” foram avaliados através de ensaios de RT-gPCR (Figura 19).
Os resultados demonstram que ndo houve a permanéncia do silenciamento dos transcritos de
SmZF1 nos vermes adultos resultantes da infeccdo de camundongos com esquistossomulos
silenciados e que os niveis de SmZF1 voltaram a se igualar aos dos vermes do grupo “Controle
Negativo”. Portanto, nossos resultados indicam que o efeito do RNAI contra os transcritos de

SmZF1 ndo se estendeu ao longo do desenvolvimento do parasito no hospedeiro vertebrado.
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Figura 19 - Nivel de transcritos de SmZF1 em vermes adultos recuperados de camundongos infectados
com esquistossdmulos silenciados. Os vermes adultos recuperados de camundongos infectados com
esquistossémulos silenciados para os transcritos de SmZF1 (barras vermelhas) e os vermes adultos do grupo
controle (barras cinzas) tiveram seus niveis de transcritos de SmZF1 mensurados e estatisticamente
analisados através do teste estatistico Mann-Whitney (Wilcoxon sum of ranks) (P<0,05; n = 2). As barras
representam a média de dois experimentos de silenciamento independentes, em que 0s niveis de transcritos

foram medidos em triplicata técnica. As barras de erro representam o erro padrdo. ns = ndo significativo.
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4.4.3- Contagem de ovos dos figados de camundongos infectados com parasitos
silenciados

Ainda buscando possiveis consequéncias da supressao parcial da expressdo génica de
SmZF1 nos processos vitais do S. mansoni, avaliamos se a capacidade de reproducdo dos
vermes adultos foi alterada. Para isso, realizamos a contagem da carga de ovos nos figados dos
camundongos infectados com esquistossdmulos silenciados para os transcritos de SmZF1 e
comparamos os resultados com as contagens do grupo controle.

Os resultados mostram que os camundongos infectados com esquistossomulos tratados
com o dsRNA de SmZF1 apresentam uma quantidade significativamente menor de ovos
recuperados do figado, quando comparados aos camundongos do grupo “Controle Negativo”
(Figura 20). Dessa forma, observamos uma reducéo de aproximadamente 70% na quantidade
de ovos de S. mansoni recuperados dos figados.
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Figura 20 - Contagem de ovos nos figados dos camundongos infectados com esquistossdmulos
silenciados para SmZF1. Cada simbolo representa o nimero de ovos recuperados para cada camundongo
dos grupos “Controle Negativo” (circulos cinza) e “SmZF1” (circulos vermelhos). Estes resultados foram
obtidos a partir de dois experimentos independentes, analisados pelo teste Mann-Whitney (Wilcoxon sum of
ranks) (P<0,05; n = 12). A mediana do namero de ovos para cada grupo experimental é representada pela
barra horizontal. ** indica P<0,01.
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4.4.4- Analises histopatoldgicas dos figados recuperados de camundongos infectados com
esquistossomulos silenciados

Um dos eventos patogénicos mais importantes na esquistossomose é a formacdo do
granuloma hepatico, decorrente da secrecao de proteinas antigénicas solUveis a partir dos ovos
depositados no figado (Gobert et al., 2015). Uma vez que a proteina SmZF1 mostrou potencial
de atuacdo na regulacdo da expressdo de genes envolvidos com o desenvolvimento e a eclosdo
dos ovos de S. mansoni (Bitar et al., 2013), as analises histopatoldgicas foram realizadas de
modo a investigarmos possiveis alteragdes no perfil antigénico dos ovos do parasito,
decorrentes do silenciamento de SmZF1, que poderiam alterar o perfil histopatolégico dos
granulomas hepaticos. Para isso, fragmentos do lobo esquerdo do figado dos camundongos
infectados com esquistossdmulos silenciados para os transcritos de SmZF1 e do respectivo
grupo controle foram retirados. Posteriormente, os granulomas hepéaticos de ambos os grupos

experimentais foram analisados (Figura 21).
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Figura 21 - Imagens representativas de cortes histologicos, corados com hematoxilina e tricrémico de
Gomori, de figados de camundongos infectados com esquistossdmulos silenciados para os transcritos
de SmZF1. Os cortes foram corados com tricromico de Gomori para evidenciar o depésito de colageno. As
imagens, em aumento de 20x, representam a formacao do granuloma no tecido hepatico dos grupos “Controle

Negativo” (A) e “SmZF1” (B). Barra de escala: 50pm.
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Primeiramente, utilizando objetivas de 10x, a contagem de granulomas totais para cada
secdo histologica de cada grupo experimental foi realizada (Figura 22). A média do nimero de
granulomas no figado apresentou-se menor no grupo experimental “SmZF1” em comparagio
ao grupo “Controle Negativo”, entretanto essa alteracdo néo foi estatisticamente significativa.

Posteriormente, avaliamos a area dos granulomas presentes nos grupos de camundongos
infectados com esquistossomulos silenciados e ndo silenciados para SmZF1 (Figura 23A). Essa
analise foi realizada a partir de dois experimentos independentes, onde 37 imagens foram
capturadas para cada grupo experimental. Além disso, para avaliarmos o depdsito de colageno
hepatico, a area de fibrose foi calculada através da marcagéo em azul, obtida pela coloragéo por
tricromico de Gomori, presente na area de cada granuloma capturado (Figura 23B). Com isso,
verificou-se que, para ambos os parametros, area dos granulomas e area de fibrose dos
granulomas do tecido hepatico dos camundongos infectados com esquistossdmulos silenciados
para os transcritos de SmZF1 ndo houve alteragdo significativa em relacdo ao grupo
experimental “Controle Negativo”.

Estes resultados indicam, portanto, que os pardmetros avaliados pelas analises
histopatolégicas ndo foram alterados no grupo de camundongos infectados com

esquistossomulos silenciados para o transcrito de SmZF1.
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Figura 22 - NUumero de granulomas por mm? de figado. As barras representam o nimero de granulomas
por mmz2 de figado dos camundongos infectados com esquistossdmulos cultivados na auséncia (barras cinzas)
e na presenga do dsRNA de SmZF1 (barras vermelhas). Estes resultados foram obtidos a partir de dois
experimentos independentes. As analises estatisticas foram realizadas através do teste Mann-Whitney
(Wilcoxon sum of ranks) (P<0,05; n = 12). As barras indicam erro padrdo para cada experimento. ns = ndo

significativo.
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Figura 23 - Analise das areas de fibrose e das areas totais dos granulomas presentes nos figados de
camundongos infectados com esquistossémulos silenciados para os transcritos de SmZF1. Medidas das
areas totais dos granulomas (A) e das areas de fibrose dos granulomas (B) presentes nos figados de
camundongos infectados com esquistossémulos silenciados para os transcritos de SmZF1 (barras vermelhas)
e seu respectivo grupo controle (barras cinzas). As analises estatisticas foram realizadas através do teste
Mann-Whitney (Wilcoxon sum of ranks) (P<0,05; n = 37). Estes resultados foram obtidos a partir de dois

experimentos independentes. As barras indicam erro padréo para cada experimento. ns = nao significativo.
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5. Discussao

Neste trabalho utilizamos a ferramenta interferéncia por RNA (RNAIi) com o objetivo de
caracterizar o papel da proteina SmZF1, relacionando a sua funcdo a biologia do Schistosoma
mansoni. Uma vez que os resultados obtidos nos trabalhos anteriores indicaram que essa
proteina é um fator de transcri¢do possivelmente relacionado ao desenvolvimento e reproducdo
deste parasito (Bitar et al., 2013), procuramos observar o impacto causado pela diminui¢cdo dos
transcritos de SmZF1 na infec¢do do hospedeiro vertebrado.

Nossos resultados indicaram que uma diminuigéo significativa na expressao relativa dos
transcritos de SmZF1 entre o grupo experimental “SmZF1” e os dois grupos controles foi
encontrada no terceiro dia de tratamento com dsRNA, onde a eficiéncia de silenciamento
chegou ao seu maximo. Apos o quarto dia de tratamento, observamos que 0s niveis de
transcritos de SmZF1 no grupo “SmZF1” aumenta gradativamente até o tltimo dia da cinética
temporal. Verificamos também que os niveis de transcritos de SmZF1 ndo variaram de maneira
significativa na presenca de dsRNA controle (Scrambled) ao longo da cinética de
silenciamento, quando comparados ao grupo experimental “Controle Negativo”, o que indica
que a presenca de um dsRNA inespecifico ndo alterou significativamente a expressdo génica
de SmZF1. J& foi demonstrado em esporocistos e esquistossomulos de S. mansoni que o tempo
de exposicao ao dsRNA influencia diretamente na eficiéncia do silenciamento de cada transcrito
e, uma vez que diferentes transcritos apresentam diferentes turnovers, estes poderao apresentar
maior eficiéncia de silenciamento em diferentes dias (Mour&o et al., 2009; Stefani¢ et al., 2010).
Além disso, a diminuigdo gradativa da eficiéncia de silenciamento observada ao fim da cinética
realizada estd provavelmente relacionada ao carater transiente do silenciamento induzido pela
maquinaria RNAI, ja descrito em diversos estudos que utilizaram essa técnica em parasitos
(Revisdo em Kalinna and Brindley, 2007).

Ao reproduzirmos o0s experimentos de silenciamento, dessa vez deixando
esquistossdbmulos em cultura na presenca dos dsRNAs até o terceiro dia de tratamento (dia que
demonstrou mais silenciamento para os transcritos de SmZF1 nos experimentos de cinética),
verificamos que a eficiéncia de knockdown se mostrou variavel entre as réplicas bioldgicas.
Durante o experimento de cinética de silenciamento, os transcritos de SmZF1 chegaram, no
terceiro dia de tratamento com dsRNA de SmZF1, a um total de ~69% de silenciamento. A
subsequente reproducdo desses experimentos, necesséria para que 0s experimentos in vivo
fossem realizados, alcangcou um nivel de silenciamento dos transcritos de SmZF1 menor, sendo

agora de ~54%. Larsson e colaboradores demonstraram, ao investigar a relacdo entre a meia-
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vida de mRNAs em células HelLa, a quantidade desses mRNAs e sua suscetibilidade a
interferéncia por siRNAs, que transcritos com meia-vida curta, ou seja, maior turnover,
apresentaram maior resisténcia ao silenciamento por RNAI (Larsson et al., 2010). Esses
resultados poderiam estar relacionados a variacéo das eficiéncias do silenciamento de SmZF1
entre as diferentes réplicas bioldgicas realizadas neste trabalho, uma vez que transcritos com
funcdo regulatoria em células eucaridticas tendem a possuir alto turnover (Yang et al., 2003).
Adicionalmente, observamos que a eficiéncia média do silenciamento de SmZF1 néo foi alta,
qguando comparada as eficiéncias de silenciamento de alguns outros genes de S. mansoni ja
descritas na literatura, cujo método de RNAI foi o0 mesmo daquele utilizado neste trabalho
(Krautz-Peterson et al., 2007; Tran et al., 2010). Grandes varia¢des de resultados nos niveis de
reducdo de transcritos entre diferentes genes em S. mansoni ja foram descritas na fase de
esporocistos (Mourdo et al., 2009) e de esquistossomulos (Morales et al., 2008; Krautz-Peterson
et al., 2010; Stefanic et al., 2010), demonstrando que genes expressos no tegumento e intestino,
por estarem expostos ao ambiente externo contendo dsRNA, sdo mais facilmente silenciados.
A partir desses trabalhos podemos concluir que o silenciamento por RNAI € alvo-especifico,
dependendo de fatores inerentes ao transcrito alvo (como sua meia-vida), e também da
localizag&o de sua expressdo. Portanto, uma vez que SmZF1 néo se localiza preferencialmente
nos tecidos mais expostos ao dsRNA, fato que, aliado ao possivel alto turnover de seu transcrito,
pode explicar o silenciamento mediano e a variacdo da eficiéncia desse silenciamento, que
foram observados nos diferentes experimentos realizados.

Durante o tratamento dado aos esquistossomulos para a realizacdo da cinética de
silenciamento, as culturas foram diariamente observadas na busca de possiveis fendtipos
causados pelo silenciamento dos transcritos de SmZF1, como por exemplo morte e/ou alteracdo
do tegumento do parasito. Embora o silenciamento dos transcritos de SmZF1 tenha sido
observado ao longo da cinética, nenhuma alteracdo desse tipo foi encontrada. Esse resultado
sugere que talvez a SmZF1 ndo seja uma proteina essencial para a viabilidade de
esquistossomulos, quando estes séo cultivados in vitro. O fato da efetividade do silenciamento
por RNAI ser alvo-especifica, isto €, nem todos os genes podem ser suprimidos de forma
satisfatoria pela presenga de um dsRNA ou siRNA, a dificuldade de entrega dos dsRNAs ou
siRNAs ao organismo de interesse, além da transiéncia do silenciamento dos transcritos
compdem algumas das limitages encontradas para o uso desse metodo. Adicionalmente, existe
a possibilidade do knockdown gerar fendtipos parciais, uma vez que o efeito da supressédo da
expressao génica é transiente e uma expressao minima da proteina de estudo pode ser suficiente

para a execucdo de sua funcao (Kalinna and Brindley, 2007).
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Para a avaliacdo de possiveis fendtipos que fossem menos perceptiveis, a &rea dos
esquistossdbmulos foi estimada ao longo da cinética do silenciamento de SmZF1. Nossos
resultados indicaram que, quando os grupos experimentais “Controle Negativo”, “Scrambled”
e “SmZF1” foram comparados, apenas no segundo dia de tratamento obtivemos resultados
significativos, isto é, o grupo tratado com dsRNA de SmZF1 mostrou uma area média
significativamente menor do que os dois grupos controle, indicando um pequeno retardo no
crescimento desses esquistossdmulos. Entretanto, verificamos que esse fenotipo é perdido ao
longo dos proximos dias, inclusive no terceiro dia, quando obtivemos a maior eficiéncia de
silenciamento. Uma possivel explicagdo para o fato de o fen6tipo néo ter se mostrado presente
no dia de maior silenciamento dos transcritos de SmZF1 €é a relacdo entre o transcrito e a
quantidade de proteina presente na célula. De forma geral, menos da metade dos transcritos se
correlaciona positivamente com a concentragdo de proteinas correspondentes, tanto em
eucariotos quanto em procariotos (Revisdo Vogel and Marcotte, 2012). Utilizando uma
abordagem para incorporacdo de um marcador de proteinas em células NIH3T3 de
camundongo, o SILAC (Stable Isotope Labelling by Amino Acids in Cell Culture), além de
RNA-seq das mesmas, Schwanhatlusser e colaboradores mostraram que apenas cerca de 40%
da variacdo dos niveis de proteinas foram explicados pela quantidade de seus transcritos nas
celulas (Schwanhatusser et al., 2011). Corroborando com essa hipétese, McVeigh e
colaboradores demonstraram, através de RNAI no trematddeo Fasciola gigantica, que um
silenciamento bastante efetivo dos transcritos de FheCatB, FheCatL € FhecGST durante um
periodo de 72h ndo exibiu a diminuicdo proteica correspondente nesse periodo, sendo somente
detectada para a proteina FheCatL ap0s 21 dias da exposicéo desses parasitos aos dsSRNA, apds
9 dias para a FheoGST, ¢ ndo foi encontrada para a proteina FheCatB (McVeigh et al., 2014).
Portanto, existe a possibilidade de que, durante a cinética, a variacdo proteica de SmZF1 tenha
se mostrado diferente das quantidades de transcritos encontradas para cada dia de tratamento
com dsRNA. No nosso caso, é possivel que os silenciamentos do primeiro e segundo dia de
cinética causaram uma significativa diminuicdo da proteina SmZF1 no segundo dia, gerando
assim uma alteracdo no crescimento dos esquistossémulos. Para melhor estudar essa hipotese,
ainda se faz necessaria a realizagdo de experimentos de Western Blot, a fim de avaliarmos os
niveis proteicos de SmZF1 durante a realizag&o da cinética de silenciamento de seus transcritos.

O tamanho dos esquistossémulos do grupo SmZF1 foi significativamente menor do que
o dos parasitos do grupo experimental “Controle Negativo” no quarto dia de tratamento, mas
ndo diferiu do grupo “Scrambled”. Devido a isso, esse fenotipo foi desconsiderado como uma

alteracéo especifica causada pelo dsRNA de SmZF1. Uma hipdtese para explicar esse resultado
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seria a possibilidade de efeito off-target eventualmente desencadeado nos esquistossomulos do
grupo experimental “Scrambled” pela presenca do dsRNA inespecifico. Esse tipo de resultado
foi descrito por Mouré&o e colaboradores quando, ao medir a area de esporocistos de S. mansoni
tratados com dsRNA para diferentes alvos, foi observado que os parasitos silenciados para
alguns desses alvos apresentaram tamanho significativamente menor que o controle negativo
(grupo que ndo recebeu tratamento com dsRNA), mas ndo apresentaram diferenca significativa
quando comparado ao grupo tratado com o dsRNA de GFP (Mourdo et al., 2009). Ja foi
demonstrado na literatura que o dsRNA controle inespecifico, apesar de ser especifico para
transcritos de proteinas que ndo fazem parte do genoma de S. mansoni, pode produzir efeitos
ndo especificos. Essa possibilidade é ainda aumentada quando se trata de longos dsRNAs, uma
vez que a enzima Dicer cliva aleatoriamente essas moléculas, podendo gerar siRNAs
complementares a algum transcrito do parasito (Mourdo et al., 2009). Efeitos mais severos
causados pela presenga de um dsRNA inespecifico (GFP) ja foram descritos em outros
organismos, como por exemplo o aparecimento de pigmentacdo indesejada em abelhas ou
alteracdo no seu tempo de desenvolvimento (Nunes et al., 2013).

A geracdo de efeitos off-target, ou seja, o silenciamento inespecifico de genes que nao
sdo os alvos esperados para 0 dsSRNA ou siRNA introduzido no organismo, compde, além das
ja citadas, uma das mais importantes desvantagens da utilizacdo do RNAIi. Em dois ensaios de
triagem de fendtipos através de RNAi em D. melanogaster, verificou-se que a taxa de fenotipos
falso-positivos esta entre 5-7% (Mummery-Widmer et al., 2009; Schnorrer et al., 2010). Efeitos
ndo especificos resultantes da introducdo de siRNAs ou dsRNAs podem possuir diferentes
causas. Fedorov e colaboradores demonstraram que, quando transfecgdes dos mesmos siRNAs
através de diferentes lipidios como método de entrega foram realizadas em células Hela,
diferentes perfis de expressdo génica eram encontrados (Fedorov et al., 2005). Em outro
trabalho, Sledz demonstrou que a transfec¢cdo de siRNAs em células humanas de glioblastoma
induziu uma resposta da via Jak-Stat mediada por interferon (Sledz et al., 2003). Porém, de
maneira geral, a principal causa da geracdo de off-targets na maioria dos organismos esta
relacionada com o complexo RISC, onde siRNAs, devido a suas pequenas sequéncias, podem
se ligar a regido 3’UTR de outros mRNAs além do transcrito alvo, e gerar uma resposta de
silenciamento inespecifico. Diversos esforcos vém sendo feitos para que seja possivel a
interpretacdo de off-targets e também a prevencdo desse tipo de resposta indesejada (Reviséo
em Jackson and Linsley, 2010).

Para verificar possiveis efeitos off-target, além da utilizacdo de dois dsRNAs controle

para demonstrar a especificidade do silenciamento dos transcritos de SmZF1, avaliamos 0s
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niveis de transcritos dos genes de expressdo génica constitutiva Alfa-Tubulina e GAPDH, além
dos niveis de transcritos de SMYB1, uma proteina envolvida em processos de regulacdo da
expressao génica em S. mansoni, nos esquistossdmulos silenciados para SmZF1. Verificamos
gue nenhum dos transcritos avaliados se mostrou significativamente alterado nas amostras
tratadas com o dsRNA de SmZF1, quando comparadas as amostras dos grupos “Controle
Negativo” e “Scrambled”. Nossos resultados indicam que o silenciamento dos transcritos de
SmZF1 foi especifico e que os genes avaliados ndo demonstraram alteracéo pela introducéo, no
meio de cultura de esquistossomulos, dos dsRNAs utilizados neste trabalho. Entretanto, é
importante ressaltar que foi avaliada a expressdo relativa de apenas 3 genes, um numero
pequeno para garantir que nenhum efeito off-target ocorreu durante o tratamento com o0s
dsRNAs utilizados nesse trabalho. Somente um estudo em larga escala para avaliacdo da
expressao génica apos o tratamento com os dsSRNASs seria capaz de refutar completamente a
presenca de efeito off-target.

Apo6s o silenciamento dos transcritos de SmZF1, avaliamos a expressdo relativa dos
transcritos de dois genes que possivelmente seriam alvos de regulacdo da SmZF1. Os genes
Smp_030710 e Smp_065180, que codificam respectivamente para as proteinas Serina/Treonina
Proteina Fosfatase e EH Domain containing/past-1-related de S. mansoni, ndo se mostraram
alterados pelo knockdown dos transcritos de SmZF1. A auséncia de alteracdo na expressdo dos
transcritos dos genes alvos de SmZF1 avaliados pode estar relacionada com o baixo
silenciamento dos transcritos de SmZF1, o que possivelmente levou a uma diminuicao proteica
de SmZF1 sutil, gerando uma alteracdo imperceptivel pelos métodos de avaliacdo utilizados.
Devido a ferramenta RNAI gerar uma diminuicédo parcial do mRNA alvo, uma segunda hipotese
plausivel justificaria que, mesmo que a diminuic¢do do nivel de transcrito e, possivelmente da
proteina SmZF1, seja satisfatdria, a presenca de uma pequena quantidade de proteina ja poderia
ser suficiente para que a sua funcdo seja mantida. Adicionalmente, existe ainda a possibilidade
de que a fungdo exercida por SmZF1 tenha sido substituida por outras proteinas funcionalmente
equivalentes. Ainda € valido ressaltar que foram encontrados 415 genes que podem ser alvo de
regulacao por SmZF1 (Bitar et al., 2013) e que este trabalho testou dois desses genes, escolhidos
por possuirem 2 sitios de ligagdo de SmZF1 ao DNA em suas regides promotoras. Portanto,
existe ainda a possibilidade de que os dois genes estudados ndo sejam alvos de regulacéo por
SmZF1. Para obter informacdes acerca dos genes que possuem o sitio de interacao entre SmZF1
e 0 DNA em sua regido promotora, um estudo mais robusto, evolvendo mais genes, deve ser

realizado.
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Nos experimentos in vivo, ao infectarmos camundongos com esquistossomulos
silenciados para SmZF1, de forma a investigarmos o possivel papel desta proteina, durante o
desenvolvimento e a reproducdo do S. mansoni no hospedeiro vertebrado, observamos uma
reducdo de ~72% no numero de vermes adultos. Mour&o e colaboradores demonstraram que a
absorcdo de dsRNA pelos esquistossdmulos cultivados in vitro ndo é uniforme, o que pode
gerar a auséncia de silenciamento em determinada quantidade de parasitos da populacdo
cultivada (Mourdo et al., 2009). Uma vez que a reducdo dos niveis de SmZF1 levou a uma
expressiva diminuicdo na contagem de vermes adultos recuperados, o que indica o0 importante
papel desempenhado por essa proteina no estabelecimento da infeccdo e desenvolvimento do
parasito, existe ainda a possibilidade de que os vermes remanescentes sejam resultantes do
desenvolvimento de esquistossdmulos néo silenciados. Dessa forma, este resultado evidencia
um possivel papel da proteina SmZF1 durante o estabelecimento da infeccdo e desenvolvimento
dos esquistossomulos em vermes adultos. Quando os vermes adultos foram contados
separadamente, verificou-se que a diminuicéo foi de ~74% para as fémeas recuperadas do grupo
experimental “SmZF1” com relac¢do as recuperadas do grupo controle, enquanto o nlimero de
machos foi diminuido em ~70% com relacdo ao grupo controle, mostrando que essa alteracéo
ndo é sexo-especifica. A dependéncia de SmZF1 para a sobrevivéncia de fémeas adultas no
hospedeiro vertebrado é intrigante, uma vez que, apesar da presenca dos transcritos de SmZF1,
essa proteina ndo esta presente em fémeas de S. mansoni (Drummond et al., 2009).
Considerando que a fémea de vermes adultos desse parasito necessita diretamente do
pareamento com o macho para atingir seu desenvolvimento sexual (Revisdo em LoVerde et al.,
2009), nossa hipotese sugere que o silenciamento dos transcritos de SmZF1 nos vermes adultos
machos comprometeria seu desenvolvimento e consequentemente a maturacdo sexual e
sobrevivéncia das fémeas. Concluimos que o silenciamento dos transcritos de SmZF1 nos
esquistossomulos de S. mansoni tornou-os menos aptos a se desenvolverem no hospedeiro
mamifero. Essas alteragdes encontradas corroboram com o trabalho realizado por Bitar e
colaboradores, onde foi demonstrado o papel regulatério desempenhado por essa proteina, que
mostrou atuar na expressdo de genes relacionados com desenvolvimento larval do parasito
(Bitar et al., 2013).

Nossos dados demonstraram uma queda de ~70% da carga de ovos retidos nos figados
dos camundongos do grupo experimental “SmZF1”. Essa alteracao € proporcional a diminuigéo
de vermes adultos devido ao silenciamento de SmZF1. Como demonstrado por Bitar e
colaboradores, SmZF1 possivelmente atua na regulacéo de genes de S. mansoni envolvidos nos

processos relacionados a reproducdo do parasito, como desenvolvimento e eclosdao dos ovos
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(Bitar et al., 2013). Entretanto, o silenciamento de SmZF1 n&o se manteve nos vermes adultos,
indicando que a diminui¢do da carga de ovos no figado dos camundongos ndo pode ser atribuida
diretamente a supressao dessa proteina no verme adulto. Portanto, a causa da diminuicéo da
quantidade de ovos encontrada nos figados do hospedeiro mamifero estd diretamente
relacionada com a diminui¢do do nimero de vermes adultos, causada pelo silenciamento de
SmZF1. Para analisarmos o papel de SmZF1 na postura e desenvolvimento dos ovos desse
parasito, mais estudos devem ser realizados, porem com o foco voltado para o silenciamento
dos transcritos dessa proteina nos vermes adultos e nos ovos do parasito.

Proteinas que contém dedos de zinco estdo dentre as mais abundantes no genoma de
eucariotos, possuindo diversas fungdes, como reconhecimento de DNA, empacotamento de
RNA, regulacdo da apoptose, enovelamento proteico e regulacéo da transcricdo génica (Laity
et al., 2001). Devido ao seu papel regulatdrio, proteinas contendo dedos de zinco em sua
estrutura vém sendo estudadas em parasitos do género Schistosoma na intencéo de compreender
eventos cruciais nesses organismos, como desenvolvimento e reproducdo (Hu et al., 2006; Qiu
et al., 2012). Recentemente, Liu e colaboradores demonstraram que, apds induzir o
silenciamento dos transcritos de SjZFP1, uma proteina que contém dedos de zinco, utilizando
siRNAs especificos durante a infec¢do de camundongos com parasitos da espécie S. japonicum,
verificou-se uma reducdo média de 22% no nuamero de vermes adultos recuperados, apos 0
periodo de infeccdo, com relacdo ao grupo controle negativo, além de observar ~25% de
reducdo da carga de ovos nos figados desses camundongos. Esses resultados indicam que essa
proteina possui um papel relacionado com o desenvolvimento dos parasitos no hospedeiro
vertebrado (Liu et al., 2015).

Como citado anteriormente, nossos resultados indicaram que os vermes adultos de S.
mansoni, obtidos pela infeccdo de camundongos com esquistossdmulos silenciados para 0s
transcritos de SmZF1, retomaram a expressdo de SmZF1 encontrada nos vermes adultos do
grupo controle. O silenciamento transiente dos transcritos constitui uma caracteristica da
ferramenta RNAI, sendo uma das limitagcGes encontradas para a utilizacdo da técnica (Kalinna
and Brindley, 2007). No entanto, o carater transitdrio do silenciamento por RNAI, por si, pode
ndo ser suficiente para explicar a auséncia da continuidade do silenciamento de SmZF1 nos
vermes adultos originados de esquistossomulos transformados. Correnti e colaboradores
demonstraram que, apés a infeccdo de camundongos com esquistossomulos de S. mansoni
silenciados para os transcritos de Catepsina B (SmCB1), através de dsRNA, os vermes adultos

recuperados ap0s 3 semanas de infeccdo ainda mantiveram a expressdo de SmCB1 silenciada
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(Correnti et al., 2005). Isso indica que a manutengdo do silenciamento ao longo do
desenvolvimento do parasito € alvo-especifica.

Esforcos vém sendo feitos para aumentar a eficiéncia e contornar o efeito passageiro do
silenciamento através de RNAI. Nesse sentido, Yu e colaboradores desenvolveram vetores de
expressdo de shRNAs (small hairpin RNAs) que, quando transfectados em células de
mamiferos, sdo continuamente processados em dsRNAs e desencadeiam o knockdown do
transcrito alvo (Yu et al., 2002). Em uma abordagem parecida, Hagen e colaboradores
demonstraram o silenciamento continuo dos transcritos das proteinas Omega-1, IPSE e Kappa-
5 em S. mansoni através de um sistema que utiliza um vetor lentiviral para a entrega de ShRNAs
adaptados em microRNAs (shRNAmirs) as células do parasito (Hagen et al., 2014). Essa
técnica seria bastante promissora para demonstrarmos os efeitos do silenciamento dos
transcritos de SmZF1 nos vermes adultos de S. mansoni. Como uma alternativa menos
laboriosa, a fim de se estudar os efeitos do silenciamento de determinados alvos em vermes
adultos de Schistosoma, alguns grupos de trabalho vem inserindo siRNAs especificos para
transcritos-alvos do parasito na corrente sanguinea dos hospedeiros mamiferos, alcangcando com
sucesso 0 knockdown especifico desses alvos nos parasitos (Yang et al., 2012; Liu et al., 2015).

A significativa diminuicdo dos vermes adultos observada no grupo experimental SmZF1,
acompanhada pela queda na quantidade de ovos dos figados dos camundongos desse grupo,
nos indicava uma possivel diminuicdo no numero de granulomas presentes nos figados desses
camundongos, com relacdo ao grupo controle. Entretanto, ndo houve diferenca significativa no
namero de granulomas nos figados dos camundongos infectados com esquistossdmulos
silenciados para os transcritos de SmZF1. Em relacdo aos demais parametros histopatoldgicos
analisados, tais como a area total e a area de fibrose dos granulomas, ndo foram observadas
alteracdes significativas nos figados dos camundongos infectados com esquistossdmulos
silenciados para SmZF1 em relacdo aos figados dos animais do grupo controle. A area dos
granulomas e sua area de fibrose ndo se mostraram menores, indicando que o recrutamento e a
migracdo de células do hospedeiro associadas a formacdo do granuloma hepéatico ndo foram
afetados no grupo experimental “SmZF1”. Entretanto, ndo podemos estabelecer uma relagdo
entre esses dois parametros avaliados e a SmZF1, uma vez que o silenciamento dos transcritos
dessa proteina ndo perdurou até a fase adulta do S. mansoni. Um dos eventos patogénicos mais
importantes na esquistossomose € a formacao do granuloma hepatico, decorrente da secre¢éo
de proteinas antigénicas solUveis a partir dos ovos depositados no figado (Gobert et al., 2015).
Uma vez que a proteina SmZF1 mostrou potencial de atuacao da regulacdo da expressdo génica

de genes envolvidos na reproducéo (Bitar et al., 2013), as analises histopatoldgicas foram

81



realizadas com a finalidade de encontrar uma possivel influéncia dessa proteina na formacéo
dos ovos desse parasito. Caso o silenciamento dos transcritos dessa proteina gerasse um
fenotipo nos ovos, como, por exemplo, a diminuicdo de proteinas antigénicas secretadas, €
provavel que uma diminuicao no infiltrado inflamatorio e na formacéo dos granulomas poderia
ser observada. Esse tipo de fendtipo foi descrito por Hagen e colaboradores, que demonstraram
a diminuig&o na formacéo de granulomas pulmonares de camundongos, causados pela infec¢ao
com S. mansoni, decorrente do silenciamento dos transcritos de uma proteina citotdxica
secretada pelos ovos (Hagen et al., 2014). Uma vez que a relacdo entre a SmZF1 e a formacao
de granulomas ainda ndo foi estabelecida, estudos através do silenciamento de SmZF1 nos
vermes adultos ainda serdo necessarios.

A técnica de RNAI causou uma revolucdo no campo da biologia molecular desde que
passou a ser utilizada para identificar a funcdo de genes essenciais em um organismo, através
do silenciamento de seus transcritos. O fato da maquinaria de RNAI estar presente na maioria
dos organismos eucarioticos foi fundamental no processo de consolidacdo dessa ferramenta
como uma alternativa aos métodos de manipulacdo génica convencionais (Pereira et al, 2013).
Descoberta e amplamente empregada no estudo do organismo modelo C. elegans (Revisdo em
Britton and Murray, 2006), essa técnica vem sendo utilizada no estudo de agentes patogénicos
como prions e virus (White et al., 2008; Herker et al., 2010), bactérias (Luo and McBride,
2012), fungos (Moazeni et al., 2012) e em parasitos multicelulares (Revisdo em Geldhof et al.,
2007).

Nos parasitos do género Schistosoma, devido a dificuldade da manutencéo in vitro de seu
ciclo de vida completo, a construcdo de modelos transgénicos € limitada. Métodos como
microinjecdo, biobalistica (bombardeamento de particulas), eletroporacdo e uso de vetores de
retrovirus ou elementos genéticos moveis (transposons) ja foram testados para a geracdo de
modelos transgénicos nesses parasitos (Revisdao em Brindley and Pearce, 2007). Porém, esses
modelos muitas vezes se mostraram ndo efetivos e de dificil manipulacdo. Por esses motivos, a
ferramenta RNAi vem sendo uma grande aliada na caracterizacdo funcional de proteinas em S.
mansoni desde que foi demonstrada pela primeira vez por Skelly e colaboradores em 2003.

As tecnologias baseadas em CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic) vem sendo aplicadas com muito sucesso em células de mamiferos devido as
limitacOes encontradas na utilizacdo da ferramenta de RNA.I, tais como a geracdo de knockdown
e ndo knockout, o silenciamento transiente e o efeito off-target (Boettcher and McManus, 2015).
Entretanto, a manutengdo do complexo ciclo de vida dos parasitos helmintos em laboratério,

aliada a dificuldade encontrada para a sua manipulacdo genética e celular vem constituindo as
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principais barreiras para a implementacdo desse tipo de tecnologia nesses parasitos (Hoffmann
et al., 2014). Apesar da abordagem CRISPR-Cas9 mostrar sucesso quando empregada em C.
elegans (Reviséo em Frgkjaer-Jensen, 2013), o0 mesmo ainda ndo foi demonstrado em parasitos
do género Schistosoma. Portanto, a ferramenta RNAI ainda é a maior aliada nos estudos dos
parasitos helmintos, utilizada como alternativa aos métodos de genética convencionais, devido

a dificuldade da manipulacéo nesses parasitos.
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6. Conclusao

A ferramenta RNAI, apesar de apresentar algumas limita¢des, possibilitou a continuidade
dos estudos de caracterizacdo funcional da proteina SmZF1 de S. mansoni, contribuindo,
consequentemente, para a geragdo de mais conhecimento acerca da biologia desse parasito. Os
resultados apresentados neste estudo mostraram que o silenciamento dos transcritos de SmZF1
foi efetivo em esquistossomulos e que contribuiu para a diminuicdo da carga parasitaria e da
carga de ovos depositados no figado do hospedeiro vertebrado. Com isso, sugerimos o
envolvimento da proteina SmZF1 no desenvolvimento larval de esquistossomulos de S.

mansoni e no estabelecimento da infeccdo desse parasito no hospedeiro vertebrado.
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7. Perspectivas

— Realizar experimentos de Microscopia Confocal e Western Blot para quantificar a
diminuig&o proteica de SmZF1 decorrente do silenciamento de seus transcritos no parasito

S. mansoni;

— Utilizar a ferramenta RNAI para induzir o silenciamento dos transcritos de SmZF1 em
vermes adultos de S. mansoni através de duas abordagens: a abordagem in vitro, que
consiste em cultivar vermes adultos em meio de cultura RPMI contendo dsRNA especifico
para os transcritos de SmZF1; a abordagem in vivo, que pretende inocular siRNA especifico
para os transcritos de SmZF1 em camundongos infectados com S. mansoni. Assim,
pretendemos avaliar as possiveis alteracdes decorrentes da supressdo dessa proteina nos

vermes adultos desse parasito;

— Realizar o RNA-Seq dos esquistossdmulos silenciados para os transcritos de SmZF1, para
avaliarmos a expressao génica dos genes que possivelmente sdo alvos de regulacdo desse

fator de transcricdo.

— Auvaliar o fen6tipo do silenciamento de SmZF1 em outras formas de vida do parasito (ovos
e esporocistos), além de estudar a possibilidade de silenciar os transcritos dessa proteina

nas formas miracidio e cercéria;

— Utilizar o Worm Tracker para avaliar se o silenciamento de SmZF1 em esquistossdmulos
de S. mansoni esta relacionado com uma possivel alteracdo nos padrdes de movimentacao

e comportamento desses vermes;

— ldentificar, através de experimentos de imunoprecipata¢do de cromatina e sequenciamento

de nova geracdo (ChIP-Seq), os sitios de ligacdo desta proteina no genoma de S. mansoni.
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9. Anexo

9.1- Padronizacéo dos iniciadores utilizados nos ensaios de RT-qPCR para validagdo do
silenciamento dos transcritos de SmZF1
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Figura Anexo 1 - Padronizagdo dos iniciadores desenhados para SmCOX1. A - Curva padrdo gerada
com quantidades decrescentes de cDNA (de 50 ng até 3,125 ng). Abaixo do grafico estdo os calculos da
eficiéncia, da inclinacdo da reta e do coeficiente de determinacgdo da reta (R2). O eixo-y representa 0s C+s €
0 eixo-x a quantidade de cDNA. B - Curva de amplificagdo do cDNA em concentragfes decrescentes. O
eixo-y representa o ARn (Repoérter normalizado) e o eixo-X representa os ciclos da rea¢do. C - Curva de
dissociacao. O eixo-y representa o -AF/AT (Mudanga na fluorescéncia/mudanga na temperatura) e o eixo-x
representa a temperatura.
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Figura Anexo 2 - Padronizacdo dos iniciadores desenhados para SmZF1. A - Curva padrdo realizada
com quantidades decrescentes de cDNA (de 50 ng até 3,125 ng). Abaixo do gréafico estdo os célculos da
eficiéncia, da inclinacdo da curva e do coeficiente de determinacéo da reta (R2). O eixo-y representa 0s Cts
e 0 eixo-x a quantidade de cDNA. B - Curva de amplificagdo do cDNA em concentracdes decrescentes. O
eixo-y representa o ARn (Reporter normalizado) e o eixo-x 0s ciclos da reagdo. C - Curva de dissocia¢éo. O
eixo-y representa 0 -AF/AT (Mudanga na fluorescéncia/mudanga na temperatura) e 0 eixo-x representa a
temperatura.
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9.2- Padronizacao dos iniciadores utilizados nos ensaios de RT-gPCR para avaliacao de
efeito off-target
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Figura Anexo 3 - Padronizacao dos iniciadores desenhados para GAPDH de S. mansoni. A - Curva
padrdo realizada com quantidades decrescentes de cDNA (de 50 ng até 3,125 ng). Abaixo do gréafico estdo
os calculos da eficiéncia, da inclinagcdo da curva e do coeficiente de determinacdo da reta (R2). O eixo-y
representa os Cts € 0 eixo-X a quantidade de cDNA. B - Curva de amplificacdo do cDNA em concentracfes
decrescentes. O eixo-y representa o ARn (Reporter normalizado) e o eixo-x 0s ciclos da rea¢do. C - Curva
de dissociagdo. O eixo-y representa 0 -AF/AT (Mudanga na fluorescéncia/mudanga na temperatura) € o eixo-
X representa a temperatura.
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Figura Anexo 4 - Padronizacéo dos iniciadores desenhados para SmCOXL1. A - Curva padrdao realizada
com quantidades decrescentes de cDNA (de 50 ng até 3,125 ng). Abaixo do grafico estdo os calculos da
eficiéncia, da inclinacdo da curva e do coeficiente de determinacéo da reta (R?). O eixo-y representa 0s Cts
e 0 eixo-x a quantidade de cDNA. B - Curva de amplificacdo do cDNA em concentracdes decrescentes. O
eixo-y representa o ARn (Reporter normalizado) e o eixo-X 0s ciclos da reagdo. C - Curva de dissociagdo. O
eixo-y representa 0 -AF/AT (Mudanga na fluorescéncia/mudanga na temperatura) e 0 eiXo-x representa a
temperatura.
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Figura Anexo 5 - Padronizacdo dos iniciadores desenhados para SMYB1. A - Curva padrdo realizada
com quantidades decrescentes de cDNA (de 50 ng até 3,125 ng). Abaixo do gréafico estdo os calculos da
eficiéncia, da inclinacdo da curva e do coeficiente de determinacéo da reta (R?). O eixo-y representa 0s Cts
e 0 eixo-x a quantidade de cDNA. B - Curva de amplificacdo do cDNA em concentracdes decrescentes. O
eixo-y representa o ARn (Reporter normalizado) e o eixo-X 0s ciclos da reagdo. C - Curva de dissociagdo. O
eixo-y representa 0 -AF/AT (Mudanga na fluorescéncia/mudanga na temperatura) e 0 €ixo-x representa a
temperatura.
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Figura Anexo 6 - Padronizacio dos iniciadores desenhados para Alfa-Tubulina. A - Curva padréo
realizada com quantidades decrescentes de cDNA (de 50 ng até 3,125 ng). Abaixo do gréafico estdo os calculos
da eficiéncia, da inclinacdo da curva e do coeficiente de determinagdo da reta (R?). O eixo-y representa 0s
C+s e 0 eixo-x a quantidade de cDNA. B - Curva de amplificacdo do cDNA em concentragdes decrescentes.
O eixo-y representa o ARn (Reporter normalizado) e o eixo-x 0s ciclos da rea¢do. C - Curva de dissociagéo.
O eixo-y representa 0 -AF/AT (Mudanga na fluorescéncia/mudanga na temperatura) e 0 €ixo-x representa a
temperatura.
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9.3- Padronizagao dos iniciadores utilizados nos ensaios de RT-qPCR para avaliacdo dos

genes Smp_065180 e Smp_030710
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Figura Anexo 7 - Padronizacdo dos iniciadores desenhados para Smp_030710. A - Curva padrdo
realizada com quantidades decrescentes de cDNA (de 50 ng até 3,125 ng). Abaixo do gréafico estdo os calculos
da eficiéncia, da inclinacdo da curva e do coeficiente de determinagdo da reta (R2). O eixo-y representa 0s
C+s e 0 eixo-x a quantidade de cDNA. B - Curva de amplificacdo do cDNA em concentragdes decrescentes.
O eixo-y representa o ARn (Reporter normalizado) e o eixo-x 0s ciclos da reagdo. C - Curva de dissociagéo.
O eixo-y representa 0 -AF/AT (Mudanga na fluorescéncia/mudanga na temperatura) e o eixo-X representa a

temperatura.
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Figura Anexo 8 - Padronizacdo dos iniciadores desenhados para Smp_065180. A - Curva padrdo
realizada com quantidades decrescentes de cDNA (de 50 ng até 3,125 ng). Abaixo do gréfico estdo os calculos
da eficiéncia, da inclinagcdo da curva e do coeficiente de determinagdo da reta (R?). O eixo-y representa 0s
Cr+s e 0 eixo-x a quantidade de cDNA. B - Curva de amplificacdo do cDNA em concentragdes decrescentes.
O eixo-y representa 0 ARn (Reporter normalizado) e o eixo-x 0s ciclos da reagdo. C - Curva de dissociagéo.
O eixo-y representa o -AF/AT (Mudanga na fluorescéncia/mudancga na temperatura) e 0 eixo-x representa a
temperatura.
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9.4- Sequéncia de nucleotideos das regides promotoras e dos genes Smp_030710 e
Smp_065180, que possivelmente sdo alvos de regulagdo por SmZF1

TCGTTTGTCCAGACAGAAAATCAGAAACGAAGCGAAGTCACGAACGGTAGAAGGCAAGCG
TGCAAACTTCTGTTCGCTTCGGTTCGCTTCTCACCTACCGCCTTTCATTTTGAATGTTTG
GAGTCATATCGACAAGTAAAAAATTGGTGAGTCTGATATGATGATCGAGGTGAGCGATGG
ATACGCATACGCTGATGTAAAAACAGTCCAGTTCAATAAGCGAATGACTGTGTTGGGCCA
GTGAAATGTCACTGAACCCTAGCCAAATCATCCGGCAGTTGGGTCACTGAATATCGAACT
GATCATCGATCAAAATGTGACTGAAGAAAAATAAATGAATTAGTCTATCCGGGAGCTAGA
ATTGTCTGTGTGGGCTTGATATAGTACCACATACCCTTAAGTTTTACAAGGTATCTCCTG
GTTATATCGTACTTAAATATTAGTCACATAATTATCTATCCATTTTTACAGAACATTTCC
GAAAGATGTTTCCTTGTTTACACCTTTTATTAATTAATCGCTTCTAAAAGTAGTGAGCTG
TCGGTGGTGATCATGATACAAGTCGACCTGTCGGTCGTTACACGAATAATGAAATAAGCA
GTCAGCTCTCCATATCAACTTGACGGAACAGTTCTCGGTCAGAACAATGTCATCGAAATG
TTGTGAAATATCCTTCATTAGGTCTGAAAGCATTAAAATTGGATTCCACATGGAACGTTA
AGAAAATGAGGAGTATAAATTCTGCTTTTGAGGTTTGAACTGACGAGCGTAACATACCCA
CTGGTGACCTGACTTGAATACGTGATCGAGCACCTTCATCTACAGAGTGTCCAATAAAAC
TAATAAGGTTGACATAAATGTCGAAAACTTACGAAACTACTTATTTCATGTATTTATTTA
CTGCTGCACTAACCTAAAAGTTTAATTATTGAAAGTTGGATTGGCCAGAGAGCCCCTTTC
AGTTCAAAATTGACGCGGGTAAAGCGTCTTCAACGTTCAGATGTCTGGTCAAAGTGATCT
TGATCGTCAAATCGAACAATTAAGGGCATGTAAACTTATTACGGAAGACGAAGTAAAAGC
TCTATGTGCAAAAGCCAGGGAGATCCTTATTGAAGAAAGCAATGTGCAGTGCGTAGATTC
TCCGGTTACAGTAAGTTGCATTAGATTTAGTAACTATCCCTAGGTATGTGGTGATATTCA
TGGACAGTTCTACGATTTAATCGAATTGTTCAAGGTTGGTGGAGATGTACCGGACACTAA
CTATCTCTTCCTCGGTGATTTTGTTGATCGCGGATATCACAGCGTCGAGACATTCCTTCT
TCTCCTTGCACTGAAGGTAAATAATTTTTCTTGTGTTCATTTGTGTAGGTCAGGTATCCA
GACAGAATTACACTCATACGAGGCAACCATGAAAGTCGGCAGATAACAATGGTTTACGGA
TTTTATGAAGA-TCTGAGGAAGTACGGCTCAGCGATGGTCTGGCGACAATGTACTGAG
ATATTTGATTATCTGTGCCTTTCTGCTATTATCGACGGAAGGGTAAGTAAATATAAAGCA
TGCTTAAATACTATTTGCGCATTCAAAAAACTGCAAGTTTTGCATTTGTAGGAATACGTT
ATGATTATTGTTATTAGTGCACAGTTTGCTGTCATGAGAGGTTTAACAGGCAAAACGAAT
GTAGCGAGTATCGGAACTCAAGTTATGTCGTCTGTTAGATTTGTTGTTGTGGACGCTAAC
TCGCTGTTTGAGGTGACGCTCCACTCTGTCAGAACCCTTAATCTATACATGAAATCTTAC
CTATTTCCAAAAATGTGGACACGCCATAAAATTAAGTGATTCTGCAAACTTTAAAGTTCC
TTCCTCATGATCCTGTCAATATCCTTAATTCAATGCTATAGGTAGGAGATGCCCATAAAG
TACCATCCGATTCTCGTCAATTTGTCACTGTCAACTTGTAGGAGTTGAGATACTGTAAAG
ATTTTTTAGGTTAGATTTCTTATTTATATGCTTCGATCATTATTAGTAGTGTAGACCATC
TATGTCGAATAATTGGAGGCTTACTCGAGTTAGACGGGAACGGTGTAACGAACAATCTAA
CTTCGAAATCACACCCCGCGGTCAGCATTAAACGTGGATTACCCCATTCGACGTATTAAG
GTACTATGTCTGCGTCGAAGATTGTATAATACAAGGAGCATTATTGCGTAAATCTATTAG
TAAGAATGAATACAGAGATGTTAATGAGACCACCTCCGAATGAGCCAGTCCATGGATTAT
GATTAACTGATGCGCATTTTGTTGTCCTTGACTTTAACAGGGATCGATAATGTGTTCGAT
ATTCAGTGACCCAACTTCCGGATGATTTGGCTAGTGACATTTCACTGCCGCTACAATGGC
TAGGTCATGCAAACATCTGTTACTGGATGGTTATTTTATGTACATAATTTAGTCATACAT
ACATTCACTACAACTTCTCTATCACAGTACTGGTAAAATTTCCAGTACCTAGATTTTATG
TTGTCGATGCTTCAAATACATATTTGTTAACAAGTAAAATACTTTCCTTAACTTGCTGTA
ATGTCTACAATTATGCAATGAGGATTCTGTTTTGATGTGGGAAATTCTGTCGATCTACAT
TTCTGTAGGGTCCCATGTCAATTATGACTATGTGATTCTTCCTTCGGGTTTCATATTTTT
CTAACAAGTAACTCATTCGATATTACTATCGTGTCACTTCCCGTTTATAAAAATCACAAA
ACTAACATTCTTTTTTTATAATTCATAATTACTGTAATTCTGTTTGAATTTATTTTCCTA
TCACTCAAGTGGGAATAACATGGGTATATTCATAAAGTGAAAAGGTTTCTCTGGTCTAAT
TTTTTGAATTCGATTAGTTTATTTTATCTGTTAACGTACACAAGTGTAGTTTCTATTATC
ATGGATACCAACCTAAATATTTTAAATGTCTCGTCCAAAAGTATGTCCAGTTTAATAACA
AATGCATTTATGAATGTTTTTCCTTGATAAGATATTTTGTGTTCATGGAGGCCTATCACC
TACAATTACAACATTGGATCAAATCCGTACCATTGATCGTAAACAGGAAGTCCCACATGA

Figura Anexo 9 - Sequéncia de nucleotideos do gene Smp_030710. A regido marcada em verde e amarelo
é referente a dois sitios sobrepostos de ligacdo da proteina SmZF1 presentes na regido promotora deste gene.
A regido marcada em vermelho é referente ao sitio ATG de inicio da traducéo.
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ACACTGAGTCAAGGAAGTTTGACACTGATTTTAACCATACTTTCAAATAAGACTCGTCAA
ACATAACGCTATATATGCTGTTAATTTTTATGGCATTAAACATACAATATTGAATGAAGT
AAATACTATCTATTCATCTATCTGTCCATCCACATTGTAAGTAAAGGTAACCATCGAACA
ACGAATTTTTCGTACACTTTAAAGATTTATTTTCTGTCCTCTTTTGCGTTATTTGTGGAC
TGTATTGGTATTTACTGTGTCTCACGATGACTTTACCCTCTAGGGACTTCCTATCATCTT
GGTAGTGTTCTTTAGTGAGGCCCTTCATTTTGACGTCAATTAGGTTGGACGATGTTATCG
ACGGGCTCACCACTTTAGTTGCCCGAGATCGGACTCCAGTTACATCGTATGATTATCGTC
ACTGAAATACACATATCGCCAATCTTCTTACATAATCGCATTTGTGAATAACTGAATTAA
ATAAGTCATATACGAGGATGAAGTTTTGAATACGTATATTTTGTACACTGATTGATCTCG
ACAGACAATCAGAGGGTCGAAGCGAAGGAATAGAAGAAAAGGAAGCGAAGCGAAATGACA
CTCAGTGGAAAAAGCATGTGAACAAACTCGATTTATTCAAGCGTTAATTAATATTTATGG
TCACACAAAAATAAGCTACAGACATGTGATGAGTAGTATGAGATGTACACACACATACAT
CCATACAAAAACAACCAAGCTTGATAAGTAAATAATCAACAAGACCAAGACGTGAATCAA
GAATAATGGATAAATTGGCCTGTCCAGAAGCTCGAATAAGTTATGGGGTTTAACATAGTA
ACCGACACTACATTTCAAACATAACTTTAGAAGAGCCACTAATCTGACACAGCATCATGT
ACCTCTAAATAGTGTTAACGAATTACATGGCCGAGATCTGGCGTCTTACTATGCTTTATC
AAAATAAGTACCTAAGCAATTTTTGGTTTTTGTGCACTGA-ACAACCTTGAAGATCTC
TTTAGGGTACGATCGTCATTTAAATTCCGCGATGTTAAGCGCTTTAAAAAATTCCAGACC
AAAGGATCAGGAGGTGTACGACAATGTAATTGATGGGCTTGAAAAATTGTACTTTAAAAA
ATTACTTCCTCTCGAAAATTTGTACAAATTCCATGATTTCCACTCACCTCCGCTTGAAAA
AAGCGACTTCGAATCGAAGCCAATGGTTTTGCTTATTGGTCAATATTCCACCGGAAAAAC
AACTTTTATACGTTACCTGATTGGTGAAGACTTTCCTGGCATCCGAATTGGTCCCGAGCC
GACCACAGATAGCTTCATAGCCGTCATGAACGATGCAAGGAGCGGGATTATTCCTGGAAA
TGCTCTTGTAATGGATTATTCAAAGCAGTTTAGACCTCTTTCTAAATTTGGAAACGGTTT
TTTGAATCGTTTTCAGTGTGCGCACATGCCCAATGGTGTTTTGGATGGGATAACGTTTAT
TGATACACCTGGTATTTTGAGTGGCGAAAAGCAACGTGTCGATCGTGGTTACGACTTCTC
AGGTGTTATCGAGTGGTTTGCAGAGCGCGCAGACAGGATCATCTTGCTTTTTGACGCCCA
CAAATTGGATATATCGGACGAATTCCGCCGAGTTATCGAAGTTTTAAAGGTACGATTTTC
TGATATTTTGGTAATTGAGTTAAAGCTACCCAATCTCCTCATTTCGGGGAAGCCGCTATA
GAAAATTTTGGGAAAATAGCACAAAATTCCCAAAATTGCTTCAGATCTGGGGAAGACCAT
TGGAATTTGGGGAAAACCCCAAAATAGGGAGATTGTTTTTTCATTGCACTTGTACTCGTG
TAGTACTCTTTCCAAATATATTTCCCCTCAGAATCTTTCAGAATCAAAGTGGTCAATTAA
ATACTCAGTTCCGAGGCAATTGTTCGTTGCTCATGCTAGGATTAGCGTCCCTATTTTTAT
TCTGAATGACTGCTTCCAGTTTTAAGTGATCACCTCTTTAAAAAGTTATGAAATTCGCAA
ATATATCAAAGGAGTGTACTTTGTTACTTCAGATCAGAACTCTTCATAAGTTACCTGTAT
ATATGTTAAAGTCAGGCTGTTAATATTAGAATAAAAATACTGTTTTCACTCCCTCAGTGA
ACAGTAGCCAAGGGTGAGTCATCCGAAAGTGATTGTCACGGTGAAATCTGACTAGATTTA
TAACGTTTTGAAGTGAAAAGACATGGACTTCTAGTATTGTTGCTTTCGATGTGATGTCAG
ATTACGAGCACTTCACTTATGTATATATGAAAATTGGTCATACTTAATCTTGTCGCTCAA
ATCTAACTTGGAATTCCAAACACCCTCCATTAGACATCATGAAGCCCCAGTTCCATAGTG
TGGTTTCCATCTTGTTTATATCTTGTGGTTTTGGTCACTTAGTTTTTGAATGCGAATCCT
ATTATAGTAACTCGTGTTTTGAGAAAAATATTAAGCTGGATACACTCCCTTATTGATTTC
TACATTTATTTCTGTTTATTTGGTGATAAAGAGCTTCATTGGGGGCTGCAAATTATCCAA
AGCTAGTAGTTTACAAGACAAATCAAAATTAGTTCGCTTAACATAGATGTATTCATTTCC
CTATCTTGTTTTAGAAATCTTATAGTTTTAGCTTTTAAAAATTCGAAGTTTTTGTAAATG
CATGACTCTAAACTAACGGTGTGTTTTTTATTTCCTAATAAACGTTTATCTGTTGATCAG
GTTGGCCACGATAATGTAACGATTATTTTTTTATAGTAATATCTTAAAAACACTTAATCA
ACGCTAAAGTTACAATTATGTTCTGAGACATTACTGTGCTTATCGCGGATAATTTGAACC
TCTACGCAAGATAATTGTAATCAATAGCTAGATGATGTTTGTTCCCAAAGTATAGACTCG
GAACGGGTCATCAATTCATTTGCCCTCAAGCTTTACTCCTCTCTATTTTTATCTTCTCCA
GTTATTGATTACTTTTGGTTTTTTTCCAATAATCTACCTTTTCCGCTCAGTTACTCTTAT
TAACCGACACACCTAAACGTCTTATCTGGTACAAATTTGCATGAATTTACTGTAAGTCAT

Figura Anexo 10 - Sequéncia de nucleotideos do gene Smp_065180. A regido marcada de verde € a regido
marcada de amarelo séo referentes, respectivamente, ao primeiro e segundo sitio de ligagdo da proteina
SmZF1 presentes na regido promotora deste gene. A regido marcada em vermelho é referente ao sitio ATG
de inicio da traducéo.
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