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Resumo

RESUMO

A esquistossomose é uma doenca debilitante causada por platelmintos do género
Schistosoma. Devido ao seu ciclo de vida complexo, posi¢cdo evolutiva e dimorfismo
sexual, o parasita Schistosoma mansoni € um modelo interessante para investigar
mecanismos de regulacdo da expressédo génica. MicroRNAs (miRNAS) sdo pequenas
moléculas de RNA enddgeno que regulam a expressdo génica em nivel pés-
transcricional pela interacdo especifica a RNA mensageiros alvos. O conhecimento
atual de miRNAs em S. mansoni é limitado e baseado em predi¢cGes computacionais e
sequenciamento de nova geracgéo a partir de bibliotecas de vermes adultos. No presente
estudo, nos caracterizamos os perfis de expressdao de nove microRNAs maduros nas
formas larvais e adultas do parasita usando gRT-PCR. Além disso, foram identificados
0s genes alvos desses mMIRNAs utilizando abordagens computacionais. NO0SS0S
resultados mostraram padrbes de expressdo diferenciais para 0s miRNAs: sma-miR-
2162-3p, sma-miR-250, sma-miR-92a, sma-miR-new_2-5p, sma-miR-new_4-3p, sma-
miR-new_4-5p, sma-miR-new_12-5p, sma-miR-new_13-5p e sma-miR-new-16-3p. A
analise computacional revelou alvos de miRNAs envolvidos em processos celulares
importantes como a via de sinalizacdo TGF-B, metabolismo de glicose e lipideos,
proteina Tetraspanina (TSP), proteina Catepsina B1 (CB1) e proteina VAL-6 (“Venom-
allergen-like 6 protein”). Além disso, grande parte dos genes preditos estdo envolvidos
com o processo de fosforilacdo oxidativa, sugerindo que pelo menos em parte a
expressdo dos genes que codificam para subunidades do complexo NADH
desidrogenase, citocromo c oxidase e ATP sintase sdo regulados por miRNAs.
Observamos também, seis alvos associados ao sistema ubiquitina-proteassoma,
sugerindo que esses mMIRNAs possam regular esse importante processo bioldgico no
parasita. Tomados em conjunto, podemos concluir que os miRNAs analisados sdo
diferencialmente expressos e atuam fortemente como reguladores da expressdo génica

em nivel pds-transcricional.

Palavras Chave: microRNA, Schistosoma mansoni, fosforilacdo oxidativa, sistema

ubiquitina-proteassoma, genes alvos de miRNAs.

Vi



Abstract

ABSTRACT

Schistosomiasis is a debilitating disease that is caused by Platyhelminths of the
genus Schistosoma. Due to its complex life cycle, evolutional position and sexual
dimorphism, schistosomes can serve as an interesting model to investigate mechanisms
of gene regulation. MicroRNAs (miRNASs) are short endogenous RNA molecules that
regulate gene expression at the post-transcriptional level by targeting mRNA transcripts.
Current knowledge of Schistosoma mansoni miRNAs is limited and is based on
computational predictions and next-generation sequencing through adult worms
libraries. In this study, we validated the expression profiles of thirteen mature miRNAs
in different life cycle stages of the parasite using gRT-PCR and identified the miRNA
target genes using a computational approach. Our results showed differential expression
patterns of the miRNASs: sma-miR-2162-3p, sma-miR-250, sma-miR-92a, sma-miR-
new_2-5p, sma-miR-new_4-3p, sma-miR-new_4-5p, sma-miR-new_12-5p, sma-miR-
new_13-5p e sma-miR-new-16-3p. The computational analysis revealed miRNA target
genes that are related to important biological processes, such as TGF-f signalling,
glucose and lipid metabolism, tetraspanin protein (TSP), cathepsin B 1 protein (CB1)
and Venom allergen-like 6 protein (VAL-6). Furthermore, most of the target genes that
were found are linked to oxidative phosphorylation, suggesting that at least in part the
expression of NADH dehydrogenase, cytochrome c¢ oxidase e ATP synthase genes are
regulated by microRNAs. We also observed six miRNA target genes that are involved
in the proteasome-ubiquitin protein degradation pathway, suggesting that miRNAs can
regulate this important biological process in the parasite. Together, our results lead us to
conclude that the microRNAs analysed are differentially expressed and act in post-

transcriptional regulation of genes.

Keywords: microRNA, Schistosoma mansoni, oxidative phosphorylation, proteasome-

ubiqutin pathway microRNA target genes

vii



Introducéo

1. INTRODUCAO



Introducéo

1.1. Histdrico e epidemiologia da Esquistossomose

A esquistossomose € uma doenga crénico-debilitante endémica em mais de 70
paises de regibes tropicais e subtropicais, afetando atualmente mais de 240 milhdes de
individuos (Hotez et al., 2008; Montresor et al., 2012). Ela foi descoberta em 1851, pelo
patologista alemdo Theodor Bilharz, o qual identificou a presenca de vermes adultos da
espécie Schistosoma haematobium nas veias mesentéricas de um camponés egipcio que
sofreu autopsia. Contudo, referéncias historicas indicam que ovos foram encontrados
em mumias egipcias por volta de 3.500 a.C. Posteriormente, em 1902, o médico escocés
Patrick Manson (Manson, 1902) observou diferencas morfolégicas em ovos de
Schistosoma africanos, indicando a existéncia de uma nova espécie, a qual foi descrita
como Schistosoma mansoni em 1907 por Louis Sambon (Sambon, 1907).

Sendo considerada uma doenca negligenciada, afetando principalmente
comunidades pobres, sem dgua potavel e saneamento bésico, a esquistossomose ocupa o
segundo lugar no ranking de doengas com maior impacto socioeconémico (Who, 2008).
Aproximadamente 700 milhdes de individuos vivem em areas endémicas e sua
prevaléncia € maior no continente africano, onde estdo 90% dos individuos infectados
(Figura 1) (Utzinger et al., 2011; Who, 2012). Dentre as 27 espécies conhecidas do
género Schistosoma, sete podem infectar o homem desencadeando a doenca, sendo
estas: S.mansoni, S. japonicum, S. haematobium, S. mekongi, S. intercalatum, S.

guineensis e S. indicum (Lawton et al., 2011).

No Brasil prevalece apenas a espécie S. mansoni, ocasionando a esquistossome
mansoénica, popularmente conhecida como barriga d"agua. Acredita-se que o parasita foi
trazido da Africa no século XVI, no periodo colonial, em decorréncia do trafico de
escravos africanos portadores da doenca, tendo como porta de entrada o nordeste
brasileiro. O fluxo migratorio aliado as condi¢fes ambientais propicias, falta de
saneamento basico, larga distribuicdo dos hospedeiros invertebrados e falta de educacgéo
em salde, garantiram a propagacdo da doenca para outras regibes (Coura e Amaral,
2004). Somente em 1908, foi registrado o primeiro caso de infeccdo no Brasil pelo
médico Piraja da Silva (Piraja Da Silva, 1908).
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Figura 1 — Distribuicio mundial da esquistossomose. Areas, paises endémicos e
incidéncia da esquistossomose (adaptado de WHO, 2012).

Os estudos epidemioldgicos da esquistossomose no Brasil foram iniciados
somente em 1940, pelo pesquisador Adolfo Frederico Simdes Barbosa que
posteriormente, na década de 50, dedicou ao estudo da doenca através de pesquisas de
campo, dando contribui¢des significativas sobre o conhecimento dos vetores, dindmicas
de transmissdo, epidemiologia e estratégias de controle da mesma. Através de um
inquérito nacional em 1950, foi relatada a existéncia da esquistossomose mansonica em
612 das 887 localidades pesquisadas por Pellon & Teixeira na regido Nordeste e estado
de Minas Gerais (Freitas, 1972; Coimbra, 1997).

Atualmente, estima-se que cerca de 6 milhdes de individuos estdo infectados e
25 milhGes expostos ao risco de contaminacdo em 18 estados brasileiros e Distrito
Federal. A esquistossomose estd amplamente distribuida nas regides Nordeste e
Sudeste, enguanto nas regifes Sul e Sudeste os focos da doenca se encontram mais
dispersos e isolados (Figura 2). De acordo com o Ministério da Saude, a doenca é mais
incidente nos estados da Bahia e Minas Gerais, 0s quais apresentam 70% dos casos no
pais (Brasil, 2009).
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Figura 2: Areas endémicas da esquistossomose mansonica no Brasil. Prevaléncia da
doenca por municipio. (Extraido: Amaral RS, Taiuil, Lima DD, Engels D 2006.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz 101 (Suppl. I): 79-85).

1.2. Ciclo de vida de S. mansoni

O parasita S. mansoni € um platelminto pertencente a familia Schistosomatidae,
classe Trematoda, subclasse Digenea e género Schistosoma. Ele apresenta um ciclo de
vida heteroxénico, passando por duas fases: assexuada, a qual ocorre no hospedeiro
intermediério, representado por moluscos do género Biomphalaria e sexuada ocorrendo
no hospedeiro definitivo, que podem ser alguns mamiferos incluindo o homem. O
dimorfismo sexual presente nesse género os diferencia dos outros da mesma subclasse
(Rey, 2001).
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O ciclo de vida desse parasita é complexo (Figura 3) e inicia-se quando ocorre a
liberacdo de fezes contaminadas com ovos pelo hospedeiro definitivo. Os ovos ao
entrarem em contato com a dgua eclodem sob estimulos de luz e temperatura adequados
liberando a forma larval infectante, os miracidios (Neves, 2005). Nesse estagio de vida
livre, os miracidios nadam ativamente no meio aquatico através de sua estrutura ciliada
até encontrarem com o hospedeiro invertebrado. Ao entrar em contato com o tegumento
do caramujo, o miracidio inicia a penetracdo, que dura de 10 a 15 minutos, através de
suas glandulas liticas, com auxilio dos movimentos ciliares e musculares larvais
(Cunha, 1970). Apds a penetracdo, o miracidio se diferencia em esporocisto primario, o
qual se multiplica através da reproducdo assexuada originando 0s esporocistos
secundarios, 0s quais migram para as glandulas digestivas e hepatopancreas do
caramujo onde se diferenciam por expansdo clonal dando origem a terceira geragéo de

larvas, denominadas cercérias (Wilson, 1979).

Na presenca de estimulos externos, como luz e calor, as cercérias abandonam o
hospedeiro intermediario, permanecendo em agua e nadando ativamente com
movimentos desencadeados por sua cauda bifurcada. Ao entrar em contato com o
hospedeiro definitivo, a cercéria inicia a infeccdo penetrando ativamente na pele, num
processo dependente das ventosas cercarianas, além da secrecdo de proteinas das
glandulas acetabulares e movimentos vibracionais da cauda (Cunha, 1970). A
penetracdo leva a perda da cauda cercariana, e algumas horas apos a infec¢éo, o corpo
cercariano restante comeca a se adaptar as condicOes fisiolégicas do hospedeiro,
sofrendo uma série de modificagdes bioquimicas e morfologicas, culminando em sua
transformacdo em esquistossdbmulo. Em torno de 24 a 72 horas, 0s esquistossomulos
atravessam a epiderme e derme do hospedeiro e por volta do quarto dia chegam ao
sistema sanguineo ou linfatico iniciando a migracdo para os pulmdes. Nessa etapa, 0S
esquistossomulos sofrem um grande alongamento do corpo sem sofrer divisdes
celulares, e a partir do oitavo dia passam por diversos érgaos até chegarem ao sistema
porta-hepatico onde se alimentam do sangue do hospedeiro e iniciam a divisao celular
(Clegg, 1965).
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Apb6s 45 dias infeccdo, os esquistossomulos atingem a maturidade e se
transformam em vermes adultos. O macho e a fémea se acasalam nas veias mesentericas
e as fémeas iniciam o processo de ovoposicdo, podendo liberar de 300 a 1000 ovos por
dia, completando assim o ciclo do parasita (Neves, 2005). O casal de vermes adultos
pode viver por até 20 anos dentro do hospedeiro definitivo. Os ovos séo responsaveis
pela patologia da doenga, uma vez que estes podem ficar retidos nos tecidos do
hospedeiro gerando uma reacdo inflamatdria denominada granuloma. O granuloma
desencadeia fibrose tecidual e obstrucéo do plexo venoso, podendo levar a hipertensdo
portal, esplenomegalia, hepatomegalia, ascite, e formacdo de varizes esofagicas (Cunha,
1970; Boros, 1989).

Cercaria

Esquistossémulo
Esporocistos 4. E . f |

. i A4
A

B

Hosi)edeiro Intermediario

Vermes adultos

|
i
Hospedeiro definitivo [ Y
Miracidio Ovo | A ‘ | 1\

Ambiente aquatico

Figura 3: Ciclo de vida do parasita S. mansoni. No hospedeiro definitivo, os
esquistossomulos (A) ddo origem aos vermes adultos (B), os quais se acasalam e
produzem ovos (C) que sao liberados no ambiente aquatico. Os ovos maduros eclodem
liberando os miracidios (D), que penetram nos caramujos, originando 0s esporocistos
(E). Os esporocistos se diferenciam em cercarias (F) que sdo liberadas em agua,
infectando o hospedeiro vertebrado e fechando o ciclo (Imagem: Marcela P. Costa).



Introducéo

1.3. Genoma de S. mansoni

O genoma de S. mansoni estd organizado em oito pares de cromossomos, sendo
que um par corresponde aos cromossomos sexuais. O sexo é heterogamético para a
fémea (ZW) e homogameético para o macho (ZZ) (Short e Menzel, 1960; Short, Menzel
e Pathak, 1979). A primeira estimativa do tamanho do genoma de S. mansoni foi feita
em 1982, onde este compreendia aproximadamente 270 megabases (Simpson, Sher e
Mccutchan, 1982).

O estudo em larga escala do genoma de S. mansoni iniciou-se no ano de 1992
com o Projeto Genoma do Schistosoma mansoni a partir de esfor¢os de pesquisadores
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Fundacdo Oswaldo Cruz (Centro de
pesquisas René Rachou — CPgRR, FIOCRUZ), da FAPEMIG (Fundagdo de Amparo a
Pesquisa de Minas Gerais) e 0 apoio importante logistico do Dr. Craig Venter (Institute
for Genomic Research — TIGR, EUA). Quando esse projeto teve inicio, menos de 100
genes do parasita haviam sido completamente ou parcialmente sequenciados e
depositados em bancos de dados. No periodo de 1994 a 2000, o programa de
sequenciamento em S. mansoni contou com o financiamento parcial da Organizagéo
Mundial da Saude (WHO/TDR) e diversos laboratorios participantes da “Schistosoma
Genome Network”, que juntos geraram mais de 17000 ESTs (Franco et al., 1995; Dias
Neto et al., 1996; Franco et al., 1997; Rabelo et al., 1997; Franco et al., 2000; Oliveira,
2001).

Em 2001, a partir do projeto em larga escala chamado ‘““Schistosoma mansoni
EST Genome Porject”, foram gerados um total de 180.000 ESTs que foram obtidas de
todas as fases do ciclo de vida do parasita, 0 que levou a estimativa da existéncia de
14.000 genes no genoma de S. mansoni (Verjovski-Almeida et al., 2003). Finalmente,
em 2009, com a ajuda do The Institute for Genomic Reseach (TIGR) e do Wellcome
Trust Sanger Institute, foi finalizada a montagem do genoma do parasita que foi

disponibilizado no bando de dados GeneDB (http://www.genedb.org) (Berriman et al.,

2009). Apesar de todos esses esforcos, 0 genoma de S.mansoni ainda esta incompleto e

uma das caracteristicas tipicas do genoma deste parasita que dificulta a sua montagem é


http://www.genedb.org/
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a presenca de aproximadamente 40% de elementos repetitivos. A Ultima anotacdo do
genoma estimou seu tamanho em 380MB contendo 10.852 genes (Protasio et al., 2012)
distribuidos em scaffolds.

O genoma do S. mansoni é dez vezes maior que o genoma de outros parasitas
protozoarios e apresenta aspectos bem peculiares como a presenca de regifes intrénicas
grandes, tendo em média 1.692pb, e a presenca de MEGs (Micro Exons Genes), que sao
genes que apresentam pequenos exons (6-36pb) e garantem a maior variabilidade dos
seus transcritos por splicing alternativo (Berriman et al., 2009). Os dados de
sequenciamento do genoma de S. mansoni tém contribuido para diversos estudos
utilizando técnicas moleculares modernas para entender a interacdo do parasita com
seus hospedeiros, a interacdo entre macho e fémea, a regulacdo da expressao génica ao
decorrer de seu desenvolvimento, dentro outros aspectos da biologia do parasita. Ainda,
a partir da anotacdo de seus genes, foi possivel identificar alvos potencias e novas
estratégias para o desenvolvimento de drogas para combater a doenca (Verjovski-
Almeida et al., 2003).

1.4. Regulacéo da expressdo génica em S. mansoni

Estudos envolvendo o genoma e transcrissoma do género Schistosoma tem
demonstrado a presenca de um padrdo de regulacdo da expressdo génica complexo
nesses parasitas, o que provavelmente estad relacionado com o seu ciclo biolégico
bastante peculiar, visto que o parasita sofre diversas mudancas morfologicas e
bioguimicas, decorrente de sua passagem por ambientes variados. Além disso, como
endoparasitas, as espécies desse género desenvolveram diversas adaptacdes no decorrer
de sua evolucéo para conseguir sobreviver dentro de seus hospedeiros e interagir com 0s
mesmos (Liu et al., 2006). Assim, acredita-se que um conjunto de genes deve ser
expresso coordenadamente em cada estagio do seu ciclo de vida e que mecanismos da
regulacdo génica em nivel transcricional, pos-transcricional e pds-traducional estariam
atuando de forma sincronizada para regular a expressao de genes de forma temporal e

estagio-especifica (Han et al., 2009).
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As andlises do transcrissoma em parasitas do género Schistosoma tém permitido
a comunidade cientifica entender os mecanismos moleculares envolvidos em sua
evolugéo, nutricdo, metabolismo, evaséo do sistema imune, interagdo com o hospedeiro,
reproducdo de vermes adultos, dentre outros aspectos da sua biologia. Varios grupos
vém conduzindo trabalhos envolvendo o transcrissoma desses parasitas, usando
principalmente o sequenciamento de Ultima geracdo, incluindo a metodologia de
RNAseq, para demonstrar os padrfes da expressdo génica durante os estagios de
desenvolvimento de espécies do género (Hu et al., 2003; Verjovski-Almeida et al.,
2003; Oliveira, Franco e Verjovski-Almeida, 2008; Portela et al., 2010; Piao et al.,
2011; Almeida, G. T. et al., 2012; Marco et al., 2013). Outros estudos envolvendo
analise em larga escala do transcrissoma utilizando as metodologias de SAGE (Serial
Analysis of Gene Expression), microarrays e ferramentas de protedmica, também tém
demonstrado resultados que ajudam a responder questdes a respeito do transcrissoma
género-especifico, eventos evolucionarios, splicing alternativo, sitios de poliadenilacéo,
analise da expressdo génica estagio/tecido-especifica, e moléculas candidatas anti-
esquistossomose no género Schistosoma, principalmente em S. mansoni (Demarco et
al., 2006; Fitzpatrick e Hoffmann, 2006; Ojopi et al., 2007; Verjovski-Almeida et al.,
2007; Waisberg et al., 2007; Williams et al., 2007; Fitzpatrick et al., 2009; Han et al.,
2009; Nawaratna et al., 2011). Trabalhos recentes evidenciaram um padrdo de
expressdo génica diferencial para diversos genes durante os estagios de cercéria,

esquistossomulos e esporocistos (Han et al., 2009; Parker-Manuel et al., 2011).

Recentemente, um estudo demonstrou a comparacdo da expressao génica em
preparacdes de esquistossomulos mecanicamente transformados e esquistossdmulos
transformados in vivo em camundongos, através da metodologia de RNAseq. Esse
estudo concluiu que as duas preparacbes diferem apenas em 38 genes (de
aproximadamente 11000), o que esclarece a controvérsia em torno da eficiéncia da
transformacdo mecanica de esquistossdmulos, contribuindo para estudos de validacao
génica utilizando essa metodologia, uma vez que ela ¢ uma 6étima substituta da

transformacéo in vivo (Protasio, Dunne e Berriman, 2013).

Existe também uma grande necessidade de investigar as diferencas na expressdo

génica no periodo de transicdo de cercaria para esquistossomulo, uma vez que ocorrem
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varias mudangas morfoldgicas e bioquimicas nesse momento, e ja se conhece que a
diferenciacdo na composicdo de proteinas entre esses dois estagios estd diretamente
relacionada a alteracbes na regulacdo de genes, como proposto Han et al. (2009) e
apresentado pela Figura 4.
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Figura 4: Expressdo génica estagio-especifica em S. mansoni e S.japonicum. A
figura representa um conjunto de genes diferencialmente expressos durante o
desenvolvimento dos parasitas, baseados no projeto de seu transcrissoma (Han et al.,
2009).

Na ultima década, os mecanismos de silenciamento génico mediados pelo
decaimento de mMRNAs ou pela inibicdo de sua traducdo tem recebido muita atencao,

uma vez que ja foi demonstrado a sua participacdo em processos de regulacdo da

10
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expressdo génica em nivel pos-transcricional. Esses mecanismos envolvem
principalmente a participagdo de RNAs ndo codificadores, sendo os microRNAs os
mais estudados atualmente, estando estes envolvidos na regulagdo do desenvolvimento
de organismos, manutencdo do genoma e diversos processos celulares (Bartel, 2009). A
partir do conhecimento desses mecanismos de regulacdo génica em nivel pés-
transcricional, foram desenvolvidas véarias metodologias baseadas no silenciamento
génico por RNAI (interferéncia por RNA), promovendo solugdes para a genética
reversa, gendmica funcional, terapia génica, validacdo de alvos terapéuticos, dentre
outros (Baum e Craig, 2004; Denli et al., 2004).

1.5. microRNAS

O primeiro microRNA (miRNA), lin-4, foi descrito em 1993 por Lee, Feinbaum
e Ambros (1993). Eles demonstraram que o gene lin-4, conhecido por sua funcdo no
controle do desenvolvimento no estagio larval de Caenorhabditis elegans, néo
codificava nenhuma proteina. Em contrapartida, esses autores observaram que este gene
codificava um pequeno par de pequenos RNAs (22-16nt) que apresentavam
complementaridade com varias sequéncias da regido 3" ndo traduzida (3'UTR) do gene
lin-14. A partir dessa observacdo, foi sugerido que esses pequenos RNAs pudessem
regular a tradugdo do mRNA correspondente ao gene lin-14 através da interacdo RNA-
RNA., evidenciando assim um novo mecanismo de regulacdo da expressdo génica.
Posteriormente, em 2000, foi descoberto o let-7, o qual codificava um RNA de 22nt, e
reprimia a traducdo de lin-41, lin-14, lin-28, lin-42 e dafl2 durante os estagios de
desenvolvimento de C. elegans (Ambros, 2000). Pasquinelli et al. (2000) também
demonstraram a presenca do let-7 em varias espécies, incluindo o homem (Homo
sapiens). Em 2001, esses pequenos RNAs temporais (small temporal RNAs — stRNAS)

passaram a ser chamados de miRNAs (Lagos-Quintana et al., 2001).

Durante as duas ultimas décadas, os miRNAs emergiram como reguladores
criticos da expressdo génica em nivel pds-transcricional e estudos demonstraram que
eles compreendem cerca de 1% de todo o genoma em humanos, apresentando

importantes funcdes bioldgicas, estando envolvidos em diversos processos fisiologicos

11
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e na patogénese de diversas doencgas. Além disso, acredita-se que eles regulam
aproximadamente de um a dois tercos de todos os genes da nossa espécie (Ambros,
2004; Lao et al., 2007; Breving e Esquela-Kerscher, 2010; O'connell et al., 2010).

Os miRNAs sdo definidos como pequenos RNAs enddgenos com
aproximadamente 22 nucleotideos que tem a capacidade de se ligar as regides 3'UTR de
um mRNA alvo a partir da complementaridade de bases, levando & inibicdo da traducéo
ou sua degradacdo. Uma caracteristica peculiar dos miRNAs € que esses passam por
algumas etapas de processamento enzimatico, apos sua transcrigdo, para gerar sua forma
madura e funcional. Outra caracteristica comum dos microRNAs é 0 seu processamento
a partir de um precursor em forma de grampo (hairpin ou stem-loop) que gera um
duplex de miRNA, onde qualquer uma das fitas pode ser funcional. A classificacdo dos
miRNAs € baseada na sua localizacdo e biogénese, sendo classificados em intergénicos
e intrénicos (mirtrons) (Figura 5) (Lee e Ambros, 2001; Westholm e Lai, 2011). Além
disso, ha a ocorréncia de clusters de miRNAs, onde alguns miRNAs estdo distanciados
a menos de 10 mil pares de bases um dos outros no genoma e podem ser processados a
partir de um transcrito policistronico, formando assim familias de miRNAs. Varios
estudos tem demonstrado que familias de miRNAs organizadas em clusters contém
miRNAs que participam da regulacdo de genes que apresentam funcGes relacionadas
(Altuvia et al., 2005; Tagawa, 2005; De Lencastre et al., 2010).

Ch. 17 —[;mm. Intergeénico
Ch. 1 Intergénicos em cluster

Ch. 2

Intronico

Ch.7 I&on S TSHETE TS txon - Intronicos em cluster

Figura 5: Classificacdo dos miRNAs de acordo com sua localizacdo no genoma. Os
miRNAs podem estar localizados em regides intergénicas, sendo denominados miRNAs
intergénicos, e podem estar localizados em regifes intrénicas de genes codificadores de
RNA ou proteina, sendo chamados de miRNA intrénicos ou mirtrons. Ainda, os dois
tipos de miRNAs podem estar organizados em clusters (adaptado de Kapinas e Delany
(2011)).
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A biogénese dos miRNAs é caracterizada por Vvérias etapas: transcrigdo,
processamento do pri-miRNA, transporte para o citoplasma, processamento do
precursor do miIRNA (pre-miRNA), selecdo da fita funcional, associagdo com o
complexo RISC (Complexo de Silenciamento por Interferéncia por RNA) e interagdo
com o mRNA alvo (Figura 6). A via de biogénese candnica, descrita para miRNAs
intergénicos, acontece a partir da transcricdo desses pela RNA polimerase 11 ou Il (Lee
et al., 2004; Borchert, Lanier e Davidson, 2006). O produto transcrito inicialmente
gerado é denominado miRNA primario (pri-miRNA), o qual sofre adi¢do de cap em sua
extremidade 5 e é poliadenilado na extremidade 3. Ainda dentro do ndcleo, o pri-
miRNA sofre o primeiro processamento por uma RNAse Ill chamada de Drosha, com
auxilio de seu cofator DGCR8 (Digeorge Critical Region 8), originando uma estrutura
precursora com aproximadamente 60-120 nucleotideos, nomeada pre-miRNA. O pre-
miRNA entdo é exportado para o citoplasma pelo complexo Ran-GTP/Exportina 5 (Han
et al., 2004; Lund et al., 2004).

No citoplasma, o pre-miRNA é novamente processado por outra RNAse IllI,
denominada Dicer, gerando um duplex de miRNA, com aproximadamente 22
nucleotideos. Nesse duplex, a fita que sera funcional é chamada de miRNA maduro,
enquanto a outra é denominada fita passageira, a qual é degradada. Acredita-se que a
selecdo da fita funcional é feita por abertura do duplex na extremidade 5™ de acordo com
a presenca de ligacGes de hidrogénio mais fracas e ainda pela preferéncia do RISC pela
fita que apresenta a extremidade livre 5° maior (Li, Tsali, et al., 2012). O RISC inclui a
enzima Dicer, a proteina TRBP (“Tar RNA binding protein”), PACT (“protein activator
of PKR”) e proteinas da familia Argonauta, o qual se associa ao miRNA maduro e 0
direciona até 0 mRNA alvo, onde ocorre o pareamento de bases com a regido 3'UTR do

MRNA, ocorrendo assim a funcéo regulatéria do miRNA (Landthaler et al., 2008).

Na biogénese de miRNA intronicos (mirtrons), o0 miRNA é processado pelo
mecanismo de splicing apos a transcricdo do gene que o hospeda. Estudos demonstram
que esses mirtrons ndo sdo processados pela enzima Drosha, sendo removidos pela
maquinaria de “splicing” e posteriormente processados por uma enzima desramificadora
dando origem ao pre-miRNA. A partir desse ponto, 0 pre-miRNA segue 0S mesmos

caminhos da biogénese candnica (Figura 6). Estudos recentes, sugerem que alguns
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miRNAs encontrados em regides intronicas possuem a transcricdo independente de seu
gene hospedeiro, ndo compartilhando o mesmo promotor (Ozsolak et al., 2008; Marsico
etal., 2013).

= e
Biogénese Candnica l
Biogénese nio-
canénica
e
Pri-miRNA T Bov = — "G T
me AAAAA / splicing \

Drosha
DGCR8 ﬁ-f /Enzimadesr:\miﬁcadora

Pre-miRNA

Exportina
5

i i Pre-miRNA
Inibi¢iio traducional

mRNA alvo ’
ﬁ — ﬁ 7mG— AAAAA

miRNA duplex
Dicer | AGO2

-
Degradacio

Complexo RISC

Figura 6: Biogénese dos miRNAs. A biogénese dos miRNAs acontece em Varias
etapas. A via canbnica dos miRNAs intergénicos acontece a partir da transcricdo do
gene do miRNA, gerando um pri-miRNA que serd processado pela enzima Drosha,
liberando uma estrutura em grampo, o pre-miRNA. O pre-miRNA é translocado para o
citoplasma pela Exportina 5, onde sofre outro processamento pela enzima Dicer,
gerando o duplex de miRNA. O Complexo RISC interage com o miRNA maduro
selecionado e o direciona até o mRNA alvo, onde ocorre a inibicdo da traducdo ou
degradacdo do mRNA através da interacdo de pares de bases miRNA-mRNA. A via ndo
candnica, descrita para miRNA intronicos, ocorre a partir da transcricdo do gene que
hospeda 0 miRNA, e posterior excisdo da sequéncia que formara o pre-miRNA por
splicing. O pre-miRNA entdo segue 0 mesmo caminho da via candnica. (Adaptado de
Heman-Ackabh et al. (2013)).
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1.6. miRNASs no género Schistosoma

Vaérios grupos tém realizado estudos para identificar miRNAs em parasitas do
género Schistosoma, particularmente em S.japonicum e S. mansoni. Para a identificacdo
e validacdo desses MIRNAS, estratégias computacionais tém sido associadas a
metodologias experimentais como Nothern Blot, sequenciamento de Ultima geracéo,
PCR em tempo real e clonagem.

Xue et al. (2008) relataram pela primeira vez a presenca de 5 miRNAs em
S.japonicum (Sja-let-7, Sja-miR-71, Sja-bantam, Sja-miR-125 e Sja-miR-newl) por
clonagem direta e demonstraram a conservacéo de 4 destes. Posteriormente, atraves do
sequenciamento de ultima geracdo, Wang et al. (2010) identificaram 20 miRNAs
conservados e 16 género-especificos e Huang, J. et al. (2009) reportaram 176 miRNAs
espécie-especificos em esquistossdmulos imaturos e maduros, bem como em vermes
adultos de S.japonicum. Ainda, Hao et al. (2010) identificaram 16 miRNAs conservados

e 22 género-especificos no mesmo organismo.

Em S. mansoni, o repertorio de miRNAs disponivel ainda é baseado em
abordagens computacionais e sequenciamento de ultima geracdo, entretanto poucas
moléculas foram caracterizadas. Estudos prévios do nosso grupo forneceram uma
andlise sistematica de miRNAs, identificando 67 miRNAs maduros e 42 precursores em
S. mansoni por abordagem computacional integrada (Gomes et al., 2011). Outro
trabalho caracterizou 211 novos miRNAs em S. mansoni por clonagem de sequéncias
pequenas de RNAs em vermes adultos (Simoes et al., 2011). Recentemente, Marco et
al. (2013) usando sequenciamento de ultima geracdo relatou 112 miRNAS em vermes
adultos e confirmou 20 dos 42 precursores identificados por nosso grupo e 2 dos 211
identificados por Sim@es et al., (2011). Nosso grupo também demonstrou por
abordagens computacionais que o cluster miR-71/2 é muito conservado entre 0sS
Protostomios e foi observado que a familia miR-2 é completamente ausente em espécies
de Deuterostomios, enquanto a familia mir-71 é ausente em Vertebrata e Urocordata.
Esses resultados corroboram com os dados de Marco et al. (2013) que demonstram que
a familia miR-71 e miR-2 sdo especificos de Protostomios. Ainda, nosso grupo realizou

a predicdo computacional de 38 miRNAs intrénicos e a caracterizacdo dos perfis de
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expressdo génica de 18 destes, além de demonstrar a correlacdo da expressdo desses
miRNAs com seus genes hospedeiros (Oliveira, 2013).

Gomes (2012) através de abordagens computacionais identificou 63 miRNAs
maduros e 42 precursores em S. mansoni, além de demonstrar experimentalmente o
padréo de expressdo génica de 8 miRNAs. Dentre esses, 3 apresentaram um padrdo de
expressao género-especifico(sma-miR-61, sma-miR-125a e sma-miR-124-3p) e 2
estagio- especificos (sma-miR-new_10-5p e sma-miR-125a). Dando continuidade a essa
investigacdo, nesse trabalho buscou-se analisar 16 miRNAS precursores que ainda nio
foram caracterizados dentro do grupo de 42 miRNAs precursores preditos previamente,
com a finalidade de obter o padrdo de expressdo desses miRNAs em S. mansoni bem

como identificar seus alvos.
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Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar miRNAs previamente identificados a partir de dados do genoma de
S.mansoni através da analise comparativa do padrdo de expressdo génica de formas
larvais e adultas deste parasita, bem como identificar e categorizar 0s seus respectivos
alvos.

2.2. Objetivos Especificos

e Analisar in silico a conservacao e caracteristicas estruturais dos miRNAs;

e Caracterizar o padrdo de expressdo génica de miRNAs maduros nos diferentes
estagios do ciclo de vida do parasita S. mansoni a partir da técnica de gRT-PCR,;

e Identificar os provaveis alvos dos miRNAs e propor rede de interagdo miRNA-
MRNA,;

e Categorizar os alvos identificados em processos celulares.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Analises “in silico” dos miRNAs

3.1.1.Busca por homologia no miRBase

Os miRNAs analisados neste trabalho foram previamente identificados em nosso
laboratorio através de ferramentas computacionais desenvolvidas para predicdo de
miRNASs precursores (Gomes, 2012). Para 0s 16 miRNAs precursores analisados nesse
estudo, utilizamos o programa MatureBayes web toll disponibilizado no site
(http://mirna.imbb.forth.gr/MatureBayes.html) para gerar as sequéncias maduras (3p e 5p)
correspondentes a cada miRNA precursor.

As sequéncias precursoras e maduras preditas foram comparadas com todas as
sequéncias de miRNAs disponiveis na dltima versdo do banco de dados miRBase
(miRBase 20) através da ferramenta BLASTn utilizando o cut-off < 0.05 (Jin et al.,
2013). A ultima versdo do banco de dados (Release 20) apresentou 24521 precursores
expressando 30424 miRNAS maduros de 206 espécies
(ftp://mirbase.org/pub/mirbase/ CURRENT/README).

3.1.2. Caracteristicas estruturais dos miRNASs

Os miRNAs em estudo foram classificados de acordo com a sua origem em
intergénicos ou intronicos. Para cada miRNA intrénico, foi realizada uma busca por
BLASTnN a partir de sua sequéncia precursora no banco de dados GeneDB 5.0 para
verificar em qual gene ele esta hospedado. A partir da ferramenta ClustalX foi realizado
um alinhamento global utilizando a sequéncia completa do gene hospedeiro, a
sequéncia do transcrito correspondente ao gene hospedeiro e a sequéncia do miRNA
precursor para verificar em qual intron o miRNA intronico esta localizado. Além disso,
a estrutura secundaria de cada miRNA precursor foi predita a partir da ferramenta
computacional RNAfold proveniente do pacote de Vienna RNA Package disponivel em
http://www.tbi.univie.ac.at/RNA/, que além de gerar a estrutura provavel do miRNA,
fornece dados termodindmicos como o valor da energia minima livre (MFE) da

molécula. Os parametros adotados pela ferramenta RNAfold foram energia minima
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livre da estrutura secundéria de RNA dobrada de -20Kcal/mol e opgdes “-p —d2 —
noLp”(Hofacker, 2002).

3.1.3.Predicdo dos possiveis alvos de miRNAs no genoma de S. mansoni.

A predicdo computacional dos genes alvos dos mIiRNAs validados
experimentalmente foi realizada utilizando a sequéncia madura de cada miRNA que foi
confrontada com as regides 3'UTR (Regifes da extremidade 3 da fita de RNA
mensageiro ndo traduzidas em proteina) do genoma de S.mansoni a fim de avaliar a
dindmica de interacdo entre mMiRNA-mRNA.

A partir dos arquivos GFF e GFF3 depositados no banco de dados GeneDB
(www.genedb.org) foram recuperadas as sequéncias 3'UTR dos mRNAs de S. mansoni,
utilizando as informacdes posicionais do cddon de parada do mRNA e da regido ndo
traduzida da molécula de RNA. Para a predicdo de alvos, utilizou-se o programa
miRanda com ajustes em alguns parametros baseando-se na identificacdo de alvos de
miRNA em outras espécies (John et al., 2004; Chen et al., 2005). Os valores desses
parametros foram: penalidade de abertura de espaco (“gap opening penalty”) de -8,
penalidade sobre a expansdo de espago (“gap extension penalty”) de -2, pontuacdo
minima aceitavel entre o par de miRNA maduro e 3'UTR de 120, energia livre maxima
de interacdo entre o par miIRNA maduro e 3'- UTR de -15 kcal/mol (escala utilizada
para medir a pontuacdo de complementaridade entre o par miRNA e 3'UTR), e
demanda restrita na regido seed 5° do miRNA entre 0 2° e 8° nucleotideo. Todos esses
comandos foram aplicados em linha de comando na plataforma Linux, e os resultados
positivos foram recuperados do arquivo final utilizando um script escrito em Perl
(Gomes, 2012).

A rede de interacdo foi construida a partir da ferramenta Cytoscape disponivel

no site (http://www.cytoscape.org/) utilizando os parametros padronizados do programa

(http://med.bioinf.mpi-inf.mpg.de/netanalyzer/help/2.7/index.html#complex). A

distancia entre os nds na rede de interacdo foi baseada nos valores de energia livre

correspondentes a interacdo do miRNA e seu gene alvo.

21


http://www.genedb.org/
http://www.cytoscape.org/
http://med.bioinf.mpi-inf.mpg.de/netanalyzer/help/2.7/index.html#complex

Materiais e Métodos

3.1.4.Categorizagéao funcional dos alvos

A partir dos alvos preditos para os miRNAs caracterizados experimentalmente,
foram selecionados aqueles que participam de processos celulares importantes na
biologia do parasita. A anotagdo de cada alvo selecionado foi verificada através do
GeneDb 5.0 (www.genedb.org) e por BLASTn e BLASTp na plataforma do NCBI.
Posteriormente, foi feita a busca por ontologia génica com ajuda das ferramentas
GeneOntology (http://www.geneontology.org/), KEEG (Kyoto Encyclopedia of Genes

and Genomes) (http://www.genome.jp/kegg/) e Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/). A

sequir, foi realizada a categorizacao de cada alvo de acordo com sua fungdo molecular e
seu processo biolégico. A funcdo molecular envolve as atividades de um produto génico
em nivel molecular, tendo como exemplo ligacdo ou catalise, enquanto 0 processo
biologico diz respeito a uma série de eventos moleculares em que o produto génico

participa, como a fosforilacéo oxidativa ou transporte de lipideos.

3.2. Caracterizagdo Experimental de miRNAs

3.2.1.0Obtencédo dos Parasitas

Neste estudo foram utilizados parasitas da espécie S. mansoni linhagem LE e
optamos em trabalhar com os estagios de: cercaria, esquistossdmulos transformados
mecanicamente com 3,5h e 24h de cultivo in vitro, vermes adultos e ovos. Cercérias
foram cedidas pelo Moluscario do CPgRR/FIOCRUZ (Centro de Pesquisas René
Rachou — Fundagdo Oswaldo Cruz) de Belo Horizonte/MG e os vermes adultos, pelo
Laboratorio de Enzimologia e Protedbmica (LEP) da UFOP. Os demais estagios de
esquistossomulo e ovo foram obtidos através do ciclo mantido na UFOP. Os
experimentos envolvendo animais foram autorizados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais CEUA/UFOP, protocolo n® 2011/55.

As cercarias foram obtidas através da infeccdo do hospedeiro intermediario
Biomphalaria glabrata com miracidios, e apds 27 a 31 dias de infec¢do foi induzida a
liberacdo de cercérias por exposicdo a luz branca fria durante 2 horas. As cercarias

liberadas foram recuperadas, e para seu armazenamento, estas foram deixadas por 2
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horas decantando em banho de gelo e o sobrenadante e impurezas foram retirados. As
cercarias foram transferidas para tubos eppendorf de 1,5 mL e em seguida congeladas

em nitrogénio liquido e armazenadas no freezer a -80° C para posterior uso.

Para obtencdo de vermes adultos foi feita a perfusdo do sistema porta-hepatico
de camundongos da linhagem Swiss Webster infectados com aproximadamente 100
cercérias por via subcuténea apés 50 dias (Basch; Smithers Sr Fau - Terry e Terry).
Apbs a coleta, os vermes adultos foram armazenados em tubo de 1,5 mL a -80°C para
posterior utilizagdo.

Os ovos foram obtidos a partir da trituracdo de cerca de 10 figados de
camundongos infectados com solucdo tampdo (0,9% p/v Na;HPO, e 0,005% p/v
KH,PQO,) e auxilio de um liquidificador. Em seguida, foi adicionado ao homogenato
20mg de tripsina, seguido de incubacdo por 2,5 horas em banho maria a 37° C, para
completa digestdo tecidual. Posteriormente, os ovos foram filtrados em peneiras de
0,180mm/80 Tyler e 0,30mm/49 Tyler sucessivamente e recuperados através de
lavagem com solucdo salina. O sobrenadante foi retirado e os ovos foram armazenados

em tubo eppendorf de 1,5 mL a -80° C para posterior uso.

3.2.2. Esquistossdmulos transformados mecanicamente

Os esquistossomulos foram obtidos seguindo a metodologia de Harrop e Wilson
(Harrop e Wilson, 1993). Apds a sedimentacdo das cercarias em banho de gelo por 2
horas e retirada de impurezas, estas foram transferidas para tubos falcon de 15 mL e
ressuspendidas em 10 mL de meio RPMI 1640 (Invitrogen) filtrado, e deixado em gelo
por 10 minutos. Esse procedimento de lavagem foi realizado por 3 vezes visando retirar
0 maximo de impurezas. Tubos contendo aproximadamente 200.000 cercarias em 5 mL
de meio RPMI 1640 foram vigorosamente agitados em vortex, sob velocidade méxima,
durante 90 segundos por 3 vezes, para que ocorresse a separa¢do mecanica da cauda do
corpo cercariano. Apos a ruptura das caudas, o volume dos tubos foi transferido para
um novo recipiente de cultura contendo meio RPMI 1640 suplementado com 1% de

penicilina cristalina G (1000 Ul/mL) e estreptomicina (1000 Ul/mL), e incubado em
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estufa de CO, 5% a 37°C por 3,5 horas. Apos este intervalo, foram realizadas em fluxo
laminar, vérias lavagens com meio RPMI em intervalos de 4 minutos para a
sedimentacdo dos esquistossomulos e remocdo das caudas do sobrenadante. Esse
processo foi acompanhado pela visualizagdo dos parasitas em microscopio de luz
invertida para verificar a completa auséncia de caudas no meio. O precipitado de
esquistossOmulos sem a presenca de caudas foi considerado como os esquistossdomulos
de 3,5 horas (EMT-3,5 horas). Estes foram separados e utilizados para cultivo ou
armazenados em tubos de 1,5 mL a -80°C para posterior uso (Figura 7)

O cultivo de esquistossomulos por 24 horas (EMT-24 horas) foi realizado em
placa de 6 pocos contendo 8mL de meio 169 (Tabela 1) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Gibco) e 1% de penicilina cristalina G (1000 Ul/mL) /estreptomicina
(1000 UlI/mL) por pogo (Basch).

Figura 7: Esquistossdmulos cultivados in vitro. Os esquistossomulos foram cultivados
por 24 horas em estufa de CO, 5% a 37°C em meio 169 (Gomes, 2008).

Tabela 1: Meio 169 com seus componentes e concentracao.

Composicéo Concentragéo
Glicose 0,1%
HEPES 20 mM
Hidrocortisona 1x10°M
Hipoxantina 5x 10" M
Hidrolisado de lactoalbumina 0,1%
Meio minimo vitamina 0,5%
Meio Schneider 5,0%
Serotonina 1x10°M
Triiodotironina(T3) 2x10°M
RPMI 1640 (Invitrogen) g.s.p 500 mL
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3.2.3. Anédlise da expressdo génica de miRNAs por gRT-PCR

Para a caracterizacdo dos perfis de expressdo génica dos miRNAs, foram
utilizadas metodologias ja padronizadas e bem estabelecidas no Laboratério de
Bioquimica e Biologia Molecular (LBBM) e brevemente descritas a seguir. Nesse
estudo a analise da expressdo génica dos miRNAs foi realizada a partir das sequéncias

de miRNAs maduros.

3.3. Caracterizacao dos perfis de expressdo de miRNAs no ciclo de vida de S.

mansoni.

3.3.1.Extracéo do RNA total enriquecido com miRNAs

Cerca de 100 mg de cercérias, esquistossomulos de 3,5 e 24 horas, vermes
adultos e ovos foram utilizados para a extracdo de RNA total enriquecido com miRNAs
utilizando o kit miRNeasy (Qiagen) seguindo o protocolo do fabricante.

Cada amostra bioldgica foi homogeneizada em 700uL de QIAzol Lysis Reagent
em tubos eppendorf de 1,5 mL com auxilio de um homogeneizador do tipo politron. O
homogenato foi incubado por 5 minutos a temperatura ambiente para a complexa
dissociacdo dos complexos nucleoproteicos. Em seguida, foram adicionados 140uL de
cloroférmio (Sigma- St. Louis, MO, USA) em cada amostra. A mistura foi
homogeneizada vigorosamente em voOrtex, e em seguida as amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 12.000g a 4° C. A fase aquosa contendo o0 RNA foi
transferida para um novo tubo eppendorf, e em seguida, foram adicionados 500uL de
etanol 100% (Sigma). As amostras foram homogeneizadas suavemente por inversao dos
tubos, para a precipitacdo do RNA. Posteriormente, 0 RNA total enriquecido com
miRNAs foi purificado conforme instrucdo do boletim técnico do fabricante. O RNA
total purificado e enriquecido com miRNAs foi mantido a -80°C até seu uso.

A qualidade do RNA total extraido foi avaliada em gel de agarose/formaldeido.

A pureza e concentracdo do RNA referente a cada amostra foi determinada utilizando o
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aparelho Nano Vue Spectrophotometer (GEHealthcare) avaliando as relagdes entre as
leituras nos comprimentos de onda 260/280nm e 260/230nm que sdo indicativos da
pureza da amostra. As preparagdes foram consideradas boas, quando o valor da razéo A:
260/280 variou entre 1,6-2,3 (Figura 8)

CER E3,5H E24H OVO V.A. V.A.

Figura 8: Analise da integridade do RNA. Cerca de 5ug de RNA total foram
fracionados em gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo. CER- cercéria; E 3,5
H- esquistossdmulo no tempo de 3,5 horas; E 24H — esquistossomulo no tempo de 24
horas; OVO - estagio de ovo; V.A — verme adulto.

3.3.2.Oligonucleotideos iniciadores (Primers)

Os oligonucleotideos iniciadores especificos para cada mIRNA foram
idealizados com base nas sequéncias maduras dos miRNAs analisados nesse trabalho (
Tabela 2). Estes primers foram utilizados para a caracterizacdo da expressdo dos
mMiRNAs por qRT-PCR.

Tabela 2: Sequéncias dos primers referentes aos miRNAs maduros.

microRNA Tamanho Fita Sequéncia do primer

sma-miR-212 21 3 TAACAGTCTACAGTCATGGAT
sma-miR-2162-3p 21 3 TATTATGCAACGTTTCACTCT
sma-miR-250 22 3 CCTTCAGTTGACTCATGATCTC
sma-miR-281 22 3 TGTCATGGAGTTGCTCTCTATA
sma-miR-92a 22 5 GATTGCACTAGTCACGGCTTTT
sma-miR-9c 22 3 TCTTTGGTATTCAATCTGAAGA

26



Materiais e Métodos

sma-miR-new_2-3p
sma-miR-new_2-5p
sma-miR-new_3-3p
sma-miR-new_3-5p
sma-miR-new_4-3p
sma-miR-new_4-5p
sma-miR-new_5-3p
sma-miR-new_5-5p
sma-miR-new_6-3p
sma-miR-new_6-5p
sma-miR-new_8-3p
sma-miR-new_8-5p
sma-miR-new_12-3p
sma-miR-new_12-5p
sma-miR-new_13-3p
sma-miR-new_13-5p
sma-miR-new_15-3p
sma-miR-new_15-5p
sma-miR-new_16-3p

sma-miR-new_16-5p

22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22

AGTGTTTCCAAGTTTTCCATGG
TGGAAAACCTGTGAAAGTACTG
GATTTTCTTCCTGATGCTTCTG
ATATTTCAGATATTGATTTTCT
TCGCTTTACCCATATCTGCTAG
TGCAGGTAAAGTAATGCTTGTT
ATAATTTCAATCTCTGAGATTA
TCCAAAGTTTCGTCCAGCAAAC
TCAATCTCCACAATCTCATACT
CTCAGTATGTGGTTGTGGAGGT
TCATACTGATTCAGTATGACTA
AAACATAATCAGTGTAAACCTG
TTTGTTATTGTGTTGAGCATAT
ATCACAGCTCACACACAATTAA
TTTTCTATGATGGTCTAGCTTC
AGCTAGACTACCATGGAAAACT
TTCCAGGTTTCCAATGGTGACC
TGTTAAACCATCATTGTAAACT
ATTACAAGCGATCACTTTTATA
TGAACGTTCATTTTATGAACAT

3.3.3.Sintese da primeira fita de DNA (cDNA)

A primeira fita do cDNA foi sintetizada a partir de 1ug de RNA total extraido

dos diferentes estagios do S. mansoni utilizando o Kit miScript Reverse Transcription

(miScript 11 RT Kit — QIAGEN), seguindo as recomendac6es fornecidas pelo fabricante.

A reacdo ocorre através de uma transcricdo reversa por RT-PCR onde inicialmente

ocorre a poliadenilacdo das moléculas de RNA. A proxima etapa envolve a hibridacao

de um primer oligo-dT na cauda poli-A para a sintese da primeira fita de cDNA que

sera utilizada na reacdo de gRT-PCR. O primer oligo-dT contém uma sequéncia
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chamada de “etiqueta universal” que serve como molde para anelamento do primer
universal na reacdo de qRT-PCR. (Figura 9).

Para cada 1ug de RNA total enriquecido com miRNAs, foram utilizados 4pL de
miScript HiSpec buffer 5x, 2uL de miScript Nucleics Mix 10x, 2uL de transcriptase
reversa (miscripT Reverse Transcriptase Mix) e agua livre de RNAse para um volume
final de 20uL. A mistura foi incubada em um termociclador (Biocycler, version 3.2) a
35°C por 60 minutos, seguidos de 5 minutos a 95° C. As amostras de cDNA foram

estocadas a -80°C e utilizadas em no maximo 2 semanas.

5" ———————— 3' miRNA
5' —————— AAAA(A), 3' Poliadenilagido

. . Transcrigdo Reversa
5 rm‘rg@-m-mj AAAA(A), 3 , usando o miScript
R N TTTT T —— HiSpec Buffer
Primer oligo-dT com

etiqueta universal
5! AAAA(A), 3!

3! NNVTTTTT 5! 1° Ciclo da PCR
o AL L LU L LT 5

Primer do miRNA

Primer do miRNA (direto)

3! l I Ilnh 3 Ciclos subsequentes
5 QLG 3 da PCR

Primer universal miScript
(reverso)

Figura 9: Sintese de cDNA a partir de miRNA. Incialmente as moléculas de miRNA
sofrem poliadenilacdo em sua extremidade 3".Um primer oligo-dT fornecido pelo kit é
utilizado para sintetizar a fita de cONA. Esse cDNA posteriormente sera submetido ao
primeiro ciclo da reacdo de PCR ao qual o primer especifico do miRNA de interesse é
utilizado. Os ciclos seguintes ocorrem a partir do primer especifico e de um primer
universal complementar a sequéncia da “etiqueta universal” fornecido pelo kit
(Adaptado de miScript 11 RT Kit — QIAGEN).
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3.3.4.Expressao dos miRNAs a partir de PCR quantitativa em Tempo Real (QRT-
PCR)

Para andlise da expressdo génica dos miRNAs em estudo foi utilizada a técnica
de PCR em tempo real. As reagdes foram realizadas utilizando o kit miScript SYBR®
Green PCR (QIAGEN) em placas de 96 pocos (MicroAmp® Optical 96 Well Reaction
Plate — Applied Biosystems) e seladas com adesivo Optico (MicroAmp® Optical
Adhesive Film — Applied Biosystems) ao final do procedimento.A metodologia adotada
para amplificacdo dos miRNAs é baseada na utilizacdo de um Unico primer para o
miRNA, que no caso € a sua propria sequéncia madura, e um primer universal que se
liga a “etiqueta universal” de cada cDNA correspondente ao miRNA.

Para cada reacdo foram pipetados 2uL dos oligonucleotideos iniciadores (na
concentracdo de 2,5uM), 2uL de cDNA diluido 10x, 1uL de 10x miScript Universal
Primer e 5pL de 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, totalizando um volume
final de reacdo de 10uL. Todos os ensaios foram realizados em triplicata biologica e
técnica para cada miRNA analisado, utilizando como controle enddgeno o pequeno
RNA nuclear U6. Os valores de baseline (ciclos iniciais em que ha pequenas alteracdes
na fluorescéncia) foram ajustados para 3-15 ciclos. O threshold, desvio padrdo médio
do reporter normalizado (Rn) para os ciclos iniciais da PCR multiplicado por um fator
ajustavel, foi ajustado a regido associada ao crescimento exponencial do produto de
PCR e, portanto, fixado em 0,02 para todas as amostras, uma vez que se comparou o
mesmo miRNA em diferentes estagios. O Rn refere-se a relacdo entre intensidade de
fluorescéncia emitida pelo corante reporter pela intensidade de fluorescéncia emitida
pelo corante da referéncia passiva (ROX).

As analises foram conduzidas utilizando o método de quantificacdo relativa da
expressdo génica (ACT), que permite quantificar diferencas no nivel de expressdo de
um alvo especifico entre as diferentes amostras. Os niveis de expressdo dos miRNAs
foram normalizados pelos niveis de expressdo do controle enddgeno. Os resultados
foram alcancados por uma férmula aritmética que considera a quantidade do alvo,
normalizado (2“"), fornecendo assim dados quantitativos da expressdo génica relativa
a cada miRNA em estudo. A Tabela 3 mostra a programacdo utilizada na reacdo de
qRT-PCR.
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Tabela 3: Condigdes da reacdo de gRT-PCR.

Etapa Tempo Temperatura
Etapa Inicial de ativagdo da 15 min 95°C

PCR

3 etapas de ciclagem

Desnaturacéo 15s 94°C
Anelamento 30s 55°C
Extenséo 30s 70°C

NuUmero de ciclos 40 e

3.3.5. Verificacdo dos produtos amplificados (amplicons)

Os produtos amplificados na reacdo de gRT-PCR foram verificados em gel de
agarose a 2,0% juntamente com o padrdo de peso molecular de 100pb DNA Ladder
(Invitrogen) a 90 volts por 40 minutos. A finalidade dessa metodologia foi confirmar a
presenca de uma unica banda proxima a 100pb referente aos miRNAs. O tamanho de
100pb € justificado pelo tamanho final do cDNA obtido na reacdo de RT-PCR, uma vez
que é os miRNAs séo poliadelinados e posteriormente utiliza-se um primer oligo-dT
com uma sequéncia chamada de “etiqueta universal” para a sintese do cDNA, o que faz

0 cDNA ter um tamanho préximo a 100pb segundo o fabricante.

3.3.6. Andlise da curva de dissociacdo dos amplicons

A analise da curva de dissociacao dos amplicons teve como objetivo observar a
presenca de apenas um pico caracteristico de miRNA com auséncia de possiveis
amplificacdes inespecificas. Ao final dos 40 ciclos da programacdo da reacéo de gRT-
PCR para miRNAs, a temperatura foi elevada gradualmente de 60°C a 95°C, mantendo-
se por 15 segundos em cada temperatura, durante a qual é feita a leitura da emisséo de

fluorescéncia.
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O gréfico resultante permite verificar se ha um ou mais produtos de PCR
presentes em cada reacdo devido as diferencas de temperatura de dissociacdo da
sequéncia (Melting temperature — Tm). A Figura 10 mostra um exemplo de um

amplicon especifico na temperatura entre 75°C e 80°C.

Dissociation Curve

Derivative

Temperature (C)

Figura 10: Curva de dissociacdo do sma-miR-new_4-5p. A curva de dissociacao
caracteristica é representada com apenas um pico de amplificacéo.

3.3.7. Analises estatisticas

A expressdo génica relativa dos miRNAs nos diferentes estagios do parasita foi
comparada utilizando a analise da variancia por ONE-WAY (Teste de Tukey ou T-
Student). A significancia estatistica foi considerada com p<0.05. A analise estatistica foi

realizada utilizando o programa GraphPad Prism 5.

3.3.8.Critérios para a caracterizacédo da expressao dos miRNAs

Para caracterizar efetivamente a expressao dos miRNAs nos diferentes estagios do
parasita, foram estabelecidos alguns critérios para garantir que os miRNAs analisados
de fato sdo expressos. O primeiro critério foi a verificacdo da curva de dissociacdo de
cada miRNA, como ja descrito anteriormente (secdo 3.3.6). O segundo critério foi a
verificacdo dos valores de ct obtidos a partir dos dados brutos gerados pela reacdo de
gRT-PCR. Optou-se por considerar como miRNAs expressos aqueles que obtiveram

valores de ct < 35 (Becker et al., 2010). O terceiro critério foi verificar a presenca de
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amplicons inespecificos para cada miRNA analisado, em gel de agarose como descrito
em 3.3.5, de forma que miRNAs que apresentaram auséncia de banda ou bandas

inespecificas foram excluidos de posteriores analises.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Conservacao e caracteristicas estruturais de miRNAs de S. mansoni

Neste trabalho foram investigados 26 miRNAs maduros que foram obtidos a
partir de 16 miRNAs precursores previamente identificados por nosso grupo através de
ferramentas computacionais especificas (Gomes et al., 2011). A conservacdo dos
miRNAs foi avaliada a partir de suas sequéncias maduras e precursoras, utilizando a
ferramenta BLASTN, na nova versdo do banco de dados miRBase. Dentre os 26
miRNAs maduros analisados, foi verificada homologia entre as sequéncias depositadas
no banco apenas para 0s miRNAs sma-miR-212 e sma-miR-281. Além disso, 0 sma-
miR-2162_3p apresentou homologia apenas para a sequéncia de S. japonicum,
sugerindo que esse miRNA seja especifico do género Schistosoma. Contudo, foi
demonstrado recentemente através de sequenciamento de Ultima geracdo e filogenia
molecular que o sma-miR-2162 ¢ especifico de Platelmintos (Marco et al., 2013). Os
outros 24 miRNAs que ndo apresentaram conservacao evolucionaria, possivelmente
podem ser género-especificos, necessitando de uma avaliagdo mais minuciosa em
bancos de dados especificos de outras espécies do género, como Schistosoma japonicum
e Schistosoma haematobium. Tanto os sma-miR-212, o sma-miR-2162-3p e sma-miR-
281 ja foram identificados em outros trabalhos por abordagens computacionais,

clonagem e sequenciamento de Ultima geracéo (Simoes et al., 2011; Marco et al., 2013).

A Tabela 4 mostra os miRNAs conservados e ndo conservados e sua
classificagdo em intergénicos e intronicos. Para os miRNAs que foram classificados
como intrénicos, foram feitas buscas utilizando ferramentas como BLASTn e
alinhamentos por ClustalX para verificar seus possiveis genes hospedeiros (Tabela 5).
A Tabela 6 mostra as sequéncias precursoras dos miRNAs e a Tabela 7 suas
caracteristicas estruturais e termodindmicas que garantem que o precursor do miRNA
adote uma estrutura secundaria estavel no sistema bioldgico. Podemos observar que o
tamanho das sequéncias precursoras variou entre 71 a 100nt e o contetido GC entre 30 a
44,74%, caracterizando estruturas de miRNAs. Os parametros de energia minima livre
(MFE, AMFE, MFEI, MFEE) indicam a capacidade de dobramento da sequéncia
precursora e a formagdo de um grampo, o que permite a formacdo do miRNA precursor.
A partir das sequéncias precursoras dos miRNAs foi possivel predizer suas estruturas

secundarias que formam um grampo, também chamado de hairpin ou stem-loop, pela
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ferramenta computacional RNAfold. A Figura 11 mostra a estrutura secundaria predita
para 0 sma-miR-new_12. As demais estruturas estdo apresentadas no Anexo A.

Tabela 4: Andlise “in silico” de miRNAs maduros de S. mansoni.

Conservagao Classificacéo
Conservados  Na&o conservados Intergénicos Intrénicos
N° miRNAs 2 24 21 5
mMiRNASs sma-miR-212 * * sma-miR-212
sma-miR-281 sma-miR-new-6_3p

sma-miR-new-6_5p
sma-miR-new-8_3p

sma-miR-new-8_5p

*0Os miRNAs ndo-conservados e/ou intergénicos nio estio demonstrados.

Tabela 5: miRNAs precursores intronicos e seus genes hospedeiros em S. mansoni.

mMiRNA precursor Gene hospedeiro Regiao Produto génico
DNA replication
sma-miR-212 Smp_143490 intron 2 licensing factor
MCM5
Hypothetical protein
sma-miR-new_6 Smp_144770 intron 1
Serine: threonine
sma-miR-new_8 Smp_153410 intron 3 protein phosphatase

2A

Podemos observar que o gene hospedeiro do miRNA precursor sma-miR-new_6
corresponde a uma proteina hipotética, ou seja, uma proteina que apesar de ter sua
sequéncia depositada em bancos de dados ou sua estrutura caracterizada, essa ndo
apresenta homologia com nenhuma proteina de outro organismo que estd bem
caracterizada e validada, ou ainda ndo apresenta resultados experimentais que lhe

atribuam uma funcéo no S. mansoni.
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Tabela 6: miRNAs e suas sequéncias precursoras em S. mansoni.

MiRNA Sequéncia Precursora

sma-miR-212 CAACUUGGAUUGAUAUGCUGUAUGACAUAUGAGUAGGUAGUGAAAUAAAUAUCUGUACUCAUAGGUAACAGUCUACAGUCAUGGAUA

sma-miR-2162 CUAGGGGAUGAGUGGGAUGGUUGCAUAUAUACAAUGCUGACAAUGUAUUAUGCAACGUUUCACUCUACCCCAGGGA

sma-miR-250 UCCUUUUAGAUUGUUGAGAUCAUGAGUCAAUUCAAGCUAGAACACCAUGGAAAACCUGGUCUACCUUCAGUUGACUCAUGAUCUCAACUAUGUAAAAUUA
sma-miR-281 GUUCUGAUGGAGAGAGCACUUUUAUGACGGAAAUAAUGAAAAUCUUCGAAUUUUAUUGAAGUUCCAUAAUGUCAUGGAGUUGCUCUAUAUCAGGUU
sma-miR-92a GGAUUGCACUAGUCACGGCUUUUCACUAGAACUCCAAGAGUUACAUGGUGAAGCUAGUUACUAGUGAACAC

sma-miR-9¢c AUUGAGGGAUGUAGCUUAUUUAGAUUAACCAAAGGUUUAUAUAAUUAGAGUUGUGAUAAUCUUUGGUAUUCAAUCUGAAGACGAUUCUAAUCCUUCAGC

sma-miR-new_2
sma-miR-new_3
sma-miR-new_4
sma-miR-new_5
sma-miR-new_6
sma-miR-new_8
sma-miR-new_12
sma-miR-new_13
sma-miR-new_15

sma-miR-new_16

ACUACUAUGGAAAACCUGUGAAAGUACUGGAUGGCUGUUUCGUCUUAUUGUGGGAUUUCUCUGUCCAGUGUUUCCAAGUUUUCCAUGGUGAU

GGUUAAUGCUUUCCCUAACCUAACAGAUAGGAUAGAAAAUCAUAUUUCAGAUAUUGAUUUUCUUCCUGAUGCUUCUGUGGUUUGUGGAAUGGAUUAUGU

GGUCUCUAACAGUAUAUGGUGUAAGCCCUAUGACUGGAUGCAGGUAAAGUAAUGCUUGUUUCCACGAUGCUCGCUUUACCCAUAUCUGCUAGAGUAU

GAAAUAAUCUUAGAAACUGAAAUUUAAAUAAUUCCAAAGUUUCGUCCAGCAAACUUGUAUGGACUUCUUCGGGAUAAUUUCAAUCUCUGAGAUUAUUUC

AGCACAUGAUAAUUCUCAGUAUGUGGUUGUGGAGGUUGGUCGGUUCAUGAUUUCAAUCUCCACAAUCUCAUACUAAAGAUUAGAUGUUUA

GUGUAGUCAAACAUAAUCAGUGUAAACCUGACGCACGUGUGCGUUAGCCCAGGUUGUCAUACUGAUUCAGUAUGACUAGGU

GCCCGGGCAGAAUCACAGCUCACACACAAUUAAAUCAUUUCUACCACUGACCUCUUUGUUAUUGUGUUGAGCAUAUGUAUUUUGUGCCCGUUU

ACGUCAAUUGAAGCUAGACUACCAUGGAAAACUGUCUAGUGCUUUUAGGUUUUCUAUGAUGGUCUAGCUUCAAUUGAUUC

UUAAUCAAUGUUAAACCAUCAUUGUAAACUUGGAAGCGCAAGUCAUUGAGUUCCUUCCAGGUUUCCAAUGGUGACCUAACAUUUAUCGG

CGGCAAAAUGAAUAAAAGUGAUCAUUCGAUUUAACUUGUGAACGUUCAUUUUAUGAACAUUACAAGCGAUCACUUUUAUACAUUUUGUUG
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miRNA Tamanho Contetddo MFE AMFE MFEI MFEE Frequéncia Diversidade Cromossomo/ Inicio Fim Fita Regiéo
ID GC (%) (%) (%) Scaffold Genbmica

sma-miR- 87 34.48 —-2150 -24.71 -0.72 —20.50 7.10 6.21 Schisto_mansoni.Chr_2 29111488 29111574 -) Intrénica
212

sma-miR- 76 44.74 -33.30 —45.92 -1.03 -34.30 9.12 4.72 Schisto_mansoni. 36185 36260 +) Intergénica

2162-3p SC_0049

sma-miR- 100 36.00 -44.10 -44.40 -1.23 —44.40 20.54 2.83 Schisto_mansoni. 24702 24801 +) Intergénica

250 SC_0125

sma-miR- 98 34.69 -29.00 —37.35 -1.08 —34.40 9.43 15.87 Schisto_mansoni.Chr_4 27195935 27196032 (-) Intergénica

281

sma-miR- 71 43.66 -23.40 3521 -0.81 —25.00 28.79 3.17 Schisto_mansoni.Chr_3 22956805 22956875 (-) Intergénica

92a

sma-miR- 99 31.31 -27.20 —-30.51 -0.97 —29.67 8.28 6.21 Schisto_mansoni.Chr_2 21913217 21913315 +) Intergénica

9c

sma-miR- 92 41.30 -36.20 —40.76 -0.99 —37.2 14.83 5.81 Schisto_mansoni.Chr_6 4070791 4070882 (+) Intergénica

new_2

sma-miR- 99 34.34 -25.80 —29.19 -0.85 -25.4 3.05 9.67 Schisto_mansoni.Chr_3 13891083 13891181 (+) Intergénica

new_3

sma-miR- 97 43.30 -33.40 —33.91 -0.78 —32.89 5.83 6.08 Schisto_mansoni.Chr_2 6469 6565 @) Intergénica

new_4 .unplaced.SC_0120

sma-miR- 99 30.30 -32.10 -32.63 -1.08 -32.3 39.36 3.03 Schisto_mansoni.Chr_ W 24055623 24055721 (+) Intergénica

new_5

sma-miR- 90 36.67 -32.60 —38.89 —-1.06 —34.4 16.07 7.87 Schisto_mansoni.Chr_7 956192 956281 ) Intrénica

new_6 .unplaced.SC_0100

sma-miR- 81 44.44 -29.90 -38.64 -0.87 -31.3 21.03 2.77 Schisto_mansoni.Chr 5 2556921 2557001 @) Intrbnica

new_8

sma-miR- 93 41.94 —24.10 —28.28 —0.67 —26.11 11.12 9.63 Schisto_mansoni.Chr_W 3892016 3892108 (+) Intergénica

new_12

sma-miR- 80 37.50 -41.60 -52.00 -1.39 -39.9 27.78 3.82 Schisto_mansoni. 1513726 1513805 (+) Intergénica

new_13 SC 0041

sma-miR- 89 38.20 -29.10 —33.03 —0.86 —29.2 11.66 5.65 Schisto_mansoni.Chr_W 30576111 30576199 (-) Intergénica

new_15

sma-miR- 90 30.00 -32.30 —35.67 -1.19 -32.1 10.44 4.27 Schisto_mansoni.Chr_W 35229680 35229768  (+) Intergénica

new_16

MFE: Energia Minima Livre;

AMFE: Energia Minima Livre Ajustada;
MFEI: Indice de Energia Minima Livre;
MFEE: Energia Minima Livre do Conjunto termodinamico.
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Precursor do sma-miR-new_12 MFE =-21.10
GCCCGGGCAGAAUCACAGCUCACACACAAUUAAAUCAUUUCUACCACUGACCUCUUUGUU
AUUGUGUUGAGCAUAUGUAUUUUGUGCCCGUUU.

Sequéncias maduras
sma-miR-new_12-3p
UUUGUUAUUGUGUUGAGCAUAU
sma-miR-new_12-5p
AUCACAGCUCACACACAAUUAA

Figura 11: Estrutura secundaria predita do miRNA sma-miR-new_12. A estrutura secundaria do sma-miR-new_12 adota uma forma de
grampo e pode originar dois mMiIRNAs maduros a partir das sequéncias localizadas no braco 3p e 5p do precursor.
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4.2. Caracterizacao da expressdo génica de miRNAs de S. mansoni

Embora as predigdes computacionais de miRNAs apresentem grande utilidade
para a identificagdo e entendimento a cerca da evolucdo desses pequenos RNAS,
metodologias como sequenciamento de nova geracdo, gRT-PCR, Northern Blot, e
clonagem sdo necessarias e tem sido utilizadas para validar a existéncia desses
miRNAs, verificar seus perfis de expressdo, assim como detectar novas sequéncias no
género Schistosoma (Wang et al., 2010; Cai et al., 2011; Simoes et al., 2011; Cai et al.,
2013; Marco et al., 2013). Alguns trabalhos ja foram realizados mostrando a expressao
diferencial de miRNAs entre os estagios de esquistossdmulos e vermes adultos de S.
japonicum; estagios larvais, vermes adultos e ovos de S. japonicum (cercaria,
esquistossomulo, vermes macho e fémea e ovos), e entre esquistossomulos e vermes
adultos de S. mansoni (Xue et al., 2008; Hao et al., 2010; Wang et al., 2010; Cai et al.,
2011).

Nesse trabalho foi utilizada a tecnica de QRT-PCR para caracterizar
experimentalmente a expressdo de 26 miRNAs maduros durante os seguintes estagios
do parasita: cercaria, esquistossdmulos tranformados mecanicamente nos tempos de 3,5
horas (EMT-3,5 h) e 24 horas (EMT-24 h), vermes adultos e ovos. Esta técnica
apresenta alta sensibilidade e tem a vantagem de utilizar baixas quantidades de RNA.
Os resultados foram expressos usando 0s niveis de expressao dos miRNAs em relacao
ao controle enddgeno U6. Para os 26 miRNAs analisados, observou-se uma expressao
considerada real para 9 destes, seguindo os critérios estabelecidos na secdo 3.3.8 em
materiais e métodos (curva de dissociacdo, valores de ct e amplicons em gel de
agarose). Os valores de ct variaram entre 18 e 35, refletindo variados padrdes de
expressdo encontrados para 0s mMiRNAs em andlise. Segundo alguns autores, valores de
ct proximos a 20 sdo ideais para miRNAs maduros, enquanto valores entre 25 e 35 sdo
tipicos. Valores de ct >35 sdo muitas vezes considerados background ou ruidos da
técnica de qRT-PCR (Mestdagh et al., 2008; Becker et al., 2010).

Na Figura 12 estdo agrupados os miRNAs sma-miR-2162-3p, sma-miR-new_2-
5p e sma-miR-new_16-3p, onde os dois primeiros ndo apresentaram diferencas
significativas no padrdo de expressdo génica entre os estagios analisados. Verificamos
que o sma-miR-2162-3p apresentou niveis de transcritos em até 36 vezes maiores

quando comparado com o sma-miR-new_2-5p e sma-miR-new_16-3p. Além disso, 0
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sma-miR-2162-3p se apresentou como 0 MiIRNA mais expresso em comparacao a todos
0s outros analisados nesse estudo.

sma-miR-2162-3p sma-miR-new_2-5p
150 0.6-

100-| 0.4

50|

sma-miR-new_16-3p

0.8+

Expressao génica relativa (Z'ACt)

’:l Cercarig
0.6
|:| EMT. - 3,5h
0.4-] |:|EMT. -24h
0.2 l:lVermes adultos
' E . I o o5
0.0-!

\

Estagios

Figura 12: Perfis de expressdo dos miRNAs sma-miR-2162-3p, sma-miR-new_2-5p e
sma-miR-new_16-3p durante o ciclo de vida de S. mansoni. Os niveis de expressdo
foram avaliados baseados em 3 réplicas bioldgicas durante os seguintes estagios:
cercaria, esquistossomulos mecanicamente transformados (EMT- 3,5 h e EMT-24h),
vermes adultos e ovos usando gRT-PCR. Os niveis de expressdo foram calibrados de
acordo com o método 2 ““' . A analise estatistica foi realizada utilizando o teste de
ANOVA oneway (Tukey) com p<0,05. Sinais de diferencas estatisticas: * diferente de
cercaria,** diferente de EMT-3.5 h, *** diferente de EMT-24 h, * diferente de verme
adulto.

A Figura 13 mostra o padrdo de expressdo dos miRNAs sma-miR-new_12-5p e
sma-miR-new_13-5p, que apresentaram niveis de transcritos mais acentuados nos
estagios larvais, principalmente para os estagios de esquistossbmulos mecanicamente
transformados (EMT-3,5 h e EMT-24h). Observamos também uma up-regulation nos
niveis de expressao do miRNA sma-miR-new_13-5p em até 4 vezes no estagio de
esquistossdmulos mecanicamente transformados no tempo de 24 h (EMT-24 h)
comparado aos estagios de vermes adultos e ovos. Sugerimos que esse grupo de
miRNAs tenha uma maior atuacdo na regulacdo da expressdo génica nos estagios de
cercaria e esquistossdmulos mecanicamente transformados (EMT-3,5h e EMT-24h) em

comparagdo com vermes adultos e ovos.
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% sma-miR-new_12-5p sma-miR-new_13-5p

3 157 40-

©

o LF |

:E I:] Cercaria

o 20 [ JEMT.-35h

'g [ JEMT.-24n

E_ . I:IVermes adultos
w I‘-r'l B ovos

L e

Estagios

Figura 13: Perfis de expressdo dos miRNAs sma-miR-new_8-5p, sma-miR-new_12-
5p, sma-miR-new_13-3p e sma-miR-new_13-5p durante o ciclo de vida de S.
mansoni. Os niveis de expressdo foram avaliados baseados em 3 replicas biologicas
durante os seguintes estagios: cercaria, esquistossdmulos mecanicamente transformados
(EMT- 3,5 h e EMT-24h), vermes adultos e ovos usando qRT-PCR. Os niveis de
expressdo foram calibrados de acordo com o método 2 ' . A anlise estatistica foi
realizada utilizando o teste de ANOVA oneway (Tukey) com p<0,05. Sinais de
diferencas estatisticas: * diferente de cercaria,** diferente de EMT-3.5 h, *** diferente
de EMT-24 h, * diferente de verme adulto.

Outro grupo de miRNAs (sma-miR-250, sma-miR-92a, sma-miR-new_4-3p e
sma-miR-new_4-5p) apresentou maior nivel de transcritos nos estagios de vermes
adultos (Figura 14), evidenciando o envolvimento especifico desses miRNAs com esse

estagio e a possibilidade de exercerem fungdes importantes em vermes macho e fémea.
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Figura 14: Perfis de expressdo dos miRNAs sma-miR-250, sma-miR-92a, sma-miR-
new_4-3p e sma-miR-new_4-5p durante o ciclo de vida de S. mansoni. Os niveis de
expressdo foram avaliados baseados em 3 replicas biologicas durante os seguintes
estagios: cercaria, esquistossomulos mecanicamente transformados (EMT- 3,5 h e
EMT-24h), vermes adultos e ovos usando qRT-PCR. Os niveis de expressao foram
calibrados de acordo com o método 2 ““' . A anélise estatistica foi realizada utilizando o
teste de ANOVA oneway (Tukey) com p<0,05. Sinais de diferencas estatisticas: *
diferente de cercaria,** diferente de EMT-3.5 h, *** diferente de EMT-24 h, * diferente
de verme adulto.

Uma observacao interessante foi a deteccdo de expressdo de ambos 0s miRNAs
maduros sma-miR-new_4-3p e sma-miR-new_4-5p, provenientes de um mesmo
precursor, corroborando com dados da literatura que mostram que ambos o0s bracos 5p e
3p do mesmo mMIRNA precursor podem originar miRNAs maduros que atuam na
regulacdo de genes (Li, Tsai, et al., 2012). Li, Liao, et al. (2012) demonstraram que
miRNA maduros originados do braco 5p e 3p de um mesmo precursor tém diferentes
preferéncias por tecidos, onde alguns sdo expressos em tecidos normais e outros em
tecidos tumorais. Outros trabalhos também ja demonstraram que ambos 0s MIRNAs
maduros 3p e 5p sdo expressos em alguns tipos de doencas e podem apresentar efeitos
distintos (Jiang et al., 2010; Almeida, M. I. et al., 2012; Wu et al., 2013).

Aqueles miRNAs que ndo apresentaram curvas de dissociacdo com picos

definidos ou que apresentaram picos inespecificos, foram desconsiderados dessas

42



Resultados e Discussao

analises. Novos experimentos serdo realizados para conhecer o perfil de expressdo deste
conjunto de miRNAs, a saber: sma-miR-212, sma-miR-9c, sma-miR-new_2-3p, sma-
miR-new_3-3p, sma-miR-new_3-5p, sma-miR-new_5-3p, sma-miR-new_6-3p, sma-miR-
new_6-5p, sma-miR-new_8-3p, sma-miR-new_12-3p, sma-miR-new_15-3p, sma-miR-
new_15-5p e sma-miR-new_16-5p. Para a analise dos amplicons em gel de agarose,
consideraram-se aqueles miRNAs que apresentaram uma banda Unica em torno de
100pb. A Figura 15 exemplifica um resultado de validagdo positivo e um negativo.
Todos os géis referentes aos miRNAs analisados estdo apresentados no Anexo B.

A sma-miR-250 B sma-miR-212
O e 5 | fuum |
| | |
x \
| i
i i
1 1
= | |
Ct=27,94 Ct=35,39
pM  CER. E3,5 E24 V.A Ovo PM  CER. E3,5 E24 V.A Ovo

100pb 100pb

Figura 15: Critérios de avaliacdo para caracterizar a expressdo dos miRNAs. A)
Resultado Positivo — curva de dissociacdo do sma-miR-250 apresentando pico definido,
valor de ct dentro do intervalo aceito e presenca de bandas Unica em gel de agarose
referentes aos amplicons para cada estagio analisado. B) Resultado Negativo —curva de
dissociacdo de sma-miR-212 com picos inespecificos, valor de ct acima do intervalo
aceito e presenca de bandas inespecificas nos estagios de cercaria, verme adulto e ovo.

A Figura 16 apresenta um grupo de miRNAs (sma-miR-281, sma-miR-new_5-
5p, sma-miR-new_8-5p e sma-miR-new_13-3p) que apesar de apresentar uma curva de
dissociacdo dentro dos parametros estabelecidos, valores de ct adequados e a presenca
do amplicom correspondente ao miRNA em torno de 100pb, foi observada a presenca
de bandas inespecificas abaixo de 100pb, o que provavelmente reflete a presenca de
dimeros de primers. Portanto ndo consideramos a caracterizacdo dos perfis de expressdo
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desses miIRNAs, uma vez que os valores de ct podem ser superestimados devido a
presenca dos dimeros. Entretanto, ndo descartamos esses miRNAs das analises in silico,

uma vez que eles séo expressos em S. mansoni.

PM CER. U6 E3.5E24 VA Ovo PM CER. E3,5 E24 VA. Ovo
A
100pb 100pb
Sma-miR-281 Sma-miR-new_5-5p
PM CER. E3.5 E24 VA. Ovo PM CER. E35 E24 VA Ovo
100ph
100pb
Sma-miR-new_8-3p sma-miR-new_13-3p
B
syua-miR-new_5-5p st sma-miR-new_13-3p [

Figura 16: miRNAs ndo caracterizados experimentalmente: A) A analise dos
amplicons em gel de agarose revelou a presenca de produtos inespecificos que
provavelmente sdo dimeros de primers para 0s mMiRNAs sma-miR-281, sma-miR-new_5-
5p, sma-miR-new_8-5p e sma-miR-new_13-p. B) Curva de dissociacdo dos miRNAs
sma-miR-new_5-5p e sma-miR-new_13-3p dentro dos critérios estabelecidos.

Todos os trabalhos até agora publicados envolvendo os perfis de expressdo de
mMiRNAS no género Schistosoma juntamente com nossas analises, reforcam a hipotese
que os mMIRNAs apresentam um padrdo de expressdo génica diferencial no
desenvolvimento desses parasitas e podem desempenhar diferentes papéis na modulacao
do desenvolvimento, maturacéo e reproducdo destes (Xue et al., 2008; Hao et al., 2010;
Wang et al., 2010; Cai et al., 2011).
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4.3. Analise funcional in silico — Predic&o e categorizagdo de alvos dos miRNAs

4.3.1. Predicéo de alvos e rede de interagdo miRNA-mRNA

Diferentes algoritmos sdo utilizados para predizer alvos de miRNAs e a maioria
deles depende de abordagens baseadas na similaridade de sequéncias. Esses algoritmos
inicialmente buscam por algum grau de complementaridade de sequéncias entre o
miRNA de interesse e a regido 3" ndo traduzida (3’'UTR) de mRNAs com énfase na
regido seed do miRNA (2-8 nucleotideos). Etapas adicionais sdo necessarias para refinar
a predicdo de alvos e classifica-los de acordo com a robustez apresentada pelas
ferramentas de predicdo de alvos (Ritchie, Rasko e Flamant, 2013). Neste trabalho,
utilizamos o programa de predicdo miRanda que se baseia na anélise da interagdo do
miRNA com regides 3'UTR de mRNAs, gerando valores de energia livre que
representam a forca de interacdo do miRNA com o mRNA (Lindow, 2011). Os
parametros adotados foram similares aqueles utilizados para predizer genes alvos de
miRNAs em humanos (John et al., 2004). Alguns ajustes foram feitos com o intuito de
aumentar a estringéncia da predicdo, sendo considerados apenas valores de AG < -
15Kcal/mol e dando énfase apenas a interacdo com a regido seed dos miRNAs.

Foram gerados 211 alvos dentro dos genes mapeados para 0s 13 miRNAs
analisados in silico. O sma-miR-new_2-5p apresentou o maior nimero de alvos, seguido
pelos sma-miR-new _5-5p e sma-miR-new_12-5p (Tabela 8). Além disso, foram
observados 61 alvos que codificam proteinas hipotéticas, ou seja, que ndo demonstram
funcdo conhecida ou ndo apresentam similaridade com outras proteinas descritas em
outros organismos. 1sso pode ser explicado pelo fato do genoma de S. mansoni ndo estar
totalmente anotado e uma grande proporcao dos genes codificadores de proteinas tem
funcdo desconhecida. Entretanto, como os bancos de dados referentes ao genoma de
S.mansoni estdo em constante atualizagdo e a reanotacdo de genes acontece com
frequéncia, optamos por fazer buscas periddicas para verificar se nesse grupo de
proteinas hipotéticas houve reanotacdo e/ou a atribuicdo de funcdo. Dos 61 genes que
codificam proteinas hipotéticas, 14 apresentaram reanotacdo pelo menos no banco de
dados GeneDB 5.0. Com relacédo a interacdo dos miRNAs com os mRNAs foi possivel
observar 4 tipos de interacdo como esta descrito na Figura 17, demonstrando as varias

possibilidades de interacdo do miRNA com os seus mRNAs alvos.
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Figura 17: Possibilidades de interacdo dos miRNAs com a regido 3'UTR de
MRNAs. A) Dois miRNAs tendo o mesmo alvo em comum e se ligando a regides
3'UTR distintas. B) O mesmo miRNA interagindo com diferentes regiées 3'UTR de um
mesmo mMRNA alvo. C) O mesmo miRNA interagindo com duas isoformas de um
mesmo gene e se ligando na mesma regido 3'UTR em ambas. D) O mesmo miRNA
interagindo com duas isoformas de um gene e se ligando em regides 3'UTR diferentes.

A partir dos resultados obtidos foi possivel propor um rede de interagdo entre
cada miRNA e seus alvos a partir da ferramenta Cytoscape 3.0 (Figura 18) onde
podemos visualizar que 0s nos centrais correspondem a cada mMiIRNA com seus
respectivos alvos circundando sua regido. A forca de interacdo do miRNA e seus alvos
foi calculada a partir dos valores de AG que variaram entre -15,04 a -32,52 Kcal/mol.
Quanto menor o valor, maior ¢é a forca de interacdo do miRNA com o seu alvo e mais
proximo o alvo esta do né de seu mMIRNA correspondente. Ao observar a rede de
interacdo, verificamos a presenca de alguns alvos que foram preditos para mais de um
mMiRNA, o que reforca a ideia de que um mesmo alvo pode ser regulado por mais de um
miRNA. Dos 13 miRNAs demonstrados na rede de interacdo, 4 ndo apresentaram alvos
em comum com outros miRNAs. A Figura 19 ilustra em zoom uma regido da rede de
interacdo em que foi observado a presenca de um alvo em comum
(60S_ribosomal_protein_L10) entre o miRNAs sma-miR-new_13-3p e sma-miR-
new_13-5p, o que sugere que miRNA maduros oriundos do braco 3p ou 5p do mesmo
miRNA precursor podem compartilhar alvos. Ao todo, foram contabilizados 9 alvos que
sdo compartilhados por mais de um miRNA. Dois destes alvos em comum sdo genes de
proteinas que participam da composicdo de subunidades  ribossomais

(30S_ribosomal_protein_S12_ family e 60S_ribosomal_protein_L10, putative).
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miRNA ID Tamanho Localizacéo Sequéncia madura Regiéo seed N° Alvo
de alvos (melhor hit miRanda)

sma-miR-2162-3p 21 3 UAUUAUGCAACGUUUCACUCU AUUAUGC 9 Smp_064050.2_ruvb-
related_reptin_and_pontin

sma-miR-250 22 3 CCUUCAGUUGACUCAUGAUCUC CUUCAGU 12 Smp_167500_ap_endonuclease,
_putative

Sma-miR-92a 22 5 GAUUGCACUAGUCACGGCUUUU AUUGCAC 15 Smp_162410_dishevelled,_putat
ive

sma-miR-new_2-5p 22 5 UGGAAAACCUGUGAAAGUACUG GGAAAAC 45 Smp_150340_monocarboxylate
_transporter

sma-miR-new_4-3p 22 g UCGCUUUACCCAUAUCUGCUAG CGCUUUA 6 Smp_003660_DEAD_box_ATP
-dependent_ RNA _helicase,

sma-miR-new_4-5p 22 5 UGCAGGUAAAGUAAUGCUUGUU GCAGGUA 19 Smp_073930.2_rac-
alpha_serine_threonine-protein

sma-miR-new_12-5p 22 5 AUCACAGCUCACACACAAUUAA UCACAGC 20 Smp_067990.1_ubiquitin_conju
gating_enzyme_E2

sma-miR-new_13-5p 22 5 AGCUAGACUACCAUGGAAAACU GCUAGAC 16 Smp_150340_monocarboxylate
_transporter

sma-miR-new_16-3p 22 3 AUUACAAGCGAUCACUUUUAUA UUACAAG 10 Smp_074470_30S_ribosomal_p

rotein_S12
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Figura 18: Rede de interacdo entre miRNA-mRNAs-.A rede ilustra a interacdo miRNA-mRNA

sma-miR-new_8-5p

a partir dos valores de AG gerados. Quanto
menor o valor de AG mais proximo o mRNA esta do nd central que corresponde ao miRNA, representando maior forca de interacdo entre eles.
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Figura 19: Parte da rede de interacdo de miRNA-mRNA em zoom. Os miRNAs sma-miR-new_13-3p e sma-miR-new_13-5p compartilham
um alvo, sugerindo que miRNAs 3p e 5p oriundos de um mesmo precursor podem apresentar alvos em comum.
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4.3.2. Categorizacao funcional dos alvos.

Através da ontologia génica, podemos aferir a correlacdo dos miRNAs, seus
alvos e as vias metabdlicas envolvidas, o que nos permite avaliar e anotar
funcionalmente um miRNA e ter conhecimento da rota bioquimica em que o gene alvo
esta relacionado. Para os 9 miRNAs caracterizados experimentalmente nesse trabalho e
os outros 4 miRNAs os quais ndo descartamos das analises in silico, foi feita a ontologia
dos seus alvos preditos com a finalidade de saber a quais associa¢des estes estariam
relacionados (processo bioldgico, funcdo molecular e componente celular). Os termos
de ontologia génica (“GO terms”) de cada gene alvo foram recuperados no banco de
dados do parasita (GeneDB) e sua associacdo com vias metabdlicas foi feita através da
Enciclopédia de genes KEGG. Alem disso, foi feita uma busca através da ferramenta
TargetScan para obter miRNAs de outros organismos envolvidos na mesma fungéo

bioldgica que os analisados nesse estudo.

Com os resultados da ontologia génica observamos alvos envolvidos em
diferentes processos celulares e selecionamos 21 genes alvos relacionados a importantes
processos bioldgicos para o parasita, como o metabolismo energético, metabolismo de
glicose e lipideos, via TGF-B, sistema ubiquitina-proteassoma, evasdo do sistema imune
e regulacdo da transcricdo. Curiosamente, observamos que grande parte dos alvos
selecionados estd envolvida no processo de fosforilacdo oxidativa, caracteristico do
metabolismo energético aerébico mitocondrial, o que despertou nosso interesse em
investiga-los, uma vez que ja é relatada a importancia do metabolismo energético
durante o ciclo de vida de S. mansoni (Tabela 9). Além disso, também verificamos a
presenca de 6 alvos preditos relacionados ao sistema ubiquitina-proteassoma que tem

grande importancia na biologia do parasita, como sera discutido nos topicos seguintes.
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Tabela 9: miRNAs e ontologia génica de seus alvos em S.mansoni.

miRNA ID

sma-mir-
281

sma-mir-
new_2-5p

sma-mir-
new_4-5p

Alvo

TGF- B signal transdurcer
Smad2

ATP synthase lipid-binding
protein-like protein

Ubiquinone biosynthesis
protein
Lipase maturation factor

NADH dehydrogenase
(ubiquinone) Fe-S protein 7

NADH dehydrogenase
(ubiquinone) 1 beta

Ubiquitin modifier
activating enzyme 5

Cytochrome c type heme
lyase

Proteasome inhibitor P131
subunit

Ubiquitin conjugating
enzyme E2
Proteasome_subunit_beta 1
(TO1_family)

GeneDB

Smp_085910

Smp_000880.1/2

Smp_001430

Smp_026910.1/2

Smp_092490

Smp_036400.1

Smp_045780

Smp_022320.1

Smp_066340.1

Smp_082050.2

Smp_025800

Processo Biolégico

TGF-p pathway
(G0O:0007179)

Oxidative Phosphorylation
(G0:0006119)

Ubiquinone  biosynthetic
process (GO:0006744)
Protein maturation
(G0O:0051604)

Oxidative Phosphorylation
(G0O:0006119)

Oxidative Phosphorylation
(G0O:0006119)
Ubiquitin

(G0O:0006512)

cycle

Oxidative Phosphorylation
(G0O:0006119)

Regulation of proteasome
assembly
(G0O:0090364)
Ubiquitin
(G0O:0006512)
Ubiquitin-dependent
proteolysis (GO:0006511)

cycle

Funcéo Molecular

Sequence-specific DNA
binding transcription
factor activity
(G0O:0003700)
Proton-transporting ATP
synthase activity
(G0O:0046933)

Protein kinase activity
(GO:0004672)

NADH dehydrogenase
(ubiquinone) activity
(G0:0008137)

NADH dehydrogenase
(ubiquinone) activity
(G0:0008137)
Ubiquitin-like activating
enzyme activity
(G0O:0008642)
Holocytochrome-c
synthase activity
(G0O:0004408)
Endopeptidase inhibitor
activity (GO:0004866)

Ubiquitin-protein ligase
activity(G0:0004842)
Peptidase activity
(G0O:0008233)

Localizagao celular

Cytoplasm
(G0O:0005737)

Mitochondrion
(G0:0005739)

Mitochondrion
(G0:0005739)
Endoplasmic
reticulum
(G0:0005783)
Mitochondrion
(G0:0005739)

Mitochondrion
(G0:0005739)

Cytoplasm
(GO:0005737)

Mitochondrion
(G0:0005739)

Proteasome core
complex
(G0:0005839)
Cytoplasm
(G0O:0005737)
Cytoplasm
(G0O:0005737)

Resultados e Discussao

miRNA com funcéo
ortéloga.
hsa-miR-425
(NM_001003652)

hsa-miR-
3686(NM_001001937)

hsa-miR-548m/hsa-let-
7a(NM_016035)
hsa-miR-124/mmu-
miR-
124(NM_033200)
hsa-mir-548e/mmu-
miR-871-5p
(NM_001199981)
mmu-miR-
541(NM_005004)

hsa-miR-429/mmu-
miR-200c
(NM_001122608)
hsa-miR-181a/mmu-
miR-
181b(NM_006814)
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sma-mir-
new_5-5p

sma-mir-
new_12-5p

sma-mir-
new_13-3p

sma-miR-
new_13-5p

Lipoic acid synthetase

Tetraspanin, putative

Ubiquitin conjugating
enzyme E2

Acyl coenzyme A
thioesterase

Mitochondrial carrier 2

Cathepsin B peptidase 1

NADH:ubiquinone
oxidoreductase complex |
Insulin growth factor
binding protein 7

Venom allergen-like (VAL)
6 protein

Ubiquitin activating enzyme
El

Smp_010100

Smp_174630

Smp_067990.1/2/3/4

Smp_213500

Smp_053800

Smp_085010
Smp_170410

Smp_180600

Smp_124050.1/2/3

Smp_162630.1/2

Protein lipoylation
(G0O:0009249)

Ubiquitin
(G0O:0006512)

cycle

Acyl-CoA metabolic
process (GO:0006637)

Transport
(G0:0006810)

Proteolysis

(G0O:0006508)

Oxidative Phosphorylation
(G0O:0006119)

Regulation of cell growth
(G0O:0001558)

Pathogenesis(GO:0009405)

Ubiquitin
(G0O:0006512)

cycle

Lipoate synthase activity

(G0O:0016992)

Ubiquitin-protein ligase
activity(G0:0004842)

Acyl-CoA thioesterase
activity

(GO:0047617)
Transporter activity
(G0:0005215)

Cysteine-type peptidase
activity (GO:0008234)
NADH dehydrogenase
(ubiquinone) activity
Insulin-like growth
factor binding
(G0:0005520)

lon channel inhibitor
activity

(G0:0008200)

Ubiquitin-like activating

enzyme activity
(G0O:0008642)
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Mitochondrion
(G0O:0005739)

Integral to
membrane
(G0O:0016021)
Cytoplasm
(G0O:0005737)

Peroxisome
(GO:0005777)

Mitochondrion
(G0:0005739)

Lysosome
(G0O:0005764)
Mitochondrion
(G0O:0005739)
Extracellular region
(G0O:0005576)

Extracellular
region(G0:0005576)

Cytoplasm
(GO:0005737)

hsa-miR-
493(NM_194451)

hsa-miR-3189-
3p/mmu-miR-
3058(NM_147161)

hsa-miR-150/mmu-
miR-
5127(NM_014342)
hsa-miR-7/mmu-miR-
761(NM_001908)
hsa-miR-
4477a(NM_004541)
hsa-miR-3935/mmu-
miR-
688(NM_001553)
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4.3.3.miRNAs envolvidos na regulacdo do processo de fosforilagcdo oxidativa em S.
mansoni

Desde os anos 70 tém sido relatado que o parasita S. mansoni tem a capacidade
de mudar seu metabolismo ao longo de seu desenvolvimento, com a finalidade de se
adaptar as diversas mudancas ambientais durante um ciclo biolégico completo. Esse
parasita pode redirecionar o seu metabolismo energético alternando entre o uso de seu
estoque de glicogénio e na utilizacdo de glicose proveniente do hospedeiro para
abastecer suas necessidades energéticas (Figura 20) (Coles, 1972; Skelly e Shoemaker,
1995).

Cercaria

Esquistossémulo
Esporocistos A 5

. V

Vermes adultos

Miracidio Ovo

Figura 20: Metabolismo energético aerdbico-anaerobico durante o
desenvolvimento e estagios do ciclo de vida de S. mansoni. O estagio de cercaria
apresenta metabolismo energético aerobico (representado por coloragdo em preto),
enquanto o estagio de esquistossomulo apresenta metabolismo energético anaerdbico
(representado em branco). Ja os outros estagios apresentam metabolismo aerdbico ou
anaerdbico facultativos (Imagem: Marcela P. Costa).

A literatura estabelece que os estagios de vida livre como ovo, miracidio e
cercaria dependem principalmente do ciclo de Krebs e da atividade da cadeia
respiratOria para garantir sua sintese de energia. Contudo, o estagio de miracidio
também pode sobreviver na auséncia de oxigénio (Tielens, 1994). Uma atencdo maior
deve ser dada a transi¢cdo de cercéria para esquistossomulo, pois é nessa etapa que

ocorre a infeccdo ao hospedeiro vertebrado, e o parasita se depara com um ambiente
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completamente diferente que o meio aquético, necessitando se adaptar rapidamente para
garantir o sucesso na infec¢do. Essa adaptacdo acontece nos primeiros momentos da
penetracdo da cercéria na pele do hospedeiro definitivo, onde esta é exposta as altas
taxas de glicose externa, sendo esse o primeiro sinal que ird orientar o parasita a abrir
mé&o de suas reservas de glicogénio e confiar na disponibilidade de glicose oferecida
pelo hospedeiro (Thompson et al., 1984; Horemans, Tielens e Van Den Bergh, 1992).
Nesse momento, a transformacdo em esquistossomulo se inicia e o parasita opta por
quebrar a glicose em piruvato e lactato, invertendo seu metabolismo energético aerébico

para anaerébico (Von Kruger et al., 1978; Thompson et al., 1984).

Na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado, cada esquistossomulo mantém
0 metabolismo anaerdbico até se desenvolver em um verme adulto com sexo definido.
Este, gera uma grande quantidade de lactato, embora ja seja relatado que um terco do
seu metabolismo energético é proveniente do ciclo de Krebs e da cadeia respiratoria,
sugerindo que os vermes adultos ndo dispdem do metabolismo aerobico. Além disso, é
relatada a importancia do metabolismo aerobico na producdo de ovos pela fémea
(Coles, 1972; Schiller et al., 1975; Vanoordt et al., 1985). Outra comparavel transicao
do metabolismo aerobico para o anaerdbico ocorre quando o miracidio se diferencia em
esporocisto ao penetrar no hospedeiro intermediario (Tielens et al., 1992; Tielens,
1994).

A partir da ontologia génica, foram selecionados 21 alvos envolvidos em
importantes processos celulares para S. mansoni que séo regulados por sete miRNAs,
sendo que quatro (sma-miR-new_2-5p; sma-miR-new_4-5p; sma-miR-new_12-5p e
sma-miR-new_13-3p) apresentaram pelo menos um ou mais alvos envolvidos na
regulacdo do metabolismo energético do parasita de acordo com suas funcOes
moleculares, processos bioldgicos e localizacdo celular obtidos por ontologia génica
(Tabela 9). Esses genes em sua maioria participam diretamente do processo de
fosforilacdo oxidativa que ocorre na membrana interna mitocondrial. Tendo em vista
que o S. mansoni enfrenta diversas variacbes ambientais encontradas principalmente
dentro de seus hospedeiros, a habilidade de redirecionar seu metabolismo energético
transitando entre 0 metabolismo aerdbico e anaerdbico é crucial para sua sobrevivéncia,
adaptacdo e sucesso na infeccdo aos hospedeiros vertebrados e invertebrados. Sendo
assim, mecanismos de regulacdo da expressdo de genes envolvidos no metabolismo

energético devem ocorrer nesse parasita, e a partir de nossos resultados sugerimos que
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0os miRNAs atuam como moléculas que auxiliam a regular os niveis transcricionais

desses genes.

Os complexos transportadores de elétrons da cadeia respiratoria situados na
membrana interna mitocondrial estdo funcionalmente ligados por dois carreadores
mdveis de elétrons, a Coenzima Q e o citocromo C, e a funcdo desses complexos
enzimaticos € fazer uma conexdo entre a transferéncia de elétrons com a translocacao de
prétons para fora da mitocdndria com a finalidade de direcionar a sintese de ATP (Ton
et al., 1997). Neste contexto, nossos resultados revelaram 7 genes alvos para 0s
miRNAs analisados, os quais estdo envolvidos no processo de fosforilagdo oxidativa.
Desses, 3 sdo subunidades pertencentes a montagem do Complexo Enzimatico |
(NADH ubuquinona oxiredutase): NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 7 e
NADH dehydrogenase (ubiquinone) | beta como alvos do sma-miR-new_2-5p e NADH
ubiquinone oxireductase complex | como alvo de sma-miR-new_13-3p. E possivel que
para este Ultimo alvo (NADH dehydrogenase(ubiquinone) | beta) a anotagdo no banco
de dados GeneDB esteja incorreta, uma vez que no baco de dados NCBI este gene esta
nomeado como uma proteina hipotética, e ao realizarmos buscas por BLAST e Pfam na
tentativa de encontrar outras informagdes a respeito do gene ou proteina, verificamos
que o produto génico mostrou similaridade com a proteina Complex | intermediate
associated protein 30 de S. japonicum. Embora ndo ha dados na literatura relatando os
perfis de expressdo das subunidades do Complexo I no desenvolvimento de S. mansoni,
0 banco de dados de S. mansoni (GeneDB) apresenta perfis de expressdo baseados em
contigs reading para a maioria dos genes anotados nos estdgios de cercaria,
esquistossomulo nos tempos de 3,5h e 24h e vermes adultos. Observando esses dados,
verificamos que todas as subunidades do Complexo | apresentam baixos niveis
transcricionais no estagio de esquistossomulo em comparacdo com cercaria e vermes
adultos. Embora ndo podemos fazer nenhuma correlacdo de nossos resultados com a
expressdo desses genes disponivel no GeneDB, uma vez que ndo é adequado comparar
dados quantitativos provenientes de metodologias diferentes, ainda sim acreditamos que
esses mMIRNAs devem participar da manutencdo dos niveis de expressdo destes alvos ao

longo dos estégios de desenvolvimento de S. mansoni.

Outros genes alvos preditos pelo miRanda foram o cytocrome C type heme lyase
para 0 sma-miR-new_4-5p, ATP synthase lipid binding protein-like protein e

Ubiquinone biosynthesis protein para o sma-miR-new_2-5p e Mitochondrial carrier 2
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protein para o sma-miR-new_12-5p. O cytocrome C type heme lyase estd diretamente
ligado a maturacdo final do citocromo C1 (Complexo 1V) (Skelly, Stein e Shoemaker,
1993) e sua translocacdo para a membrana interna da mitocéndria, catalisando a adi¢éo
de um grupo heme e se ligando ao apocitocromo c1(Nicholson, Stuart e Neupert, 1989).
J& o produto do gene ATP synthase lipid binding protein-like protein atua no transporte
de prétons acoplado a sintese de ATP no Complexo V, enquanto o gene Ubiquinone
biosynthesis protein esta relacionado a sintese de ubiquinona (Coenzima Q), um lipideo
que trasporta elétrons pela cadeia respiratéria. Tzagoloff e Dieckmann (1990)
demonstraram que mutantes de Saccharomyces cerevisiae deficientes na biossintese de
ubiquinona ndo obtem sucesso no crescimento em fontes de carbono ndo fermentaveis,
sugerindo que este gene é essencial para 0 metabolismo energético aerdbico.
Finalmente, o gene Mitochondrial Carrier 2 € um membro de uma familia de
carreadores mitocondriais que realizam a translocacdo de ADP/ATP através da
membrana mitocondrial (Nury et al., 2006).

Estudos recentes mostraram que a mitocondria € um dos destinos de pre-
miRNAs e miRNAs maduros, o que tem gerado maiores investigacfes no intuito de
desvendar os possiveis papéis dos miRNAs associados a mitocondria em diferentes
processos celulares. A presenca de miRNAs em mitocondrias ja foi relatada em figado
de ratos e camundongos, miotubos, células HelLa, 143B, HEK293 e em células
musculares humanas (Kren et al., 2009; Bian et al., 2010; Bandiera et al., 2011; Barrey
et al., 2011; Mercer et al., 2011; Sripada et al., 2012) e tem sido proposto que estes
pequenos RNAs regulam proteinas mitocondriais codificadas pelo nucleo, afetando a
homeostase mitocondrial, fosforilacdo oxidativa, sintese de ATP, apoptose, geracédo de
espécies reativas a oxigénio (ROS) e metabolismo de &cidos graxos em diversas
patologias (Aroor et al., 2012).0 papel dos miRNAs na regulacdo da fosforilacdo
oxidativa na mitocdndria ainda ndo esta bem elucidado e o conhecimento disponivel é
baseado em observacdes simples. Alguns estudos descreveram o envolvimento do miR-
181c no remodelamento do Complexo IV da cadeia transportadora de elétrons em
midcitos cardiacos através da regulacdo do gene COX1(cytochrome oxidase subunit 1) e
a acdo do miR-338 agindo como regulador de COXIV (cytochrome oxidase 1V),
modulando a oxidacdo fosforilativa em axénios de neurdnios simpaticos(Aschrafi et al.,
2008; Das et al., 2012). Ainda, os perfis de expressdo alterados do miR-181c e miR-338

reportados em células tumorais indicaram sua importancia como possiveis reguladores
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do metabolismo energético (Huang, X. H. et al., 2009; Hashimoto et al., 2010; Huang et
al., 2011; Lakomy et al., 2011). O miR-210 também tem sido mencionado como um
possivel regulador da fosforilagdo oxidativa, apresentando como alvo o gene COX10,
levando ao decréscimo da fungdo mitocondrial e direcionando altas taxas de glicolise
(Chan et al., 2009; Chen, Z. et al., 2010; Favaro et al., 2010). Uma das principais
caracteristicas de células tumorais € sua capacidade de sustentar altas taxas de glicdlise
para gerar ATP, independente da disponibilidade de oxigénio, o que leva a mudancas
fundamentais no seu metabolismo. Muito provavelmente, os miRNAs devem exercer
um papel importante na regulacdo do fungdo mitocondrial assim como supressores
tumorais (Tomasetti, Neuzil e Dong, 2013). Assim, o envolvimento de miRNAs como
reguladores do metabolismo energético ndo é exclusivo de S. mansoni e ja € reportada a
participacdo desses pequenos RNAs na regulacdo da funcdo mitocondrial em outros
modelos de estudo. Um modelo de como seria a regulacdo da fosforilacdo oxidativa
mediada por miRNA em S. mansoni é apresentado pela Figura 21.
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Figura 21: miRNAs preditos envolvidos na regulacéo da fosforilacdo oxidativa em
S. mansoni. Os MiIRNAs sma-miR-new_2-5p, sma-miR-new_4-5p. sma-miR-new_12-5p
e sma-miR-new_13-13p regulam em nivel pos-transcricional a expressao de genes que
participam dos complexos enzimaticos e de proteinas acessérias na cadeia
transportadora de elétrons que ocorre na membrana interna da mitocondria. As entradas
dos genes estdo demonstradas na Tabela 10.
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4.3.4.miRNAs envolvidos na regulagdo do sistema ubiquitina-proteassoma em S.
mansoni

O sistema ubiquitina-proteassoma (UPS) € um sistema proteolitico indispensavel
para a degradacdo selecionada de proteinas citosolicas intracelulares, nucleares e
miofibrilares. Esse sistema controla muitos processos bioldgicos fundamentais como a
proliferacdo celular, adaptacéo ao estresse e morte celular, tendo como funcdo principal
prevenir o aclmulo de proteinas danificadas, mutantes ou com defeitos de

enovelamento.

Diversos trabalhos ja descreveram a presenca do sistema ubiquitina-proteassoma
em uma grande variedade de eucariotos, incluindo parasitas, nos quais desempenha
fungdes importantes no decorrer de seu desenvolvimento(Gantt et al., 1998; Robertson,
1999; Shaw et al., 2000). Em S.mansoni, alguns trabalhos ja foram realizados
demonstrando a existéncia dos componentes do sistema-ubiquitina proteassoma e sua
importancia no desenvolvimento do parasita (Guerra-Sa, 2000; Castro-Borges, 2005;
Guerra-Sa et al., 2005; Nabhan et al., 2007; Pereira-Junior et al., 2013; Pereira et al.,
2013). Guerra-Sa et al. (2005) demonstrou que a inibicdo da atividade catalitica do
proteassoma 20S utilizando o inibidor MG-132 em vermes adultos de S. mansoni,
reduziu o namero de esquistossdbmulos na fase pulmonar, o nimero de vermes adultos e
consequentemente diminuiu a ovoposi¢cdo em camundongos infectatos. O mesmo autor
demonstrou pela primeira vez a expressdo do gene SmUbi, uma poliubiquitina, em todas
as formas de desenvolvimento do parasita, 0 que foi confirmado posteriormente pela
presenca de conjugados ubiquitinados em extratos proteicos totais de cercaria,
esquistossdmulos e vermes adultos, sendo o nivel destes maiores nos estagios larvais,
sugerindo que a via de degradacdo ubiquitina-proteassoma exerce um papel importante
nos processos de remodelagem em S. mansoni (Guerra-S4a, 2000; Castro-Borges, 2005).
Outro trabalho envolvendo os perfis de expressdo de subunidades que compbem o
proteassoma 26S mostrou que esses componentes sdo diferencialmente expressos nos
estagios de cercaria, esquistossdmulos e vermes adultos. O mesmo trabalho sugere a
ocorréncia de uma down-regulation do proteassoma durante as fases iniciais de
desenvolvimento de esquistossomulos e uma up-regulation do mesmo ao atingirem a
maturidade para se diferenciarem em vermes adultos. Além disso, foi demonstrado

nesse trabalho que o knockdown da subunidade SmMRPN11/POH1 do proteassoma em
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esquistossomulos levou a reducdo da viabilidade desses parasitas em 78%, indicando
que essa subunidade € essencial para a atividade do proteassoma, e que este sistema
proteolitico tem um importante papel no desenvolvimento e sobrevivéncia do parasita
(Nabhan et al., 2007). Ainda, foi demonstrado recentemente o funcionamento da via
UPS no decorrer do desenvolvimento de ovos de S. mansoni e que 0s componentes
morfolégicos do ovo totalmente desenvolvido também exibem perfis de expressao
diferenciais das subunidades do proteassoma (Mathieson, Castro-Borges e Wilson,
2011).

A partir dos trabalhos publicados demonstrando a importancia do sistema-
proteassoma e niveis de expressao diferenciais de seus componentes em S.mansoni,
podemos sugerir que mecanismos de regulacdo da expressao génica Sa0 necessarios
para a manutencdo desse sistema no decorrer do desenvolvimento de S. mansoni. A
predicdo de alvos nesse trabalho revelou dentre os 21 alvos selecionados, 6 alvos
envolvidos nos sistema UPS. Tanto o sma-miR-new_2-5p e o sma-miR-new_13-5p
apresentaram como alvos enzimas ativadoras de ubiquitina
(ubiquitin_activating_enzyme 1). J& a predicao de alvos revelou enzimas conjugadoras
de ubiquitina (ubiquitin_conjugating_enyme 2) para 0s miRNAs sma-miR-new_4-5p e
sma-miR-new_12-5p. O sma-miR-new_4-5p além de ter como alvo uma E2 também
apresentou como alvos uma subunidade beta do proteassoma (proteasome _subunit f1 —
TO1_family) e o inibidor do proteassoma PI31 (proteasome_inhibitor PI31_subunit)
(Tabela 9). O inibidor do proteassoma PI31 é um gene altamente conservado na
evolucdo dos metazoarios e sua atividade na inibicdo do proteassoma ja é bem
estabelecida. Botelho-Machado et al. (2010) demonstrou que transcritos de SmPI31 séo
expressos durante o ciclo de vida de S. mansoni e sugeriu que este tem um papel
importante como inibidor do proteassoma em vermes adultos. Uma vez que 0s miRNAs
sma-miR-new_12-5p e sma-miR-new_13-5p apresentaram niveis transcricionais
elevados no estagio de esquistossomulo (EMT-3,5 h e EMT-24h) (Figura 13) em
comparacdo com vermes adultos e ovos, podemos sugerir que estes dois mIRNAs
estejam atuando na regulacdo das enzimas E1 e E2 nesse estagio. Embora seja relatado
que nos estagios larvais de cercaria e esquistossdmulo com pouco tempo de
desenvolvimento hd acimulo de proteinas ubiquitinadas, ndo descartamos a hipotese de
que miRNAs participam da regulacdo negativa dos niveis transcricionais das enzimas

ativadoras e conjugadoras de ubiquitina, garantindo o equilibrio dos niveis de proteinas
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ubiquitinadas para ndo comprometer a viabilidade celular e sobrevivéncia do parasita,
pois deve-se ressaltar que a atividade do proteassoma nesses estagios é reduzida em
comparagdo a vermes adultos como sugerem alguns estudos (Castro-Borges, 2005;
Nabhan et al., 2007; Pereira et al., 2013).

Observamos também um possivel efeito antagonista do sma-miR-new_4-5p na
atividade do proteassoma, uma vez que esse miRNA apresentou como alvos o inibidor
do proteassoma PI31 e a0 mesmo tempo a subunidade B1 do proteassoma. Esse miRNA
apresentou maior nivel de expressdo no estagio de verme adulto, o que nos leva a crer
que este atua regulando tanto positivamente quanto negativamente a atividade do
proteassoma nesse estagio, dependendo das condi¢cbes em que o0 parasita se encontra.
Sendo assim, sugerimos que em vermes adultos 0 sma-miR-new_4-5p possa atuar de
duas formas opostas, alterando negativamente os niveis de expressdo de P131 refletindo
em uma maior atividade proteassomal ou diminuindo os niveis da subunidade B1 do
proteassoma, levando ao comprometimento da atividade do mesmo (Figura 23). Ainda,
Nabhan et al. (2007) demonstrou a expressdo diferencial de varias subunidades do
proteassoma, dentre elas a subunidade Bl (Smpl), e a0 compararmos 0S niveis de
expressdo de Smpg1 com o sma-miR-new_4-5p, propomos a presenca de uma correlacédo
negativa na expressdo desse miRNA com o seu alvo nos estdgios de cercéria,

esquistossdmulos e vermes adultos (Figura 22).
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Figura 22: Perfil de expressdo do sma-miR-new_4-5p e seu alvo Smg1l durante os
estagios de desenvolvimento de S. mansoni. O miRNA apresenta uma correlacdo
negativa em sua expressao em relacdo ao seu alvo nos estagios de cercéria e vermes
adultos.
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Figura 23: miRNAs preditos envolvidos na regulacdo do sistema ubiquitina-
proteassoma.os MiRNAs sma-miR-new_2-5p, sma-miR-new_4-5p, sma-miR-new_12-
5p, sma-miR-new_13-5p atuam regulando genes envolvidos nos processos de
ubiquitinacdo e na degradacédo de proteinas pelo proteassoma.

Nesse contexto, propomos que 0s MIRNAs sma-miR-new_2-5p, sma-miR-
new_4-5p, sma-miR-new_12-5p e sma-miR-new_13-5p atuam na regulacdo da
expressdo génica de componentes do sistema-ubiquitina proteassoma em S. mansoni e
que também podem atuar em sinergismo para regular essa via garantindo os momentos
exatos em que o processo de degradacdo de proteinas, o qual é essencial para a

sobrevivéncia do parasita, deva funcionar em maiores ou menores taxas.

4.3.5. Outro alvos regulados por miRNAs em S. mansoni

Além de nossos resultados mostrarem o papel importante dos miRNAs
analisados na regulacdo da expressdo de genes envolvidos tanto no processo
fosforilacdo oxidativa mitocondrial, como no sistema ubiquitina-proteassoma em S.
mansoni, verificamos também outros genes preditos que sdo essenciais para a

sobrevivéncia do parasita como um gene da familia das tetraspaninas (tetraspanin
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putative), o gene da catepsina Bl (cathepsin peptidase B1l) e o gene VALG6 (venom
alergen like 6 protein) sendo alvos dos miRNAs sma-miR-new_12-5p, sma-miR-
new_13-3p e sma-miR-new_13-5p respectivamente. Tetraspaninas representam uma
classe de proteinas que sdo expostas na superficie do tegumento de S. mansoni e atuam
na evasdo do sistema imune através da complexacdo com o complexo MHC (Complexo
de Histocompatibilidade Maior). Estudos com tetraspaninas demonstram que essas Sao
potenciais antigenos candidatos a elaboracdo de vacinas contra a esquistossomose(Tran
et al., 2006). A proteina VALSG é encontrada no tegumento de vermes adultos e pertence
a familia de proteinas VAL presente em platelmintos apresentando também um papel
como moduladora da evasdo do sistema imune (Van Balkom et al., 2005; Chen, J. et al.,
2010; Chalmers e Hoffmann, 2012). J& a proteina Catepsina B1 € uma peptidase
associada ao intestino de vermes adultos e tem a importante funcdo na digestdo de
proteinas do sangue que sdo a fonte de nutrientes para seu crescimento,
desenvolvimento e reproducdo. Sua inibicdo representa uma atrativa alternativa para o

desenvolvimento de drogas anti-esquistossomomais (Jilkova et al., 2011).

Finalmente, a predicdo de alvos mostrou também o gene Smad2 (TGF-p signal
transducer Smad2) como alvo do miRNA conservado sma-miR-281, sendo este um
componente da importante via de sinalizacdo TGF-B. A superfamilia de proteinas TGF-
B é um dos importantes fatores de crescimento produzidos por diversos tipos celulares
que participam da regulacdo de varios processos celulares, incluindo proliferacdo e
diferenciacdo celular, motilidade, adesdo, determinacdo de linhagens celulares e
apoptose (Massague, 1998). Proteinas Smad sdo componentes esséncias dessa via de
sinalizacdo e atuam como receptores de substratos que podem se translocar para o
nucleo quando ativadas e interagir com uma serie de proteinas regulatorias e acessorias

que irdo determinar quais genes devem ser regulados (Loverde, Osman e Hinck, 2007).

Como o género Schistosoma tem a caracteristica de endoparasitar vertebrados,
estes desenvolveram mecanismos sensiveis que garantem a resposta a estimulos
externos provenientes de moléculas do hospedeiro. O verme macho tem a habilidade de
transmitir sinais a fémea, levando a regulacdo de varios genes desta. A identificacdo de
varios fatores de crescimento em S.mansoni, evidencia que este parasita responde a
estimulos do hospedeiro (Loverde, Osman e Hinck, 2007). O gene SmSmad-2 ja foi
identificado em S. mansoni, apresentando alto grau de homologia com o Smad 2 de

Xenopus laevis e humanos (Eppert et al., 1996; Graff, Bansal e Melton, 1996; Riggins
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et al., 1996; Zhang et al., 1996; Nakao et al., 1997). Ainda, estudos com o homologo
Smad2 em S. mansoni mostraram seus perfis transcricionais e proteicos, indicando que
0 SmSmad-2, ou a via de sinalizagdo TGF-B, atua em importantes papéis no
desenvolvimento do parasita em geral e também na maturacdo sexual de vermes macho
e fémea (Loverde, Osman e Hinck, 2007). Nexte contexto, sugerimos que 0 sma-miR-
281 além se ser um mIRNA conservado e expresso em todos o0s estagios do
desenvolvimento de S. mansoni, apresenta um papel importante na regulacdo pos-
transcricional de Smad2, principalmente em machos, uma vez que foi demonstrado por
Marco et al. (2013) através de sequenciamento de Gltima geracdo que 0 sma-miR-281
apresenta expressao génica sexo-especifica, estando ausente em fémeas. A regulacéo a
niveis pds-transcricionais dos componentes da via de sinalizacdo TGF-p deve refletir
diretamente nas interagdes entre o parasita e hospedeiro e ainda mais na transmisséo de

sinais do verme macho para a fémea.
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Concluséo

Dentre os principais resultados obtidos nesse trabalho, destacam-se:

e 24 miRNAs maduros ndo conservados e 2 miRNAs maduros conservados (sma-
miR-212 e sma-miR-281) em S.mansoni.

e 13 miRNAs maduros validados experimentalmente apresentando um padrdo de
expressdo génica diferencial nos estagios de desenvolvimento do parasita.

e 21 alvos preditos para 0s miRNAs validados estdo envolvidos em importantes
funcgdes bioldgicas do S. mansoni.

e 4 miRNAs ( sma-miR-new_2-5p, sma-miR-new_4-5p, sma-miR-new_12-5p,
sma-miR-new_13-3p) estdo envolvidos na regulacdo do processo de fosforilacéo
oxidativa mitocondrial.

e 4 miRNAs (sma-miR-new_2-5p, sma-miR-new_4-5p, sma-miR-new_12-5p, sma-
miR-new_13-5p) estdo envolvidos na regulacdo do sistema ubiquitina-

proteassoma.

Diante desses resultados, podemos concluir que os mIRNAs sdo
moléculas que estdo presentes no genoma de S. mansoni e atuam fortemente
como reguladores da expressdo génica em nivel pos-transcricional, podendo
atuar em processos biolégicos distintos ao longo dos estagios de

desenvolvimento do parasita.
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Perspectivas

Como perspectivas desse trabalho, analises futuras serdo realizadas para:

1 — Desenvolver protocolos para caracterizar a expressao de miRNAS precursores.
2 - Utilizar novos softwares tanto para predicdo de miRNAs maduros como de alvos.

3 — Estabelecer metodologias para avaliar o efeito do silenciamento e/ou super—

expressdo de miRNAs na biologia do parasita.

Vale ressaltar que parte dos resultados obtidos neste trabalho foi utilizada para a
elaboragdo do manuscrito “microRNAs involved in regulation of oxidative
phosphorylation in Schistosoma mansoni” em analise na Molecular and Biochemical
Parasitology. Finalmente, no decorrer da realizagdo dessa dissertacdo, foram realizados
em paralelo, experimentos envolvendo o padrdo de expressdo génica de 3 exportinas,
que sdo proteinas que participam do transporte de RNAs do nicleo para o citpoplasma.
Uma delas, a Exportina 5, tem um importante papel no transporte de miRNAs para o
citoplasma. Os principais resultados deste trabalho foram compilados no manuscrito
“Characterization of export receptors exportins (XPOs) in the parasite Schistosoma

mansoni”’, publicado na Parasitology Research(volume 112(12), p.4151-9).
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Anexo A: Estruturas secundarias correspondentes a cada miRNA precursor analisado e seu valor minimo de energia livre (MFE).
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ANEXO B : Amplicons dos miRNAs maduros analisados em gel de agarose 2% nos estagios de desenvolvimento de S. mansoni.1-Cercaria; 2-
EMT-3,5h; 3- EMT-24h; 4- Verme adulto; 5- Ovo.
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