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Resumo

Com base na interacdo especifica entre o fator de iniciagdo eucariotico 4E
(elF4E) e o 5 CAP monometilguanosina (MMGcap) do mRNA foi
desenvolvido um eficiente sistema para purificacdo de mRNA usando um
mutante da proteina humana elF4E. Apesar de o MMGcap ser o mais comum
nos mMRNAs eucariéticos, em nematoides e platelmintos devido ao processo de
trans-splicing ha também a presenga do 5 CAP trimetilguanosina (TMGcap).
Tendo em vista a capacidade unica da elF4E de helmintos em interagir com
ambos MMGcap e TMGcap, nesse trabalho foram analisadas as sequéncias
peptidicas das elF4E de platelmintos e a aplicacdo da proteina recombinante
elF4E de Echinococcus granulosus como uma ferramenta para o
enriquecimento de amostras com mRNAs a partir de RNA total do parasito. As
sequéncias preditas das elF4E de platelmintos foram obtidas para 18
platelmintos parasitos e apenas uma isoforma da proteina foi encontrada em
cada organismo. Na anadlise filogenética, essas proteinas formaram um ramo
unico e divergente, inclusive dos platelmintos de vida livre. A sequéncia
codificante da proteina elF4E de E. granulosus foi clonada por recombinagao in
vivo e a proteina recombinante (EgRelF4E) em fusdo com a glutationa S-
transferase (GST) foi expressa em Escherichia coli. A proteina em fusao foi
recuperada a partir da fracdo soluvel por cromatografia de afinidade, sendo
obtido o rendimento de 12,8 mg de proteina por 1 L de cultura. No ensaio de
captura de mRNAs através do 5 CAP pela GST-EgRelF4E foi usado RNA total
de E. granulosus e de E. ortleppi. A capacidade da EgRelF4E em capturar
mRNAs foi avaliada por RT-qPCR de forma comparativa ao RNA total e aos
resultados obtidos de um kit comercial de Oligo-dT. Foram avaliados tanto os
genes relacionados ao processo de trans-splicing como 0s genes que nao
passam por este processo. Também foi avaliado a presenca dos rRNAs nas
amostras. Nossos dados preliminares indicam que a EgRelF4E foi capaz de
purificar os mMRNAs e reduzir os niveis dos rRNAs. Porém, houve perdas
significativas de mRNAs, que precisam ser corrigidas. Apesar de promissora
para platelmintos, a aplicagdo dessa metodologia precisa ser melhor

padronizada visando o aumento do rendimento global do sistema.
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Abstract

Based on the specific interaction between the eukaryotic initiation factor 4E
(elF4E) and the mRNA 5 'CAP monometilguanosina (MMGcap), an efficient
system for mRNA purification using a mutant of the human protein elF4E has
been developed. Despite of the MMGcap be the most common in eukaryotic
mRNAs, in in parasitic nematodes and flatworms due to the trans-splicing
process there is also the 5 'CAP trimetilguanosina (TMGcap). Due to this
peculiarity and unique ability of the helminthes elF4E in interacting with both
MMGcap and TMGcap, in this work was analyzed the sequences of elF4E from
flatworms and evaluated the using of elF4E from E. granulosus (Eg-elF4E) be
used as a tool for purification of mMRNA derived from total RNA of the parasite.
The predicted sequence of the elF4E flatworms was obtained for 18 parasitic
flatworms and only one protein isoform was found for each species. In
phylogenetic analysis of these proteins was formed a unique and divergent
branch, even when compared with the free-living flatworms. The coding
sequence of the E. granulosus elF4E protein was cloned by in vivo
recombination and the recombinant protein (EgRelF4E) fused to glutathione S-
transferase (GST) was expressed using Escherichia coli. The fusion protein
was recovered from the soluble fraction by affinity chromatography and the yield
was 12.8 mg of protein per 1 L of culture. For the mRNAs capture assay using
the 5 'CAP by GST-EgRelF4E were used total RNA from E. granulosus and E.
ortleppi. The ability of EgRelF4E to capture mRNAs was evaluated by RT-
gPCR compared with the total RNA and the results obtained with the
commercial Oligo-dT kit. For comparison and analyzed were selected both
genes related to trans-splice process as genes that do not undergo this
process. The levels of rRNAs in the samples were also assessed. Our
preliminary data indicate that EgRelF4E was able to purify the mRNAs and
reduce the levels of rRNA. However, there was a significant loss in the level of
mRNAs and it need to be adjusted. Despite of being a promising for flatworms,
the implementation of this alternative methodology should be further

standardized to increase the overall efficiency of the system.
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1.  INTRODUGCAO

1.1. Atraducdao do mRNA e os fatores de inicio da tradugao

A traducdo do RNA mensageiro (mMRNA) para proteina desempenha um
importante papel no controle da expressdo génica, tendo papel critico no
crescimento e proliferagdo celular e no desenvolvimento. A sintese de
proteinas é dividida em trés etapas: a iniciagdo, alongamento e terminagéo,
havendo pontos de controle em cada uma delas. Entretanto, a etapa mais
regulada e limitante da tradugéo € a iniciagdo, quando ocorre o recrutamento
do ribossomo e o seu posicionamento junto ao cédon de iniciagdo dos mRNAs
(GINGRAS et al., 1999; SHATSKY et al., 2014).

A iniciacdo da tradugao € um processo de multiplas fases que envolvem
uma complexa interagdo proteinas-RNAs. Em eucariotos, esse processo €
catalisado por diversas proteinas, nomeadas de fatores de inicio da tradugao
eucarioticos (elF), que interagem com os trés tipos classicos de RNA, os
transportadores (tRNA), ribossbmicos (rRNA) e os mensageiros (mRNA)
(GINGRAS et al., 1999; PREVOT et al., 2003).

O primeiro passo desse processo € a reciclagem dos ribossomos 80 S
preexistentes pela proteina elF6, que dissocia as subunidades 60 S e 40 S. A
partir disso, uma complexa cadeia de eventos acontece para que a subunidade
ribossdmica 40 S se associe ao mMRNA. E o primeiro desses eventos é a
formacdo de um complexo ternario entre elF2, uma molécula de GTP e um
tRNA iniciador (elF2-Met-tRNAIi-GTP). Este complexo ternario é entédo
recrutado pela subunidade ribossémica 40 S, que ja esta associada com elF1A
e elF3 e leva a formacao do complexo de iniciacdo 43 S (PESTOVA et al.,
2001; PREVOT et al., 2003).

Ainda que haja outras trés formas de recrutamento do mRNA em
eucariotos (SHATSKY et al., 2014), para a maioria absoluta dos mRNAs
eucarioticos a ligagcao ao 43 S é canonicamente mediada pelo reconhecimento
da estrutura 5° CAP do mRNA, sendo necessario gasto de ATP e a atuagao de
um grupo de trés fatores de iniciagao, o complexo elF4F (composto de elF4E,

elF4A e elF4G), reforcado pela presenca de elF4B (Figura 1).
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AUG

Figura 1: Formacgéo do complexo de iniciacdo 48 S. Adaptado de PREVOT et al. (2003).

Por intermédio dos fatores elF1 e elF1A, o complexo ribossémico migra
linearmente até o codon de iniciagdo (AUG). Como ultimo passo dessa etapa, a
elF5 desencadeia a hidrolise do GTP pela elF2, que permite a dissociacado de
todos os fatores de iniciacido, a unido das subunidades 60 S e 40 S, iniciando o
alongamento da cadeia peptidica (GINGRAS et al., 1999; PREVOT et al,
2003;ALEKHINA & VASSILENKO, 2012).

1.2. O fator de inicio da traduc¢ao 4E eucariético (elF4E)

Em condi¢cdes normais, a etapa chave e limitante do inicio da traducao
€ o fator de iniciacdo eucaridtico 4E (elF4E), um dos componentes do
complexo elF4F. A elF4E é uma proteina de 25 kDa e que reconhece
especificamente a estrutura 5° CAP do mRNA (GINGRAS et al.,, 1999; VON
DER HAAR et al., 2004). Além de seu importante papel no inicio da tradugao
do mRNA citoplasmatico, a elF4E também esta envolvida na exportagdo do
mMRNA do nucleo para o citoplasma, entre outros processos (GOODFELLOW &
ROBERTS, 2008; RHOADS, 2009).

Na maioria dos mRNAs eucariotos, em especial de vertebrados, a
estrutura 5° CAP é uma 7-metilguanosina (MMGcap) ligada através de uma
ligacao 5’-5’ trifosfato a extremidade 5’ do RNA (GINGRAS et al., 1999; SACHS
& VARANI, 2000).

15



A interacao entre fator de iniciacdo elF4E com o MMGcap é especifica
com uma afinidade na ordem de submicromolar e cerca de cinco vezes maior
que a afinidade pelos precursores nao metilados. A afinidade da elF4E por
MMGcap pode aumentar pelo menos 10 vezes se houver a sua associagcao
com a elF4G (SACHS & VARANI, 2000).

Tanto a cadeia primaria como a estrutura tridimensional da elF4E
foram conservadas ao longo da evolugdo. A estrutura secundaria da proteina é
constituida por 8 folhas B (S1-S8) envoltas por 3 a-hélices (H1-H3), fazendo
com que a estrutura central se assemelhe a uma mao em forma de concha
(Figura 2). Na face cbncava liga-se o MMGcap, através da interacdo com dois
residuos de triptofano altamente conservados (posi¢cdes 56 e 102 da elF4E
murina), enquanto na face convexa liga-se a maioria das proteinas ligantes ou
reguladoras, como elF4G e as proteinas de ligagao a 4E (4E-BP), envolvendo
a participagdo do triptofano 73 (JOSHI et al., 2005; GOODFELLOW &
ROBERTS, 2008; RHOADS, 2009). As extremidades N- e C-terminais da
elF4E nao sdo essenciais para a tradugdo, porém ambas podem estar
envolvidas na regulagdo da atividade da proteina e/ou em sua estabilidade
(JOSHI et al., 2005; RHOADS 2009).

elF4G
peptide

Figura 2: Estrutura tridimensional da elF4E murina complexada com MMGcap e a elF4G.
Residuos importantes para a ligagdo ao MMGcap (W56 e W102) e ligagao da elF4G (W73)
estdo destacados. Adaptado de Goodfellow & Roberts (2008).
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A atividade da elF4E é regulada em multiplos niveis e por diversos
mecanismos, principalmente em nivel de transcricdo, por fosforilacdo, e por
ligagcéo das proteinas inibidoras, controlando a disponibilidade da proteina. Nas
células de mamiferos a elF4E1, a versdo mas abundante da elF4E, pode ser
encontrada de trés formas: livre, complexada com o seu repressor, a 4E-BP, ou
como parte do heterotrimero elF4F (elF4E-elF4G-elF4A).

1.3. Trans-splicing e a elF4E

Apesar de o MMGcap ser o mais frequente, ndo € o unico tipo de 5’ CAP
presente nos mRNAs eucariotos. Em Caenorhabditis elegans, por exemplo,
cerca de 70% dos mRNAs sao originarios do processo de ftrans-splicing e
possuem 5 CAP hipermetilado (Figura 3), o 2,2,7-trimetilguanosina (TMGcap)
(DAVIS, 1996, GINGRAS et al., 1999).

A) 7-monometilguanosina
(MMGcap)

/L ]

CH —0— (I|° 0),—CH, B
o
Q" HO o H H
o]
H H H H
OH OH

B) 2,2,7-trimetilguanosina
(TMGcap) o CHJ

ﬁH N
N/j
s |
3 CH,—O (P 0),—0H
m P

Figura 3: Comparagao das estruturas quimicas do MMGcap e do TMGcap. Em destaque
as regides metiladas, em azul aquelas comuns as duas estruturas e em vermelho, aquelas
exclusivas do TMGcap. Adaptado de LIU et al. (2009).
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O processo de ftrans-splicing difere do cis-splicing (splicing tradicional)
na origem gendmica dos transcritos envolvidos. No splicing tradicional os
transcritos sdo oriundos de um unico gene. Enquanto que no frans-splicing ha a
ligacdo de transcritos de genes né&o relacionados e independentes. Entre os
diferentes mecanismo envolvidos no frans-splicing o mais caracterizado € o
que envolve a adicdo de um pequeno exon, o spliced lider, a extremidade 5’ do
transcrito primario do mRNA. O spliced lider possui entre 15 a 50 nucleotideos,
e a sequéncia é conservada em organismos de um mesmo filo, mas nao entre
filos diferentes (DAVIS, 1996; HASTINGS, 2005; BITAR et al., 2013).

Entre os organismos em que o processo de trans-splicing esta presente
destacam-se os nematelmintos e platelmintos (BLAXTER & LIU, 1996; DAVIS,
1996; DAVIS, 1997), dois dos trés maiores grupos de metazoarios parasitas de
vertebrados. Em geral, nestes organismos ambos os processos de cis e frans-
splicing acontecem simultaneamente e os transcritos de ambas as origens
podem coexistir (DAVIS, 1996; LALL et al., 2004).

As elF4E de vertebrados tem uma afinidade centenas de vezes menor
pelo TMGcap quando comparada ao MMGcap. Além disso, a associagao do
TMGcap com elF4E de mamiferos parece desestabilizar a estrutura global da
proteina (GINGRAS et al., 1999; NIEDZWIECKA et al., 2004; RUTKOWSKA-
WLODARCZYK et al., 2008). Dos cinco fatores de iniciagdo da tradugao elF4E
(IFEs) descritos em C. elegans, trés ligam-se tanto ao MMGcap como ao
TMGcap (KEIPER et al., 2000; STACHELSKA et al., 2002). Além das IFE-1,
IFE-2 e IFE-5 de C. elegans, essa mesma propriedade foi confirmada para a
elF4E-3 de Ascaris suum (LIU et al.,, 2011) e para a elF4E de Schistosoma
mansoni (LIU et al., 2009).

Os mecanismos de discriminagao entre MMGcap e TMGcap e de ligagao
ao TMGcap pela elF4E ainda nao estdo completamente elucidados, e o
envolvimento de aminoacidos especificos nesse processo precisam ser melhor
investigados. O que se sabe até agora desse processo, a partir de dados de
ressonancia magnetica nuclear e de calorimetria de titulacdo isotérmica da
elF4E de S. mansoni, é que essa dupla capacidade de ligagdo poderia estar
relacionada a uma mudanga conformacional da proteina associada a
flexibilidade intrinseca desta (LIU et al., 2009). Este resultado é concordante

com os dados de dindmica molecular da IFE-5 de C. elegans que indicaram
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que esse evento seria devido a um mecanismo dindmico envolvendo a
mobilidade das algas em torno da entrada da cavidade de ligacdo ao 5’ CAP,
em especial a alga S7- S8 (RUSZCZYNSKA-BARTNIK et al., 2011).

Porém, o mesmo n&o foi observado para elF4E de A. suum, sugerindo
que a ligacao ao TMGcap seria dependente ou influenciada pela sequéncia de
5 UTR do RNA (LIU et al., 2011). Isso é concordante com os resultados
descritos por Wallace et al. (2010) que mostraram que o préprio spliced lider
nao so interage com o complexo elF4E/G em nematodeos, como influencia a

traducao do proprio mRNA.

14. A elF4E como ferramenta molecular

A proteina mutante humana elF4Ekq19a possui uma mutacdo na alca
S4-H2 que faz com que a afinidade pela m7GTP seja maior do que a da
proteina selvagem (SPIVAK-KROIZMAN et al., 2002). A interagdo especifica
entre a proteina mutante elF4Ex119a com 0 MMGcap levou ao desenvolvimento
de um sistema eficiente para a purificagdo de mRNA (CHOI & HAGEDORN,
2003; BAJAK & HAGEDORN, 2008). Tanto a proteina selvagem como a
mutante possibilitaram a purificacdo de mRNAs, porém a mutante apresentou
uma eficiéncia cerca de 2,5 vezes maior que a proteina selvagem (CHOI &
HAGEDORN, 2003).

Os resultados obtidos pelo sistema de purificagdo de mRNA via 5 CAP
com a elF4Eki19a foram qualitativa e quantitativamente diferentes quando
comparados com aqueles obtidos por metodologias tradicionais (FOLKERS et
al., 2011; PAPIC et al., 2012; BLOWER et al., 2013).

A diferencga entre os resultados obtidos pelo uso da elF4E em relagao
as metodologias tradicionais é devido a forma de atuacdo de cada método.
Além do 5 CAP, a maioria dos RNAs eucarioticos sao alterados de forma a
conter uma cauda de poliadenilato na sua extremidade 3’. Essa estrutura de
cerca de 200 adenosinas € usada como alvo pelos métodos purificacdo de
mRNAs por oligo-dT. Porém, este tipo de estratégia falha na captura de alguns
mRNAs, principalmente aqueles que possuem caudas poli-A curtas ou
ausentes (CHOI & HAGEDORN, 2003).
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Ainda que o sistema de purificacdo 5 CAP de mRNA pela elF4Ek119a
apresente melhor desempenho quando comparado com as metodologias que
usam oligo-dT, a grande diferenga qualitativa entre os resultados obtidos em
cada estratégia de purificacdo favorece o uso complementar e simultaneo das
duas estratégias, obtendo assim melhores resultados (FOLKERS et al., 2011;
PAPIC et al., 2012; BLOWER et al., 2013).

Com base nos bons resultados apresentados por este tipo de estratégia,
esta poderia ser usada em helmintos, que carecem de métodos moleculares
eficientes para a purificagdo dos mRNAs. Devido as peculiaridades dos
helmintos, principalmente os parasitos, com a presenca de duas estruturas 5
CAP, o sistema teria que ser adaptado e ao invés da elF4Exs19a Mmutante
humana poderia ser usada uma elF4E de helmintos, que diferente das elF4E

de vertebrados, consegue interagir com ambos MMGcap e TMGcap.

1.5. O género Echinococcus

Infeccbes helminticas, provocadas por nematelmintos e platelmintos
parasitas, acometem cerca de um terco dos quase trés bilhdes de pessoas que
vivem com menos de dois dolares por dia. Entre as 17 doencgas negligenciadas
preconizadas pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), destaca-se a
hidatidose ou equinococose cistica, provocada por platelmintos do género
Echinococcus (HOTEZ et al., 2008; WHO, 2013).

Cestdédeos do género Echinococcus (Familia Taeniidae) sdo platelmintos
endoparasitas obrigatorios, com ciclo de vida complexo necessitando de dois
hospedeiros mamiferos. As formas adultas desenvolvem-se no intestino
delgado de canideos, felideos e hienideos (predadores); e as formas larvais,
em ungulados, lagomorfos e roedores (presas), e acidentalmente, no ser
humano (NAKAO et al., 2013; CARMENA & CARDONA, 2013).

A taxonomia e a filogenia do género Echinococcus é controversa € em
constante revisdo, com periodos de expansdao e contracdo do numero de
espécies (THOMPSON, 2008; NAKAO et al., 2013), sendo que as principais

dificuldades na determinagcao de algumas espécies sao a auséncia de fenodtipos

20



definidos e a escassez de evidéncia de segregagao geografica ou ecoldgica
(MCMANUS, 2013).

De acordo com a analise filogenética mais recente, o género
Echinococcus é composto por 9 espécies: E. granulosus sensu stricto, E.
felidis, E. multilocularis, E. shiquicus, E. equinus, E. oligarthra, E. vogeli, E.
ortleppi e E. canadensis (NAKAO et al., 2013). A principal discussao atual é o
status do E. canadensis como uma unica espécie (LYMBERY et al., 2015a;
NAKAO et al., 2015; LYMBERY et al., 2015b).

Com excecgao do E. equinus, virtualmente, a fase larval de praticamente
todas as espécies do género Echinococcus pode acometer os seres humanos
(MCMANUS, 2013). Das atuais espécies, as de maior impacto médico e
veterinario sdo o E. multilocularis, causador da equinococose alveolar, e o E.
granulosus, responsavel pela maioria dos casos de equinococose cistica
humana. Estima-se que mais de um milhdo de pessoas ao redor do mundo ja
foram infectadas pelo Echinococcus spp. a0 menos uma vez em sua vida, e
mesmo apods o tratamento, muitas vezes, os pacientes ainda enfrentam uma
reducéo da qualidade de vida (WHO, 2013; ALVAREZ ROJAS et al., 2014).

1.6. O ciclo de vida de E. granulosus e a equinococose cistica.

Ainda que as formas adultas do E. granulosus possam se desenvolver
em uma ampla gama de hospedeiros (caes, raposas, dingos, lobos, chacais,
hienas e gatos), nas areas endémicas ao redor do mundo o E. granulosus se
mantém principalmente no ciclo domeéstico, tendo o cdo como hospedeiro
definitivo e herbivoros ungulados como hospedeiros intermediarios (Figura 4)
(ECKERT & DEPLAZES, 2004; WHO, 2013).

A forma adulta de 3 a 6 mm vive no intestino delgado do hospedeiro
definitivo. O corpo do parasito é dividido em duas partes, o escélex (cabecga),
onde se localizam as estrutura de fixacdo ao hospedeiro; e o estrébilo (corpo),
que se subdivide em proglotes, sendo que na ultima é onde se formam os ovos
maduros. Os ovos do parasito séo liberados ao ambiente junto com as fezes do

hospedeiro, contaminado o solo, a agua e os alimentos.

21



Escolices
ativados

42
e
Protoescc’)lice/

i 3
Hospedeiro
Definitivo

Hospedeiro Ingestio dos Ovo
Intermediario embrionado

o«

Ingestdo dos

protoescélices

Hospedeiro Acidental

Cisto Hidatico Oncosfera

Figura 4: Ciclo de vida do Echinococcus granulosus. Imagem adaptada do Centro para o
Controle e Prevencgao de Doengas Infecciosas (http://goo.gl/L53DXA).

Ao se alimentar, o hospedeiro intermediario eventualmente se contamina
com os ovos, que no intestino liberam as oncosferas. As oncosferas
atravessam a parede do intestino e sao transportadas por via sanguinea ou
linfatica, alojando-se, geralmente, no figado ou no pulméo, onde se diferenciam
e originam o cisto hidatico. O homem, como hospedeiro acidental, adquire o
parasito da mesma forma (MCMANUS et al.,, 2003; ECKERT & DEPLAZES,
2004).

O cisto hidatico é a fase larval do E. granulosus que causa a
equinococose no hospedeiro intermediario ou acidental. O cisto hidatico € uma
estrutura unilocular (Figura 5), formado por duas camadas, a laminar, uma
camada externa de protecdo e suporte, acelular e rica em carboidratos; e a
camada germinativa, interna, formada por um sincicio de células
indiferenciadas do parasito. O interior dessa estrutura € preenchido pelo liquido
hidatico. Externamente a esta estrutura ha a formacao de uma capa adventicia,
originada da resposta inflamatéria do hospedeiro contra o parasito (BUDKE,
2002; ECKERT & DEPLAZES, 2004).
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Figura 5: Estrutura esquematica do cisto hidatico de E. granulosus. (A) Parede do cisto,
composta por B e C. (B) Camada germinativa (C) Camada laminar (D) Capsula proligera (E)
Protoescolices (F) Capa adventicia. Adaptado de Monteiro et al. (2010).

Além de produzir a camada laminar, a camada germinativa origina
também as capsulas proligeras e no interior destas, os protoescodlices, as
formas pré-adultas infectivas ao hospedeiro definitivo. Ao ingerir as visceras
contaminadas com cistos hidaticos, o hospedeiro definitivo adquire a
parasitose, completando o ciclo de vida do E. granulosus (BUDKE, 2002;
BRUNETTI et al., 2010).

Os primeiros estagios da equinococose cistica sdo assintomaticos,
levando anos para o desenvolvimento dos primeiros sintomas, estes vao
depender da localizagdo, do numero, do tamanho e das condi¢gbdes dos cistos.
A ruptura do cisto e o extravasamento do liquido hidatico podem causar
reagoes anafilaticas graves, podendo levar ao 6bito. Os érgaos mais atingidos
sdo o figado e o pulméao, podendo também acometer outros 6rgaos, inclusive
os do sistema nervoso central (MORO & SCHANTZ, 2009).

O consenso atual é de que ha quatro formas de procedimentos para o
tratamento da equinococose cistica: (1) os tratamentos percutaneos incluindo
puncdo, aspiragao, injecdo, € a reaspiracao (conhecido como PAIR), (2) a
cirurgia, (3) uso de medicamentos antiparasitarios, e/ou (4) observar e esperar.
A escolha deve ser feita através do uso de um sistema de classificagdo dos
estagios do cisto com base nos resultados de ultrassonografia, além disso, a
escolha também ira depender dos recursos humanos e estrutura médica
disponivel localmente (BRUNETTI et al., 2010).
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1.7. Epidemiologia

A equinococose cistica possui uma distribuicdo mundial, ocorrendo em
todos os continentes (Figura 6), sendo que as areas altamente endémicas
localizam-se principalmente na parte leste da regido mediterranea, sul e leste
da Europa, no norte da Africa, no cone sul da América do Sul, na Asia Central,
na Sibéria e no oeste da China. Na América do Sul, as zonas com alta
prevaléncia do parasito localizam-se na Argentina, na Bolivia, no sul do Brasil,
no Chile, no Peru e no Uruguai (MORO & SCHANTZ, 2009; WHO, 2013;
CARMENA & CARDONA, 2013) .

Legenda
|_ B Altamente endémico | | Suspeito Provavelmente ausente

[ Presente || Rarof/ esporatico  [[7] Néo aplicavel

Figura 6: Incidéncia Mundial da Equinococose Cistica (Imagem adaptada de WHO, 2013).

As populagdes mais afetadas pela equinococose cistica sdo as
comunidades pastoris e rurais pobres, onde as pessoas criam gado em estreito
contato com os cées. Nessas regides, a doenca possui um grande impacto
médico, veterinario e econbémico (MORO & SCHANTZ, 2009; ALVAREZ
ROJAS et al., 2014). Estimativas atuais elaboradas pela OMS indicam perdas
anuais na ordem de trés bilhbes de dolares, com o tratamento de casos da
doenca somados as perdas da industria pecuaria.
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Na América do Sul estima-se que a prevaléncia da equinococose cistica
varia de cerca de 10% do rebanho de ovino no Brasil, Uruguai, Argentina e
Chile a 75% no Peru. O mesmo acontece com o rebanho bovino, com alta
prevaléncia no Peru (80%), enquanto que no Brasil, Argentina e Chile as taxas
oscilam entre 12% e 20% (CARMENA & CARDONA, 2013).

No Brasil, o estado do Rio Grande do Sul é considerado uma regiado
endémica, principalmente na fronteira com Uruguai e Argentina (de La Rue,
2008). Segundo dados da Divisdo de Fiscalizagdo e Defesa Sanitaria Animal
(DPA) da Secretaria da Agricultura, Pecuaria e Agronegécio (Seapal/RS), 25%
dos ovinos e 10% dos bovinos abatidos em matadouros fiscalizados tinham
hidatidose no periodo de 2001 a 2009.

As espécies locais mais prevalentes e de importancia econdmica sao o
E. granulosus e E. ortleppi. Conforme dados de BALBINOTTI et al. (2012), o
rebanho bovino é parasitado pelas espécies E. granulosus (56,6%) e E. orleppi
(43,4%). Ja o rebanho ovino é acometido exclusivamente pelo E. granulosus
(DE LA RUE et al., 2006).

Isso traz, como reflexo, perdas econbmicas associadas a queda do
rendimento e da produgao do gado doente, redugdo no peso da carcacga e de
seu valor agregado, condenagado de visceras (pulméo e figado), redugdo na
producéo leiteira e da fertilidade dos animais infectados (BUDKE et al., 2006;
BATTELLI, 2009; CARMENA & CARDONA, 2013).

1.8. Avancos e limitagées na compreensao da biologia molecular do
Echinococcus granulosus

Nos ultimos anos foram publicados dois artigos sobre o sequenciamento
e analise do genoma do E. granulosus, com boa qualidade, cobertura e
anotacao (TSAI et al., 2013; ZHENG et al., 2013). Além disso, também foram
publicados os primeiros dados transcritbmicos de diferentes estagios do E.
granulosus (PARKINSON et al., 2012; ZHENG et al., 2013; PAN et al., 2014;
SHATSKY et al., 2014); e no mesmo periodo houve a multiplicacdo e o
aprimoramento das analises proteémicas, sendo publicados diversos trabalhos

protedmicos, tanto das fases larvais como das formas adultas do parasito
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(MONTEIRO et al., 2010; AZIZ et al., 2011; VIRGINIO et al., 2012; CUI et al.,
2013; ETEBAR et al., 2013; LORENZATTO et al., 2015; WANG et al., 2015).
Esse conjunto enorme de dados ampliou a compreensdo da biologia, do
desenvolvimento e da evolugio do parasito e da sua relagcdo com o hospedeiro.

Por motivos éticos e praticos, o estudo in vitro do desenvolvimento de
fases larvais do Echinococcus granulosus € uma boa estratégia, mas ainda
apresenta grandes limitagdes. Diferente do Echinococcus multilocularis, até o
presente momento ndo € possivel a propagacao do E. granulosus in vitro,
necessitando a obtengdo de amostras provenientes de animais naturalmente
infectados. Entre 2005 e 2010, conforme BALBINOTTI et al. (2012), a grande
maioria dos cistos obtidos de bovinos infectados eram inférteis (91%), ou seja,
nao apresentavam protoescélices. Essa € uma segunda limitagdo, pois por
motivos de seguranga, o material biolégico para os estudos que sao realizados
com o E. granulosus é constituido por protoescalices.

Os protoescolices possuem uma dupla capacidade de diferenciacao,
associada com a resposta a mudangas ambientais. Se as formas pré-adultas
forem ingeridas por um cao, os protoescolices irdo se desenvolver na diregdo
sexual originando as formar adultas no intestino. Em contraste, se um cisto
hidatico se romper dentro do hospedeiro intermediario, protoescdlices sao
capazes de se diferenciar em um novo cisto hidatico de forma assexuada,
formando cistos hidaticos secundarios (ZHENG et al., 2013).

A cultura in vitro da fase larval do Echinococcus granulosus foi
estabelecida ha quase 50 anos (SMYTH, 1968), sendo possivel a obtengcao de
varios estagios de desenvolvimento, tanto aqueles relacionados com a
formacdo do verme adulto, como aqueles que levam a formagao de cistos
secundarios. Apesar de este sistema in vitro ser util, por exemplo, na avaliagao
de potenciais farmacos (HEMPHILL et al., 2010) e ter possibilitado a
caracterizagao das proteinas recém-sintetizadas nas primeiras horas de cultivo
(DEBARBA et al., 2015), as taxas de sucesso ndo sao constantes, sendo
dependentes da qualidade da amostra, da espécie do hospedeiro intermediario,
da procedéncia do material e do numero de parasitos por pog¢o da placa de
cultvo. Além disso, o numero de protoescolices vivos decresce com 0 aumento
do periodo de cultura, podendo cair de 80% para cerca de 30%, entre a

primeira e a segunda semana de cultura (SMYTH, 1968; LIU et al., 2013).
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Devido as limitagdes do modelo bioldgico, principalmente em relagao a
guantidade e a qualidade das amostras obtidas de cistos hidaticos de animais
infectados ou da baixa quantidade das amostras provenientes do cultivo in vitro
mais prolongado, o desenvolvimento de ferramentas moleculares eficientes e
de alto rendimento no enriquecimento de moléculas de interesse, como os
MmRNAs, podera auxiliar no melhor esclarecimento de quais s&o os principais
eventos envolvidos na mudanga da expressdo génica ao longo do
desenvolvimento do E. granulosus, ampliando o nosso conhecimento que se

encontra limitado a estagios especificos do parasito.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

A equinococose cistica € uma doenca severa que se nao tratada pode
levar ao 6bito, e mesmo apds o tratamento, muitas vezes, os pacientes ainda
enfrentam uma reducdo da qualidade de vida. Na busca pela maior
compreensao dos mecanismos de desenvolvimento e patogenicidade, e a
busca de novos alvos terapéuticos, avancos consideraveis foram realizados
com os estudos dos genomas, transcritomas e proteomas de E. granulosus.

Hoje nosso conhecimento da expressao génica esta limitado a fases
especificas do parasito, principalmente pela impossibilidade de se acompanhar
todo o seu ciclo de vida in vivo. Por outro lado, os estudos in vitro sdo limitados
pela qualidade e quantidade das amostras que podem ser obtidas.

Com base nisso, o desenvolvimento de uma metodologia sensivel de
purificacdo de mRNAs voltada para platelmintos parasitos pode ser uma
ferramenta chave para elucidagdo de importantes mecanismos moleculares
associados ao desenvolvimento do E. granulosus e de sua patogenicidade.
Tendo em vista a capacidade unica da elF4E de helmintos em interagir com
ambos MMGcap e TMGcap, nés avaliamos nesse trabalho a aplicagdo da
proteina elF4E recombinante de E. granulosus como uma ferramenta para o

enriquecimento de amostras com mRNAs a partir de RNA total do parasito.

2.1. Objetivo Geral

Clonar e expressar a proteina recombinante elF4E de E. granulosus e avaliar o
seu potencial uso como ferramenta para purificagcdo e enriquecimento de
MRNAs.

2.1.1. Objetivos Especificos

a) Analisar as sequéncias da proteina elF4E em platelmintos;
b) Clonar e expressar a proteina elF4E de E. granulosus em Escherichia coli;
c) Avaliar a utilizacdo dessa proteina na purificacdo de mRNAs de E.

granulosus e de E. ortleppi.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Anadlises das sequéncias proteicas da elF4E em platelmintos

As sequéncias de aminoacidos preditas das proteinas elF4E de
platelmintos usadas nesse trabalho foram obtidas de banco de dados publico

NCBI (http://www.ncbi.nIlm.nih.gov/) e WormBase ParaSite

(http://parasite.wormbase.org/), através da ferramenta Blast e usando como

query (sequéncia de entrada) as sequéncias de elF4E de E. granulosus elou S.
mansoni. As sequéncias encontradas foram alinhadas usando Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalo/). Para as analises filogenéticas soé

foram usadas as sequéncias proteicas completas que possuiam todos os sitios
ativos e que possuiam ao menos 30% de identidade com as demais
sequéncias. A analise filogenética das proteinas foi realizada pelo método de
maxima verossimilhanga com 1000 replicas de Bootstrap e modelo de
substituicdo WAG+G, usando o software MEGA versao 6 (TAMURA et al.,
2013). Além de platelmintos, foram usadas as sequéncias dos nematelmintos
A. suum e C. elegans e como grupos externos as sequéncias de Mus musculus

e Saccharomyces cerevisiae.

3.2. Modelagem molecular da Eg-elF4E

Modelos moleculares tridimensionais (3D) da proteina Eg-elF4E foram
construidos por modelagem comparativa. Como molde para a modelagem da
proteina de E. granulosus foi escolhida a proteina elF4E de S. mansoni (codigo
PDB: 3HXI_A) (LIU et al., 2009). Para a produgdo de uma estrutura 3D de
qualidade foram realizados alinhamentos entre a Eg-elF4E e o modelo na

plataforma ModWeb (https://modbase.compbio.ucsf.edu/scgi/server.cqi),

plataforma virtual do software Modeller. A manipulacdo e a visualizacdo das
imagens moleculares foram realizadas com PyMOL versdago 1.7

(www.pymol.org). A estereoquimica dos modelos foi avaliada no MolProbity

(http://molprobity.biochem.duke.edu/) e a analise tedrica, no Swiss-Model

(http://swissmodel.expasy.org/).
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3.3. Amostras Bioldgicas

Os cistos hidaticos foram coletados de visceras de bovinos naturalmente
infectados, abatidos em um frigorifico da cidade de Sao Leopoldo (Rio Grande
do Sul). O liquido hidatico foi aspirado assepticamente com o auxilio de uma
seringa e os protoescolices (PSC) foram recuperados por sedimentagdo e
lavados trés vezes com PBS (27 mM KCI, 20 mM KH2PO4, 137 mM NacCl; 100
mM NaHPO4, pH 7,4), para remogdo de contaminantes. Os PSC foram
genotipados como descrito por SANTOS et al. (2013) para distinguir as

espécies E. granulosus sensu stricto e E. ortleppi.

3.4. Extracao de RNA total

Os RNAs totais de E. granulosus e de E. ortleppi foram extraidos a
partir de 50 pL de protoescdélices, contendo aproximadamente 5000 individuos,
utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), conforme instrugdes do fabricante. O
RNA obtido foi tratado com DNase | livre de RNase (Thermo Scientific), durante
30 min a 25° C para a remog¢ao de DNA genémico. A concentragdo dos RNAs
totais foi determinada usando o espectrofotbmetro NanoDrop 1000 (Thermo
Fisher Scientific). A qualidade dos RNAs foi avaliada por analise por

eletroforese em gel de agarose 0,8%.

3.5. Amplificagao e clonagem da sequéncia codificadora

A sequéncia codificadora da proteina elF4E de E. granulosus (Eg-elF4E)
foi amplificada por PCR a partir de cDNA utilizando iniciadores especificos
elF4E-F e elF4E-R para a sequéncia-alvo (Tabela 1). Na primeira amplificacédo
foram incorporadas aos iniciadores as sequéncias Frecl e Rrecl (Tabela 1) nas
extremidades 5' e 3' dos iniciadores especificos, respectivamente. Os produtos
obtidos na amplificagao primaria foram usados como molde para uma segunda
reacao de PCR com os iniciadores Frecll e Rrecll (Tabela 1), para aumentar a
extensdo da regido homologa ao vetor, elevando as taxas de recombinagao.
Os produtos da primeira e da segunda amplificacdo possuiam 25 pb e 50 pb,
respectivamente, de homologia com pGEX-TEV em ambas as extremidades 5’
e 3.
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Tabela 1: Sequéncias nucleotidicas dos iniciadores e utilizados na amplificagédo
e clonagem da sequéncia codificadora da proteina Eg-elF4E.

Iniciador Sequéncia nucleotidica

Frecl -eIF4E-F  5'- TCTGAAAACCTGTATTTTCAGGGAGAAATGGCTGTAGTGGAGAGGG-3' *
Rrecl- elF4E-R 5'- TCTGAAAACCTGTATTTTCAGGGAGAAAGCACAGGGACAGAGGAAT-3' *

Frecll 5'-TGGTTCCGCGTGGATCTGAAAACCTGTATTTTCAGGGAGAATTCCCGGGT-3'
Rrecll 5'-GGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGATCGTCAGTCAGTCA-3'
pGEX-alt 5' 5’- CCTGGATGCGTTCCCAAAA -3’
pGEX-alt 3' 5’- CGACACCCGCCAACACC -3

* As sequencias nucleotidicas especificas as sequéncias-alvos estdo demonstradas em negrito
enquanto as sequéncias nucleotidicas idénticas ao vetor (Frecl e Rrecl) estdo monstradas em
letras maiusculas sem negrito.

A clonagem da sequéncia codificadora da Eg-elF4E foi realizada por
recombinacdo homologa in vivo conforme Parrish et al. (2004), com as
modificagdes de Lorenzatto et al. (2012). Brevemente, o vetor foi linearizado
por clivagem com a endonuclease de restricdo Xhol e defosforilado com SAP.
O pGEX-TEV clivado e os produtos das amplificagcdes foram purificados a partir
do gel de agarose utilizando o kit de purificagdo DNA GFX (GE Healthcare).
Para a clonagem foram utilizadas as células de E. coli KC8, transformadas por
choque térmico com 50 ng de vetor linearizado e 50 ng dos produtos de PCR,
em 25 ul de tampao KCM 2x (200mM KCI, 60 mM CaCl,, 100 mM MgCly). Apds
transformacao, as células foram incubadas em 1 mL de meio LB a 37° C por 1
h e semeadas em meio seletivo com antibidticos. A identificagdo das colbnias
recombinantes foi realizada por PCR de colbnia, utilizando os iniciadores
pGEX-alt 5' e pGEX-alt 3' (Tabela 1), especificos do vetor. Os plasmideos
recombinantes foram purificados por lise alcalina (SAMBROOK & RUSSEL,
2001).

3.6. Expressao e Purificagao da Proteina Recombinante

A proteina recombinante (EgRelF4E) em fusdo com a glutationa S-
transferase (GST), foi expressa em E. coli cepas BL21-CodonPlus-RIL e BL21-
CodonPlus-RP (Stratagene, EUA) em meio Circlegrow (MP Biomedicals). A

expressdao das proteinas recombinantes foi induzida com isopropil (-d-1-
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tiogalactopiranosideo (IPTG) nas concentragdes finais de 0,1 mM, 0,25 mM e
0,5 mM (1 mL de cultura) nas temperaturas de 37° C e 25° C nos tempos de 3
h e 16 h. Apds a inducéo, as células bacterianas foram lisadas por sonicagao
(sonicador VC601 Sonic and Materials Inc.) em banho de gelo por 5 ciclos de
30s e centrifugadas a 20.000 x g para a separagao das fases soluveis e
insoluveis. A expressado e a solubilidade das proteinas recombinantes foram
avaliadas por SDS-PAGE 12%.

A partir de 1 L de cultura, a proteina em fusdo a GST (EgRelF4E-GST)
foi recuperada da fracdo soluvel por cromatografia de afinidade em glutationa
Sepharose 4B (GE Healthcare). A proteina de fusao foi eluida com 10 mM de
glutationa reduzida em 50 mM de Tris-HCI pH 8,0. A proteina purificada foi
analisada por 12% SDS-PAGE, e a concentragao proteica foi determinada
através do sistema Qubit (Quant-iT Protein Assay Kit, Invitrogen). A proteina
recombinante foi armazenada em PBS 1X a - 20°C. O rendimento obtido foi de
12,8 mg de proteina por litro de cultura.

A identidade da proteina recombinante purificada foi confirmada por
cromatografia liquida/espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS),
utilizando um sistema nanoACQUITY UPLC acoplado a um espectrometro de

massa Q-Tof Premier APl (MicroMass/Waters).

3.7. Método de captura de mRNAs através do 5 CAP utilizando a
proteina recombinante GST-EgRelF4E

O processo de purificagdo de mRNA pela GST-EgRelF4E foi realizado
de forma semelhante ao trabalho publicado por BAJAK & HAGEDORN (2008),
com algumas modificagdes. A proteina recombinante eluida foi dialisada
através do sistema Slide-A-Lyzer MiniB Dialysis (Termo Scientific) e novamente
associada a glutationa Sepharose 4B (GE Healthcare), na concentracao final
de 2 mg de GST-EgRelF4E por 1 mL de resina. A resina com a proteina
(resina-GST-EgRelF4E) foi lavada com 10 volumes de PBS estéril,
ressuspensa em 5 volumes de PBS e armazenada a 4 °C.

Para os ensaios de captura de mRNA foram usados 100 pL de resina-

GST-EgRelF4E e tubos de ultracentrifugacao 1,5 mL livres de RNases. A
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resina-GST-EgRelF4E foi lavada trés vezes com 1 mL de Tampao de Ligacéo

(Tabela 2), ressuspensas e centrifugadas por 10s.

Tabela 2: Composicao dos Tampdes usados no ensaio de captura dos mRNA
via 5’cap pela EgRelF4E

Tampao Composicao*

10 mM de tampao fosfato de potassio, pH 8,0, 100 mM de KCI, 2 mM de

EDTA, 5 % de glicerol, 0,005 % de Triton X-100, ¢ 1,3 % de alcool

L polivinilico (98-99 % hidrolisado), 20 U/mL de RNasin Ribonuclease

Ligagao Inhibitors (Promega) e 6 mM de DTT, 100 pg/mL de tRNA de levedura
(Sigma),

Tampao de

10 mM de tampao fosfato de potassio, pH 8,0, 100 mM de KCI, 2 mM de

Tampao EDTA, 5 % de glicerol, 0,005 % de Triton X-100, e 1,3 % de alcool

Lavagem 1 polivinilico (98-99 % hidrolisado), 20 U/mL de RNasin Ribonuclease
Inhibitors (Promega) e 6 mM de DTT,

10 mM de tampao fosfato de potassio, pH 8,0, 100 mM de KCI, 2 mM de
Tampao de EDTA, 5 % de glicerol, 0,005 % de Triton X-100, e 1,3 % de alcool
Lavagem 2 polivinilico (98-99 % hidrolisado), 20 U/mL de RNasin Ribonuclease
Inhibitors (Promega) e 6 mM de DTT, 0,5 mM de GDP

*Em destaque os componentes exclusivos de cada tampdo.

Para o teste de captura, 1 uyg dos RNAs totais foram desnaturados a 70
°C por 10 min, resfriados em gelo por 2 min e diluidos em 500 pyL de Tampéo
de Ligacdo. Essa solugdo foi incubada com a resina-GST-EgRelF4E a
temperatura ambiente durante 1 h em agitagdo. Apds, o sistema foi
centrifugado por 10 s, e 0 sobrenadante cuidadosamente removido. O sistema
resina-GST-EgRelF4E com os RNAs ligados foi transferido para um tubo novo,
e lavado com 1 mL de Tampao de Lavagem 1 (Tabela 2) trés vezes, com
incubacdes de 5 min a temperatura ambiente em agitacdo e apds centrifugado.
Seguiu-se mais duas lavagens com Tampao de Lavagem 2 (Tabela 2), com os
mesmos procedimentos da lavagem anterior. E por fim, para evitar a
interferéncia do GDP na qualidade da amostra, foram realizadas mais duas
lavagens com Tampao de Ligacéao 1.

As amostras foram ressuspensas em 400 uL de Tampao de Lavagem 1

e adicionou-se 500 pyL de fenol/cloroférmio. Os tubos foram misturados por

33



inversao por 10 vezes e incubados no gelo por 15 minutos. As amostras foram
centrifugadas a 20.000 x g por 10 min a 4 °C. A fase aquosa foi transferida para
um novo tubo e adicionou-se igual volume de cloroférmio e a solugdo foi
mistura por inversdo. As amostras foram centrifugadas a 2800 x g por 3 min e
somente a fase aquosa foi transferida para tubo novo.

A fase aquosa adicionou-se igual volume de isopropanol absoluto
gelado, 10 % v/v de acetado de sédio 3 M e 4 ug de glicogénio. Os RNAs foram
precipitados a — 80 °C por 16 h. No dia seguinte os RNA foram centrifugados a
20.000 x g por 40 min a 4 °C. O sobrenadante foi cuidadosamente removido e
os precipitados foram lavados trés vezes com etanol 70 % gelado e
centrifugado a 20.000 x g por 10 min a 4 °C. Apds a ultima lavagem, as
amostras foram secas a temperatura ambiente por aproximadamente 15 min. E
por fim, os RNA foram ressuspensos em agua livre de RNases, no mesmo
volume do material de partida. Para a sintese dos cDNAs foi utilizado o mesmo

volume utilizado para a sintese dos cDNAs a partir dos RNA totais.

3.8. Purificagao de mRNAs utilizando kit Oligo dT

Para a purificacdo dos mRNAs, a outra metodologia utilizada foi o
Oligotex mRNA mini kit (Qiagen). Como material de partida também foi utilizado
1 ug de RNA total e os mRNA purificados foram eluidos no mesmo volume do
material de partida. Para a sintese dos cDNAs foi utilizado o mesmo volume

utilizado para a sintese dos cDNAs a partir dos RNA totais.

3.9. Sintese de cDNA

A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir de 200 ng de RNA total
(ou volume equivalente de mRNA) usando a transcriptase reversa RevertAid
(Thermo Scientific) e iniciadores Random Hexamer Primer (Life Technologies)
(0,5 pg/mL), conforme recomendacdes do fabricante, em um volume final de 20
pL. Para cada cDNA sintetizado também foi realizado um controle negativo da
transcricdo reversa (sem transcriptase reversa) para confirmar a auséncia de
DNA gendmico nas reagdes de PCR. O produto final de cDNA foi diluido 100

vezes com agua livre de nucleases para analise por PCR quantitativa (QPCR).
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3.10. PCR Quantitativa (RT-qPCR)

Para a confirmagdo da capacidade de purificacgdo de mRNA pela
EgRelF4E foram selecionadas as 5 sequéncias de mRNA (ESTs) mais
expressas e exclusivas da biblioteca biblioteca SL referentes a genes que
possuem o spliced lider,ou seja, s&o relacionados ao processo de trans-splicing
(SL); assim como os 5 mais expressos e exclusivos da biblioteca GR, que
agrupa os genes que nao passam por este processo (PARKINSON et al.,
2012). Ambas bibliotecas foram depositadas no banco de dados LophDB

(http://goo.gl/43cUANn). A expressdo dos genes candidatos também foram

conferidas e confirmadas nos dados transcriptdmicos mais recentes,
publicados junto ao genoma (ZHENG et al., 2013). Para a constru¢do dos
iniciadores especificos foi utilizado o] software Primer3

(http://biocinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Os detalhes de cada EST selecionada e as

caracteristicas de cada um dos iniciadores sdo mostrados na Tabela 3.

Em cada reagdo havia 10 yL de amostra diluida de cDNA como molde,
0,1 x SYBR Green | (Invitrogen), 0,1 yM de cada iniciador, Tampéao PCR 1x (20
mM Tris-HCI pH 8,4, KCI 50 mM), 3 mM de MgCl;, 25 mM de cada dNTPs,
0,25 U de Taqg Platinum DNA polimerase (Life Technologies, EUA) e agua
MilliQ num volume final de 20 uL. Todas as reacbdes de qPCR para cada
amostra e cada gene foram realizadas em duplicata. As reagbes de qPCR
foram realizadas utilizando o equipamento ABI Real-Time 7500 System
(Applied Biosystems), com as seguintes configuragdes: uma ativagao inicial a
94° C durante 5 min, seguida por 40 ciclos com desnaturagao a 94° C por 15 s,
anelamento a 60° C por 10 s; e extensdo a 72° C por 35 s.

A especificidade de amplificacdo de cada gene foi analisada através das
curvas de desnaturacdo no software 7500 Real Time PCR SDS v. 2.1. A
desnaturacao foi realizada aumentando a temperatura de 50° C a 94° C,
elevada em 0,1°C/s. A especificidade dos produtos amplificados também foi

analisada por eletroforese em gel de agarose a 2%.
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Tabela 3: Lista de iniciadores desenhados para a validagdo da captura dos mRNAs pela EgRelF4E.

. Banco de Dados e Numero de Temperatura Tamanho
Simbolo do . - o =
numero de Iniciadores Acesso no Funcgao de meltng do
Gene/EST * ° -
acesso GeneDB (°C) amplicon

SL1 LophDB EGC00548 DI S-GEACAAGGAGCACGAGGAGAS! EgrG 000147050 Proteina conservada expressa 82,3 184 pb
R 5-GGTTGTGAAGGGAGATGGAA-3'

SL2 LophDB EGC00373 D 5-GTAGTGAAGGCGGAAGTGGA-3 EgrG_ 000053800 SLC10 transportador putativo - 160 pb
R 5-TGGGTAGATAGGGTGGGAGA-3'

SL3 LophDB EGC00366 D 5-GCATCATCTACCGCCTGAGT-3' EgrG 000513400 Intersectina 2 86,2 151pb
R 5-CGACGAAAGGGCACATAAAT-3'

SL4 LophDB EGC00522 D 5-GGTTATTCCCCTCCCCACT-3 EgrG 000900200 Proteina conservada expressa - 184 pb
R 5-CTATCTGGCTCCGCTTCAAA-3'

SL5 LophDB EGC00553 LI T e AEE E TR C A & EgrG 001116050 Inositol polifosfato quinase - 153 pb
R 5-CAATGGGTTCTTGAGGATGC-3'

GR1 LophDB EGC00445 D 5-CTCGGTCGTGTGTGCTTG-3 EarG 000183800 | oweina "bojzgrsn)'ca La4: L36a 85,1 179 pb
R 5-CCGTAGCCTGACTGCTTTCT-3'

GR2 LogibE Beeiie © O SeCOIEEIERNCIEGAE Y EgrG 000372400 Proteina do tegumento 85,1 192 pb
R 5-GGCACACAGATAGGCAGGTAG-3'

GR3 LophDB EGC00467 D S-CACTCTTGGGGTCGAGGATA-3 EgrG 000921300  Proteina ribossomica L14 (60S) 82,3 153 pb
R 5-TTTCGCGTTTTTCTCGCTAC-3'

GR4 LophDB EGC00446 b SR TR TR G G EgrG 000355800 Tetraspanina / periferina 84,5 200 pb
R 5-GATGCGAAGGGAAGGTTGT-3'

GR5 LophDB EGC00312 D S-AGGAATGGGGGCTCTTTT- EgrG 001177600 Fator 4 de ribosilagéo do ADP ; 151 pb
R 5-GATGGTGGGGATAGTCGTGA-3'

18S GenBank U27015.1 D S-CCTTTGGATGCCCTTGATT-3 U27015.1 Gene 18 S ribossdmico 84.5 179 pb
R 5-CCCGCCTGTCTCTTTTGAT-3'

16S oonbank D S-TGGTITTGTTGGTTIATIGGTATG S KC843623.1 Gene 16S ribossdmico 75,8 176 pb

' R

5-ACATTGGGCAGGCACTACT-3'

* usado nesse trabalho
° (D) iniciador direto; (R): iniciador reverso


http://parasite.wormbase.org/Echinococcus_granulosus_prjeb121/Transcript/Summary?db=core;t=EgrG_000147050;tl=OMvrNHqwHjispD2K-4580086-64778901
http://parasite.wormbase.org/Echinococcus_granulosus_prjeb121/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=EgrG_000053800;r=pathogen_EgG_scaffold_0010:3081655-3083589;t=EgrG_000053800;tl=tHUROyAOGmO73LiN-4580122-64891824
http://parasite.wormbase.org/Echinococcus_granulosus_prjeb121/Transcript/ProteinSummary?db=core;t=EgrG_000513400;tl=EHI5fKMxJ4oxSA9l-4593742-69093202
http://parasite.wormbase.org/Echinococcus_granulosus_prjeb121/Transcript/Summary?db=core;t=EgrG_000900200;tl=sLyOdiTurG8hPlNx-4580130-64891886
http://parasite.wormbase.org/Echinococcus_granulosus_prjeb121/Transcript/Summary?db=core;t=EgrG_001116050;tl=nhShMcQ6Q1tPRDkZ-4580133-64891911
http://parasite.wormbase.org/Echinococcus_granulosus_prjeb121/Transcript/Summary?db=core;t=EgrG_000183800;tl=lMw4woC5yeKANm1R-4580136-64891924
http://parasite.wormbase.org/Echinococcus_granulosus_prjeb121/Transcript/Summary?db=core;g=EgrG_000372400;r=pathogen_EgG_scaffold_0004:7093878-7094247;t=EgrG_000372400;tl=bxa4gziAnU4zkN0s-4580141-64891975
http://parasite.wormbase.org/Echinococcus_granulosus_prjeb121/Transcript/Summary?db=core;t=EgrG_000921300;tl=LEIhZg3E8geQtz0v-4593605-69061590
http://parasite.wormbase.org/Echinococcus_granulosus_prjeb121/Transcript/Summary?db=core;t=EgrG_000355800;tl=OMnQXcKHl19WDpK6-4593609-69061609
http://parasite.wormbase.org/Echinococcus_granulosus_prjeb121/Transcript/Summary?db=core;t=EgrG_001177600;tl=ZB50b77mE78xzciE-4593612-69061732

4, RESULTADOS

4.1. Busca pelas sequéncias, alinhamentos e filogenia da proteina elF4E
em platelmintos

Foi realizada a busca pelas elF4E nos dados genémicos e transcriptomicos
de todos os platelmintos disponiveis no bancos de dados NCBI e WormBase
ParaSite. Foi possivel a andlise da elF4E de 18 platelmintos parasitos, e em cada
um foi encontrado apenas uma isoforma completa da elF4E classica. Na analise
das sequéncias peptidicas preditas das elF4E de platelmintos também foram
recuperadas as sequéncias de duas espécies de platelmintos de vida livre
(Schmidtea mediterranea e Dugesia japonica), sendo que para a S.mediterranea,
unico platelmintos de vida cujo genoma esta disponivel, foram encontradas 6
isoformas completas da elF4E classica, indicando que poderia haver diferenca
entre o numeros de elF4E entre os organismos de vida e os parasitarios. Também
foram adicionadas nas andlises as sequéncias pépticas dois nematelmintos (C.
elegans e A. assum) que possuem a capacidade de reconhecer tanto o TMGcap
como o MMGcap, e as proteinas elF4E dos organismos modelos M. musculus e
S. cerevisae, que somente reconhecem o MMGcap. Ao todo foram analisadas 31
sequéncias, que foram alinhadas no Clustal Omega (Tabela S1) e a partir disso
foi construida uma arvore filogenética (Figura 7).

Por analise da matriz de identidade, gerada durante o alinhamento das
sequéncias peptidicas (Tabela S1), entre os cestdédeos a identidade das
sequencias de elF4E foi de 55,6% - 98,5%, indice muito préximo ao encontrado
entre os trematoddeos, 55,2% - 99,5%. O nivel de identidade entre esses dois
grupos foi de 37,6% - 51,9%. Esse resultado foi similar ao obtido na comparagéo
desses dois grupos com o Protoplolystoma xenopodis, um monogenea
(ectoparasito) em que a identidade foi de 38,6%-51,9%. Nessa mesma
comparagao, as sequéncias dos platelmintos parasitos quando comparadas as
dos turbelarios (platelmintos de vida livre) tiveram identidade de sequéncia de
27,6% - 41,6%, similar ao obtido quando comparadas as sequéncias usadas

como grupos externos (25,1 % e 44,2 %). Esse resultado foi também visualizado



na arvore filogenética (Figura 7), onde os platelmintos parasitas formaram um

ramo unico e divergente, inclusive dos platelmintos de vida livre.
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Figura 7: Andlise filogenética das proteina elF4E em platelmintos. A analise filogenética das
31 sequencias peptidicas preditas foi realizada pelo método de maximo verossimilhanga com 1000
replicas de Bootstrap, usando o software MEGA versao 6.
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4.2. Modelo Tridimensional da elF4E de Echinococcus granulosus

Para analise da estrutura proteica da Eg-elF4E foi construido um modelo
tridimensional (3D) da proteina elF4E de E. granulosus, usando como molde a
elF4E de S. mansoni, que possui 50 % de identidade e corresponde a uUnica
proteina elF4E de platelmintos ja estudada (LIU et al., 2009). O modelo gerado
por modelagem comparativa foi avaliado por analise tedrica e estereoquimica
(Tabela S2 e Tabela S3), e os resultados apontam que o modelo pode ser
considerado bom, o que nos permite a andlise da estrutura e ligante, no caso 5
CAP (Figura 8). A regido mais estavel foi a regido central do modelo, formada
pelas folhas 3, e as mais instaveis foram as regiées préoximas ao bolso de entrada
do 5 CAP, que nao possui estrutura secundaria organizada. Bolso de entrada se
encontram os aminodacidos Trp-34 e Trp-84 que interagem diretamente com o
5'CAP, assim como o Glu-85.

Bolso de
entrada do 5’'cap

Regiao central:
folhas B

3 a-hélices

Figura 8: Estrutura 3D por modelagem da Eg-elF4E. Em verde as regides referentes as folhas
B, em azul as 3 a-hélices e em branco as regides sem estrutura definida.

4.3. Amplificagado e clonagem da sequéncia codificadora

Com o objetivo de avaliar o potencial da proteina Eg-elF4E como uma
ferramenta para a purificacdo de mRNA, a sequéncia codificadora da proteina foi
amplificada a partir do cDNA usando os iniciadores projetados a partir da CDS
EGR _00049, disponivel no GenBank (ZHENG et al., 2013). A sequéncia foi
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eficientemente amplifica por PCR, e foram obtidos amplicons de 635 pb e 685 pb,
equivalente a primeira e a segunda PCR, respectivamente, ambas contendo a
ORF de 585 pb, na qual foi adicionada mais 25 pb ou 50 pb homadlogos ao vetor
(Figura 9).

M 12 22

1475 ph - —

798 pb —

517/505 pb - -
439 pb -

Figura 9: Produtos da amplificagao primaria e secundaria da sequéncia codificadora da Eg-
elF4E. Eletroforese em gel de agarose 1,2 %. Os produtos amplificados foram purificados de gel
de agarose com o kit de purificagdo DNA GFX. 12: Produto de PCR primaria, 22: produtos da PCR
secundaria, M: marcador molecular.

Os produtos das amplificagcbes primarias e secundarias foram purificacdo de
gel do agarose 0,8% com kit de purificagdto DNA GFX e clonados por
recombinacédo in vivo no vetor de expressao pGEX-TEV. Foi obtido 1 (uma)
colénia recombinante de 8 colbnias transformantes, confirmada por PCR de
colénia. O plasmideo recombinante apresentava um fragmento de 978 pb,
enquanto que os nao recombinantes, um fragmento de 393 pb (Figura 10). A
identidade da sequéncia clonada no recombinante foi confirmada por clivagem por

enzimas de restricdo (Dados nao mostrados).

M1 2 3 4 5 6 7 8

1517 pb -

1000 pb— o e

500/517 pb -
400pb- i T S ———
300 pb -

200 pb -
100 pb -

Figura 10: Analise dos clones obtidos através de PCR de coldnia. Eletroforese em gel de
agarose 1,2 %. M: marcador de tamanho molecular; 1: Produto com 978 pb, contendo a sequéncia
de interesse clonado no vetor de expressdo, 2-8: produto de 393 pb, plasmideos néo
recombinantes.
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4.4. Expressao e Purificagdo da Proteina Recombinante

O plasmideo recombinante obtido da clonagem em pGEX-TEV foi utilizado
para a transformagédo em células de E. coli, as quais foram submetidas a testes
de expressao da proteina recombinante, em cultivos de 1 mL em placas de Bowel
a 37° C. Devido a composigao peptidica da proteina Eg-elF4E, que apresentava
alguns coédons raros, foram escolhidas para a expressdo recombinante as
linhagens BL21-CodonPlus-RIL e a BL21-CodonPlus-RP (DE3). Em ambas as
linhagens houve a expressdo da proteina recombinante (EgRelF4E) em fusédo
com a GST (massa molecular de 48 kDa). Nao houve diferenga perceptivel na
expressao utilizando as diferentes concentragdes de IPTG (0,1 mM, 0,25 mM e
0,5 mM), assim como nao houve diferenga relevante entre os diferentes tempos
de inducdo (3h e 16h) e também n&o foi perceptivel a diferenca de expresséo
entre as duas linhagens (Figura 11A e 11B). Como ndo houve diferenca entre os
parametros analisados, optou-se pelo menor tempo de indugdo (3h) e a menor
concentragao de IPTG (0,1 mM).

A) BL21-CodonPlus-RIL
M NI 01 025 05 NI 0.1 025 0.5

100kDa -
75kDa-

50 kDa-

- -
35kDa-
25kDa- &
Tempo de indugao: 3h 16 h
B) BL21-CodonPlus-RP
M NI 0.1 025 05 NI 01 025 0.5
100kDa-
75kDa- s !
50 kDa -
e p—— @
T r———— -
35kDa- .
—
25 kDa- = ok - —f
- ——
Tempo de indugao: 3h 16 h

Figura 11: Teste de indugdo da expressado da proteina recombinante EgRelF4E em E. coli.
SDS-PAGE 12% para analise da expressao da proteina recombinante a partir da clonagem em
pGEX-TEV em dois diferentes tempos (3h e 16h) e em trés concentragbes de IPTG (0,10 mM,
0,25 mM e 0,5 mM, respectivamente 0,1, 0,25 e 0,5), M: marcador de massa molecular, NI: ndo
induzido. (A) Padronizagao da indugao da expresséo da proteina recombinante na linhagem BL21-
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CodonPlus-RIL. (B) Padronizagdo da indugdo da expressdao da proteina recombinante na
linhagem BL21-CodonPlus-RP. Bandas referentes a proteina recombinante estdo indicadas pela
seta.

Nos testes de solubilidade, a indugdo da expressao da proteina em fusao
com a GST foi testada a 37 °C, apds as células foram lisadas e o extrato total
centrifugado. Verificou-se que a proteina foi parcialmente soluvel, porém se
encontrava majoritariamente na fracdo insoluvel das duas linhagens testadas
(Figura 12A). Para aumentar a presenca da proteina na fragdo soluvel, a
temperatura de indugao foi diminuida para 25 °C e foi escolhida a linhagem BL21-
CodonPlus-RIL. Nestas condicées foi obtido um bom rendimento da proteina
soluvel (Figura 12B). Com esses resultados, padronizou-se a indugdo da
expressao da proteina recombinante na linhagem BL21-CodonPlus-RIL a 25 °C.
Em todas as condi¢cées analisadas, a presenga ou auséncia de Triton 1 % néo

influenciou de forma significativa na solubilidade da proteina recombinante.

A) Inducdo a 37 °C

Triton 1% : Ausente Presente Ausente Presente

Linhagem: BL21-CodonPlus-RIL BL21-CodonPlus-RP

B) Inducao a 25 °C

M NI T S | S |
100kDa - p— =
75kDa -/ _— = = B

S et G T
50 kDa - * ———
— >
. A —
il
35kDa-
R
25 kDa - N O e R —
e  —
| —— - —
Triton 1% : Ausente Presente

Linhagem: BL21-CodonPlus-RIL

Figura 12: Solubilidade da proteina recombinante com ou sem Triton 1%. SDS-PAGE 12%. T
: extrato bacteriano total; S : fragédo soluvel; | : insoluvel. (A) Teste da solubilizagdo da proteina
recombinante induzida na linhagem BL21-CodonPlus-RIL € BL21-CodonPlus-RP a 37 °C. (B)
Teste da solubilizagdo da proteina recombinante induzida na linhagem BL21-CodonPlus-RIL a 25
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°C. M: marcador de massa molecular, NI: ndo induzido Bandas referentes a proteina recombinante
estdo indicadas pela seta.

A proteina GST-EgRelF4E foi purificada por cromatografia de afinidade,
apresentando, em SDS-PAGE, a massa molecular de 48 kDa (Figura 13), 26 kDa
da GST e 22 kDa da EgRelF4E. Na analise por SDS-PAGE 12% da purificagéo
da proteina de fusdo indicou a predominancia da proteina de interesse e pouca
presenca de proteinas contaminantes, sendo que as bandas com massa
molecular abaixo do esperado correspondem provavelmente a produtos truncados
da expressao da proteina de fusdo. A concentragcao da proteina purificada foi
determinada através do sistema Qubit, sendo obtido um rendimento de 12,8 mg
de proteina recombinante por litro de cultivo. A identidade da proteina foi

confirmada por espectrometria de massas (dados ndo mostrados).

100 kDa - = ==
75 kDa -

50 kDa -

35kDa-

25kDa-|

Figura 13: Purificagdo da proteina recombinante EgRelF4E. SDS-PAGE 12%. 1: fracéo
soluvel; 2: sobrenadante depois da ligacdo; 3: amostra da resina apos ligagéo; 4-5: elui¢cdes da
proteina com glutationa reduzida. 9- amostra da resina apds eluicdo. M: marcador de massa
molecular.

4.5. Extragcao dos RNAs de E. granulosus e E. ortleppi

Para extracdo de RNA total foram utilizados 50 uL de protoescolices de 2
amostras de E. granulosus e 3 de E. ortleppi, o protocolo usado foi o do reagente
Trizol. O RNA foi tratado com DNAse | e a sua integridade foi avaliada em gel de
agarose 0,8 %. Na analise dos géis de agarose verificou-se a auséncia de DNA

genbmico, que foi confirmada por PCR (dados ndo mostrados). Quanto a
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integridade, verificou-se que, das 5 extragdes, apenas uma apresentava
moderado grau de degradacéo (Figura 14), sendo excluida das demais analises.
Com isso, as analises foram realizadas com uma amostra de E. granulosus e trés
de E. ortleppi. As amostras foram quantificadas através de espectrofotometria

com o Nanodrop, e foram obtidos 3,5 a 1,7 ug de RNA total.

. N e

Figura 14: Analise da Integridade de 3 pL das extragoes de RNA total. Eletroforese em gel de
agarose 0,8 %. 1, 2, 4: E. ortleppi;, 3, 5: E. granulosus.

4.6. Purificagdo dos mRNA e avaliagao por RT-qPCR

ApoOs a extragao e analise da integridade dos RNA totais, as amostras
foram dividas em trés partes iguais, de 1 yg cada. Uma parte foi usada como
controle, enquanto que as outras duas passaram pelo processo de
enriquecimento de mRNAs pela EgRelF4E ou pelo kit Oligotex. No final desses
processos os mMRNAs foram ressuspensos no mesmo volume inicial, para que as
comparagdes diretas pudessem ser feitas. Todas as analises foram realizadas em
duplicada técnica, e para E. ortleppi em ftriplicata biolégica. As analises para E.
granulosus foram usadas para analise comparativa com os resultados em E.
ortleppi devido a presenca de uma unica amostra.

Como molde para a sintese de cDNA foram utilizados 200 ng de RNA totais
e/ou o volume equivalente dos mRNAs apds purificagdo e para cada amostra
também foi realizado um controle negativo, para garantir a auséncia de

contaminagdo com DNA gendmico. Todos os controles foram negativos (dados
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nao mostrados), e os cDNAs foram diluidos 100 vezes para a analise por PCR
quantitativa (RT-qgPCR).

A avaliacdo da capacidade da EgRelF4E em capturar mRNAs e diminuigao
da presenca dos rRNAs foi realizada por RT-qPCR. Para esta analise foram
projetados 12 pares de iniciadores (Tabela 3). Dois destes foram para os genes
ribossdmicos, sendo projetados iniciadores para os genes 18S (nuclear) e 16S
(mitocondrial). Para a analise dos mRNAs foram projetados 5 pares de iniciadores
para genes relacionados a trans-splicing (SL) e outros 5 a genes que nao passam
por este processo (GR). Todos os pares de iniciadores foram testados com cDNA
totais (e apenas dois ndo amplificaram - SL4 e SL5), e o tamanho dos amplicons
foi como esperado, e em nenhum foram visualizadas bandas inespecificas (Figura
15). A seguir os genes que amplificaram foram avaliados por PCR em tempo real,
para calcular a eficiéncia destes em varias diluicdes. Os iniciadores SL2 e GR5
nao apresentaram curvas de melting adequadas, e as amostras GR3 e GR4 nao

apresentarem eficiéncias adequadas, inferior a 70%.

SL1 SL2 SL3 SL4 SL5 GR1 GR2 GR3 GR4 GRS5 16S 18S M

- 400 pb
-300 pb
-200 pb
-100 pb

Figura 15: Produtos da amplificagao das sequéncias selecionadas para o qPCR. Eletroforese
em gel de agarose 2,0%. SL: produtos de genes envolvidos em trans-splicing (Que possuem
spliced leader), GR: sequéncias nado envolvidas com trans-splicing (sem spliced leader), M:
marcador molecular.

Na analise por RT-gPCR visualizou-se que tanto a EgRelF4E como o kit
Oligotex reduziram de forma significativa a presengca dos rRNA nucleares,
representado pelo rRNA 18S, que foi reduzido em média de 10 Cts (cycle
threshold) tanto em E. ortleppi como em E. granulosus (Figura 16 e Figura S2).
Nao houve uma diminuigao significativa para os rRNAs mitocondriais (Figura 17 e

Figura S3). Além disso, diferente dos niveis de 18S, que foram constantes entre
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as amostras, os niveis de 16S variaram muito de uma amostra para a outra
(Figura S2 e Figura S3).

E. ortleppi
PP E. granulosus
30- 30-
- A
# +
—_—

20+ [ | 20-
i
© o

10+ —z'.— 10- °

c T T ) 0 T T T
Total Oligotex EgR4E Total Oligotex EgR4E

Figura 16: Andlise comparativa e quantitativa de rRNA nuclear 18S. Analise por RT-gPCR.
Total: RNA total e inicial ; Oligotex e EgR4E: amostras enriquecidas com mRNA respectivamente
pelo kit Oligotex e pela EgRelF4E; Ct: cycle threshold.

E. granulosus

E. ortleppi
40-
40-
_‘_
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Figura 17: Andlise comparativa e quantitativa de rRNA mitocondrial 16S. Analise por RT-
gPCR. Total: RNA total e inicial; Oligotex e EgR4E: amostra enriquecidas com mRNA
respectivamente pelo kit Oligotex e pela EgRelF4E; Ct: cycle threshold.

Na analise dos mRNAs foram usados 4 pares de iniciadores, e
independente das origem dos genes, verificou-se que houve uma perda relevante
de mRNAs, que corresponde ao aumento dos Cts da EgRelF4E quando
comparado ao RNA total (inicial) e ao Oligotex (Figura 18 e Figura S4) em E.
ortleppi. Em virtude de haver somente uma amostra biolégica de E. granulosus,
nao foi possivel maiores comparacdes (dados nao mostrados). Com esse
resultado confirmamos a capacidade da EgRelF4E em purificar mRNAs, mas

também indica que o protocolo de recuperagcao dos mRNAs precisa ser otimizado.

46



E. ortleppi
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Figura 18: Analise comparativa e quantitativa mRNAs. Analise por RT-gPCR. Total: RNA total
e inicial ; Oligotex e EgR4E: amostra enriquecidas com mRNA respectivamente pelo kit Oligotex e
pela EgRelF4E; Ct: cycle threshold. SL1 e SL3: genes envolvidos no trans-splicing (que possuem
spliced leader), GR1 e GR2: genes nao envolvidos com frans-splicing (sem spliced leader).
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5. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, principalmente com a publicagdo dos primeiros genomas
de platelmintos, a compreensdo da biologia parasitaria e da relagdo parasito-
hospedeiro foi ineditamente expandida (ZAROWIECKI & BERRIMAN, 2015).
Como a maioria dos platelmintos parasitos, a exemplo do E. granulosus, possuem
ciclo de vida complexo, envolvendo mais de um hospedeiro, € importante a
expansao e aprofundamento do conhecimento dos eventos transcritbmicos
responsaveis por mudancas fenotipicas associadas as diferentes fases do ciclo
de vida desses organismos. Dessa forma, € crucial a busca por genes-chave que
estdo correlacionados com as mudancgas, pois provavelmente a alteracdo na
expressao desses genes poderia estar relacionada a transicdo de um estagio
para outro (NAHUM et al. , 2012; ZHANG et al., 2014).

Os grandes gargalos nesse processo estdo relacionados tanto com a
dificuldade para obtencdo de material biolégico dos estagios de transicédo de uma
fase a outra dos parasitos, como a baixa quantidade de mRNA em comparacéao
aos rRNAs, os mais abundantes. A eliminagao dos rRNAs, seja por deplecao
destes ou pela purificagdo dos mRNAs é imprescindivel e crucial (WOLF, 2013),
principalmente nos casos em que existe baixa quantidade de RNA total.

Porém, outro obstaculo € a escassez de metodologias moleculares
eficientes e de alto rendimento para esta classe de organismos. O
desenvolvimento de uma ferramenta de purificagdo de mRNAs especifica e
eficiente para platelmintos parasitos pode auxiliar no que hoje é uma das
principais dificuldades no estudo da biologia molecular de muitos desses
organismos, pois 0 uso de metodologias comerciais em platelmintos parasitos,
assim como para muitas das espécies ndao modelo, em geral, possui eficacia
inferior as obtidas para os organismos modelos.

Tanto o método de extragcdo do RNA, a forma de deplecdo do rRNA ou
purificacdo do mRNAs (SULTAN et al.,, 2014) como a estratégia de sintese de
cDNA (PARKINSON et al.,, 2012) influenciam na qualidade e nos resultados

obtidos no transcritoma. Como é caso dos resultados obtidos através da
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purificacdo via 5 CAP pela elF4E quando comparado a métodos de
enriqguecimento de mRNA por oligo-dT (BLOWER et al., 2013).

Com base na capacidade unica de elF4E de helmintos em interagir
eficientemente com ambos MMGcap e TMGcap e os resultados do eficiente
sistema de purificagdo de mRNA pelo mutante da proteina humana elF4E, nesse
trabalho avaliamos a possibilidade da elF4E de E. granulosus ser usada como
uma bioferramenta para o enriquecimento de amostras com mRNAs a partir do
RNA total do préprio parasita ou de E. ortleppi. Essa substituicdo foi feita devido a
presencga de trans-splincing em platelmintos (DAVIS, 1997), estima-se que cerca
de 25-30 % dos transcritos dos platelmintos sao oriundos do processo de trans-
splicing ( DAVIS et al., 1995; BREHM, 2000). Ainda que poucos trabalhos avaliem
a real contribuicdo desse evento em platelmintos, em E. multiloculares o processo
de trans-splicing pode ser responsavel por até 65% de todos os transcritos
(BREHM et al., 2000).

A nossa busca nos bancos de dados pela elF4E resultou no identificagao
de uma unica isoforma em platelmintos parasitos, que corrobora com os
resultados publicados em S. mansoni e S. japonicum (LIU et al., 2009), ainda que
atipico entre os metazoarios. Porém, esse resultado ndo surpreende, pois 0s
platelmintos apresentam alguns dos exemplos mais extremos de regressao
morfoldgica e de redugcado gendmica entre os animais bilaterais, com a perda ou a
diminuicao de importantes familias génicas, como os genes homebox (TSAI et al.,
2013; ZAROWIECKI & BERRIMAN, 2015).

A presencga de uma unica proteina elF4E e a formagao de ramo filogenético
unico entre os platelmintos parasitos, sendo este divergente dos demais
organismos analisados, somado a sua dupla capacidade de reconhecer tanto o
MMGcap como o TMGcap, nao sé reforga a hipotese de que elF4E possa ser um
importante alvo terapéutico para as infecgbes causadas por S. mansoni (LIU et
al., 2009), como também para os outros platelmintos parasitos. Além disso, esse
resultado reforca a possibilidade do uso da elF4E de E. granulosus como uma
ferramenta de purificacdo de mRNA nao s6 para os organismos desse género,

como para outros platelmintos parasitarios.
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Apesar de nao existirem dados experimentais que comprovem a ligagéo da
elF4E de E. granulosus a ambos os tipos de 5 CAP, a presenca de uma unica
isoforma da proteina elF4E, sugere que podemos inferir essa capacidade, assim
como foi inferido e comprovado experimentalmente para S. mansoni (LIU et al.,
2009). Justamente por isso foi elaborado um modelo tridimensional da elF4E de
E. granulosus a partir da elF4E de S. mansoni. E este modelo, além de ter 50%
de identidade, apresentou todos os aminoacidos-chaves no reconhecimento ao 5’
CAP, os residuos Trip-34 e Trp-84. Além disso, nos alinhamentos das sequéncias
peptidicas foi observado que o residuo Glu-90 da elF4E de S. mansoni (LIU et al.,
2009), que estaria possivelmente envolvido na especificidade de ligagdo ao
TMGcap, € conservado na proteina E. granulosus e dos outros helmintos, mas
também nos organismos externos, cujas proteinas nado reconhece o TMGcap,
levantando duvidas este residuo esta realmente envolvido na especificidade da
ligagdo ao 5 CAP. Com base nos resultados da anadlise das sequéncias
peptidicas e dos modelo tridimensional permitiu uma maior confiangca no avancgo
da hipotese de aplicagao dessa proteina na purificagdo de mRNAs.

A proteina elF4E humana é capaz de recuperar 30% dos mRNAs,
enquanto que a eficiéncia da purificacao da elF4E k1104 € de 70 % (FOLKERS et
al., 2011). Especulamos que a eficiéncia da EgRelF4E fosse similar a humana,
por isso optamos por dobrar a concentracdo da proteina recombinante na resina
em relagao a concentragao presente na literatura (BAJAK & HAGEDORN, 2008),
com o intuito de minimizar as perdas dos mRNAs. O rendimento de 12,8 mg de
proteina por litro de cultura permitiria, dentro das condigdes testadas nesse
trabalho, o preparo de 6,4 mL de resina com a concentracdo de 200 pg/mL, que
possibilitaria a analise de no minimo 60 amostras de RNA total.

Como as extremidades da elF4E ndo estdo relacionadas a atividade da
proteina (GINGRAS et al.,, 1999), a presenca de diferentes proteinas em fusao
(GFP e GST) na extremidade N-terminal da mutante elF4E k1194 n&0 influencia na
ligacdo nem na recuperacao dos mRNAs (BLOWER et al., 2013). Sendo assim,
optamos pela GST, através da expressdao no vetor PGEX-TEV, ja que este
sistema é usado rotineiramente no laboratdrio. Tradicionalmente, o uso da elF4E

esta associada a uma grande quantidade de RNA, sendo aconselhado o uso de
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50-150 pg de RNA total (CHOI & HAGEDORN, 2003; BAJAK & HAGEDORN,
2008). Devido a dificuldade de obtengdo de grande quantidade de amostras de E.
granulosus e E. ortleppi, usamos uma baixa quantidade de amostra inicial (1 pg),
que seria uma quantidade de amostra que poderia ser obtida ndo s6 das fases
larvais, como também de cultivo.

O uso da proteina recombinante de E. granulosus nao mostrou ser uma
técnica tdo eficiente quando comparada ao Oligotex dentro das condi¢des
testadas nesse trabalho. Ainda que tenhamos tido sucesso na reducio expressiva
nos niveis de rRNAs nucleares, ndo conseguirmos minimizar as perdas de
MRNAs em relagdo ao RNA total, indicado pelo aumento dos Cts.

Em virtude disso, novas condi¢cdes precisam ser testadas para o melhor
desempenho desta metodologia alternativa. Ainda que seja um protocolo
complexo, com inumeros passos sujeitos a falhas e passiveis de otimizagao, as
duas etapas mais criticas sdo a ligacdo da proteina a resina e a etapa de
recuperacao e precipitacdo dos mRNAs ligados a resina-GST-EgRelF4E, senda
esta ultima muito possivelmente a responsavel pela maior perda de amostras.

A abolicdo das ultimas etapas da recuperacdo dos mRNAs ligados a
EgRelF4E pode diminuir as perdas de amostra. O aumento de etapas de
manipulacdo do RNA, principalmente envolvendo repetidas precipitacdes, nao sé
afetam a estabilidade, como também a recuperagao da amostra € comprometida.
Além disso, esses passos aumentam a suscetibilidade das amostras de RNA a
acao de nucleases presentes no ambiente (FARREL, 2011). Esse é o motivo pelo
qual multiplas rodadas de tratamento com DNAse | sdo desaconselhadas nas
extracoes do RNA, pois podem resultar em perdas de quase 60-80 % da amostra
inicial ap6s duas ou trés rodadas de tratamento de DNase | (SULTAN et al,,
2014).

Uma estratégia a ser testada é a sintese de cDNA diretamente a partir da
resina-GST-EgRE ainda com os mRNAs ligados, dessa forma haveria uma
diminuicao de etapas criticas. Isso seria possivel em virtude da primeira etapa da
sintese envolver aquecimento da amostra, que desnaturaria ndo s6 os mRNAs

como a proteina. Ainda assim, poderiam ser testadas outras condi¢des de ligagao
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dos mRNAs a EgRelF4E, como mudangas no pH dos tampdes e nos tempos de
incubacdes, e analisar se isso influencia na recuperagcao dos mRNAs.

Outras possibilidades de otimizacdo que poderiam ser testadas envolvem
o aumento da afinidade da elF4E pelo 5 CAP. Entre elas, a adicdo de outros
componentes da do complexo elF4 no sistema de captura de mRNAs, pois a
interacdo entre elF4E e elF4G foi descrita como necessaria para a interagcéo
eficiente com o MMGcap em mamiferos (HAGHIGHAT & SONENBERG, 1997;
YANAGIYA et al., 2009) e com o TMG em nematddeos (WALLACE et al., 2010).
Porém isso aumentaria o grau de complexidade do sistema com o acrescimento
de outra proteina. Outra estratégia afinidade para aumentar a afinidade da
proteina recombinante por mRNA seria a aplicagcdo de mutagénese dirigida,
buscando ter como resultado um fendtipo semelhante a proteina humana mutante
elF4Ek119a, qQue é 2,5 vezes mais eficiente que a proteina nativa na captura de
mRNA (CHOI & HAGEDORN, 2003). Mas isso ndo exclui a necessidade de

otimizacao na etapa de recuperacao dos mRNAs.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste estudo, foram estabelecidas e padronizadas as condicbes de
expressdo e purificacdo de proteina recombinante elF4E de E. granulosus
(EgRelF4E). Nossos dados preliminares indicam que o uso da Eg-elF4E foi capaz
de purificar os mMRNAs e diminuir a presenca de rRNAs, aumento a pureza das
amostras. E que esta pode ser uma promissora ferramenta para o uso em
platelmintos parasitas. Porém, ainda ha grandes perdas de mRNAs que precisam
ser corrigidas. A validagdo do uso da EgRelF4E como ferramenta molecular na
purificagcdo e enriqguecimento de mRNAs vai depender de novas estratégias e
padronizacdes visando o aumento da recuperacao dos mRNAs a partir de RNA
total.

Além do melhoramento da eficiéncia do método e otimizagdo de outros
aspectos quantitativos, a outra grande vantagem do uso do sistema 5’ CAP para a
purificacago de mRNAs, a diferenga qualitativa quando comparado com
metodologias com base na regido 3’, também precisa ser analisada.

Como perspectiva, a analise de transcriptoma comparativa envolvendo um
processo biolégico e o uso duas metodologias de purificagdo de mRNA aqui
analisados, a EgRelF4E e o Oligotex, pode resultar em resultados

complementares e na melhor compreensao da resposta bioldgica a ser analisada.
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Anexo 1: Material suplementar

A1.1. Alinhamento das sequéncia peptidicas e Matriz de Identidade

*
* 20 * €0
S. cerevisiae § moemr -MSVE-EVSHIFEENYSVD---=======DI === === == TATPKTVLSDSAHFDVKHPLNTEQ TSE : 68
0. viverrini HEE =-===MRAARV -=-=-QCQEESTEDTPYELHPLQD STR : 51
C. sinensis : STE : 51
T regenti ATE : 28
S. japonicum : ATH : 52
S. mansont H RVKDEREKEEEKPRPHPLQ ATH : 53
S. rodhaini H --RVKDEKEKEEEKPRPHPLQ ATH : 53
S. curassoni ) ATH : 53
S. margrebowiei  : ATE : 53
P. xenopodis : 0 SEE : 31
H microstoma : -MAN-DSKGEGDSAVHYLQD TDE : 43
H diminuta 1 VIGYLSYVIPKRSCNLILF TDR : 4¢€
S. @riNGCceIGUIPARI | == === mm e - AVE : 26
M corti : VIE : 31
H taeniagformis . TTE : 41
I asiatica : : TR : 37
T solium H -MAVVERGEVGEPDGHYLQYSY TIH : 44
E. granulosus ! -MAVVERGELGEPDGHYLQYSS TIH : 44
E multilocularis =T TTH : 44
S. mediterranea (6) : N 2 EHE : 92
C. elegans eIF5E-1 : ----MSEEPVAAPGTISHPVYKLKRNE KTE : 46
C.elegans elF5E-2 ! =====meeceecceec e e e e e m e ae ----MTETEQTTAPIYPLKREE YIR : 41
C. elegans eIF5E-5 : --MTELTTPIYPLQR YTH : 38
A ssun : TTEEKSELEDSATPSQITLRHPLQCHE A AVE : 79
M. musculus : AEEEKTESNQEVANPEHYIKHPLONHEA SKE : €6
D. japonica : KLEGDDNFENNNTLAPDTDLHYLENKEAEY IDE : 64
S. mediterranea (3): KLEDEDNEENLKSLAGDSELHYLONES IDE : 63
S. mediterranea (4); =====mmmmmmm e e -MHSNINEN----KSHCETVIKLADQENE LT8 : 45
S. mediterranea (2): =====mmmmmmm e e e ---MNEN----NNYSETINKLA FT8 : 41
S. mediterranea (1): =========== === mm e P FTI : 41
B T S —— MKEN----NNYSETINKLADE] FTI : 41
1

100 % . 120 T 40 . 160 . 180 "
S. cerevisiae ! 1o} G QLRGK--GA =1F LRTL b1 (o EDDSOIN 1 155
0. viverrini VML NLSPI---5 WERDEQA EAVEQ : 139
C. sinensis : VML NLSPT---35 of MEQ : 139
T regenti LS NISQQ---H L7 CELLMLL I E CEAVEQ : 121
S. japonicum : LT NISPR---Q ¢ DE B ; 0 : 140
S. mansoni : T NVIAR---Q ¢ DELLML A §: 141
S. rodhaint : LT NVTAR---Q LLMLL EDF VEQ : 141
S. curassoni ; (T NVSPR---Q W - g : 141
S. margrebowiei  : T NVSPR---Q LLML KQICEAVEQ : 141
P. xenopodis - Bl ANIFK---D EILML AWERDVED] RS : 119
H microstoma : F "EELLML T 8 : 131
H diminuta : 1 B: 129
f‘.mmuiewmf . DT 11T g s 114
. cortl : 13 NYTH----D P EELLMLIV ICEAVEQ : 118
H. taeniagformis MML NVENA---N R¥ EELIMLIVENA EEICEAVEQ : 129
T. asiatica
I solium : NVPST---N ] h! AaT) EEIC FQ : 132
£ granulosus NVBSL---N FLLMLIVENAREREEE SEETCEAVEQD : 132

E multilocularis  :
S. mediterranea (6) : N
C. elegans eIFSE-1 : gg
C. elegans eIFSE.2 :

NVPSL---N| LIMLIVIENAWENEEE SEETCIEAVEQ : 132
TEKNSIRSL ] - - ' 181
TIEKGRIPE P I E ) BN : 135
VIDRGKIPE ALY » t 130

M-S mmmogeg 2 g g g g g oot g oig g oW

C. elegans elFSE-5 : IINK PE AT : EST 1127
A ssun : VVDKQRRAQ ' LELLMATIECE BV VN : 168
fg}':;‘;:’f:: : TLNKQQRRS RE LETLLCLISE OVCEAVYN : 155

. : PEDKRENIS " LEILMLLV : EN : 153
S. mediterranea (3): TFEKNQRIS 02 LETEMELVEE TE DEIC UN : 152
S. mediterranea (4): SSHKSKRET ' 1 ( : 134
S. mediterranea (2): SSHKSKRHS =1 : 130
S. mediterranea (1) : SSHKSKRHS { SEARTIN : 130
S. mediterranea (3): y

1
A
E
E
El
E
E
El
El
El
Q
El
E
Ri
Q
I EN
NE| NVPST---N ¢EELLMEITieNA] EE HQeEAVEQ : 125
El
El
El
R
Q
S
W
A
Ki
K
Ki
Q
Q
C
Q

SSHKSERHS i ZEVLMFLI{ I 1 IdcA. : 130




¥ 240 ¥ 260 ¥ 280

S cerevisiae QVERET-—-———- [DGELEEFPHSSANGRE PQPSITL :213
0. viverrini ERENEF -------- I--QIYEQTVTEQK SLG-BGKDI TSGTYVL -~ mm—mm e mm e m e : 201
C. sinensis ERENEP--—----- [--QIYEQTVTEQK SLG-BGRDITSGTYVL-———————mm—mmmmmmm o : 201
T. regenti ERLERD-------- E--TIVEQPYCOOKNYA-BGRIIETGEYQT -~ ———mmm—mmmmmm e 1183
§. japonicum ERLELE -------- E--TIVEQPYCOOKEYE-RGRIICTERYQI - - mm—mmmmmmmmm e :202
S mansoni ERIELE--—-—-—- [--TIVEQPYSOORSQT-RGSDICTERYE - — - mmmmmmmmmmmm e :203
§. rodhaini ERLELE -------- [--TIVEQPYSOORSQT-RGSDICTERYET - m - mm—mmmmm o mm e :203
S curassoni ERLALE--———-—- [--TIYEQPYSDQRSQT-BGRDICTGRYELYY PRIRQIN-————-——————- :212
S margrebowiei ERLELE--———-—- [--TIYEQPYSDQRSQT-BGRDICTGRYEI -~ ————————m—mmmmm :203
P. xenopodis NVWRYE-——-——— [--BLF¥OTVEEQKVAS-BGTOVLSGTYRID-—————————mm—mmm—m——— s 182
H microstoma EVINYP--———-—- E--AL LY QTVQQKNLP-BGQDLI TS TYRV - — == —m— - mmmmmm o= i

H diminuta ETENEP----—--—- E--TLLY¥QTVIQOK DLE-RGQDLITSTYRV - m - m - m e m o mm e 1191

5. erinaceieurpasi

ARLEED-——-—-—- D--

RLAEQIV----

M. corti EVENYE----—--- D--RELYQTHOQ00NAP-RGQELAQERY FV-—mmm - m e e momom il

H. taeniagformis EVLE¥P--—-—-—- D--RLFYQIWEEQRNLP-KBGODVADGIYSL-——-———-—-——==——==———— 1191
T asiatica EVLE¥P-——-—-—- D--RLE¥QIVEEQENLP-EGQIVAIGIYSL-———————————— == ;1

T solium EVIEYE----—-—- D--REFYQTWEEQRNLP-RGQOVADGIYSL-mmm = mmmmmmmmmmmm e 11

E granulosus EVLEYP--—-—-—- D--RLE¥QIVEEQENLP-KGQDVAGEIYSL-————————-———————————~ i1

E. multilocularis e RRIEVEEY P----———- D--REFYQTWEEQRNLP-RGQOF AGGIYSL-mmmmmmmmmmmmmmmmm e 11

S mediterranea (6) : REREDRILEID -~ - ===~ F--PIZEYPHIDVVENALYSGRGRPLLEL

C elogans elF3E-1 : QVEN-MEMIEQRE L YDV RYEDHES CQRRTS5GVRAREAT YAVEF -REERA 22
C. elegans elF3E-2 : EELMAR EKDESK: LFIVIRYEDHESCORRTSSVVRARLSLESSOAPVAEES 1212
C. elegans elF5E-5 : EELMANPEF A SRS LEDVIEY OTHRN CVER TTSALEYRF SLESIV-—————————-————-————~ 1201
A ssun : ARLEIP-------- DTEPIRYEVHKD SSVRTGEMVRPRIVIPSRINR - —=mmmmmmmmmmmm e 1236
M. musculus ERLGLP----—-—- PEIVIGYQSHADTATESGSTTENREVV 217
D, japonica E DARGIR----—--- C--SVE¥VAHADARKMSNSRAK- 208
5. mediterranea (3): DALGIT----—--- C--AIF¥TAHTDAQNKSSSRARCTFRT 212
5 mediterransa (4); SIENLE----—-—- D--TIEY ISHINNQNENNSSAEVILTV 194
S mediterransa (2): SLINLN-----—-—- T--TIEYISHSENQRENNSAFEETLIV 180
S. mediterranea (1) PELNIN----—-—- T--TIEY ISHSENQRENNSAFEPTLIV 180
S mediterranea (3): SLENIN----—--- T--TIEY ISHSENQRENNSAFEPTLIV 190

Figura S1: A alinhamento das sequéncias peptidicas da elF4E. Alinhamento realisado com 31
sequéncia no software Clustal Omega e visualisados no software Genedoc. Em destaque
aminoacidos essenciais ao reconhecimento do 5 CAP, Trp-43 Trp-89 e Glu-90 da elF4E de
S.mansoni, e em verde o Trp-73 da elF4E murina, sitio de ligacdo da elF4G e 4E-BP. Ascaris
suum elF4E-3 (Genbank: AAT09130.1), Caenorhabditis elegans elF4E-1 (NCBI reference
sequence: NP_001255197.1), Caenorhabditis elegans elF4E-2 (NCBI Reference Sequence:
NP_508094.1), Caenorhabditis elegans IF4E-5 (NCBI Reference Sequence: NP_001022479.1),
Dugesia japonica (Genbank: ADF47411.1), Clonorchis sinensis(Genbank: GAA51165.1),
Echinococcus granulosus (Genbank: EUB64780.1), Echinococcus multilocularis (Genbank:
CDS40510.1), Hydatigera taeniaeformis (Wormbase Parasite: TTAC_0000813001-mRNA
Genoma: PRJEB534), Hymenolepis diminuta (Wormbase Parasite: HDID _0000375101-mRNA-10
- Genoma: PRJEB507),Hymenolepis microstoma (Genbank: CDS31183.1), Mesocestoides corti
(Wormbase Parasite: MCOS _scaffold0000305:59278-59550 Genoma: PRJEB510), Mus
musculus (NCBI Reference Sequence: NP_031943.3), Opisthorchis viverrini (NCBI reference
sequence: XP_009163910.1), Protopolystoma xenopodis (Wormbase Parasite:
PXEA 0000333401-mRNA-1 - Genoma: PRJEB1201), Saccharomyces cerevisiae(Genbank:
P07260.1), Schistosoma curassoni (Wormbase Parasite: SCUD_0000277601-mRNA-1 - Genoma:
PRJEB519), Schistosoma japonicum(Genbank: AAW25142.1), Schistosoma mansoni (Genbank:
CCD77580.1), Schistosoma margrebowiei (Wormbase Parasite: SMRZ _0000442701-mRNA-1 -
Genoma: PRJEB522), Schistosoma rodhaini (Wormbase Parasite: SROB_0000757901-mRNA-1 -
Genoma: PRJEB526), Schmidtea mediterranea elF4E(1) (Wormbase Parasite: mk4.004029.02 -
Genoma: PRJNA12585), Schmidtea mediterranea elF4E(2) (Wormbase Parasite: mk4.013398.01 -
Genoma: PRJNA12585), Schmidtea mediterranea elF4E(3) (Wormbase Parasite: mk4.010954.00 -
Genoma: PRJNA12585), Schmidtea mediterranea elF4E(4) (Wormbase Parasite: mk4.006062.03 -
Genoma: PRJNA12585), Schmidtea mediterranea elF4E(5) (Wormbase Parasite: mk4.000563.03 -
Genoma: PRJNA12585), Schmidtea mediterranea elF4E(6) (Wormbase Parasite: mk4.017395.00 -
Genoma: PRINA12585), Spirometra erinaceieuropaei (Wormbase Parasite: SPER_0000824501-
mRNA-1 Genoma: PRJEB1202), Taenia asiatica (Wormbase Parasite:
TASK_scaffold0000109:80105-80371 - Genoma: PRJEB532), Taenia solium (Wormbase Parasite:
TsM_000763200 - Genoma: PRJNA170813), Trichobilharzia regenti (Wormbase Parasite:
TRE_0001054501-mRNA-1 - Genoma: PRJEB4662).



Tabela S1: Matriz de identidade das sequéncias peptidicas gerados no software Clustal Omega

Matriz de Identidade

Espécies /sequéncia Perc (%)

S. cerevisiae 100 272 272 27. 267 302 302 302 302 260 27.6 253 30.7 27.9 25.1 263 263 258 258 289 321 32.8 328 313 325 31.0 335 304 286 286 28.6
O. viverrini 272 [ 100 99.5 584 56.0 552 552 552 552 47.0 44.6 40.7 48.1 50.0 487 519 51.6 51.0 50.5 284 288 312 333 312 327 333 337 324 276 276 27.6
C. sinensis 272 199.5 100 584 56.0 552 552 552 552 47.0 45.1 407 48.1 50.0 487 519 51.0 50.5 50.0 284 288 312 333 312 32.1 333 337 324 276 276 27.6
T. regenti 27.1 584 584100 803 719 719 719 725 433 449 439 478 492 472 489 494 494 489 320 286 313 33.0 341 347 357 353 353 306 30.6 306
S. japonicum 267 560 56.0 803 100 762 762 772 782 453 432 395 494 489 437 462 456 451 446 27.8 267 293 308 30.0 33.0 31.6 32.5 314 297 297 29.7
S. mansoni 302 552 552 719 762 100 100 862 87.2 48.1 425 377 487 483 456 47.1 474 474 479 276 27.6 31.8 328 338 338 309 32.8 323 29.0 29.0 29.0
S. rodhaini 302 552 552 719 762 100 100 862 87.2 48.1 425 37.7 487 483 456 47. 474 474 479 276 27.6 31.8 328 338 338 309 32.8 323 29.0 29.0 29.0
S. curassoni 302 552 552 719 772 862 862 100 99.0 473 446 39.8 513 494 46.6 48.1 485 485 49.0 256 260 303 31.6 319 328 319 323 328 30.1 30.1 30.1
S. margrebowiei 302 552 552 725 782 872 872 99.0 100 47.5 45.1 398 513 494 47.1 487 49.0 49.0 495 261 27.1 312 31.7 328 328 31.9 323 328 30.1 30.1 30.1
P. xenopodis 260 47.0 47.0 433 453 48.1 48.1 473 475100 42.5 386 519 50.6 503 50.8 50.8 50.8 49.7 27.0 34.6 339 322 350 347 351 341 307 30.1 30.1 30.1
H. microstoma 27.6 44.6 451 449 432 425 425 44.6 451 425100 755 564 622 653 668 67.9 684 674 312 332 314 328 330 314 388 415 31.9 292 292 292
H. diminuta 253 407 407 439 39.5 377 377 39.8 39.8 386 755 100 556 61.9 59.7 643 603 609 59.8 262 294 283 304 29.6 28.0 359 339 293 287 287 287
S. erinaceieurpaei 30.7 48.1 48.1 47.8 494 487 487 513 513 519 564 556 100 71.0 66.0 64.7 647 647 647 344 340 364 357 442 429 41.6 416 39.0 357 357 357
M. corti 27.9 50.0 50.0 49.2 489 483 483 494 494 506 622 619 71.0 100 689 70.6 70.0 70.6 70.6 30.5 362 354 332 343 354 382 400 377 314 314 314
H. taeniaeformis 25.1 487 487 472 437 456 456 46.6 47.1 503 653 59.7 660 68.9 100 904 88.0 874 869 309 314 333 31.7 339 296 381 37.6 324 29.1 29.1 29.1
T. asiatica 263 519 51.9 489 462 47.1 47.1 48.1 487 508 66.8 643 647 70.6 90.4 100 947 914 89.8 31.0 337 351 335 357 31.3 384 385 33.5 302 302 302
T. solium 263 51.6 51.0 49.4 456 474 474 485 490 508 67.9 603 647 70.0 88.0 947 100 969 954 31.6 33.0 344 339 354 31.8 386 392 33.0 297 297 29.7
E. granulosus 258 51.0 50.5 49.4 451 474 474 485 490 508 684 609 647 70.6 874 914 969 100 98.5 32.1 325 349 333 349 312 39.1 397 324 292 292 292
E. multilocularis 258 50.5 50.0 489 44.6 47.9 479 49.0 495 497 674 598 647 70.6 869 89.8 954 985 100 32.1 319 344 328 349 312 386 397 31.9 292 292 292

S. mediterranea (6)  28.9 284 284 320 278 27.6 27.6 256 26.1 27.0 312 262 344 305 309 31.0 316 321 32.1 | 100 27.2 30.7 32.8 336 365 354 36.7 295 30.7 30.7 30.2
C. elegans elF5E-1 32.1 28.8 288 28.6 267 27.6 27.6 260 27.1 346 332 294 340 362 314 337 33.0 325 319 272|100 657 57.5 423 362 355 392 368 381 38.1 38.1
C. elegans elF5E-2 328 312 312 313 293 318 31.8 303 312 339 314 283 364 354 333 351 344 349 344 307 657 100 77.5 455 37.0 41.6 432 355 382 382 382
C. elegans elF5E-5 32.8 333 333 33.0 308 328 328 31.6 31.7 322 328 304 357 332 317 335 339 333 328 328 575 775 100 42.0 41.3 39.6 40.1 32.8 36.6 36.6 36.6

A. ssun 313 312 312 341 30.0 33.8 33.8 319 32.8 350 33.0 29.6 442 343 339 357 354 349 349 33.6 423 455 42.0[ 100 47.0 41.1 44.1 351 353 353 353
M. musculus 325 327 321 347 33.0 33.8 33.8 328 32.8 347 314 28.0 429 354 296 313 31.8 312 312 36.5 362 37.0 413 47.0 100 40.6 469 37.1 379 374 374
D. japonica 31.0 333 333 357 31.6 309 309 319 319 351 38.8 359 41.6 382 38.1 384 38.6 39.1 38.6 354 355 41.6 39.6 41.1 40.6 100 754 40.7 432 438 432

S. mediterranea (5) 335 33.7 33.7 353 325 32.8 328 323 323 341 415 339 416 400 37.6 385 392 397 397 367 392 432 40.1 44.1 469 754 100 459 442 447 442
S. mediterranea (4) 304 324 324 353 314 323 323 328 328 307 319 293 39.0 37.7 324 335 33.0 324 319 295 36.8 355 32.8 351 37.1 407 459 100 674 66.8 66.8
S. mediterranea (2)  28.6 27.6 27.6 30.6 29.7 29.0 29.0 30.1 30.1 30.1 292 28.7 357 314 29.1 302 29.7 292 292 30.7 38.1 382 36.6 353 37.9 432 442 674 100 979 98.4
S. mediterranea (1) 286 27.6 27.6 30.6 29.7 29.0 29.0 30.1 30.1 30.1 292 287 357 314 29.1 302 297 292 292 30.7 381 382 36.6 353 374 438 447 668 979 100 984
S. mediterranea (3)  28.6 27.6 27.6 30.6 297 29.0 29.0 30.1 30.1 30.1 292 287 357 314 29. 302 297 292 292 302 38.1 382 36.6 353 374 432 442 668 984 984 100




A1.2. Analise Teorica e Estereoquimica do modelo gerado para a Eg-elF4E

Tabela S2: Avaliacdo tedrica do modelo tridimensional obtido por modelagem

comparativa da Eg-elF4E

Analise tedrica do modelo da elF4E*

Energia de interagdo C-beta

Energia de pareamentos de todos os atomos

Energia de solvatagéao

Energia de angulos torcidos concordantes

Estruturas secundarias concordantes
Acessibilidade ao solvente
QMEANS®G score

Raw-score

-1171
-6815.1
-13.02
-38.72
80.10%
79.60%
0.738

Z-score
0.28
0.07
-0.69
-0.89
-0.44
0.12
-0.27

* analise realizada no Swiss-Model

Tabela S3: Avaliacdo Estereoquimica do modelo tridimensional obtido por

modelagem comparativa da Eg-elF4E

Analise estereoquimica e geometria proteica do modelo da elF4E*

Rotameros Pobres
Ramachandran Discrepantes
Ramachandran Favoraveis
Desvios CB >0.25 A

Ligacdes ruins da cadeia principal
Angulos ruins da cadeia principal

4
0
174

0/723
2/902

2.44
0
97.21
0

0
0.22

Objetivo:
Objetivo:
Objetivo:
Obijetivo:
Obijetivo:
Obijetivo:

<1%
<0,05%
>98%

0

0%
<0.1%

* analise realizada no Mol Pobity



A1.3. Curvas de amplificagao e de melting dos genes utilizados no qPCR

A) Curvas de Amplificagao B) Curvas de melting

“[18s
10000000

c
I 1000000

10000

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 ™ ﬁ'
Ciclos

Legenda
|_ [l Total [l Oligotex [] EgR4E

Figura S2: Curvas de amplificacdo e de melting para a analise dos rRNA nuclear 18S. Andlise
por RT-gPCR. Total: RNA total e inicial ; Oligotex e EQR4E: amostra enriquecidas com mRNA
respectivamente pelo kit Oligotex e pela EgRelF4E.
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Figura S3: Curvas de amplificacdo e de melting para a analise dos rRNA mitocondrial 16S.
Analise por RT-gPCR. Total: RNA total e inicial ; Oligotex e EQR4E: amostra enriquecidas com mRNA
respectivamente pelo kit Oligotex e pela EgRelF4E.
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A) Curvas de Amplificacao B) Curvas de melting
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Figura S4: Curvas de amplificagdo e de melting para a andlise dos mRNAs. Anadlise por RT-
gPCR. Total: RNA inicial ; Oligotex e EgR4E: amostra enriquecidas com mRNA respectivamente pelo

kit Oligotex e pela EgRelF4E; SL: genes envolvidos em trans-splicing (que possuem spliced leader),
Gr: ndo envolvidos com trans-splicing (sem spliced leader).
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