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DESENVOLVIMENTO PARA ANALISAR O SILENCIAMENTO DA EXPRESSAO GENICAE A
BUSCA DE NOVOS ALVOS TERAPEUTICOS
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OBJETIVOS: O abjetivo do estudo é desenvolver o desenho dos primers para realizar a sintese de dsRNA, e ap6s
nocautear os genes selecionados através do método do RNAI. Com a finalidade de estudar os genes propostos:
Smp_0255550, Smp_069380 e Smp_105910 do S. mansoni, para avaliarmos a importancia desses genes na
biologia do parasita.

MATERIAIS E METODOS

Desenho dos primers para a sintese do dsRNA: Os primers foram desenhados a partir do gene escolhido, que é
uma parte da sequéncia DNA do S. mansoni. As sequencias foram obtidas, através da busca no banco de dados
WormBase Parasite, * onde obtivemos a sequéncia de codificacdo (CDS) em formato FASTA. Ap6s obter os dados
da sequéncia, utilizamos o software do Primer 3 2 para desenhar as sequéncias forward e a reverse do primer. Para
isso, as sequencias de DNA foram inseridas no campo indicado do site, e ajustamos as condi¢des gerais para o
desenho da sequéncia do primer e do tamanho do produto em nimero de bases. Ao definir o primer, o software
forneceu os primers left e right, que compreendem o reverse e o forward, respectivamente. A temperatura de
melting, também foi calculada neste processo. Para obter a sequéncia correta do reverso complementar, e checar
o alinhamento correto da sequéncia de primer na sequéncia de DNA de estudo, foi necessério usar o software
Bioinformatics, * através da insercdo da sequéncia do gene no campo, onde foi gerada a sequéncia complemento
reverso. Ao obter todas as informacdes necessarias para o desenho do primer, é necessario realizar o alinhamento
através do Blast, 4 na categoria “Alinhamento Global”, para confirmar se as sequéncias do primer se alinham na
sequéncia de interesse. Sendo a primeira para o alinhamento do forward, e o segundo para o alinhamento do
reverse. E necesséario preencher os campos com o primer obtido a partir do Primer 3 e com a sequéncia de
codificacdo do gene, no caso do forward. E para o reverse, preencher o campo com a sequéncia do complemento
reverso, obtido no Bioinformatics.

Apos realizar essas etapas, é necessario confirmar a sequéncia do gene que codifica o dominio da proteina. Isto é
feito através da anélise da sequéncia através do algoritmo Blast, * na categoria “blast x”. E preciso completar os
campos com as informagdes desejadas pelo site selecionando “Ref seq protein” para a base de dados e
“Schistosoma mansoni” para 0 organismo.

Arvore filogenética: Todas as analises foram realizadas usando bash scripts baseados em arquivos GFF e Gene
Prediction Translations (pep.fa) recuperados do banco de dados de dados do Schistosoma Genomic Resource S.
mansoni. ° Essas andlises foram feitas em colaboragdo com o grupo de bioinformatica do Prof. Dr. Matheus de
Souza Gomes da Universidade Federal de Uberlandia. Caracterizagdo da proteina foi realizada baseada na posicéo
e presenca de dominios conservadores e amino acidos com sitios ativos usando PFAM ¢ e Conserved Domains
Database (CDD). 7 O alinhamento compreende procedimentos de utilizagdo de ClustalX 2.1 8 para alinhar
proteinas em diferentes classes de histonas modificadoras em S. mansoni e seus ortélogos de S. haematobium e H.
sapiens. Parametros padrdes foram mantidos para a multipla sequéncia de alinhamento. Os dominios da sequéncia
de proteinas foram vizualizados pelo programa WebLogo 2.8.2. ® As analises filogenéticas foram realizadas usando
a proteina putativa do S. mansoni e suas proteinas ortélogas no programa MEGAX com o método Neighbor-
joining. 11 A 4rvore de consenso foi obtida usando “2000 bootstraps”. A distincia evolucionaria foi calculada
usando o0 modelo JTT. %2

RESULTADOS
Desenho dos primers para a sintese do dsRNA

Os alinhamentos corretos dos genes estdo a seguir:
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(A) Smp_025550:

Forward:

reverse:

Forward:

(B) Smp_105910:

Forward:

Reverse:

Figura 1 - Alinhamento dos primers forward e reverse. Gerado pelo Alinhamento Global do Blast.

Reverse:

(C) Smp_069380:

As informac@es do gene, o primer com o T7 e os dados do primer mCherry, baseado no artigo do Stefanic et al, **

estdo a sequir:

Tamanho
Nome Gene ID Primer 5°-3° N° pb | do produto T™ (°C)
Forward T7:
TAATACGACTCACTATAGGG
CATTGGATFSCAAFSCGGTGTA FORWARD:
Protein arginine TCAACTCAGAAATGCGCGTT 28,91°C
N- Smp_025550 Forward: 106 235 REVERSE:
methyltransferase CATTGGATGCAAGCGGTGTA 58,77°C
Reverse T7:
TAATACGACTCACTATAGGG
TCAACTCAGAAATGCGCGTT

Tabela 1 — Dados referentes ao gene e ao primer. Nome e identificacdo do gene para identifica-lo no banco de dados; sequéncia
do primer forward e reverse, ja com a sequéncia do T7 %, NUmero de pares de bases e tamanho do produto gerado no Primer
3; Temperatura de Melting.

Tamanho do
Nome Gene ID Primer 5°-3° N° pb produto T™ (°C)
Forward T7:
TAATACGACTCACTATAGGG
GCCAATAGACGGTGCTGAAG
- Reverse: Forward:
CREB-binding o
orotein 1 Smp_105910 GATCTGAGCACCQCAAACAT 404 316 58,99 C
(SmCBP1) Forward: Reverfe.
GCCAATAGACGGTGCTGAAG 58,91° C
Reverse T7:
TAATACGACTCACTATAGGG
GATCTGAGCACCGCAAACAT

Tabela 2 — Dados referentes ao gene e ao primer. Nome e identificacdo do gene para identifica-lo no banco de dados; sequéncia
do primer forward e reverse, ja com a sequéncia do T7%3; Ndmero de pares de bases e tamanho do produto gerado no Primer
3; (TM) Temperatura de Melting.

Nome

Gene ID

Primer 5°-3°

N° pb

Tamanho do
produto

TM (°C)




Putative histone
deacetylase 4, 5

Smp_069380

Forward T7:
TAATACGACTCACTATAGGG
CCAACAGCACGGAACATCAT
Reverse: Forward:
GGCCTGAATCACTTCCTGGA 3770 174 58,83° C
Forward: Reverse:
CCAACAGCACGGAACATCAT 59,38° C

Reverse T7:
TAATACGACTCACTATAGGG
GGCCTGAATCACTTCCTGGA

Tabela 3 — Dados referentes ao gene e ao primer. Nome e identificacdo do gene para identifica-lo no banco de dados; sequéncia
do primer forward e reverse, ja com a sequéncia do T7 3; Nimero de pares de bases e tamanho do produto gerado no Primer
3; (TM) Temperatura de Melting.

Nome Gene ID Primer 5'-3'
Cherry_reverse TTACTTGTACAGCTCGTCC
mCherry control | AY678264

Cherry-forward | ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG

Tabela 4 — Sequéncia do primer mCherry, forward e reverse. Controle dos primers. Baseado no artigo do Stefanic et al. 13

Os Dominios dos genes estdo representados a seguir
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Figura 2 — Imagens geradas utilizando o algoritmo blastx. (A) Dominio da proteina Metiltransferase codificado pelo gene proteina Arginina N-metiltransferase. (B) Dominio da proteina
Acetiltransferase codificado pelo gene proteina 1 de ligagdo ao CREB (SmCBP1). (C) Dominio da proteina Desacetilase codificada pelo gene Histona putativa desacetilase 4,5.
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Figura 3 - (A) Arvore filogenética de proteinas Acetiltransferase geradas pelo programa MEGAX com proteinas do S. mansoni e proteinas

ortélogas de S. haematobium e H. sapiens. (B) Distribuicdo de dominios conservados entre proteinas Acetiltransferase putativa de S.
mansoni e suas proteinas ortlogas de S. mansoni.
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DISCUSSAO

Ao longo do ultimo semestre, foi realizada a elaboragéo e montagem do experimento RNAI, abordando a escolha
de estratégias para realizar o mesmo, e o Kit escolhido foi o T7 Ribomax da Promega. As decisdes foram tomadas
com base em artigos cientificos e nos protocolos dos reagentes. Os primers foram aqui desenhados e alinhados, ja
estdo sintetizados, para o inicio dos experimentos presenciais. Também dispomos dos RNAs extraidos e
armazenado em freezer -80°C para a sintese do dsRNA através do Kit T7 Ribomax, que também ja se encontra
disponivel no laboratério. As figuras e tabelas mostradas em “Resultados™, mostram o desenho dos primers, com
as suas respectivas temperaturas de melting, tamanho dos transcritos e a presenca da sequéncia do promotor T7
(TAATACGACTCACTATAGGG), para a sintese do dsRNA. A arvore filogenética mostra a evolucéo dos trés
genes smp_105910, proteina de ligacdo ao CREB; smp_069380, histona putativa desacetilase 4,5; e smp_025550,
enzima arginina N-metiltransferase. Sendo estes, entdo, comparados com S. haematobium e H. sapiens. O objetivo
deste estudo foi avaliar a presenga dos dominios conservados e compara-los entre 0 S. mansoni e as outras espécies
animais descritas, para através da analise RNAI, demostrarmos a importancia dessas proteinas com dominios das
enzimas modificadoras de histonas na biologia do parasita e estudarmos como novos alvos terapéuticos. A
presenca conservada desses dominios também foi essencial para a construcdo dos oligonucleotideos que serdo
utilizados para a sintese do dsRNA. A proteina de ligacdo ao CREB esta equivalente ao XP_012796325.1 (S.
haematobium), em relacdo a estrutura do dominio, e sdo compreendidos pelos dominios Zf-TAZ, KIX,
Bromodominio, DUF902, HAT_KAT11 e ZZ. A histona putativa deacetilase 4,5 é compreendida pelo dominio
HDAC. E a enzima arginina N-metiltransferase é compreendida pelo dominio Metiltransferase, portanto sdo os
dominios importantes para a funcéo biologica dessas proteinas no parasita S. mansoni. Conforme o calendario
proposto no Gltimo relatorio, assim que for permitida a liberacdo para realizar os experimentos no laboratorio,
iniciaremos os estudos a partir da sintese do dsRNA, pois como foi dito acima, ja possuimos 0 RNA extraido, ndo
sendo necessario refazer a coleta de material bioldgico. A partir da sintese sera realizado a incubacao da fita de
dsRNA nas culturas do parasita nos cinco estagios de desenvolvimento, para isso, € necessario cultivar as culturas
referentes aos estagios do ciclo do parasita e testar o primer para verificar se o gene foi silenciado, através do RT-
PCR, utilizando os primers para PCR em tempo real utilizados anteriormente no contexto do projeto FAPESP
2017/07364-9. A respeito controle do experimento, sera realizado com o mCherry, descrito pelo Stefanic et al. 18,
gue € um gene sintético. Durante a permanéncia remoto, iniciaremos a escrita do artigo, com os resultados de qRT -
PCR e as anélises in silico dos dominios mostradas acima. A efetiva publicacdo ocorrerd depois de obtidos os
experimentos de silenciamento, aqui propostos.
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