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A anidrobiose, do grego “vida sem agua”, ¢ um estado de organizacao biologica
altamente estavel que alguns organismos alcancam quando enfrentam um estresse
hidrico severo. Estes organismos, ditos anidrobiotos, quando se encontram neste estado
tornam-se resistentes a uma série de fatores: altas doses de radiacdo ultravioleta, raios
X, temperaturas proximas ao zero absoluto, dentre outros.

Devido a esta capacidade destas espécies, uma nova area de pesquisa vem se
desenvolvendo com a finalidade de tornar materiais bioldgicos resistentes a dessecagédo
como ocorre nestes organismos, 0 que trard grandes avangos para medicina ao
possibilitar o armazenamento a seco de 6rgdos, células, vacinas e outras moléculas de
interesse.

Uma classe de proteinas conhecida como LEA (Late Embryogenesis Abundant)
é acumulada em resposta ao déficit hidrico em muitas plantas, cianobactérias e também
alguns invertebrados, como alguns nematoides. Sao proteinas altamente hidrofilicas,
termoestaveis e possuem uma grande plasticidade funcional, podendo atuar na protecédo
enzimatica, estabilizando membranas e também atuando como uma espécie de escudo
molecular.

O presente trabalho analisou a participacdo de trés proteinas LEA na via de
anidrobiose através do silenciamento génico por Interferéncia por RNA (RNAI) e
também buscou caracterizar os efeitos do knockdown na viabilidade, morfologia,
desenvolvimento e comportamento do nematédeo Panagrolaimus superbus, nosso
modelo de estudo. Os resultados obtidos confirmam a participagdo de LEA-12 no
processo de anidrobiose, uma vez que seu knockdown néo € letal em condi¢fes normais
de umidade relativa, porém apos o teste de dessecagdo os vermes LEA-12 silenciados
exibiram uma reducdo na viabilidade. Adicionalmente, ndo houve nenhuma

modificagdo na morfologia, comportamento e desenvolvimento e, portanto, podemos
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inferir que LEA-12 participa exclusivamente do processo de anidrobiose, ja que nédo

foram observados efeitos pleiotropicos.
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Anhydrobiosis, from greek “life without water”, is a highly stable state of
organization achieved by some organisms when exposed to severe hydric stress. These
organisms, called anhydrobiotic, during the dry stage are resistant to various factors:
high doses of ultraviolet radiation, X-rays, temperatures near to absolute zero, etc.

Due to this ability observed in these species, a new field of research has been
developed aiming to convert biological samples into desiccation-tolerant ones, which
would bring important advances for the medicine, like the possibility to store biological

samples (organs, vaccines and other molecules of interest) in the dry state.

A class of protein known as LEA (Late Embryogenesis Abundant) is
accumulated in response to the hydric stress in plants, cianobacteria and also in some
invertebrates (like nematodes). The LEA proteins are highly hydrophilic, thermostable
and display a great functional plasticity, acting in enzymatic protection, membrane

stabilization and also as a molecular shield.

The present study analyzed the participation of three LEA proteins on the
anhydrobiotic pathway through gene silencing via RNA interference. We also aimed to
characterize the knockdown effects on viability, morphology, development and
behavior on the nematode Panagrolaimus superbus, our model organism. The obtained
result confirms the participation of LEA-12 on anhydrobiosis process since its
knockdown was not lethal to the worms in normal conditions of relative humidity.
However, after desiccation test, LEA-12-silenced worms displayed a reduction on
viability percentage. Additionally, worms displayed no changes in morphology,
behavior or development. Therefore, we can infer that LEA-12 participates exclusively

on anhydrobiosis since no pleiotropic effects were observed.
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ANOVA: analise de variancia.

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): programa de analises in silico que
compara sequéncias nucleotidicas e/ou proteicas.

cDNA (complementary DNA): DNA complementar.

dsRNA (double-strand RNA): RNA de dupla fita.

EST (expressed sequence tag): etiqueta de sequéncia expressa.

GFP (green fluorescent protein): proteina verde florescente.

HT115 DE3: linhagem bacteriana defectiva em RNase I1I.

IPTG: isopropil-B-D-tiogalactosideo, composto indutor de transcricdo genética.
L4440: vetor bacteriano para expressdo de RNAs de dupla fita.

LB (Luria Broth): meio de crescimento para bactérias.

LEA (late embryogenesis abundant): proteina que é acumulada abundantemente na
embriogénese tardia de sementes.

MO9: solucédo tampéo.

NaOH: hidroxido de sodio

NGM (Nematode Growth Medium): meio de crescimento de nematoides.

OP50: linhagem bacteriana.

PCR (Polymerase Chain Reaction): reacdo em cadeia da polimerase.

RH (relative humidity): umidade relativa.

RISC (RNA-indiced silencing complex): Complexo de Silenciamento Induzido por
RNA.

RNAI (RNA interference): Interferéncia por RNAI.

rpm: rotagdes por minuto

RT-PCR: transcrigéo reversa seguida pela reacdo em cadeia da polimerase
siRNA: pequeno RNA interferente (“small interferente RNA”).
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g: forga de gravidade

Vv: volume

L: litros

mL: mililitros

mM: milimolar

px: unidade de medida pixel

A 13

w: peso (do inglés “weight”)
°C: graus Celsius
Hg: micrograma

pL: microlitro

pm: micrémetro
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1.1 ANIDROBIOSE

A 4gua é reconhecidamente a matriz da vida e, portanto, sem ela qualquer forma
de vida, hoje conhecida, é dependente em algum grau de agua. No entanto, em 1702,
Antony van Leeuwenhoek descreveu um fendmeno em que “animaculos” apareciam
apos a reidratacdo de amostras de musgos coletadas (Wright, 2001).

Posteriormente, outros pesquisadores também descreveram organismos com
habilidades semelhantes a descrita por Leeuwenhoek. Neste periodo, era consenso que
€sses organismos se encontravam em um estado de repouso, porém no que se refere ao
estado de organizacdo bioldgica, nada era discutido.

Por volta de 1860, a comunidade cientifica inicia os debates sobre a condicédo
bioldgica atribuida aqueles organismos secos, com interesse na, entdo, aparente
descontinuidade metabolica. Véarias eram as discussdes e, até o fim do século XIX,
poucos pesquisadores acreditavam na capacidade de sobrevivéncia a dessecacao
extrema de alguns organismaos.

De acordo com Keillin (1959), anidrobiose € uma forma particular de
criptobiose (do grego “vida escondida”). Esta definigdo abrange o estado de um
organismo em que ndo Se encontram sinais visiveis de vida e suas atividades
metabolicas tornam-se praticamente imensuraveis ou reversivelmente paralisadas. O
estado de criptobiose nada mais é do que uma adaptacdo particular contra estresses
ambientais, e para cada fator que o induz da-se uma denominagdo diferente:
anidrobiose(induzida pela dessecagdo extrema), criobiose(induzida pelo congelamento),
anoxibiose(induzida pela falta de oxigénio), osmobiose(induzida pela osmolaridade
extremamente elevada) e termobiose(induzida por altas ou baixas temperaturas)

(Keillin, 1959; Watanabe, 2006).



Borges, G. (2013) Introducéao

O termo “anidrobiose” foi cunhado por Giard em 1894, e refere-se a um estado
especifico de animacao suspensa pelo qual alguns organismos de diferentes taxons
entram por meio da dessecacdo extrema. Deve-se ressaltar neste ponto que organismos
anidrobioticos possuem pouca dgua em seu interior quando estdo no estado de animagéo
suspensa — 0,1g de agua/g de massa seca (Clegg, 1973; Billi e Potts, 2002), porém em
quantidade insuficiente para a manutencéo da hidratacdo das proteinas intracelulares, o
que torna inviavel a manutencdo do metabolismo.

Normalmente um organismo sem metabolismo é considerado “morto”, porém
em organismos conhecidos como criptobidticos essa suspensdao do metabolismo é
completamente reversivel. A criptobiose, do grego “vida escondida”, pode entdo ser
entendida como uma animacao suspensa. Tendo isto em mente, o cientista David Keilin
propbs um terceiro estadgio de organizacdo biologica, além do vivo e morto: o
criptobidtico (Clegg, 2001).

Para que um organismo entre em animacao suspensa, varias adaptacdes se fazem
necessarias, como por exemplo o acumulo de “solutos compativeis” (Yancey et al.,
1982; Somero e Yancey, 1997). Entre eles destacam-se os dissacarideos nédo-redutores,
como trealose e sacarose, que promovem a protecdo de macromoléculas e membranas
frente a dessecacgdo atuando de forma que ocorra uma substituicdo da dgua de hidratacéo
e através da formacgdo de biovidro, ou vitrificacdo (Clegg, 2001). Este biovidro,
aparentemente, aprisiona as macromoléculas em um meio estavel e amorfo, prevenindo
assim a deterioracdo da celula (Iturriaga, 2008).

O processo de anidrobiose consiste em 3 fases: desidratacédo, dessecacéo e seco.
No primeiro, ocorre a perda progressiva de agua, com todas as estruturas celulares
permanecendo totalmente hidratadas. Concomitantemente, ocorre alteragcbes no pH e na

viscosidade do citosol, devido a mudancas na concentragéo intracelular. Estas alteracfes
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podem prejudicar as interacbes de hidrogénio, forcas de Van der Walls e forcas
hidrofobicas, levando a desestabilizacdo de acidos nucleicos, proteinas, lipideos de
membrana dentre outros compostos (Stryer, 1999 apud Tunnacliffe A e Lapinski J,
2003). Neste momento as vias bioquimicas comecam a falhar e é neste periodo em que
as respostas necessarias para a sobrevivéncia do organismo se inicia. Proteinas
hidrofilicas e dissacarideos ndo-redutores sdo importantes neste momento (Wright,
2001).

No segundo estagio, a célula atinge valores de 4gua de 0,3g/g de massa seca até
valores de 0,1g/g de massa seca. E neste momento em que ocorre o cessamento do
metabolismo. A 4gua se torna tdo escassa que as moléculas intracelulares nao estdo
completamente hidratadas, e isto leva a uma instabilidade estrutural. De acordo com
algumas hipoteses, neste estagio os dissacarideos acumulados na fase de desidratacdo
atuam substituindo as moléculas de agua (com a formacdo de pontes de hidrogénio).
Isto ndo permite que danos estruturais irreversiveis sejam causados nas membranas e
macromoléculas (Tunnacliffe e Lapinski, 2003).

No terceiro e ultimo estagio (seco), a anidrobiose é realmente representada e
pode perdurar por longos periodos. E nesta fase em que se observa a troca do citoplasma
pelo biovidro. Em teoria, esta matriz solida impede a difusdo molecular levando a um
estacionamento das reacBes quimicas, ou seja, ela promove a animagdo suspensa

(Crowe, 1998).
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Figura 1. Manutencdo da estrutura de macromoléculas na anidrobiose. Em (A) temos a hidratagao
total, onde a estrutura da proteina esta conservada. Em (B) a desidratagdo continua leva a sintese de
trealose (hexagonos) que ndo estd em contato com a proteina neste momento. Quando ocorre a
dessecacéo total (C) temos a formagdo de uma concha de biovidro que estabiliza a conformag&o proteica
(Adaptado de Chiu, 2011).
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No entanto, a simples presenca de dissacarideos nao-redutores é insuficiente
para anidrobiose (Higa e Womersley, 1993). Em 2000, um experimento realizado com
células de mamiferos (sabidamente ndo anidrobidticos), a sintese de trealose néo
conferiu resisténcia frente a dessecacdo (Garcia de Castro e Tunnacliffe, 2000). Além
disso, em rotiferos bdeloides ndo foi registrado qualquer acumulo de trealose ou
molécula analoga durante o processo de anidrobiose (Lapinski e Tunnacliffe, 2003).

Com isso, podemos constatar que trata-se de um fenbmeno altamente complexo,
e que hé, possivelmente, vias alternativas para a inducdo do processo de anidrobiose.
Esta inducdo envolve uma gama de mecanismos que estdo relacionados com a
manutencdo da integridade celular no estado seco.

Outras adaptacOes possivelmente envolvidas sédo: modificagbes na membrana
celular; biossintese e acumulo de proteinas hidrofilicas (como as proteinas LEA);
acumulo de solutos anfifilicos; ativagdo de sistemas antioxidantes, de reparo e protecéo
(Reardon et al., 2010).

O conhecimento e elucidacdo dos mecanismos de tolerancia a dessecacdo é de
total importancia para uma nova area de estudo: a engenharia anidrobiética. Neste
contexto, a validacdo de genes candidatos a participantes desta via se faz necesséria e

fundamental. A engenharia anidrobidtica visa a transformacdo de células/estruturas
5
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bioldgicas tolerantes ao estresse hidrico (Garcia de Castro et al., 2000). A viabilidade
preservada dessas estruturas na auséncia de agua traria um enorme avanco na medicina
moderna, no que se refere a: transplantes de 6rgéos, transporte de vacinas, manutengéo

de bancos de células e tecidos dentre outras aplicacdes.

1.2 TIPOS DE ESTRESSE E RESISTENCIA

Em resposta a diminuicdo da umidade relativa no ambiente, é desencadeada uma
série de respostas fisiologicas (ainda desconhecidas) que acabam por promover
mudancas morfologicas nos individuos. A mudanca mais caracteristica € a retracao das
extremidades do corpo (Baumann, 1922 apud Welnicz, 2011). Quando presentes neste
estado de organizacdo bioldgica, eles se tornam resistentes a uma ampla variedade de
condi¢cdes ambientais extremas. A capacidade de entrar no estado de anidrobiose
permite que esses organismos ocupem ambientes extremos bem como colonizem e se
dispersem em novos habitats (Nelson, 2002; Bertolani et al., 2004).

Varios estudos tém sido conduzidos, sobretudo utilizando tardigrados, no intuito
de testar quais sdo os limites tolerados por esses organismos, quando no estado de
anidrobiose, para o que consideramos “extremos” para a nossa espécie. Pesquisas sobre
resisténcia de espécimes dessecados indicam que estes organismos podem sobreviver a
exposicdo a temperaturas acima de 150°C e proximas do zero absoluto (Gilbert, 1974),
como demonstrado para rotiferos P. roseola. Adicionalmente, outros estudos, realizados
com tardigrados, testaram a resisténcia frente a altas doses de radiacdo UV,
evidenciando que, durante o estado de animagdo suspensa, estes organismos S&o

altamente tolerantes a tal radiacdo (Tanguay et al., 2004; Altiero et al., 2011; Persson et
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al., 2011;), além de radiacdo ionizante (Beltran-Pardo et al., 2013) e inclusive

sobrevivem ao vacuo (Jonsson, 2008).

1.3 INTERFERENCIA POR RNA (RNAI)

Em 1997, Craig Mello e colaboradores se referiram a um mecanismo de
silenciamento génico induzido por RNA até entdo desconhecido e ndo-elucidado. Este
mecanismo, de acordo com o0s autores, parecia “ser distinto do RNA antisenso
convencional, pois ambas fitas de RNA, senso e antisenso, causaram efeitos similares”
qguando do silenciamento génico em C. elegans (Rocheleau et al., 1997). Como este
mecanismo ainda era desconhecido, eles se referiram a tal técnica denominando-a de
RNAI, como sindnimo de interferéncia mediada por RNA (Rocheleau et al., 1997).

Em 1998, o uso foi divulgado e o termo “Interferéncia por RNA” (RNAI) foi
entdo dispersado pela comunidade cientifica. Inicialmente, a técnica RNAI foi aplicada
ao processo no qual moléculas de RNA dupla fita (dSRNAs) eram injetadas no
nematoide C. elegans e levava a um silenciamento especifico de RNAs mensageiros, 0
que permitia identificar a funcdo génica (Fire et al., 1998).

O mecanismo de RNAI ocorre de forma natural em células da maioria de
eucariotos, e podem estar envolvidas na eliminacdo de RNAs mensageiros anémalos e
na protecdo do genoma contra transposons e patdgenos virais (Baulcombe, 1999; Tabara
et al.,1999).

O silenciamento ocorre da seguinte forma: uma enzima denominada Dicer (uma
endoribonuclease do tipo IllI) cliva as moléculas de dsRNAs introduzidas em

fragmentos menores de RNA dupla fita, com cerca de 21-25 nucleotideos, denominados
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de siRNAs (small interfering RNAs), que possuem 2-3 nucleotideos overhang (nédo
pareados) na extremidade 3~ OH. Este duplex formado € entdo levado a um complexo
multiproteico chamado de RISC (RNA-Induced Silencing Complex), onde ocorre o
reconhecimento das fitas sense e antisense levando a degradacdo da primeira e ao
carregamento da segunda. Quando é encontrado no transcriptoma um RNA
perfeitamente complementar, o complexo RISC (através de uma enzima associada,
denominada SLICER) realiza a clivagem do mensageiro, levando assim, a um
silenciamento pds-transcricional (Hamilton e Baulcombe, 1999; Bernstein et al., 2001;
Elbashir et al., 2001; Kawasaki et al., 2004; Novina e Sharp, 2004; Song et al., 2004).

Existem varios métodos de introducdo de moléculas de dsRNAs, e cada um
depende da susceptibilidade do organismo modelo em questdo. Dentre os métodos,
destacam-se os vetores virais (Raoul et al., 2005); via imersao (soaking) (Maeda et al.,
2001); microinjecao (Fire et al., 1998); via alimentacdo (feeding) (Timmons e Fire,
1998). O método de feeding tem uma grande importancia devido a simplicidade e
praticidade. Ele foi primariamente descrito em C. elegans, que se alimentavam de
bactérias modificadas geneticamente para expressar dsRNAs que promoviam o
silenciamento de genes enddgenos do nematoide

Devido a simplicidade, praticidade e eficiéncia da técnica de RNAI, esta
ferramenta tem sido extremamente Util na identificacdo e caracterizagdo de genes
envolvidos no processo de anidrobiose, em especial no organismo modelo deste

trabalho.
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1.4 MODELO DE ESTUDO

Os organismos anidrobioticos estdo distribuidos em uma grande variedade de taxons e,
com isso, podemos selecionar aquelas espécies que apresente as caracteristicas que
sejam mais convenientes para cultura/manuseio em laboratorio.

Entre as plantas, podemos citar a conhecida “planta da ressurreigao” Selaginella
Lepidophylla. E uma planta de deserto reconhecida por sua habilidade de sobreviver a
dessecacgdo extrema e voltar apos reidratacdo com pouca dgua em um curto periodo de
tempo. Durante o periodo de seca, no seu habitat natural, o caule se enrola fazendo com
que a planta adquira uma forma esférica e, ap0s reidratacdo, volta a sua forma normal
readquirindo, inclusive, sua cor verde dentro de trés horas (Lebkuecher e Eickmeier,
1993). Ainda entre as plantas, deve-se ressaltar que as sementes de varias espécies
possuem capacidade anidrobiotica (ainda que os estadios seguintes ndo possuam tal
capacidade), sobrevivendo por longos periodos na seca e germinando apenas quando
encontra disponibilidade de &gua e recursos adequados. H& um relato de que uma
semente de tamareira (espécie Phoenix dactylifera) germinou ap6s um periodo de,
aproximadamente, dois mil anos de dorméncia (Sallon et al., 2008).

Um outro grupo de organismos que também possuem alguns representantes com
capacidade anidrobiotica € o grupo dos fungos. O representante mais significativo e
amplamente estudado (ndo apenas no campo da anidrobiose) é a espécie Saccharomyces
cerevisiae. O fato curioso é que esta levedura é amplamente comercializada, como
fermento bioldgico, na forma seca, e de acordo com as recomendagdes do fabricante,
necessita apenas a adigdo de agua ou leite para que ocorra o efeito desejado do
fermento. Ou seja, necessita de reidratacdo para que a levedura ressuscite e possa atuar

na fermentacdo. Varios estudos foram realizados nessa espécie, sobretudo no que diz
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respeito a sintese de trealose e seus efeitos na resisténcia a desidratacdo extrema (Gadd
et al., 1987; Eleutheria et al., 1993; Hounsa et al., 1998; Sano et al., 1999).

Entre os invertebrados, podemos citar como exemplo o crustaceo Artemia
franciscana, que vive em um ambiente com alta variacdo na salinidade, temperatura,
umidade e também na disponibilidade de oxigénio (Triantaphyllidis, 1998; Van
Stappen, 1998). A fémea gravida pode liberar larvas livre-natantes ou entdo embrides
encistados, com capacidade anidrobiotica, encerrados em um complexo impermeavel,
onde os embribes permanecem com o metabolismo cessado (MacRae, 2003; Anderson
et al., 1970; Denlinger, 2002;). Ainda entre os invertebrados, temos o grupo dos
rotiferos, que também possui representantes com capacidade anidrobiotica, comoa
espécie Philodina roseola, cuja capacidade anidrobidtica foi reportada pela primeira vez
por Antony van Leeuwenhoek, e desde entdo também vem sendo alvo de amplas
pesquisas.

Dentre os organismos modelo no campo da anidrobiose destacam-se 0s
tardigrados, também conhecidos como “ursos d’agua”. Sdo invertebrados microscopicos
com um tamanho variando entre 0,05-1,2um (Nelson, 2002) e com distribuicdo
cosmopolita, podendo ser encontrado em uma grande variedade de habitats (Degma et
al., 2010). O primeiro relato da capacidade anidrobiotica dos tardigrados foi feita por
Johan Goeze, em 1773 (Goeze, 1773 apud Welnicz, 2011), e desde entdo as espécies de
tardigrado tem sido amplamente estudadas, com especial atencdo para as espécies:
Milnesium tardigradum, Paramacrobiotus richtersi, Richtersius coronifer e
Ramazzotius oberhaeuseri (Welnicz, 2011).

No presente estudo, utilizamos o nematoide Panagrolaimus superbus como
organismo modelo, cujo género possui ampla distribui¢do, indo da Antartica até solos

de clima temperado. Sdo vermes de vida-livre, dioicos, e se alimentam de bactérias, o
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que facilita sua manutencdo em laboratério bem como permite uma ampla utilizacdo de
ferramentas desenvolvidas para o organismo modelo Caenorhabditis elegans (Brenner,
1974; Shannon et al., 2005). Membros do género Panagrolaimus possuem
representantes anidrobioticos estrategistas rapidos e lentos. Os estrategistas lentos sdo
aqueles que necessitam de um periodo de pré-aclimatacdo para a entrada no processo de
anidrobiose. Os estrategistas rapidos sdo aqueles que ndo necessitam desse periodo de
pré-adaptacéo e, portanto, podem entrar rapidamente no processo de anidrobiose
(Shannon et al., 2005).

A escolha do nematoide Panagrolaimus superbus como animal modelo do
presente estudo se justifica ja que este é um animal que permite a utilizacdo das mesmas
formas de cultura empregadas para o verme modelo Caenorhabditis elegans. Além
disso, foi demonstrado que o verme P. superbus é susceptivel a técnica de Interferéncia
por RNA (RNAI) pelo método de feeding (ingestdo) (Shannon, 2008). Este fato
possibilita a utilizacdo da RNAiI em P. superbus para a identificacdo de genes
possivelmente relacionados a anidrobiose, como por exemplo os genes LEA, tema do

presente estudo.
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Figura 2. Exemplares de organismos anidrobidticos. Em (A) temos a planta da ressurreicao
(Selaginella lepidophylla); em (B) o rotifero Philodina rotifer; em (C ) um tardigrado, animal modelo em
varios estudos de anidrobiose; em D temos o modelo do presente estudo Panagrolaimus superbus, de E —
G temos outras espécies do género Panagrolaimus que ndo sdo anidrobidticas e foram submetidas ao teste
de dessecacdo em silica gel (umidade relativa de 10%). Imagens fora de escala. Imagens A — C retiradas
da Science Photo Library. Imagens D — G retiradas de Shannon et al., 2005.

1.5 PROTEINAS LEA (Late Embryogenesis Abundant)

Uma das caracteristicas dos organismos anidrobidticos € a sintese de altas
concentragOes de agucares ndo-redutores durante a indugdo do processo de anidrobiose,
como trealose e sacarose em animais e plantas, respectivamente (Crowe, 1992). Esses
acucares tem o papel de proteger membranas e proteinas do dano causado pela
dessecacdo extrema. Essa protecdo é feita através da formacdo de um bioglass, que se
da pela substituicdo das moléculas de agua por tais agucares, que leva a estabilizacdo do
contetdo celular (Clegg, 2001) permitindo a sua protecdo (lturriaga, 2008). Porém,

apenas o acumulo desses aclcares ndo é suficiente para a anidrobiose (Higa e

Womersley, 1993).
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Uma classe de proteinas conhecida como LEA (Late Embryogenesis Abundant)
é acumulada em resposta ao deficit de &gua em muitas plantas, cianobactérias e também
em alguns invertebrados, como nematoides (Browne, 2002; Tunnacliffe e Wise, 2007),
e desempenha um papel importante na tolerancia a dessecacdo extrema (lturriaga,
2008). Sao proteinas altamente hidrofilicas e termoestaveis, tendo em sua composi¢édo
uma alta presenca dos aminodacidos glicina, glutamina e alanina (Iturriaga, 2008).

Sua importéncia para o processo de anidrobiose se deve a sua plasticidade
funcional, tendo possiveis atuacdes como: antioxidante; se ligando a ions; associando-se
e estabilizando membranas; protecdo enzimatica; e escudo molecular (Tunnacliffe e
Wise, 2007).

Foi proposto que as proteinas LEA, pelo menos em alguns casos, exercem
funcdo de antiagregacdo durante a desidratacdo prevenindo interacdes entre proteinas
parcialmente enoveladas que de outra forma iriam gerar agregados intracelulares.

Uma caracteristica importante das proteinas LEA é a de que sua conformacéo
ativa so é encontrada durante o processo de anidrobiose. Ou seja, em condi¢cdes normais
de umidade, uma proteina LEA se encontra na forma inativa, adquirindo funcionalidade
apenas durante a desidratacdo e dessecacdo (Hand et al., 2011) . Porém, quando
liofilizada, ela mantém sua confirmacdo inativa, isto pode ser devido ao rapido
congelamento que precede a desidratacdo e pode evitar a formagédo das estruturas de alfa

hélice (Tolleter et al., 2007).
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Figura 3. Conformacéo da proteina LEA em diferentes umidades relativas. Frente a diminuicdo do
contetido de 4gua na célula (A - F) notamos que LEA vai adquirindo sua estrutura secundéria conforme
diminui-se a disponibilidade de 4gua. Sua forma ativa encontra-se apenas em quantidades minimas de
agua, o que corrobora os dados de Hand (2011) e Chakrabortee (2012). Modificado de Hand et al., 2011.

Sua funcdo ainda permanece por ser esclarecida, porém resultados recentes
indicam que elas atuam como “escudos moleculares”, se associando livremente com a
superficie de uma proteina alvo, formando uma barreira de protecdo ao seu redor

(Chakrabortee et al., 2012).
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Figura 4. Formacao do “Escudo molecular”. Em (A) nota-se a grande disponibilidade de agua (circulos
pretos) e a disposicdo das proteinas intracelularmente, bem como dos peptideos derivados de uma LEA
(fitas com polaridade positiva e negativa). Quando ocorre a dessecagdo e a disponibilidade de agua fica
préximo de zero (B), as proteinas LEA adquirem sua conformacéo ativa e entdo se associam a superficie
das proteinas, formando uma espécie de “escudo molecular”, substituindo as moléculas de &gua
(Adaptado de Furuki et al., 2012).

1.6 APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

O conhecimento dos mecanismos de tolerancia a dessecacdo é de total
importancia para uma nova area de estudo: a engenharia anidrobidtica, e este é um
topico de grande interesse médico e comercial.

Na agricultura, o desenvolvimento de linhagens resistentes a seca traria enormes
avancos na producdo de alimentos em areas improprias para determinado cultivo. Da
mesma forma, o controle de espécies anidrobidticas parasitas de plantas, poderia ser
realizado com mais precisdo como, por exemplo, através da fabricacdo de novos
nematicidas para o controle de nematodas parasitas de plantas e que s@o resistentes aos
nematicidas convencionais. No caso da producdo de sementes e plantas transgénicas

resistentes a seca, uma possivel forma de confeccdo seria a introdugdo de cépias e/ou
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inducdo da expressdo de genes participativos da via de anidrobiose, 0 que permitiria a
sobrevivéncia dessas espéecies em condi¢fes ambientais naturais de estresse hidrico
(Franca et al., 2002). Em 2008, Suarez e colaboradores, realizou um experimento no
qual houve o aumento na expressdo do gene Trealose-6-fosfato sintase na bactéria
simbiodtica Rhizobium etli, e estas foram, entdo, inoculadas na planta Phaseolus
vulgaris. O que se observou foi 0 aumento na tolerdncia a dessecacdo e, também,
aumento na produtividade desta planta. De acordo com os autores, o metabolismo da
trealose em Rhizobium é fundamental para a sinalizacdo de crescimento, producdo e
adaptacdo a estresses abidticos, e sua manipulacdo tem grande impacto agronémico em
plantas leguminosas (Suarez, 2008)

No campo da medicina, a conservacdo de 6rgdos e tecidos possui enorme
importancia. Sabe-se da dificuldade existente em manter um oOrgdo em condi¢bes
adequadas até que se encontre o receptor apropriado, uma vez que demanda
armazenamento em baixas temperaturas por um longo periodo de tempo. A capacidade
de manter um 6rgéo a seco seria, portanto, nao apenas uma opcao mais vantajosa, ja que
poderia ser armazenado por um periodo maior do que atualmente conseguimos, mas
também seria uma alternativa mais barata que a atual, ja que ndo necessita de
manutencdo em baixas temperaturas como as atualmente utilizadas. A necessidade da
estabilizacdo de células na forma seca é urgente na preservacao de 6rgdos e tecidos para
transporte e aplicacfes médicas, e também no armazenamento a longo prazo.

Estudos com o dissacarideo trealose tém mostrado alguns resultados
significativos na conversdo de células de mamiferos resistentes ao congelamento
(Eroglu et al., 2002; Wolkers et al., 2002), e também na conversao de células humanas
resistentes & dessecacdo (Guo et al., 2000). A aplicabilidade dessas técnicas levou ao

surgimento, em 2010, de uma técnica de termoestabilizacdo de vacinas de vetores virais
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vivos, utilizando-se das propriedades conferidas pelos dissacarideos ndo-redutores
trealose e sacarose. Nesta técnica, as vacinas sdo suspensas em uma solucao de trealose-
sacarose e sdo depositadas em uma membrana, que apos a secagem, formam um vidro
ultrafino (devido a capacidade de vitrificacdo destes acUcares) que acaba por imobilizar
0s vetores virais e 0S mantém estaveis por até 6 meses. Estas membranas podem ser
transportadas através de um adaptador, que, no momento da utilizacao, € colocado entre
a seringa e a agulha. Durante a aplicacdo da vacina, a solucdo tampao presente na
seringa dissolve o biovidro e, concomitantemente, ocorre a ativacdo da vacina, que flui

para a agulha permitindo a entrada no organismo (Alcock et al., 2010).
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O estudo do processo da anidrobiose € essencial para o avan¢o de uma recente
area de pesquisa, a engenharia anidrobiotica, cuja finalidade é tornar materiais
bioldgicos tolerantes a dessecacdo assim como acontece com os anidrobiotos (de Castro
et al., 2000; Tunnacliffe et al., 2001; Manzanera et al., 2002). A possibilidade de
preservacdo de materiais em uma forma seca traria grandes avangos na medicina pois
permitiria; manter 6rgdos para transplante por um longo periodo de tempo (bem como
transporté-los por longas distancias), manutencdo de bancos de células e tecidos a um
custo bem menor (uma vez que ndo seria necessario 0 uso de equipamentos para
manutencdo em baixas temperaturas).

Adicionalmente, com a compreensdo dos mecanismos da anidrobiose, outras
aplicacbes podem emergir como, por exemplo: o desenvolvimento de técnicas que
tornem materiais resistentes a radiacdo (Watanabe et al., 2006a; Watanabe et al.,
2006b); mecanismos de animacdo suspensa para viagens longas, como por exemplo
entre planetas (Horikawa et al., 2008; Guidetti et al., 2012); e também uma possivel
extensdo da longevidade (Honda et al., 2010).

E sabido que apenas o acimulo de dissacarideo ndo-redutores, como a trealose e
a sacarose, ndo é suficiente para a anidrobiose (Tunnacliffe e Lapinsky, 2005). Neste
contexto, as proteinas LEA tém um papel fundamental para o processo, uma vez que
possuem uma ampla plasticidade funcional, como ja descrito anteriormente. Além disso,
é sabido que as proteinas LEA estdo envolvidas com a capacidade de resisténcia a
dessecagdo em plantas (Ingram e Bartels, 1996; Oliver et al., 2000; Hoekstra, 2001) e
em outros invertebrados (Browne et al., 2004; Kikawada et al., 2006; Schokraie et al.,

2010;). No entanto, ainda nd h& estudos no nematoide P. superbus.
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3.1 Objetivos Gerais

O presente estudo visou analisar a participacdo diferencial de trés proteinas LEA na
via de resisténcia a dessecacdo extrema do nematddeo P. superbus e caracterizar 0s
efeitos do knockdown de LEA-12 na morfologia, desenvolvimento e comportamento

desta espécie.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do presente trabalho foram:

e Silenciar, individualmente, trés genes codificadores de proteinas LEA (LEA-
1, LEA-4 e LEA-12) via RNAI por alimentag&o.

e Confirmar o silenciamento através da analise de expressdo por RT-PCR.

e Avaliar se estes trés genes sdo essenciais. Para isso, determinaremos a taxa
de sobrevivéncia de vermes silenciados (anélise pré-dessecacao).

e Revalidar o envolvimento destes trés genes na anidrobiose de P. superbus.
Para isto, silenciaremos estes trés genes via RNAIi e determinaremos a
porcentagem de sobrevivéncia apds dessecacdo e reidratacdo (teste poés-
dessecacdo).

e Determinar se o silenciamento do gene LEA-12 promove alteragdes
fenotipicas, abrangendo caracteristicas morfologicas, de desenvolvimento e

comportamentais, sob condicbes normais de umidade relativa.
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E

METODOS



4.1 PLACAS DE MANUTENCAO

Os animais utilizados na realizacdo dos experimentos (P. superbus) foram
obtidos devido a colaboragdo estabelecida com o laboratério do Prof. Dr. Alan
Tunnacliffe (Universidade de Cambridge, Reino Unido), que gentilmente nos forneceu
amostras destes nematoides. A partir de entdo, culturas de P. superbus foram mantidas
em laboratério a 21°C, no escuro, em placas de meio &gar NGM (Nematode Growth

Medium) contendo bacterias Escherichia coli (linhagem OP50) para alimentacéo.

4.2 CLONES DE LEAs SELECIONADAS

As sequéncias selecionadas séo trés cDNAs parciais clonados no vetor L4440,
que se encontra inserido na bactéria da linhagem HT115 DE3 RNase III". Os clones
foram gentilmente fornecidos pela Dra. Ann Burnell (Universidade Nacional da Irlanda,
Irlanda) devido a colaboracdo estabelecida com nosso laboratério. O vetor possui um
marcador de resisténcia a ampicilina e dois promotores T7 em orientacdes opostas,
flanqueando o inserto, cuja transcri¢do ocorre mediante inducéo por IPTG. A transcricéo
do inserto neste caso é bidirecional e, assim, ocorre a formacdo de moléculas de RNA
de dupla fita (dsSRNA) referentes ao gene-alvo. Devido & auséncia de RNase do tipo Ill,
essas moléculas ndo s@o degradadas nessa linhagem bacteriana e permanecem na forma

de dsRNA até que ocorra a ingestdo destas bactérias pelos vermes.

4.3 PREPARACAO DAS PLACAS DE INDUCAO

Bactérias da linhagem HT115, transformadas com o vetor L4440 (contendo a
sequéncia de LEA-1, -4 ou -12), foram cultivadas em tubos de 50 mL em LB ampicilina

(50 pg/mL) sob agitagdo (210 rpm) overnight a 37°C. Posteriormente, os tubos foram
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centrifugados durante 10 minutos a 4°C e 3500 g. Os pellets obtidos foram ressuspensos
em 600 pL de meio LB ¢ depositados em placas de Petri contendo meio NGM 4gar e
IPTG (1 mM). A permanéncia nestas condi¢fes deu-se por um periodo de 2 dias a
temperatura ambiente, com a finalidade de induzir a produgdo de dsRNAs pelas
bactérias. Bactérias HT115 transformadas com L4440::GFP foram utilizadas como

controle negativo.

4.4 SILENCIAMENTO GENICO VIA RNAi POR ALIMENTACAO

Os vermes das placas de manutencdo foram coletados adicionando-se 5 mL de
tampdo M9 e posteriormente transferidos para um tubo de ensaio de 50 mL contendo 45
mL de M9, sendo mantidos em repouso por 10 minutos para precipitacdo. Em seguida,
retirou-se o sobrenadante, restando apenas o pellet (vermes) no fundo do tubo de ensaio.
Este procedimento de lavagem foi realizado quatro vezes para reducdo da quantidade de
bactérias OP50. Os vermes foram entdo transferidos para as placas de Petri contendo as

bactérias HT115 ja induzidas, visando o silenciamento gene-especifico.

4.5 DIVISAO DAS AMOSTRAS

Para garantir o silenciamento de toda populagdo de vermes presente em cada
placa, o processo de RNAI via alimentacdo estendeu-se por 17 dias, periodo apos o qual
0s nematoides foram coletados, por meio da lavagem da placa com 5 mL de tampao M9
e transferidos para tubos de ensaio de 50 mL. Esta solugdo (tamp&o M9 + vermes) foi
entdo proporcionalmente dividida em quatro amostras (para cada tratamento): a amostra
“A” foi utilizada para a confirmacgdo do silenciamento génico através de RT-PCR, a
amostra “B” foi empregada em testes de viabilidade pods-silenciamento (ou pré-
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dessecagdo), a amostra “C” foi utilizada nos testes de resisténcia a dessecacao, enquanto

que a amostra “D” foi destinada as analises fenotipicas, sendo posteriormente

subdividida em amostras D1, D2 e D3, para as analises morfoldgicas, comportamentais

e de desenvolvimento, respectivamente.

4.6 CONFIRMACAO DO SILENCIAMENTO GENICO VIA RT-PCR

As sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados na realizacdo da RT-PCR séo

apresentados a seguir.

Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados na reacdo de RT-PCR. Os primers foram desenhados
utilizando-se o programa Gene Runner.

Ps-LEAL-F
GGGAGCACAAGTTAAACCAGT
Ps-LEAL-R1

PS-LEA-L | A GTTTCTTTTATTTCACCAGC
Ps-LEAL-R2
GGCAGCATTTTCGCGAGTTTT
Ps-LEA-4 F
GAAGATGTCAGTGATTATGTA
Ps-LEA-4 R1
ATCGACAACATATTCTCCAGC

Ps-LEA-4 1o L EA-4 R2
CTTCACCAGCTTTGTAAATAA
Ps-LEA-4 R3
CCTTTACATCACCTTCATCTG
Ps-LEAI2-F1
TCAATGATGCCAGTGACTCTG

Ps-LEA-12 15 TEAT2RL
GCGGCATTCTGAGTTGTATTC

4.7 TESTE DE VIABILIDADE POS-SILENCIAMENTO

Visando determinar se o silenciamento de alguma das LEAs per se é letal para

0s vermes, realizaram-se testes de viabilidade pos-silenciamento. Esta analise foi feita
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para quatro grupos (em triplicata): vermes tratados com dsRNA contra GFP (controle
negativo), dsRNA contra LEA-1, dsRNA contra LEA-4 e dsRNA contra LEA-12,
retirados das respectivas amostras B. Neste procedimento, a determinacdo da
porcentagem de sobrevivéncia deu-se via coloracdo com Erythrosin B. Para isto,
adicionou-se 1 mL do corante (Erythrosin B 0,4% w/v em tampdo M9; Sigma Aldrich,
Sdo Paulo, Brasil) em cada uma das amostras, pelo periodo de quatro horas, apos o qual
realizou-se a lavagem das mesmas com tampdo M9. Com a morte dos nematoides,
ocorrem alteracdes nas propriedades da membrana plasmatica de suas células, que tém
como resultado a perda da sua permeabilidade seletiva, permitindo a entrada do corante
nas células mortas (Evangelista, 2011). Deste modo, os vermes mortos adquirem uma
coloracdo avermelhada quando observados ao microscépio &ptico, facilitando a
identificacdo e distincdo entre os vermes vivos e mortos. A partir disso, obtém-se a
porcentagem de viabilidade para cada tratamento, dividindo-se o nimero de vermes

vivos pelo namero total de individuos.

4.8 TESTE DE VIABILIDADE POS-DESSECACAO

Os testes envolvendo a dessecacdo extrema dos vermes foram realizados para
quatro grupos (em triplicata): vermes submetidos ao tratamento com dsRNA contra GFP
(controle negativo), dsSRNA contra LEA-1, dsRNA contra LEA-4 e dsSRNA contra LEA-
12, retirados das respectivas amostras C. Aproximadamente 250 vermes de cada grupo
foram imobilizados em membranas de filtro Supor 0,45 pm (Sigma Aldrich, Sdo Paulo,
Brasil) por filtragdo a vacuo, com o auxilio do funil de Sartdrio, e posteriormente foram
introduzidos em tubos de ensaio de 1,5 mL. Estes, por sua vez, foram submetidos a um

ambiente com umidade relativa (RH) de 98% (solugéo saturada de sulfato de cobre) por
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24h e, apds este periodo, as amostras foram transferidas para RH de 10% (silica gel
regenerada), permanecendo nestas condi¢Bes durante 24h. Em seguida, os vermes foram
pré-hidratados em RH 100% (vapor de a4gua destilada) por 24h. Posteriormente, houve a
reidratacdo dos mesmos pela adicdo de 1,5 mL de tampdo M9. A determinacdo da
viabilidade ap6s a dessecacdo foi realizada via coloracdo, utilizando-se o corante

Erythrosin B, seguindo a metodologia descrita anteriormente.

4.9 ANALISES FENOTIPICAS
49.1 MORFOLOGIA

A caracterizacdo morfoldgica foi realizada com base no conteldo presente na
amostra D1, analisando-se 0s seguintes parametros: integridade da cuticula (presenca de
rupturas ou outras anormalidades), dimensdo, estrutura geral da vulva e da faringe.
Além disso, quaisquer outras eventuais alteracdes morfoldgicas mais evidentes foram
consideradas. A maioria dos parametros foi analisada através da observacdo direta via
do microscopio optico de pelo menos 150 vermes (para cada tratamento em triplicata:
GFP e LEA-12), comparando-se sua morfologia entre 0s grupos controle e 0s grupos

LEA-12 silenciados.

4.9.2 MENSURACAO DA DIMENSAO

Especificamente para a analise da dimensdo dos vermes utilizou-se o programa
ScopePhoto, considerando 0s seguintes estadios de desenvolvimento: ovos
(comprimento e espessura), e vermes adultos (espessura determinada a partir do ponto
médio do animal) (figura 3). A categorizacdo e o didmetro das fases larvais (L1, L2, L3

e L4) foram obtidos a partir de dados previamente padronizados por Guidelli (2011).
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Este procedimento foi realizado para dois tratamentos: um grupo referente aos
vermes tratados com dsRNA contra LEA-12 e para o controle negativo (dsRNA contra
GFP), analisando-se ao menos 40 individuos de uma populacdo mista de vermes em

cada tratamento.

4.9.3 COMPORTAMENTO

As analises comportamentais procederam por meio da observacdo direta no
microscopio optico de 50 individuos (para cada tratamento) contidos na amostra D2,
bem como da elaboracdo de videos de 1 minuto de duracdo, através do programa
ScopePhoto, para posterior analise mais criteriosa. Essas observacdes fenotipicas
atentaram para comportamentos ndo usuais como: dificuldade de movimentacéo,
imobilizacdo, contracdo muscular descoordenada (twitching), movimentacdo ao redor
do préprio eixo (roller), dentre outros comportamentos incomuns, comparando-se 0s

grupos controle e experimental (GFP e LEA-12 silenciado, respectivamente).

4.9.4 DESENVOLVIMENTO

A fim de avaliar o efeito do silenciamento da proteina LEA-12 no
desenvolvimento de P. superbus, vermes contidos na amostra D3 foram submetidos a
um procedimento de sincronizagdo. Este procedimento consiste na utilizagdo de uma
solucdo de bleaching (0,5 M NaOH ; 1% hipoclorito de s6dio) durante 15 minutos (com
leve agitacdo a cada 3 minutos). O resultado é a desintegracdo dos estadios larvais e
vermes adultos, restando apenas ovos viaveis. A partir disso, placas de manutencao
foram colonizadas com estes ovos e novas populagdes sincronizadas foram formadas (a

21°C, no escuro).
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A analise foi feita comparando-se os intervalos de tempo de surgimento dos
estadios larvais e adulto entre o grupo controle e o grupo experimental, a fim de
verificar se LEA-12 exerce algum papel relevante no desenvolvimento deste nematoide
levando, por exemplo, ao estacionamento em uma das fases ou descontinuidade no ciclo

de desenvolvimento do verme.

Para esta andlise utilizaram-se 2 grupos (em triplicata): vermes tratados com
dsRNA contra LEA-12 e dsRNA contra GFP, analisando-se ao menos 50 individuos em
cada estadio de desenvolvimento, para cada um destes grupos. As observacfes foram
realizadas nos periodos de tempo predeterminados (6, 24, 72 e 122 e 168 h), envolvendo
a captura de imagens e videos através do programa ScopePhoto. O diametro dos vermes
foi posteriormente mensurado (considerando o ponto médio do nematoide) a fim de

comparar 0s grupos controle com o experimental (figura 5).

4.10. ANALISES ESTATISTICAS

Os experimentos foram realizados em triplicata, obtendo-se médias e desvios-
padrdo e os dados sdo apresentados em graficos. Para a andlise estatistica utilizou-se o
teste One-Way ANOVA, e como pds-teste foi utilizado Tukey post-hoc (para analises
maultiplas) e Teste t de Student (para analises em pares). Consideram-se estatisticamente

significativas diferencgas cujo p<0,05.
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5 RESULTADOS



5.1 TESTE DE VIABILIDADE POS-SILENCIAMENTO

Os resultados obtidos a partir dos testes de viabilidade realizados anteriormente

a dessecacdo sao ilustrados no gréfico a seguir.
100
80 -

60

Yiabilidade pos-silencamento (3%)

GFP LEA-1 LEA-4 LEA-12

Figura 5. Taxa de viabilidade apds o silenciamento (sem dessecacdo). Os valores das porcentagens
médias de viabilidade para GFP, LEA-1, LEA-4 e LEA-12 sdo, respectivamente: 53,06%, 52,35%,
47,19% e 50,47%.

A analise dos resultados revela que ndo ha diferencas estatisticamente
significativas (p>0,05; One-Way ANOVA) na taxa de viabilidade pés-silenciamento entre
0 grupo controle e experimentais. Este dado evidencia que as proteinas LEA ndo sdo
essenciais, em condicdo de umidade relativa normal, para a sobrevivéncia de P.
superbus e, portanto, qualquer reducdo que venha a ser observada na taxa de viabilidade

apos o processo de dessecacao deve-se a participacao deste gene na via de anidrobiose.

5.2 TESTE DE VIABILIDADE POS-DESSECACAO

Os resultados referentes ao silenciamento seguido de dessecacdo para cada

tratamento utilizado sdo demonstrados abaixo.
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Figura 6. Porcentagens de viabilidade dos vermes silenciados e submetidos a dessecacdo extrema.
Os valores médios das taxas de viabilidade séo respectivamente: 35,22%, 30,24% 19,01% e 15,69%.

Viabilidade pos-dessecagio (%)

A porcentagem de sobrevivéncia de LEA-12 (em média 15,69%) apresenta um
valor abaixo da média do controle. Esta diferenca estatisticamente significativa
confirma, portanto, a hipotese de envolvimento do gene LEA-12 na via de anidrobiose
do nematoide P. superbus (p<0,05; One-Way ANOVA). Nesta analise, LEA-1 e LEA-4
também apresentaram reducdo em relagdo ao controle, porém ndo de forma

significativa.

As analises seguintes foram realizadas apenas para o grupo LEA-12 silenciado
visto que apenas o decréscimo de LEA-12 foi estatisticamente significativo, i.e., apenas

este grupo mostrou-se importante para o processo de anidrobiose.
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5.3 ANALISES FENOTIPICAS
5.3.1 MORFOLOGIA

Os resultados obtidos a partir da analise fenotipica com enfoque para as
caracteristicas morfologicas dos vermes silenciados para o gene LEA-12 ndo apontaram
nenhuma alteracdo evidente na cuticula, estrutura da vulva e faringe, ou mesmo outras
alteracdes morfologicas drasticas nos vermes. Todos os parametros listados acima foram
descritos com base em uma comparacdo com o grupo controle (GFP), considerando-se

um periodo de silenciamento de 17 dias.

5.3.2 MENSURACAO DE OVOS E VERMES ADULTOS

Os resultados da analise dimensional dos ovos e espessura dos vermes para cada

tratamento sao ilustrados a seguir.

Figura 7. Imagem da morfologia dos vermes submetidos ao tratamento controle e experimental. A)
Vermes submetidos ao tratamento controle (dsSRNA contra GFP). B) Vermes submetidos ao tratamento
experimental (dsSRNA contra LEA-12). Aumento de 100x; 1 pixel = 0,312 pm.
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Figura 8. Relagdo entre o tamanho médio dos ovos e os diferentes tratamentos. Os comprimentos
médios para GFP e LEA-12 sdo: 52,15 um e 49,84 um, respectivamente. A espessura (largura) média para
GFP e LEA-12 sdo, respectivamente: 28,14 um e 29,79 um.

Os valores médios do comprimento e espessura (largura) dos ovos para cada tratamento

nédo diferem estatisticamente (p>0,05; teste T de Student).
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Figura 9. Valores médios do didmetro dos vermes de uma populacdo mista (com vermes em
diferentes fases do desenvolvimento). Os valores médios (nos estadios L1, L2, L3, L4 e adulto) para os
vermes submetidos ao tratamento de dsRNA contra GFP sdo, respectivamente: 12,32 um, 18,55 um,
32,15 pum, 42,64 um e 54,35 um. Os valores médios nos estadios L1, L2, L3, L4 e adulto, para 0s vermes
submetidos ao tratamento experimental (dsSRNA contra LEA-12) sdo, respectivamente: 11,56 um, 21,55
pm, 31,21 pm, 40,63 pm e 53,68 pum.
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Os testes estatisticos demonstraram que o didmetro dos vermes ndo difere
significativamente entre si (p>0,05; teste T de Student) comparando-se 0S grupos

controle com o LEA-12 silenciado.

A partir destes resultados pode-se inferir que o gene LEA-12 ndo exerce
influéncia significativa sobre o tamanho dos ovos e diametro dos vermes adultos.
Adicionalmente, os resultados obtidos a partir do experimento de desenvolvimento
permitem concluir que o didmetro médio das fases larvais (L1, L2, L3 e L4) ndo difere
significativamente (p>0,05; Teste T de Student), quando se compara 0s grupos controle
e experimental para cada estadio larval. Deste modo, infere-se que LEA-12 também néo

afeta de forma significativa a espessura dos diferentes estadios larvais.

5.3.3 COMPORTAMENTO

As analises comportamentais ndo evidenciaram nenhuma alteracdo
comportamental significativa (roller, twitching, immobilized) entre o grupo

experimental e o grupo controle.

5.3.4 ANALISES DO DESENVOLVIMENTO

Os resultados obtidos a partir das analises do desenvolvimento de P. superbus
submetidos a RNAIi demonstram que, nos periodos temporais pré-definidos (Guidelli,
2011), todos os estadios de desenvolvimento sdo evidenciados nos vermes LEA-12

silenciados, semelhantemente ao grupo controle.
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Figura 10. Porcentagem de animais em determinada fase de desenvolvimento. A analise do
desenvolvimento ndo evidenciou diferencas como “estacionamento” ou “pulo” de alguma fase larval
entre os tratamentos controle e experimental. T: tempo em horas ap6s a eclosao.

A partir destes dados pode-se concluir que esta proteina LEA-12 ndo altera de
maneira significativa a progressédo do ciclo de desenvolvimento deste nematoide, uma
vez que ndo se observou um estacionamento em determinada fase do desenvolvimento
ou mesmo auséncia de algum estddio larval. Desta forma, aparentemente, o
desenvolvimento ocorre de modo normal em vermes LEA-12 silenciados, com as fases

L1, L2, L3, L4 e adultos presentes nos tempos esperados.

5.4 CONFIRMAGCAO DO SILENCIAMENTO

A confirmacdo molecular do silenciamento de LEA-12 ndo foi alcangcada. Os
possiveis motivos da ndo amplificacdo de LEA-12 estdo descritas na se¢do “Discussio”.
A imagem abaixo mostra que houve amplificacdo tanto para LEA-1 quanto para LEA-4,

excluindo a possibilidade de algum problema na reacéo de PCR.
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Figura 11. PCR de LEA-1, -4 e -12. Ladder: 1kb (Invitrogen). 1: gene LEA-1 amplificado com os
primers LEA1-F e LEA1-R1. 2: gene LEA-1 amplificado com os primers LEA1-F e LEA1-R2. 3: gene
LEA-4 amplificado com os primers LEA4-F e LEA4-R1. 4: gene LEA-4 amplificado com os primers
LEA4-F e LEA4-R2. 5: gene LEA-4 amplificado com os primers LEA4-F e LEA4-R3. 6: gene LEA-12
amplificado com os primers LEA12-F1 e LEA12-R1.
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6 DISCUSSAO



As proteinas LEA foram primeiramente identificadas cerca de 30 anos atras, em
plantas de algoddo, quando sementes foram observadas na fase tardia de
desenvolvimento, momento em que 0 embrido passa a ser tolerante a dessecacdo (Dure
e Galau, 1981). Apds essa publicacdo surgiram varios outros trabalhos demonstrando a
existéncia em diversas outras espécies de plantas (Dure et al., 1989; Wise, 2003). A
principio, pensava-se que essas proteinas pertencessem apenas as plantas, porém
Browne e colaboradores (2002) identificaram um gene no nematdédeo Aphelencus
avenae, fornecendo evidéncias de que plantas e animais anidrobidticos poderiam utilizar
mecanismos, em alguns aspectos, semelhantes para a protecdo contra a dessecacao
(Browne et al., 2002). A partir de entdo, a presenca de proteinas LEA tem sido
identificadas em outros invertebrados (Browne, 2004; Hand et al., 2007; Tyson et al,
2007; Denekamp et al., 2010) e também em algumas bactérias (Battista et al., 2001).
Em todos os casos, até 0 momento, essa classe de proteinas parece estar associada com
a conferéncia de resisténcia a dessecacdo. Indo ao encontro do relatado na literatura, os
dados levantados por este trabalho também confirmam a participacdo de uma proteina
LEA (LEA-12) no processo de anidrobiose, uma vez que o seu silenciamento acabou
por promover um decréscimo significativo na porcentagem de viabilidade do nematoide
P. superbus.

Os dados obtidos demonstram que o silenciamento por 17 dias ndo foi capaz de
promover alteragdes na viabilidade da espécie-modelo estudada. Como nédo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas na viabilidade dos nematddeos
durante o teste de pré-dessecacdo, evidencia-se que 0s genes LEA analisados ndo séo
essenciais para a sobrevivéncia de P. superbus. Portanto, a reducdo observada na
porcentagem de viabilidade do grupo LEA-12 silenciado se deve unicamente aos efeitos

causados pelo silenciamento deste gene LEA no processo de anidrobiose.
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Ao analisarmos a viabilidade pos-dessecacdo nota-se que a taxa de viabilidade
dos grupos experimentais decresceram, porém apenas LEA-12 teve uma diferenca
estatisticamente significativa. Isto confirma a participacdo de LEA-12 no processo de
anidrobiose em P. superbus. No que se refere aos genes codificadores de LEA-1 e LEA-
4, a diferenca estatistica ndo foi significativa ao ponto de podermos afirmar que estes
estdo envolvidos no processo de anidrobiose. Uma possivel explicacdo seria uma
redundéancia funcional, i.e., outras proteinas executariam o mesmo papel de LEA-1 e/ou
LEA-4. Portanto, o knockdown de LEA-1 ou LEA-4 ndo seria suficiente para causar
uma reducdo drastica na viabilidade destes grupos experimentais durante dessecacao
extrema. A hipdtese da participacao de LEA-1 e LEA-4, portanto, ndo foi confirmada,
porém diversos estudos mostram que proteinas LEA estdo diretamente associadas com a
resisténcia ao estresse hidrico (Bewley, 1992; Xu et al., 1996; Bajaj et al., 1999; Babu
et al., 2004; Li et al., 2012; Handel et al., 2013)

O silenciamento de LEA-12 mostrou-se ndo ser capaz de levar a alteracdes
morfologicas nas estruturas observadas: integridade da cuticula, estrutura geral da
faringe e vulva (bem como fenotipo multivulva) ou outras alteracdes mais marcantes e
evidentes. Adicionalmente, ndo foram notadas alteracdes no que se refere ao didametro
dos vermes em qualquer estadio de desenvolvimento (ndo houve diferenca
estatisticamente significante). Deve-se ressaltar que ndo se encontra dados na literatura
a relacdo dos efeitos do knockdown/knockout de proteinas LEA na morfologia dos
organismos anidrobiotos.

Uma possivel explicagdo para LEA-12 ndo estar envolvida em alteragdes
morfoldgicas e comportamentais é a de que, em condigdes normais de umidade relativa,
as proteinas LEA mantém sua conformagdo inativa, alcancando a sua forma ativa

quando em condicOes de estresse hidrico (Hand et al., 2011; Chakrabortee et al., 2012).
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No que se refere ao comportamento, também nao foram notadas diferencas com
respeito a fenotipos ja bem caracterizados na literatura para Caenorhabditis elegans
como: “roller” (giro em torno do proprio eixo), “twitching” (contracdo muscular
descordenada), “long and thin” (alongamento e diminui¢cdo do didmetro dos vermes),
imobilizacdo ou letargia. Geralmente, 0s genes envolvidos nesses fenotipos
comportamentais alterados (roller, twitching, imobilizacdo) estdo associados a defeitos
na cuticula, contracdo muscular e controle nervoso em C. elegans, organismo modelo
em que os fendtipos comportamentais estdo bem caracterizados (Avery et al., 1993;
Timmons e Fire, 1998; Johnstone, 2000). Visto que ndo se observou alguma mudanca
comportamental nos vermes silenciados para LEA-12, podemos concluir que LEA-12
ndo estd envolvida nessas vias biologicas, ainda que ndo saibamos qual a sua exata
funcdo. A comparacao realizada com os fendtipos de C. elegans justifica-se, pois além
de estar bem caracterizada na literatura, ndo se encontram muitos dados para P.
superbus.

Quanto a analise do desenvolvimento, estudos realizados com Arabidopsis
thaliana demonstraram que as proteinas LEA sdo importantes para o correto
desenvolvimento do embrido, uma vez que o knockout de uma proteina LEA dessas
plantas exibiu sementes com um fenotipo de desidratacdo prematura e maturacao antes
do esperado (Manfre et al., 2006). Uma possivel explicagdo para essa alteracdo no
desenvolvimento (maturacdo antes do esperado) é que a indugdo do gene LEA é
realizada quando ocorre um aumento no nivel de &cido abcisico (fitormdnio responsavel
pela dorméncia das sementes) (Bostock e Quatrano, 1992; Vicient et al., 2000). Com o
aumento do acido abcisico no embrido, ocorre o inicio da dorméncia da semente. De
alguma forma, o acimulo de proteinas LEA na semente atua como uma sinalizagéo para

que os eventos que levam a maturacdo da semente sejam promovidos. O knockout de
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LEA atuaria na maneira inversa, atuando em vias que, de alguma forma, promova uma
sinalizacdo de que esta semente encontra-se madura. O interessante é que um resultado
semelhante pode ser notado no presente estudo. Se observarmos a figura 6, notaremos
uma maior porcentagem de adultos presentes em t168 no grupo silenciado para LEA-12
(quando comparado ao grupo controle, GFP). Além disso, houve também uma
diminuicdo do nimero de larvas no estadio L1 no mesmo periodo t168. Uma hipétese
para tal observacdo é a de que, de forma andloga ao acontecido no estudo da
Arabidopsis LEA-knockout, pode ser que a sintese de LEA-12 seja induzida por algum
horménio, e seu aumento/diminuicdo (de proteina na forma inativa) participe, de
alguma forma, na sinalizacdo para que ocorra a muda de uma fase para outra.

Somando-se, entdo, as analises de morfologia, desenvolvimento e
comportamento, os dados indicam que o gene LEA-12 atue de uma forma que néo altere
o fenOtipo de uma maneira expressiva, ja que ndo foram notadas diferencas
significativas entre o grupo controle e experimental, exceto pela diferenca nas
porcentagens de vermes adultos e larvas L1 durante t168, bem como a taxa de
viabilidade pds-dessecacdo, o que confirma a hipotese do envolvimento do gene LEA-
12 no processo de anidrobiose.

Para confirmar molecularmente o silenciamento, utilizamos a técnica de RT-
PCR com posterior resolugédo em gel de agarose. Como indicado na se¢do resultados,
ndo foi possivel obter a confirmacdo molecular do silenciamento de LEA-12, pois ndo
houve a amplificacdo da sequéncia desejada com nenhuma das seis combinagdes de
primers (dois forward e trés reverse) testados. Considerando que em testes anteriores
com primers especificos para LEA-1 e LEA-4 observou-se amplificacdo destes genes,
descartamos qualquer problema com nas rea¢des de PCR. Uma possivel explicagdo para

este problema é a existéncia de diferentes clones parciais de LEA-12 (todos eles
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clonados no vetor L4440). Neste sentido, os primers desenhados e utilizados em neste
trabalho seriam adequados para um outro clone, impossibilitanto assim a analise
molecular do nosso.

Para melhor caracterizagao do gene aqui confirmado como participante da via de
anidrobiose, mais analises devem ser feitas sobre seu perfil de expressdo ao longo do
desenvolvimento do organismo, bem como caracterizar sua funcdo no processo de
anidrobiose, uma vez que as proteinas LEA fazem parte de uma grande classe de
proteinas que possui grande plasticidade funcional, como por exemplo, escudo
molecular, protecdo enzimatica, protecdo de membranas, etc (Tunnacliffe e Wise, 2007,

Liu et al., 2011; Chakrabortee et al., 2012; Furuki et al., 2012).
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A partir dos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que:
- As proteinas LEA-1, LEA-4 e LEA-12 ndo sdo essenciais para a sobrevivéncia de P.
superbus em condi¢des normais de umidade relativa.
- A proteina LEA-12 participa da via de anidrobiose do nematddeo estudado, com um
papel importante no processo, uma vez que a porcentagem de viabilidade dos vermes
silenciados teve uma média de 15,69%.
- Na auséncia de estresses abioticos, o silenciamento de LEA-12 ndo promove dréasticas
alteracdes na morfologia e comportamento dos vermes. Isto se deve a ndo participacdo
em determinadas vias bioldgicas como controle muscular, nervoso e defeitos da cuticula
do verme.
- No tempo de desenvolvimento de 168h apods a eclosdo, observa-se uma diferenca na
porcentagem de adultos e também de larvas L1 nos vermes silenciados para LEA-12.
Esta diferenca poderia ser devido, por exemplo, a participacdo desta proteina nos

eventos de muda entre uma fase larval e a seguinte.
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