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RESUMO

Dos parasitos que infectam ovinos, 0 que mais se destaca € o Haemonchus
contortus, devido ao fato de ser um parasito hematofago. O controle deste é feito com
0 uso constante de produtos de largo-espectro o que gera a selegcado de populagdes
resistentes, tornando inviavel a utilizacédo de diversas drogas comerciais. Assim, é
necessario desenvolver métodos inovadores de controle para esta parasitose, como
por exemplo, o uso da técnica de RNA de interferéncia (RNAi). Essa técnica utiliza
pequenas moléculas de RNA para interferir com a expressao de um gene, causando
seu silenciamento. Este trabalho teve o objetivo de desenvolver uma estratégia
biotecnolégica com o uso de RNAI para alvejar diversos genes de H. contortus.
Parasitos adultos foram obtidos de ovinos da fazenda da UFPR na regiao de Curitiba,
Parana, Brasil. Amostras de RNA foram obtidas destes parasitos e utilizadas para a
producao de DNA complementar, utilizando primers especificos contendo promotores
T7, que por sua vez foram clonados e transformados em cepas de Escherichia coli
TOP10 e BL21 (DE3). A identidade dos produtos clonados foi checada por
sequenciamento e transferidos para estirpe de E. coli carregando o gene de T7 RNA
polimerase. Culturas de bactérias carregando os segmentos codificadores
flanqueados por promotores T7 foram testadas em larvas de terceiro estagio (L3) de
H. contortus em teste in vitro, para avaliar a eficiéncia do silenciamento na reducao de
motilidade das L3. O teste de migragédo de L3 mostrou diferenga significativa (p<0,05)
entre os grupos tratados e controle, além de diferenga significativa (p<0,05) entre o
mesmo grupo nas avaliagdes depois de 24 e 48 horas em populagao de 74% de H.
contortus. A técnica de RNAi se mostrou promissora no silenciamento in vitro, com
resultados que incentivam o avango para testes in vivo para comprovagao da eficacia
da técnica como alternativa para o tratamento antiparasitario.

Palavras-chave: Endoparasito, ovinos, haemoncose, silenciamento, tratamento

alternativo.



ABSTRACT

The parasite that most significantly affects sheep is Haemonchus contortus, due
to the fact that it is a hematophagous parasite. The control of this parasite is achieved
through the constant use of broad-spectrum antiparasitic drugs, which generate the
selection of resistant populations, making the use of several commercial drugs
ineffective and thus unfeasible. As a result, it is necessary to develop innovative control
methods for this parasitosis, for example, the interfering RNA (RNAI) technique. This
technique uses small RNA molecules to interfere with the expression of a gene,
causing its silencing. This work aimed to develop a biotechnological strategy using
RNAI to target several H. contortus genes. Adult parasites were collected from sheep
at the UFPR farm in Curitiba, Parana, Brazil. RNA samples were obtained from these
parasites and used for the production of cDNA using specific primers containing T7
promoters for further cloning and transformation into Escherichia coli TOP10 and BL21
(DE3) strains. The identity of the cloned products was checked by sequencing and
transferred to E. coli strain carrying the T7 RNA polymerase gene. Bacterial cultures
carrying the coding segments flanked by T7 promoters were tested in third instars
larvae (L3) of H. contortus in in vitro test, to evaluate the efficiency of the silencing
through the reduction of L3 motility. The test of L3 migration showed a significant
difference (p<0,05) between the treated and control groups. In addition, a notable
difference (p<0,05) was observed in the evaluations of the same group, between a 24
and 48 h exposition, in a population of 74% of H. contortus. The RNAI technique proved
to be promising in in vitro silencing, with results that encourage the advancement of in
vivo testing to prove the efficacy of the technique as an antiparasitic treatment
alternative.

Key words: Endoparasite, sheep, haemoncosis, silencing, alternative treatment.
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1 INTRODUGAO

Ovinos sao animais que continuamente estao expostos a infecgdes parasitarias
por diversos nematoides gastrintestinais. Destes, tem-se o Haemonchus contortus,
um endoparasita hematéfago de importancia mundial. Prevalecendo sua infecgao
principalmente em meses mais quentes e estando presente em praticamente todos os
rebanhos. Sendo um dos parasitos mais prevalentes e causador de iniumeros danos
para a saude do animal, producdo e economia ao ovinocultor (AMARANTE, 2014;
BESIER et al., 2016). Os danos se dao devido a perda volémica do animal, causada
pela parasitose, resultando em diversas manifestacbes como anemia profunda,
anorexia, perda de peso, redugao no crescimento da 13, depressdo e morte
(SIMPSON, 2000).

No ano de 2016, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), o rebanho brasileiro de ovinos era superior a 18 milhdes de cabecas, sendo
estes principalmente criados nos estados do Rio Grande do Sul (=3 milhdes), Bahia
(=3 milhdes), Ceara (=2 milhdes) e Pernambuco (=2 milhdes). Resultando em um total
de mais de 9,7 mil toneladas de 1&, girando um capital de aproximadamente 87,1
milhdes de reais no periodo relatado (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA (IBGE), 2016).

Entretanto, essa produgao se apresenta em risco devido as parasitoses dos
ovinos, principalmente pelo desenvolvimento de resisténcia destes parasitos, sendo
ocasionada pelo uso inapropriado das drogas, sendo aplicadas em curtos intervalos
de tempo, emprego de superdoses e mudancgas constantes de principios ativos.
Atividades essas que ocasionam o desenvolvimento de mutacbes a favor da
resisténcia e selecao de populagdes parasitarias cada vez mais resistentes no campo,
tornando inviavel a utilizacdo de diversas drogas como tratamento antiparasitario
(BASSETTO E AMARANTE, 2015; MOLENTO, 2009; ROOS et al., 1990; VERISSIMO
et al., 2012).

Observa-se resisténcia do H. contortus principalmente a ivermectina, uma
lactona macrociclica, onde se tem a mutacao no alelo codificante da subunidade a da
proteina de Canal de Glutamato mediado por Cloro (GIuCl) presente em larvas

resistentes ao tratamento (KOTZE E PRICHARD, 2016), assim como de outros genes.
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Alternativas biotecnolégicas como o RNAi vem sendo testadas e aplicadas
como possiveis tratamentos alternativos para nematoides gastrintestinais em estudos
que avaliam a eficacia da técnica em diferentes metodologias para diferentes
parasitos (ARENAL etal., 2017; BRITTON et al., 2015; GILLAN et al., 2017; TIMMONS
E FIRE, 1998).
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2 JUSTIFICATIVA

Esta pesquisa mostra-se relevante pelo fato de infecgbes por H. contortus
serem comumente causas de mortes de ovinos, tanto pela gravidade das infecgbes
como pela resisténcia aos tratamentos. Neste ultimo caso, parasitos resistentes a
ivermectina desenvolvem mutag¢des na porgédo a do Canal GluCl, causando gastos
elevados aos criadores de ovinos e sofrimento animal. Tenta-se entdo com este
trabalho, através do uso da técnica de silenciamento do RNA, desenvolver uma
ferramenta de biotecnologia para eliminar parasitos com uma nova estratégia
terapéutica. Esse fato sera realizado com a comprovagao do silenciamento de genes
estruturais e/ou essenciais que quando silenciados terdo o potencial de matar os

parasitos.
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3 REVISAO LITERARIA

3.1. Ovinocultura

A ovinocultura € um empreendimento que no ano de 2016 se apresentava como
0 4° maior rebanho no Brasil, com mais de 18,4 milhdes de cabecas, ficando atras dos
rebanhos de galinhas poedeiras (218,7 milhdes de cabecas, 41%), bovinos (218,2
milhdes de cabecgas, 41%) e suinos (39,9 milhdes de cabegas, 8%) (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE), 2016) conforme observado

na Figura 1.

FIGURA 1 - REBANHOS DO BRASIL NO ANO DE 2016.

Codornas; 15099683;
3% Bovinos; 218225177;
41%

Galinhas; 218732693;
41%

ll Bubalinos; 1370941,
0%

Ovinos; 18433810; 4% Caprinos; 9780533; ) Equinos; 5577539; 1%
2% Suinos; 39950320; 8%

Total de Galinhas, Bovinos, Codornas, Bubalinos, Equinos, Suinos, Caprinos e Ovinos no Brasil no ano
de 2016, com seus respectivos percentuais de representatividade. Fonte: INSTITUTO BRASILEIRO
DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE) (2016).

A populacéao de ovinos apresentou crescimento nos ultimos anos, vindo de 14,7
milhdes de cabecgas no ano de 2000, para 18,4 milhées de cabecgas no ano de 2016 e
tendo como principais criadores no ano de 2016, os estados da Bahia (3,4 milhdes),
Rio Grande do Sul (3,4 milhdes), Pernambuco (2,4 milhdes) e Ceara (2,3 milhdes). O
estado do Parana encontra-se na sétima posi¢do, com 598 mil cabegas no ano de
2016 (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE), 2016).
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No ano de 2006, o rebanho de ovinos no Brasil apresentou um total de 16
milhdes de cabecgas, alocadas em 438.623 estabelecimentos agropecuarios, divididos
em: producao de corte, leite e 1. Sendo avaliado pelo INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE), apenas a produgéo de 13, uma producéo que
nao é realizada nas regides Norte e Nordeste do Brasil por serem principais produtores
de carne de ovinos. Tal produgéo se concentra na regiao Sul e que no ano de 2016,
apresentou 3,2 milhdes de ovinos tosquiados, representando 98% da tosquia
brasileira (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE),
2016).

Nesse montante de ovinos tosquiados, foi obtido um total de 9,7 milhdes de
quilos de 14 no Brasil no ano de 2016, representando 87,1 milhdes de reais para os
produtores que receberam em média R$8,87 por quilo de 13 produzida. Como a regido
Sul é a regido que mais apresenta produgéo de 14, a mesma contabilizou mais de 86
milhdes de reais no ano de 2016. Dentro dessa regiao, o principal produtor e que mais
renda obteve com a produgdo de 13, foi o estado do Rio Grande do Sul, com 8,9
milhdes de quilos de 1a e 84 milhdes de reais, representando 1,33% do valor dos
produtos provenientes do estado (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA (IBGE), 2016).

Entretanto tal produg&o se apresenta em risco devido aos endoparasitos dos
ovinos, dentre os quais se destaca o H. contortus por realizar hematofagia. Quando
em elevado grau parasitario, o hospedeiro apresenta alteragdes hematoldgicas
independente de qual seja sua alimentagdo (CERIAC et al., 2017), além de diminuigao
de ganho de peso, menor produgdo de leite e 1a (MAVROT, HERTZBERG E
TORGERSON, 2015), afetando diretamente o produtor que tera perdas econémicas

devido a infeccao por este parasito.

3.2. Infecgao por Haemonchus contortus

A presenca de H. contortus em ovinos € prevalente em regides tropicais e
subtropicais, mas por fatores adaptativos e seu proveito de curtos periodos para o seu
desenvolvimento, ele mostra-se presente em grande parte das criagdes de ovinos em
todas as regides, independente da zona climatica. Observando maior

desenvolvimento do parasito em criagcbes onde ha varias cabegas de ovinos,
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dificultando o diagndstico; e em situagdes de baixa nutricdo do animal, a infecgéo
acarreta a diminuicao de peso, deficiéncia no crescimento de |4 e posteriormente a
morte (BESIER et al., 2016; MAVROT, HERTZBERG E TORGERSON, 2015). Devido
ao fato de cada parasito adulto ingerir 30-50uL de sangue por dia, um animal com
elevado numero de parasitas pode fazé-lo perder grande volume sanguineo
diariamente, levando ao quadro de anemia profunda. Portanto, o principal sinal da
infecgdo € o quadro anémico, visto que as fezes se mantém em sua aparéncia
caracteristica (apresentando-se diarreica apenas em casos de multiparasitismo),
podendo apresentar melena devido a grande perda sanguinea intestinal (BESIER et
al., 2016).

3.3. Os antiparasitarios

Os compostos com potencial farmacoldégico seguem normativas em seu
desenvolvimento para garantia do efeito clinico proposto, além de demonstrar
potencial toxico e impacto ambiental baixos. Para a classe de antiparasitarios, o
produto deve apresentar toxicidade no hospedeiro inferior a toxicidade no parasita, de
maneira que a toxicidade para ambos n&o seja equivalente, porém sempre inclui risco
ao hospedeiro (LYNN, 2006). A seguir, tém-se as classes de anti-helminticos

comumente utilizados para o tratamento de H. contortus.

Na classe dos benzimidazois, temos para o tratamento de H. contortus em
ovinos, as drogas: albendazol, fenbendazole e tiabendazole, sendo estas drogas de
amplo espectro, com acgao de inibicdo na divisao celular parasitaria devido a sua
ligacdo nas moléculas de tubulina, impedindo a formagao de microtubulos e agao de
inibicdo da enzima fumarato-redutase, bloqueando a fungao mitocondrial, privando o
parasito de energia (LANUSSE et al., 2018).

Quanto aos imidotiazois, o primeiro dessa classe a ser desenvolvido foi o
tetramisole, um composto racémico de isbmeros opticos, onde apenas o levamisol
(isbmero L) apresenta potencial anti-helmintico. O produto atua como agonista
nicotinico do sistema neuromuscular, causando paralisia tonica e atuando também por

interferéncia na enzima fumarato-redutase (LANUSSE et al., 2018).

Na classe das lactonas macrociclicas, observam-se os antiparasitarios mais

eficazes e menos toéxicos desenvolvidos, produzidos por microrganismos
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estreptomicetos e com agao nos canais de cloro glutamato-dependentes. Essa classe
desencadeia o influxo de cloro, hiperpolarizando o neurdnio do parasito, impedindo o
desencadeamento e propagagao dos impulsos, ocasionando em paralisia e morte dos
parasitos. De todas as substancias com potencial anti-helmintico, caracterizadas
como lactonas macrociclicas (ou macrolactonas), as que apresentam efeito em H.
contortus sao a ivermectina, doramectina, abamectina e a moxidectina. Sendo a
ivermectina a droga mais conhecida e utilizada na classe das macrolactonas
(LANUSSE et al., 2018).

3.4. A Ivermectina

Em seu histérico, a ivermectina foi a primeira macrolactona disponivel
comercialmente, que surgiu a partir de um isolado de Streptomyces avermitilis, com
efeito toxico em nematddeos e artropodes. Utilizado na dose oral de 0,2 mg/kg em
ovinos para o tratamento e controle de Haemonchus sp., Teladorsagia sp., Cooperia
sp., Oesophagostomum sp., Nematodirus sp., Dictyocaulus filaria e Oestrus ovis.
Descrita como alternativa para tratamento de populacbes de Haemonchus,
Trichostrongylus e Ostertagia com resisténcia aos benzimidazéis (LYNN, 2006;
LANUSSE et al., 2018). Tal droga possui como sitio de agdo o canal de Glutamato
mediado por Cloro (GluCl), em que a mesma se liga no canal, realizando sua abertura
e permitindo o influxo de ions de cloro. Estes por sua vez despolarizam a membrana
celular impedindo a passagem do impulso nervoso (PORTILLO, JAGANNATHAN E
WOLSTENHOLME, 2003).

3.5. Resisténcia parasitaria

Atualmente, o controle dos endoparasitos de pequenos ruminantes constitui um
grande entrave aos sistemas produtivos. O panorama mundial é de resisténcia dos
parasitas a maioria das classes de anti-helminticos comercialmente disponiveis para
o controle (BASSETTO E AMARANTE, 2015; ROOS et al., 1990; VERISSIMO et al.,
2012). O uso inapropriado desses produtos, com curtos intervalos entre tratamentos,
emprego de superdoses e mudangas constantes dos principios ativos, sao alguns dos

fatores responsaveis por acelerar a selegcao de populagdes parasitarias resistentes
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(MOLENTO, 2009; NICIURA et al., 2012), gerando como resultado grandes perdas

econdmicas.

Isto demonstra a necessidade urgente de métodos alternativos para reduzir a
carga parasitaria dos animais e o numero de larvas que contaminam o pasto.
Recentemente, foram lancadas no mercado duas novas classes de anti-helminticos —
monepantel (KAMINSKY et al., 2008) e derquantel, este ultimo em combinagdo com
a abamectina (LITTLE et al., 2010), com novos mecanismos de agao. Porém apesar
de serem drogas consideradas novas, ja existem relatos de resisténcia e/ou
diminuicao de eficacia para ambas (BAGNALL et al., 2017; SALES E LOVE, 2016).

3.6. Mecanismos moleculares da resisténcia

Essa diminuigdo da eficacia dos tratamentos anti-helminticos, se da por
mutacdes nos genes que codificam proteinas envolvidas no mecanismo de agao das
drogas (HARDER, 2016; NICIURA, 2011). Como por exemplo a transversao T>A no
cdédon 200 da sequéncia codificante de B-tubulina que impede a complexagao dos
benzimidazois com as B-tubulinas, deixando-as livres para se dimerizarem com as a-
tubulinas e entdo formarem os microtubulos, tornando os benzimidazois ineficazes por

nao apresentarem o efeito esperado (HARDER, 2016).

Assim como polimorfismos na por¢ado a do canal GIuCl, tornam o canal
insensivel a ivermectina, esta, por sua vez nao realiza a abertura do canal de
Glutamato mediado por Cloro. Permitindo a passagem do impulso nervoso pelas
células do sistema nervoso do parasito que ira realizar suas contragées musculares
normalmente (HARDER, 2016; NICIURA, 2011).

3.7. Selegéo dos genes

Foram selecionados como alvos de silenciamento, genes conhecidamente
codificantes de proteinas estruturais (B-tubulina e DIM-1), enzimas de vias
bioquimicas de producao de energia (GDH e GAPDH) e porcao do canal GIluCl (glc-

5). Conforme exploradas abaixo.
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3.7.1. Canal GluClI

Em H. contortus, 4 subunidades foram encontradas nos canais GluCl, sendo
elas HcGluCla, HcGIluCIB, HcGIuCI3A e HcGIuCI3B. Todas as porgdes foram
encontradas nas comissuras do sistema nervoso motor (HARDER, 2016; PORTILLO,
JAGANNATHAN E WOLSTENHOLME, 2003). Dentre elas, a mutagdo na porgao
HcGluCla, codificada pelo gene glc-5 (BEECH et al., 2010), foi observada em isolados
de H. contortus resistentes ao tratamento da IVM, enquanto substituicdes na porcao
HcGIuCI3B também mostraram perda a sensibilidade ao tratamento, porém tais

mutantes ndo foram até entdo encontrados no campo (KOTZE E PRICHARD, 2016).

3.7.2. DIM-1

A proteina DIM-1, ou Disorganized Muscle Protein, € uma proteina pertencente
a superfamilia das imunoglobulinas, presente na membrana das células musculares e
presente entre e ao redor dos corpos densos. A proteina realiza o ancoramento dos
filamentos de actina na membrana celular e a estabilizagcdo dos componentes dos
filamentos finos presentes no sarcomero da célula muscular. Sua auséncia, ou seu
knockout faz com que as células fiquem paralisadas e sem fungao, podendo inclusive
causar seu rompimento (ROGALSKI et al.,, 2003). Esta caracteristica tem sido
explorada como alvo para novos tratamentos, como a produgéo de vacinas (YAN et
al., 2013) e o silenciamento por RNAi (ARENAL et al., 2017).

3.7.3. GAPDH

A enzima (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) & de grande
importancia na via glicolitica, catalisando a fosforilacdo oxidativa do D-gliceraldeido-
3-fosfato em 1,3-bifosfoglicerato, na presenca de fosfato inorganico e nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD*) (HAN et al., 2011; ZINSSER et al., 2014) (Figura 2).
Apresentando-se, portanto, como um potencial alvo para o silenciamento, pois sua
auséncia impede o seguimento da via bioquimica. Que por sua vez nao ira realizar a
produgao de piruvato ou glicose. A auséncia de piruvato impedira a producédo de

energia pelo Ciclo do Acido Citrico (Krebs).
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FIGURA 2 - CICLOS DA GLICOLISE E GLICONEOGENESE.

Glicolise Gliconeogénese

Glicose

Hexocinase Glicose-6-
-fosfatase
Glicose-

-6-fosfato

-isomerase isomerase
Frutose-6-

-fosfato
2 Frutose-1,6-
Fosfofrutocinase-1 ( J bifosfatase-1
Frutose-1,6-

-bifosfato

Fosfo-hexose- J [ Fosfo-hexose

h
Aldolase Aldolase

Di-hidroxiacetona- / \ Di-hidroxiacetona-
-fosfato -fosfato

Tri ose-fos Talo-\\k )/I riose-fosfato

-isomer ase (2) Gliceraldeido-3- -lsomerase

fosfato
Gliceraldeido-3- Gliceraldeido-3
-fosfato- fosfat
-desidrogenase desidrogenase

(2) 1,3-Bifosfoglicerato

r s
Fosfoglicerato- Fosfoglicerato
-cinase cinase

(2) 3-Fosfoglicerato

k
Fosfoglicerato- Fosfoglicerato
-mutase mutase

(2) 2-Fosfoglicerato
Enoclase l [ Enolase

(2) Fosfoenolpiruvato PEP-

-carboxicinase
Piruvato-

-cinase

(2) Oxaloacetato

Piruvato-
-carboxilase

Fonte: NELSON; COX (2014).

3.7.4. GDH

A glutamato desidrogenase (GDH) € uma enzima de grande importancia na via
da desaminacgéao oxidativa, em que ela realiza a conversao de glutamato na presenca
de NAD* e H20 em a-cetoglutarato, NADH e NH4*. Tendo o a-cetoglutarato, grande

importancia e participagéo no ciclo do Acido Citrico (Krebs) e na sintese de glicose.
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Em meios com auséncia de GDH, nao se observa a produgao de NH4*, podendo este
ser um marcador da agao da GDH (MUHAMAD et al., 2011) (Figura 3).

FIGURA 3 - REAGAO CATALISADA PELA GLUTAMATO-DESIDROGENASE.
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Fonte: NELSON; COX (2014).

3.7.5. B-Tubulina
A B-tubulina € um dos componentes dos microtubulos, estruturas celulares com
diversas funcbes, e € também um dos alvos dos benzimidazéis. Entretanto, a [3-
tubulina possui resisténcia relatada, devido a mutagcdo F200Y que impede a ligagéo

do farmaco na estrutura, deixando-a livre para executar suas funcdes celulares
(NICIURA et al., 2012).

3.8. Novas tecnologias para o controle parasitario

Diversos grupos ao redor do mundo trabalham com resisténcia parasitaria e

para isso diversas técnicas inovadoras sdo aplicadas para realizar o controle
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parasitario e para contornar o fendbmeno da resisténcia. Varios estudos ja foram
realizados com o objetivo de identificar proteinas imunogénicas de H. contortus e

analisar seu potencial para induzir uma imunidade protetora (YAN et al., 2010).

O silenciamento de genes com o emprego de RNAi € uma tecnologia com
potencial uso no controle de H. contortus, tendo sua aplicabilidade ja demonstrada in
vitro em varios organismos como planarias (PINEDA et al., 2002), Drosophila
melanogaster (CAPLEN et al., 2000), mamiferos (ELBASHIR et al., 2001), carcinoma
de células escamosas orais de humanos (SUN et al., 2018) e diversos estudos em
andamento relacionados ao HIV (SCARBOROUGH E GATIGNOL, 2018). Sua
aplicacao in vitro para H. contortus ja foi testada para alguns genes (GELDHOF et al.,
2006; SAMARASINGHE, KNOX E BRITTON, 2011; ZAWADZKI et al., 2012).

3.8.1. RNA de interferéncia (RNAI)

A tecnologia do RNAIi € uma metodologia baseada no siRNA, moléculas de
RNA de aproximadamente 20-25 pares de base que executam a regulagado génica
para a expressao associada a proteinas (BRITTON et al.,, 2015). Através do
processamento inicial pela enzima Dicer, que cliva as moléculas de dsRNA em
fragmentos de aproximadamente 20-25 pares de base e entdo esses fragmentos
passam para o complexo RISC, um complexo ribonucleoproteico composto por uma
proteina Argonauta. Complexo este que seleciona uma das fitas de RNA, com base
no perfil termodindmico da sequéncia, sendo a outra fita da dupla fita descartada.
Ainda ndo se sabe se esta segunda fita possui alguma finalidade. O complexo RISC
utiliza a fita de RNA selecionada como guia para localizar e clivar
endonucleotidicamente os RNAmM complementares a sequéncia, realizando o
silenciamento da expressdao da proteina codificada pelo RNAm (Figura 4)
(BERNSTEIN et al., 2001; CARTHEW; SONTHEIMER, 2009; WILSON; DOUDNA,
2013).
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FIGURA 4 - AS VIAS SIRNA (ESQUERDA) E MIRNA (DIREITA) DE INTERFERENCIA DE RNA.
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A arquitetura do dominio proteico € aproximada nas ilustracées aqui, e a coloragcdo do dominio é
mantida nas figuras subsequentes. Para maior clareza, um dsRBD foi omitido de cada uma das

ilustracdes do Dicer e do microprocessador. A via do siRNA (esquerda) comega com a clivagem de
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dsRNA por Dicer de origem exdgena ou nuclear. O siRNA duplex resultante é carregado em Argonauta
pelo complexo de carregamento RISC, que compreende Dicer, uma proteina dsRBP tal como TRBP, e
uma proteina Argonauta. A fita passageira (cinza) é clivada e ejetada. A fita guia (vermelho) permanece
ligado ao Argonauta, formando o RISC. O RISC se liga a sequéncias-alvo complementares (preto) e as
silencia através da atividade de corte da Argonauta. Na via do miRNA (direita), um transcrito primario
de miRNA é cortado pelo complexo microprocessador, que consiste na endonuclease Drosha ligada a
DGCRS8. O pré-miRNA resultante é exportado para o citoplasma, onde o carregamento em cubos e
RISC ocorre como na via do siRNA. A ejecéo da fita passageira (cinza) pode ocorrer sem clivagem
concomitante, e a fita guia (vermelho) impulsiona o silenciamento como parte do RISC maduro. Nos
casos de um Argonauta cataliticamente inativo ou complementaridade parcial com o alvo (preto), o
silenciamento ocorre por meio de repressao traducional pré e pés-iniciacdo e de deanilagdo, seguida
de degradacdo do RNAm. Fonte: WILSON e DOUDNA (2013).

TIMMONS & FIRE (1998) demonstraram pela primeira vez a aplicacdo de RNAI
no nematddeo de vida livre Caenorhabditis elegans através do uso de cepa de
Escherichia coli. Desde entao, diversos estudos foram realizados empregando a
técnica (ELBASHIR et al., 2001; PINEDA et al., 2002; SCARBOROUGH; GATIGNOL,
2018; SUN et al., 2018). Em nematoides, ja foram descritas trés metodologias de
aplicacao, sendo elas a (1) alimentagcao com E. coli (larvas alimentadas com cepas de
E. coli expressando dsRNA em seu interior), (2) eletroporagéo (larvas em meio com
dsRNA submetidos a choques elétricos para abertura de poros nas células do parasito
e entrada das moléculas de dsRNA) e (3) soaking (larvas em meio com moléculas de
dsRNA, tendo a entrada das moléculas nas células do parasito ocorrendo de modo
espontaneo) (ZAWADZKI et al., 2012). Para H. contortus ja foram realizados, por
exemplo, estudos com identificacdo da presenca de RNAI do parasito no tecido do
hospedeiro (GU et al., 2017) e silenciamento de DIM-1 através da metodologia de
soaking (ARENAL et al., 2017).

Entretanto, apesar de ser uma tecnologia promissora, 0 RNA de interferéncia
ainda € pouco aplicado no meio académico e cientifico da parasitologia. Tendo apenas
70 artigos publicados no ano de 2017 referente ao RNAi em parasitos, como se
observa na Figura 5 (SCOPUS, 2018).
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FIGURA 5 - ARTIGOS PUBLICADOS ENTRE OS ANOS DE 2000 E 2017 REFERENTES A RNAI E
PARASITOS.
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Dados de publicagdes internacionais referentes a parasitos e RNAI, entre os anos de 2000 e 2017.
Dados de 2018 nao foram apresentados por ainda ser o ano corrente. Fonte: SCOPUS, 2018.
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4 OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral
Utilizar a metodologia de interferéncia de RNA para o silenciamento dos genes
glc-5, DIM-1, GAPDH, GDH e B-tubulina de Haemonchus contortus, resistente ao

tratamento com ivermectina, em ensaios in vitro.

4.2. Objetivos Especificos

e Producao e analise do DNAc dos genes.

e Verificar o potencial de silenciamento da proteina mutada (glc-5) através da
exposigao a ivermectina por 24 e 48 horas no teste de migracao larvar.

e Verificar o potencial de silenciamento das proteinas estruturais e/ou essenciais

através do teste de migragao larvar em 24 e 48 horas.
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5 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas fezes de ovinos do Laboratério de Producdo de Ovinos e
Caprinos (LAPOC) — Fazenda Canguiri UFPR, para obteng¢do dos parasitos por meio
de coprocultura, visto que o local apresenta histérico de resisténcia parasitaria com
47% de eficacia em 2010, utilizando sua dose recomendada (CATELLI, et al. 2010).
Além de Haemonchus contortus adultos gentiimente cedidos pelo LAPOC para
obtencédo de RNA. Os procedimentos de extragao de RNA, RT-PCR e transformacgao
de E. coli foram realizadas no Laboratdorio de Gendmica Funcional de Parasitos, do
Campus Politécnico, Setor de Ciéncias Biolégicas do Departamento de Bioquimica,
sob supervisdao do Prof. Wanderson Duarte da Rocha; enquanto os processos de
obtencdo de larvas, alimentacdo dos parasitos e testes farmacolégicos foram
realizados no Laboratério de Doengas Parasitarias, no Campus Agrarias, Setor de
Ciéncias Agrarias do Departamento de Medicina Veterinaria, sob supervisdo do Prof.
Marcelo Beltrao Molento. O projeto foi aprovado pelo CEUA-Agrarias sob protocolo
numero 086/2017 (Anexo ).

5.1. Extracdo de RNA total de Haemonchus contortus

O RNA total dos parasitos foi extraido utilizando TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad,
EUA) conforme instrugdes do fabricante. A extracao foi realizada em triplicata, em que
foi adicionado 200uL de TRIzol® em tubo Eppendorf de 0,5mL, juntamente com um
parasito adulto, cedidos pelo Laboratério de Producdo de Ovinos e Caprinos —
LAPOC, em cada tubo. Os parasitos foram lisados com o auxilio de seringa de insulina
com agulha, passando o conteudo através da agulha e seringa por aproximadamente
35 vezes em cada replicata. Adicionou-se 50uL de cloroférmio e homogeneizou-se
vigorosamente por 15 segundos. Os tubos foram incubados por 3 minutos a
temperatura ambiente e posteriormente centrifugados por 15 minutos a 9520xG, a
fase aquosa foi entdo passada para novo tubo e adicionou-se entdo 100uL de
isopropanol 100%. Esse material foi incubado por 10 minutos a temperatura ambiente
e entao centrifugado por 20 minutos a 9520xG com temperatura igual a 4°C. O pellet
obtido foi lavado duas vezes com 200uL de etanol 75% (em H20 DEPC) e centrifugado

ainda com o etanol por 10 minutos a 3427xG com temperatura igual a 4°C. Os tubos
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foram deixados no fluxo para a secagem e entdo o material foi ressuspendido em 40uL
de H20 DEPC.

5.2. Quantificagdo de RNA

As amostras da extracao de RNA foram quantificadas no NanoDrop One/OneC
Microvolume UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, EUA),
utilizando como branco, 1uL de H20 DEPC e considerando como validas as amostras

com A260/280 que apresentaram valores proximos a 2,00.

5.3. Desenho de oligonucleotideos

Os oligonucleotideos (primers) foram desenvolvidos com o software Vector
NTI®, versdo 7.01 com sequéncia de promotor T7. A sequéncia de bases dos genes
glc-5, DIM-1, GAPDH, GDH e B-Tubulina de H. contortus foi obtida no GenBank, com
0s numeros de acesso AF076682.1, HQ444389.1, HM145749.2, GQ288402.1 e

M76493.1 respectivamente. As sequéncias desenhadas s&o mostradas abaixo:

QUADRO 1 - SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS DOS PRIMERS FOWARD E REVERSE PARA CADA
GENE TRABALHADO.

(continua)

Gene | Primer Sequéncia Fragmento
(pb)

5 - AAGCTAATACGACTCACTATAGGG
ATGTTCGCCTTGATTCTGCCATTTCTG -3

Foward

5 - AAGCTAATACGACTCACTATAGGG

Lg Reverse1 207
o) TTGACTGTAATGAATACTGGTTCACTATCG -3
5 - AAGCTAATACGACTCACTATAGGG
Reverse2 577
CGATGTCTTTCGTAGTATAGGCGTATG -3
Foward 5 - GGATCCTAATACGACTCACTATAGG
- AAGCAGGACTCTCGCTTCCAGTTCAAG -3
% 5 - GGATCCTAATACGACTCACTATAGG 501
Reverse

GGTTTTCGTGTAAATGTCGGCGC -3
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QUADRO 1 - SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS DOS PRIMERS FOWARD E REVERSE PARA CADA
GENE TRABALHADO.

(concluséo)

Foward 5 — GGATCCTAATACGACTCACTATAGGG
T CCACGAGACCTACAATGCAGCCAAC - 3
T Roverse 5 — GGATCCTAATACGACTCACTATAGGG 322
© AACAGACACATCAGGCGTGGGTACA - 3
Foward 5 _ GGATCCTAATACGACTCACTATAGGG
- TGAGCACAAAAGACAAGAAGAACCTC - 3
o Reverse 5 — GGATCCTAATACGACTCACTATAGGG 402
TGATATCAGGTGCTGGCACATCAACTC -3
Foward 5 — GGATCCTAATACGACTCACTATAGG
g AATGCTACCCTTTCCGTCCATC -3
S
2 5 — GGATCCTAATACGACTCACTATAGG 262
= Reverse
@ CAAAACCGGGCATGAAGAAG -3

Fonte: O Autor (2018).

O gene glc-5 possui dois primers reverso, para que sejam produzidos dois
fragmentos de tamanhos distintos e avaliar possivel diferenca de eficacia. Foi inserida
sequéncia promotora de T7 RNA Polimerase, para que haja a sintese de RNAI pela

enzima em cepas de Escherichia coli BL21.

5.4. Sintese de DNA complementar (cDNA)

O cDNA foi sintetizado por meio de Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) com o emprego do Kit SuperScriptlll OneStep RT-PCR System
com Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, EUA), em que foi
adicionado em tubo Eppendorf de 0,2mL, contendo 25uL do mix de reacdo, 1uL de
cada primer, 2uL de Platinum Taq Mix, 19uL de agua Milli-Q DEPC, 2uL da amostra
de extracdo de RNA e no controle negativo 2uL de agua Milli-Q. Os tubos foram postos
no termociclador com programacao para 50°C por 20 minutos, 94°C por 2 minutos (1
ciclo); 94°C por 30 segundos, 60°C (glc-5) 62°C (DIM-1, GAPDH, GDH e B-Tubulina)
por 30 segundos, 68°C por um minuto (40 ciclos); 68°C por 5 minutos e 10°C até a

retirada.
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5.5. Amplificagéo do DNA in vitro

O DNA obtido 5.4. foi amplificado por PCR em que foi adicionado em tubo
Eppendorf de 0,2mL; 47,1uL de SuperMix, 0,75uL de cada primer (10uM), 0,4pL de
Taq, 1uL de amostra e no controle negativo 1uL de agua Milli-Q. Os tubos foram entéo
postos em termociclador seguindo programacéao de 94°C por 5 minutos (1 ciclo); 94°C
por 1 minuto, 60°C (glc-5) 62°C (DIM-1, GAPDH, GDH e B-Tubulina) por 1 minuto,
72°C por 30 segundos (35 ciclos); 72°C por 10 minutos e 4°C até a retirada.

5.6. Clonagem do inserto

Foi utilizado o Kit TOPO TA Cloning (Invitrogen, Carlsbad, EUA) para insergao
do produto de PCR no vetor plasmidial (Figura 6). Foi separado um tubo Eppendorf
de 0,2mL para cada sequéncia trabalhada, sendo adicionado em cada tubo, 3uL do
respectivo produto de PCR, 1uL de solugéo salina, 1,5uL de agua e 0,5uL de vetor.

Incubou-se por 30 minutos a 22°C.

FIGURA 6 - PLASMIDEO DO KIT TOPO TA CLONING (INVITROGEN).

lacn ATG
M13 Reverss Primer

Hmlﬂlll ﬂqlwu Salcl ?I'ﬂ'll .Stlml
CRG GRA ACR GCT ATG ACE ATG ATT MIG CORA AGC TTG GTA COG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TG TAC TAA TGC GGT TUG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

Bax 1 EcoR | EcpR |

|
GTR ALG GCC GCC RAGT GTG CIG éﬁ}\ TTC GCC CTIPAEWWNSPEILG GEC GAR TTC TGC
CAT TEC CGG CGGE TCh CAC GAC CTT RAG CGG GRER TTC COG CTT RAG ACG

EC\TRV E.slf.'lﬁl N‘li,ﬂl }Giul WIIPICNI &:ill
AGR TAT CCR TCA CAC TGG OGG CCG CTC GAG CAT GCA TOUT AGA GGG CCC AAT ICG (COC TAT
TCT ATA GGT AGT GIG ACT GOC GGC GAG CTC GTA COGT AGR TCT CCC GGG TIA AGT GBS ATR

Fy

T7 Promaisr 13 Forward {-20) Primer
AGT GAG TCG TAT AAT TCA|CTG GCC GTC GTT TTA

", TOR OTS AGC ATA 3 TTA AGT [GAC ©GG CAG CAR AAT

=

AR CGT COT GAC TGG GRA ARC
T GCA GOR CTG ACC CTT TG

Comments for pCR®2.1-TOPO®
3931 nucleotides

LacZa fragment: bases 1-547

M13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 384-383

M13 Forward (-20) priming site: bases 381-406
1 origin: bases 548-985

Kanamycin resistance ORF: bases 1319-2113
Ampicillin resistance ORF: bases 2131-2991
pUC origin: bases 3136-3809

Fonte: TOPO TA Cloning Kit User Guide (2015).
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5.7. Produgéo de bactérias Quimiocompetentes

O volume de 10uL do concentrado de E. coli que estava armazenado a -20°C
foi plagueado em meio LA. A placa foi incubada por 12h (overnight) a 37°C.
Posteriormente, uma das coldnias foi selecionada e incubada overnight a 37°C em
5mL de meio LB (Anexo lll). Apds o crescimento, o material foi inoculado com 1mL da
cultura liquida em Erlenmeyer com tampa contendo 100mL de meio LB. Este novo
in6cuo foi incubado a 37°C até apresentar D.O. a 600nm entre 0,4 e 0,6. A cultura foi
centrifugada em tubos Falcon de 50mL, por 10 minutos a 4.000RPM. O pellet foi
ressuspendido em 25 mL de CaCl2 100mM e incubado no gelo por 1h. Posteriormente,
foi centrifugado por 10 minutos a 4.000RPM a 4°C. O pellet obtido foi ressuspendido
em 2mL de CaClz 100 mM em glicerol 15%. A suspensao foi aliquotada em 100uL em
tubos de 1,5mL e armazenada a -80°C até seu uso (SAMBROOK E RUSSEL, 2012).

5.8. Transformagdo em E. coli TOP10

Apos a insergao do produto de PCR no vetor, foi realizada a transformagao em
E. coli TOP10 utilizando 4uL de plasmideo e 100uL de concentrado de E. coli. Entao,
este material foi colocado em gelo por 30 minutos seguido de choque térmico de 42°C
por 30 segundos e entao posto novamente no gelo por 2 minutos. Foi entdo adicionado
250uL de meio LB ao produto da transformacgao para recuperagao celular e entao
postas em agitador a 37°C por 1 hora. O produto foi plagueado e entdo incubado
overnight a 37°C (SAMBROOK E RUSSEL, 2012).

5.9. Preparacéo das placas

Foram preparadas placas de meio LA, sendo adicionado 20mL do meio LA,
16uL de X-gal (20mg/mL), 7uL de IPTG (0,8M), 30uL de estreptomicina (Sm)
(80mg/mL) e 10puL de ampicilina (Amp) (200mg/mL) (Anexo IV) (SAMBROOK E
RUSSEL, 2012).
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5.10. Isolamento das colbnias

ApoGs o crescimento, as colénias brancas (Anexo V) foram divididas e metade
da colénia foi isolada em outra placa de meio LA com X-gal, IPTG, Amp e Sm, e a
outra metade foi posta em meio LB com Amp e Sm sob agitacdo constante (Anexo
VI), para crescimento overnight (SAMBROOK E RUSSEL, 2012).

5.11. Miniprep

Apods o crescimento, o meio LB foi centrifugado a 15000xG por 1 minuto e o
pellet foi ressuspendido sutilmente com 200uL da solugdo P1 (Buffer de
ressuspensao, TRIS, EDTA, RNAse). Apds essa ressuspensao, foi adicionado 200uL
da solugao P2 (NaOH 0,2M, SDS1%) e rapidamente adicionado 200uL da solugédo P3
(Acetato de Potassio 3M), sendo entédo centrifugado a 15000xG por 10 minutos. Apds
a centrifugacgéo, o pellet foi descartado, e ao sobrenadante, foram adicionados 600uL
de Cloroférmio-Alcool Isoaminico e entdo homogeneizado. Centrifugou-se a 15000xG
por 10 minutos e descartou-se a fase inferior. Em novo tubo, foi adicionado 1mL de
etanol absoluto a -20°C na fase superior, homogeneizando-se 10 vezes por inversao
e centrifugou-se a 15000xG por 15 minutos. Apdés isso, o sobrenadante foi descartado
e ao pellet foram adicionados 300uL de etanol 70%. Centrifugou-se a 15000xG por 3
minutos. Descartou-se o sobrenadante novamente, deixando-se o tubo invertido para
a secagem por aproximadamente 10 minutos, adicionado 40uL de Agua Milli-Q
(SAMBROOK E RUSSEL, 2012).

5.12. PCR plasmidial

Foi realizada PCR com os plasmideos utilizando o primer de cada gene,
respeitando as temperaturas padronizadas previamente para a confirmagdo da

presenca do inserto nos vetores.

5.13. Quantificagéo de plasmideos

As amostras de plasmideo obtidas no item 5.11. foram quantificadas no

NanoDrop One/OneC Microvolume UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific,
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Waltham, EUA), utilizando como branco 1uL de H20 DEPC e considerando como

validas as amostras com A260/280 que apresentaram valores entre 1,80 e 2,20.

5.14. Sequenciamento

Apos a confirmacao da presenga dos insertos no item 5.12., foram selecionadas
as amostras positivas e estas foram lavadas duas vezes com 300uL de etanol 70%,
centrifugadas a 15.000xG por 10 minutos e ressuspendidas em 40puL de Agua Milli-Q.
As amostras foram entdo encaminhadas para a empresa WemSeq que realizou o
sequenciamento 1x utilizando o par de primer M13, para eliminar as regides iniciais e
finais de baixa qualidade. Apds o recebimento das sequéncias, elas foram analisadas

no software MEGAZ® versao 7.0.18. e Vector NTI®, versdo 7.01.

5.15. Transformagéo em E. coli BL21 star (DE3)

A cepa de E. coli foi tornada competente conforme o item 5.7. e o DNA
plasmidial obtido no item 5.11. foi submetido a transformacgcao em E. coli BL21 para

expressao do RNAds, seguindo os procedimentos descritos nos itens 5.8. a 5.12.

5.16. Indugdo da Expressdo Génica

Foi utilizada a placa preparada no item 5.10 com cepas de E. coli BL21; desta
placa foi retirada parte da coldnia selecionada para cada fragmento e esta amostra foi
posta em frasco Erlenmeyer de 150mL com 10mL de meio LB e 5uL de Amp, o frasco
foi mantido em incubacéao overnight a 37°C, sob agitagao constante (200RPM). O meio
foi vertido em Erlenmeyer de 500mL, contendo 200mL de meio LB e 100uL de Amp
(Anexo VII), mantido em agitacdo constante (200RPM) a 37°C até se observar D.O.
igual a 0,4-0,6. Apds atingir a densidade optica recomendada, foi adicionado 200uL
de IPTG a 1M. O produto foi mantido incubado a 30°C por pelo menos 5 horas sob
agitacao constante (200RPM). O caldo foi centrifugado em tubos Falcon de 50mL por
20 minutos a 3.000RPM. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido
em glicerol 30%, em agua Milli-Q, e mantido a -20°C até seu uso no item 5.20. e 5.21.
(SAMBROOK E RUSSEL, 2012).
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5.17. Coleta de fezes

Foram coletadas amostras de fezes de cinco ovinos naturalmente infectados,
diretamente da ampola retal, em brete de contencg&o, alocados no Laboratério de
Producéao de Ovinos e Caprinos (LAPOC), independente de sexo e idade. Local este
com histérico de resisténcia parasitaria. Preservando sempre o bem-estar animal,

sendo a coleta realizada por Médico Veterinario.

5.18. Coprocultura e identificagao de larvas L3

As amostras de fezes foram colocadas em frascos com vermiculite e borrifadas
com agua destilada por 10 dias para eclosdo dos ovos. Foi entdo adicionada agua
morna (x37°C) e feita a inversao dos frascos em placa de Petri para ocorrer a migragao
larvar das fezes para a agua. A agua coletada foi posta em copo de sedimentagao
para concentracdo das larvas. As larvas foram retiradas com pipeta Pasteur e
armazenadas em £4°C (Anexo IlI) (ROBERTS & O’SULLIVAN, 1950). Devido ao fato
de ser comum o poliparasitismo nos ovinos, foi realizada a identificagao larvar (Anexo
IX e Anexo X) para determinagao do percentual de prevaléncia de H. contortus (WYK,
CABARET E MICHAEL, 2004). Esses dados foram compilados juntamente com os

resultados do Teste de Migracao Larvar para determinar a eficacia do silenciamento.

5.19. Desembainhamento

As larvas obtidas na coprocultura foram colocadas em hipoclorito de sédio 3%
por 10 minutos e observadas a cada 60 segundos no microscopio éptico até que no
minimo 90% das larvas estivessem sem bainha (Anexo VIII). Elas foram entdo lavadas
trés vezes em agua destilada (MOLENTO E PRICHARD, 2001).

5.20. Divisdo de grupos para alimentag&o larvar

Para os testes com o gene glc-5, as larvas foram separadas em 4 grupos: E.
coli com o fragmento 1 do GluCl em meio com IVM, E. coli com o fragmento 1 do GIuCl
em meio sem IVM, E. coli com o fragmento 2 do GluCl em meio com IVM, E. coli com

o fragmento 2 do GIluCl em meio sem IVM. Enquanto que para testes com os genes
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DIM-1, GAPDH, GDH e B-tubulina, as larvas foram divididas em apenas um grupo
para cada gene. Foram ainda criados os grupos de controle negativo, com apenas
larvas; controle positivo, com larvas e nitroxinil 34% (Dovenix®) (Merial, Lyon, Franga);
controle IVM, com larvas e ivermectina; controle E. coli, com larvas e cepas de E. coli
BL21 sem qualquer inserto plasmidial; e também o grupo controle Tween, com apenas
larvas (Tabela 1) (ZAWADZKI, et al. 2012).

5.21. Teste de migragéo larvar - TML

Apods exposigao de aproximadamente 200 larvas (quantificadas e padronizadas
para o volume de 12 uL) por aproximadamente 24 e 48h nos respectivos grupos de
tratamento (Tabela 1) (Anexo Xll), elas foram postas em aparato com malha de 25um
(Anexo XI) em pocos de placas de 24 pocos juntamente com mais 1TmL de agua
destilada para auxilio na migragdo (Anexo Xlll), foram entdo acondicionadas em
estufa BOD, a 27°C por 24h. Apds a passagem do tempo determinado, os aparatos
da malha forma removidos dos pogos e foi entdo realizada contagem das larvas
migrantes (Anexo XlV) e realizou-se determinagdo dos percentuais de migragéao
(DEMELER et al., 2010).

TABELA 1 - DIVISAO DOS GRUPOS DE TRATAMENTO E CONCENTRAGAO FINAL DAS
SOLUCOES ADICIONADAS EM CADA POCO PARA CADA GRUPO DISTINTO.

(continua)
Tween Droga Bactérias Larvas (n Agua q.s.p.
Tratamento
80 (%) (ug/mL) (%) aproximado) (mL)

Controle
- - - 200 1

Negativo

Controle
2 6,80 - 200 1

Nitroxinil

Controle
2 0,05 - 200 1

VM
Controle E.
) - - 0,50 200 1
coli

Controle

2 - - 200 1
Tween

B-tubulina - - 0,50 200 1
DIM-1 - - 0,50 200 1
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TABELA 1 - DIVISAO DOS GRUPOS DE TRATAMENTO E CONCENTRAGCAO FINAL DAS
SOLUCOES ADICIONADAS EM CADA POCO PARA CADA GRUPO DISTINTO.

(concluséo)

GAPDH - - 0,50 200 1
GDH - - 0,50 200 1
GluCIF1 - - 0,50 200 1
GluCIF1 +
2 0,05 0,50 200 1
IVM
GluCIF2 - - 0,50 200 1
GluCIF2 +
2 0,05 0,50 200 1
IVM

C+: controle positivo (Dovenix). CIVM: controle ivermectina. CEco: controle E. coli. CTw: controle
Tween 80. C-: controle negativo. GAPDH: grupo teste com o fragmento do gene GAPDH. B-Tub: grupo
teste com o fragmento do gene B-tubulina. GDH: grupo teste com o fragmento do gene GDH. DIM-1:
grupo teste com o fragmento do gene DIM-1. GluF1: grupo teste com o fragmento 1 do gene glc-5.
GluF2: grupo teste com o fragmento 2 do gene glc-5. GIuF1+IVM: grupo teste com o fragmento 1 do
gene glc-5 e ivermectina. GluF2+IVM: grupo teste com o fragmento 2 do gene glc-5 e ivermectina.
Fonte: O Autor (2018).

5.2.  Andlise estatistica

As analises estatisticas dos dados foram realizadas através da média da
quadriplicata de cada grupo, foram realizadas a analise de varidancia (ANOVA),
seguido do teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%. Essas analises foram

realizadas pelo programa estatistico Statgraphics 4.2.
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5.3. Desenho experimental
FIGURA 7 - DESENHO EXPERIMENTAL DAS ETAPAS DA METODOLOGIA.
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Via azul representa a etapa de Biologia Molecular. Via verde representa a etapa de Produgéo de
Parasitos. Fonte: O Autor (2018).
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6. RESULTADOS

Antes de serem iniciados os experimentos, foi realizado BlastN e os amplicons
gerados a partir dos genes GDH, GAPDH, DIM-1, B-tubulina e glc-5 de H. contortus
nao apresentaram homologia significante com as espécies Homo sapiens, Ovis aries,
Bos taurus, Sus spp., Gallus gallus e familia Equidae. O BlastN foi realizado também
para analisar os amplicons com as espécies de Cooperia sp., Chabertia sp.,
Trichostrongylus sp. e Ostertagia sp., observando homologia significativa apenas para
os genes B-tubulina e para o fragmento 2 do gene glc-5 (Anexo XV). Foi realizado o
alinhamento dos genes que apresentaram homologia com as sequéncias que eram
de espécies diferentes e com melhores percentuais de semelhanga. Utilizando o
software MEGA® versao 7.0.18., ferramenta ClustalW (Anexos XVI e XVII).

6.1. Quantificagdo de RNA

As amostras da extracdo de RNA quantificadas no NanoDrop One/OneC
Microvolume UV-Vis Spectrophotometer, apresentaram valores de 85,0; 64,4 e 42,5

ng/pL, com A260/280 igual a 1,97 £ 0,02 e seu gel é apresentado na Figura 8.

FIGURA 8 - GEL DE AGAROSE 1% DAS AMOSTRAS DE EXTRAGCAO DE RNA.

i 2 3 4 &5 6 7

- 2%
=Rhlm
d[m -18%
300
200
100

Tendo 3 amostras de extragdo, nomeadas A1 (pocos 2 e 3), A2 (pogos 4 € 5) e A3 (pogos 6 e 7),
aplicadas em dois pogos diferentes no gel. Sendo observadas trés bandas nas amostras A1 e A2,
referentes ao RNA 28s, RNAm e 18s. A amostra A3 nao apresentou bandas. Marcador de peso
molecular: pogo 1. Fonte: O Autor (2018).
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6.2. Plasmideos obtidos pela E. coli TOP10

Foram selecionadas e quantificadas no NanoDrop One/OneC Microvolume UV-
Vis Spectrophotometer as amostras GDH 2, GAPDH 2, DIM-1 1, B-tubulina 2, GIuCIF1
2 e GIuCIF2 1, obtendo os valores de 528,1; 1390,1; 536,6; 467,3; 1332,3 e 693,5
ng/uL, respectivamente. Todas apresentaram valor médio de A260/280 igual a 2,00 +
0,10 e seu gel pés PCR é visualizado na Figura 9. A amostra GAPDH 1 nao esta
presente pois foi descartada por se apresentar azul (ndo possuia inserto no vetor,
entdo ouve producdo de beta-galactosidase por alfa complementagdo) apds o

isolamento da colénia.

FIGURA 9 - GEL DE AGAROSE 2% DAS AMOSTRAS DE PLASMIDEO OBTIDAS DAS CEPAS DE E.
coli TOP10 E ENTAO AMPLIFICADAS COM O PAR DE PRIMER ESPECIFICO PARA CADA
SEQUENCIA.

1 2 3 4 56 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Cada trés pocos sao referentes a uma colbnia retirada da placa de meio LA, sendo nomeadas com o
nome do respectivo gene e seguidas do nimero da colénia. GDH (pogos 2, 3, 4, 5, 6 e 7): 450 pares
de base. GAPDH (pocos 8, 9 e 10): 372 pares de base. DIM-1 (pocos 11, 12, 13, 14, 15 e 16): 553
pares de base. B-tubulina (pocos 17, 18, 19, 21, 22 e 23): 312 pares de base. GIuCIF1 (pocos 24, 25,
26, 27, 28 e 29): 254 pares de base. GIuCIF2 (pocos 30, 31, 32, 33, 34 e 35): 625 pares de base.

Marcador de peso molecular: pocos 1 e 20. Fonte: O Autor (2018).

6.3. Sequenciamento

Nos dados de sequenciamento 1x, o primer utilizado se apresenta em italico, a
regiao promotora do RNA T7 Polimerase esta em italico e sublinhada, os codons com
mutagcdo sao marcados por sublinhado estando a base nitrogenada trocada em

negrito.
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6.3.1. GDH
A sequéncia obtida para o gene da GDH de H. contortus foi a seguinte:

5-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGTGAGCACAAAAGACAAGAAGAACCTCG
TCAGCGGTATTCTGAAAGCGATCAAGCCCGTCAACAAGGTTCCGTACATCACTT
TCCCAATTCGACGTGATAATGGCGAATTTGAAGTGATTGAAGCATGGCGTGCTC
AGCACTCTGAGCACCGAACACCCACAAAAGGTGGTATCCGTTACTCAATGGATG
TCTGTGAAGATGAGGTCAAAGCCTTGTCTGCTCTGATGACATACAAATGTGCTG
CTGTTGATGTACCATTTGGTGGAGCTAAAGGAGGCGTCAAGATCGACCCCAAAC
AATATACTGACTATGAAATTGAGAAGATCACCCGTCGTATTGCTATCGAATTCGC
TAAGAAGGGATTCCTTGGGCCCGGAGTTGATGTGCCAGCACCTGATATCCTATA
GTGAGTCGTATTAGGATCC-3

Nesta sequéncia foram encontradas quatro Transi¢cdes Silenciosas (135, 154,

164 e 200), uma Transversdo Silenciosa (152) e uma Transicdo Neutra (L95P). E
observada na sequéncia um cédon marcado sombreado em cinza, representando a
transicao neutra, ou transi¢ao onde ha alteracdo do aminoacido codificado, sendo este
do mesmo grupamento quimico do aminoacido original. A sequéncia foi depositada

no GenBank e possui cédigo de acesso MK112678.

6.3.2. GAPDH
A sequéncia obtida para o gene da GAPDH de H. contortus foi a seguinte:

5'-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCCACGAGACCTACAATGCAGCCAACAA
CCATATTATCAGTAACGCTTCATGTACCACCAACTGTCTCGCTCCTTTGGCTAAG
GTCATTAATGACAACTTCGGAATCATCGAAGGACTGATGACAACCGTACATGCA
ACTACTGCTACACAGAAGACTGTCGATGGACCTTCTGGAAAACTGTGGCGTGAT
GGTCGTGGTGCTGCTCAGAATATCATTCCAGCTTCTACCGGTGCAGCTAAGGCT
GTCGGTAAGGTTATTCCCACCCTGAACGGCAAGCTCACTGGAATGGCTTTCCGT
GTACCCACGCCTGATGTGTCTGTTCCTATAGTGAGTCGTATTAGGATCC-3’

Nesta sequéncia foram encontradas duas Transversdes Silenciosas (182, 205)
e uma Transicao Silenciosa (221). A sequéncia foi depositada no GenBank e possui
cbdigo de acesso MK112679.
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6.3.3. DIM-1
A sequéncia obtida para o gene da DIM-1 de H. contortus foi a seguinte:

5-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGAAGCAGGACTCTCGCTTCCAGTTCAAG
CTAGACTCCAAGGGAAATGATTCATACTCTGCGATTCTACAGATTAAGGATCTCG
CTGACAGTGATGCAGGAGGTTATCGCTGTGCCATTGTCAACCCTCATGGAAAAG
GAAATGCCAACTTCAATCTGAAGCTCACTGGTTTTTCCTCTCCGACTTTCGTGGA
GAAGCCTCAAATATCATCACGAGATGACGGTCAGGTTATGGTTATGGAGTTCCG
AGCAAAGTCTATCTTGAAACCCACGTTTGTCTGGCACAAAGGAGACGAAATCGT
GGCGCAGTCCGACCGTGTGAATATCGTTCTAAGGGAGGAGGCTAACCAGATCT
ACTATGCTGCGCTGGAAATCAAGGAGCCTACGAAAGAAAAGGATGCTGGACAG
TTTATATGCACAGCTAAAAATGACTCTGGAAAGCTTACGGCTACATTTACCGTGA
AATTTGAAGTTCCTCAAGGTGCGCCGACATTTACACGAAAACCCCTATAGTGAG
TCGTATTAGGATCC-3’

Nesta sequéncia foram encontradas duas Transigbes Silenciosas (58, 98). A
sequéncia foi depositada no GenBank e possui cédigo de acesso MK112680.

6.3.4. B-Tubulina
A sequéncia obtida para o gene da -Tubulina de H. contortus foi a seguinte:

5’-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGAATGCTACCCTTTCCGTCCATCAATTGG

TAGAGAACACCGATGAAACATACTGTATTGACAACGAAGCTCTGTATGATATCTG
CTTCCGCACTTTGAAACTCACAAATCCAACCTATGGAGATCTCAACCACCTTGTG
TCTGTCACAATGTCTGGAGTCACGACCTGCCTCCGATTCCCTGGACAGCTGAAT
GCTGATCTTCGCAAGTTAGCCGTGAACATGGTTCCATTCCCTCGTCTTCACTTCT
TCATGCCCGGTTTTGCCTATAGTGAGTCGTATTAGGATCC-3

Nesta sequéncia foram encontradas duas Transigdes Silenciosas (192, 240),
uma Transversao Silenciosa (235) e uma Transversdo Neutra (F200Y). E observado
um cédon marcado em sombreado cinza na sequéncia, indicando a transversao
neutra, ou transversao onde ha alteracdo do aminoacido codificado, porém este
pertence a0 mesmo grupamento quimico do aminoacido original. A sequéncia foi

depositada no GenBank e possui cédigo de acesso MK112681.

6.3.5. Canal de Glutamato Mediado por Cloro

As sequéncias obtidas para o gene glc-5 de H. contortus foram as seguintes:
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6.3.5.1. GluCl F1

5-AAGCTAATACGACTCACTATAGGGATGTTCGCCTTGATTCTGCCATTTCTGTT
GCATTTCACGCGGTCCGAAGGTTTTGGTTACGAGAAGCTATTGGATGAGCAGAA
AATTATCAAGCATCTATTGGAAAGTCCCTATAGCGATTACGATTGGCGGGTTCGT
CCCCGTGGTCGTCTTGGTCCCGCTGACGACGACGATTACGATAGTGAACCAGT
ATTCATTACAGTCAACCCTATAGTGAGICGTATTAGCTT-3'

Nesta sequéncia foram encontradas trés Transi¢des Silenciosas (25, 31, 51). A
sequéncia foi depositada no GenBank e possui codigo de acesso MK112682.

6.3.5.2. GluCl F2

5-AAGCTAATACGACTCACTATAGGGATGTTCGCCTTGATTCTGCCATTTCTGTT
GCATTTCACGCGGTCCGAAGGTTCTAGTTACGAGAAGCTATTGGATGAGCAGAA
AATTATCAAGCATCTATTGGAAAGTCCCTATAGCGATTACGATTGGCGGGTTCGT
CCCCGTGGTCGTCTTGGTCCCGCTGACGACGACGATTACGATAGTGAACCAGT
ATTCATTACAGTCAACATGTACTTGAGGAGTATATCTAAAGTCGATGATGTTAAT
ATGGAGTATCCGTTGCACTTCACATTTCGAGAAGAATGGATTGACGAAAGGCTG
TATTTCAATAGCCCGACGTTGAAACATATTGTGCTGTCACCTGGACAACGAATCT
GGGTGCCCGACACCTTCTTCCAGAATGAGAAAGATGGCAAGAAACATGACATCG
ATACTCCGAATATTCTAATTCGGATACATAATGGCACAGGAAAGATTCTTTATTCA
TGTCGGCTTACTTTGACCCTGAGCTGTCCAATGAGGTTGGCCGATTATCCGCTT
GATGTACAGACATGTGTAGTGGATTTTGCTTCATACGCCTATACTACGAAAGACA
TCGCCCTATAGTGAGTCGTATTAGCTT-3

Nesta sequéncia foram encontradas cinco Transi¢des Silenciosas (25, 31, 89,

98, 105), trés Transversdes Silenciosas (51, 75, 123) e trés Transicbes Missense
(F18S, G19S, S86A). E observada na sequéncia, trés diferentes cddons marcados em
sombreado cinza, indicando as transicbes missense, ou transicoes onde ha a
alteracdo de aminoacido codificado, sendo este de grupamento quimico distinto do
aminoacido original. A sequéncia foi depositada no GenBank e possui codigo de
acesso MK112683.

6.4. Plasmideos obtidos pela E. coli BL21

Apos realizacao da miniprep, as amostras de DNA plasmidial foram submetidas
a PCR, respeitando as temperaturas previamente padronizadas para cada par de

primer. O gel das amostras € visto na Figura 10.
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FIGURA 10 - GEL DE AGAROSE 2% DAS AMOSTRAS DE PLASMIDEO OBTIDAS DAS CEPAS DE
E. coli BL21 E ENTAO AMPLIFICADAS COM O PAR DE PRIMER ESPECIFICO PARA CADA
SEQUENCIA.

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

388

200

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

Cada dois pogos sao referentes a uma coldnia retirada da placa de meio LA, sendo nomeadas com o
nome do respectivo gene e seguidas do numero da colbénia. Antes de cada amostra é observado um
pogo “vazio” (pogos 2, 5, 8, 11, 14, 17, 21, 24, 27, 30, 33 e 36), onde foi aplicado o controle negativo
da reagao de PCR. GDH (pocos 3, 4, 6 e 7): 450 pares de base. GAPDH (pocos 9, 10, 12 e 13): 372
pares de base. DIM-1 (pogos 15, 16, 18 e 19): 553 pares de base. B-tubulina (pogos 22, 23, 25 e 26):
312 pares de base. GIUCIF1 (pogos 28, 29, 31 e 32): 254 pares de base. GIuCIF2 (pocos 34, 35, 37 e
38): 625 pares de base. Marcador de peso molecular: pogos 1 e 20. Fonte: O Autor (2018).

6.5. Identificagdo larvar

Foram identificadas a partir da coprocultura, 300 larvas L3, observando em
média 74,00% de presenca de Haemonchus sp. e 26,00% de presenca de
Trichostrongylus sp., nenhum outro género foi identificado na cultura, conforme é

possivel observar na Figura 11.

FIGURA 11 - PERCENTUAL DE PREVALENCIA DOS GENEROS DE PARASITOS IDENTIFICADOS
NA COPROCULTURA.

100,00
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60,00
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Haemonchus sp. Trichostrongylus sp.
GENEROS

0,00

Fonte: O Autor (2018).
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6.6. Teste de Migragéo Larvar - TML

Os resultados do TML s&o apresentados na Figura 12, em que se observa
diminuicdo do percentual de larvas migrantes no tempo de 24h e diminuicdo ainda
mais acentuada apds 48h para todos os genes trabalhados. O grupo controle negativo
apresentou elevado percentual de migragcdo. O grupo controle positivo apresentou

baixos indices de migragcao, conforme esperado.

Nos testes utilizando a ivermectina, a IVM sozinha apresentou eficacia de 8 e
5,1%, o grupo GluF1 apresentou 36,25 e 61,25%, o grupo GluF2 apresentou 39,87 e
60,62%, enquanto que o grupo GluF1+IVM apresentou 45,75 e 69,75% e o grupo
GluF2+IVM apresentou 53,37 e 68,37%, nos tempos de 24 e 48 horas

respectivamente.

FIGURA 12 - PERCENTUAL DE MIGRAGAO DAS LARVAS CONTADOS APOS O TEMPO DE
EXPOSICAO DE 24 (COLUNAS PRETAS) E 48 H (COLUNAS CINZAS) PARA CADA GRUPO DE

TRATAMENTO.
X QS
< &
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C+: controle positivo (Dovenix); CIVM: controle ivermectina; CEco: controle E. coli; CTw: controle
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Tween 80; C-: controle negativo; GAPDH: grupo com o fragmento do gene GAPDH; B-Tub: grupo com
o fragmento do gene B-tubulina; GDH: grupo com o fragmento do gene GDH; DIM-1: grupo com o
fragmento do gene DIM-1; GluF1: grupo com o fragmento 1 do gene glc-5; GluF2: grupo com o
fragmento 2 do gene glc-5; GIuF1+IVM: grupo com o fragmento 1 do gene glc-5 e ivermectina;

GluF2+IVM: grupo com o fragmento 2 do gene glc-5 e ivermectina. Fonte: O Autor (2018).
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Os resultados do TML foram avaliados quanto a sua homogeneidade e
diferenga significativa, sendo separados em grupos de letras minusculas e
maiusculas, conforme se observa na Tabela 2. Os tratamentos apresentaram
diferenga significativa (p<0,05) quando comparados com os valores obtidos nos
grupos controle. O grupo GluF2+IVM apresentou diferenga estatistica significativa
(p=<0,05) quando comparado aos demais grupos testados. Na avaliagao intragrupo, os
grupos controle nao apresentaram diferenca significativa; enquanto que os grupos
teste apresentaram diferenca significativa (p<0,05), sugerindo entdo que o tempo de
exposigao interferiu positivamente na eficiéncia da técnica. Os valores de p estéo
tabulados no Anexo XVI.

TABELA 2 - VALORES DE MEDIA DE MIGRAGAO DE LARVAS E DESVIO PADRAO PARA CADA

GRUPO TRATAMENTO NOS TEMPOS 24 E 48H, SEGUIDO DE COMPARACAO DE DIFERENCA
ESTATISTICA EM SOBRESCRITO.

GRUPO 24h 48h
C+ 17,25 (27,27)°* 8,25 (+4,99)7A
Civm 184,00 (+10,95)A 189,75 (+5,12)cA
CEco 190,75 (£16,11)%A 184,25 (+11,21)cA
Crw 199,00 (£11,20)%A 179,25 (+6,18)8
C- 199,50 (+4,12)% 192,50 (+4,20)A
GAPDH 126,75 (£7,14)A 76,75 (+16,66)®
B-Tub 135,00 (£21,74)°A 78,25 (+14,91)%8
GDH 124,25 (+6,13)A 68,75 (+11,44)8
DIM-1 107,50 (+15,35)0A 80,00 (+6,98)°8
GIuF1 127,50 (£12,01)°A 77,50 (£19,36)8
GIuF2 120,25 (+2,06)bA 78,75 (+23,04)8
GIUF1+IVM 108,50 (+13,40)PA 60,50 (+8,81)8
GIuF2+IVM 93,25 (£10,24)PA 63,25 (+11,41)8

*Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05) pelo teste
estatistico de Tukey. *Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica
(p<0,05) pelo teste de Tukey. *Grupos: C+: controle positivo (Dovenix). CIVM: controle ivermectina.
CEco: controle E. coli. CTw: controle Tween 80. C-: controle negativo. GAPDH: grupo com o fragmento
do gene GAPDH. B-Tub: grupo com o fragmento do gene B-tubulina. GDH: grupo com o fragmento do
gene GDH. DIM-1: grupo com o fragmento do gene DIM-1. GluF1: grupo com o fragmento 1 do gene

glc-5. GIuF2: grupo com o fragmento 2 do gene glc-5. GIuF1+IVM: grupo com o fragmento 1 do gene
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glc-5 e ivermectina. GluF2+IVM: grupo com o fragmento 2 do gene glc-5 e ivermectina. Fonte: O autor
(2018).

Ao analisar o tempo de 24h, se observa que o grupo GluF2+IVM teve diferenca
significativa em relagdo aos demais grupos, sugerindo um efeito sinérgico da
ivermectina com o RNAI, porém tal efeito ndo foi observado no tempo de 48 h, em que
houve um pareamento dos valores obtidos nos grupos teste. Este fato pode ter sido

decorrente do efeito maximo (apos 24h) nas larvas de H. contortus.

Ao se avaliar os grupos do gene glc-5, relacionado a ivermectina, tem-se que a
IVM sozinha teve uma eficacia significativamente menor do que o GluF1 e GIuF2
sozinhos e quando combinados com IVM. GIuF1 n&o apresentou diferenca contra
GluF1+IVM e nem GIuF2 teve diferenca com GluF2+IVM nos mesmos tempos de
incubacao. Entretanto, houve um efeito aditivo positivo entre GluF1 e GluF1+IVM,

assim como F2 e +IVM.

O tempo de incubagao de 48h revelou aumento de aproximadamente 10 a 15%
para F1 e F2, apresentando um efeito aditivo positivo. Embora o periodo de incubagao
de 24h tenha demonstrado menor efeito no tratamento isolado de F1 e F2, o efeito da

associagao foi superior ao periodo de 48h no TML.
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7. DISCUSSAO

Nosso estudo buscou através da aplicagao da técnica de RNAI, encontrar uma
alternativa biotecnoldgica para o controle parasitario de pequenos ruminantes. Com o
intuito de futuramente realizar a produgcdo de um pro-bidtico com potencial anti-
helmintico. Os resultados encontrados no presente estudo sugerem que a aplicagao
de silenciamento por RNAIi via E. coli em H. contortus possui efeito positivo.

Apresentando significativo percentual de redug¢ao no valor de migragao de larvas.

A concentracdo de RNA total obtidos pela extragao se apresentam semelhantes
aos obtidos na extragao de RNA do organismo Paracentrotus lividus realizada por
RUOCCO et al. (2017), apesar de se tratar de organismos distintos, apresentaram
concentragdes finais de RNA e valores de A260/280 proximos apos extragdo com
TRIzol®.

A alteragdao F200Y no gene da B-tubulina de H. contortus ja havia sido
previamente descrita por NICIURA et al. (2012), que associaram tal alteracédo a
resisténcia aos benzimidazois, mostrando entdo que essa € uma mutacdo ja
espalhada pelas populagdes de H. contortus no Brasil. FORRESTER et al. (1999)
descreveram diversas alteragdes no gene glc-5 associando-as com a resisténcia a
IVM. Entretanto, nés descrevemos as mutagdes F18S, G19S e S86A como novas
mutacbes em populagbes de H. contortus resistente a IVM, e, possivelmente
associadas a um maior nivel de resisténcia, conforme constatado no TML. As
mutacgdes encontradas nos genes glc-5, DIM-1, GDH e GAPDH n&o foram até entao

descritas por outros autores, sendo este seu primeiro relato.

Nosso estudo utilizou 0,05ug/mL de IVM nos grupos com a droga. DOLINSKA
et al. (2013) estabeleceram como DL50 da IVM em seu estudo com larvas de H.
contortus susceptiveis ao tratamento, o valor de 0,002ug/mL e BELEW et al. (2012)
em estudo com ovos de H. contortus, obtiveram uma DL50 da IVM igual a 0,03ug/mL.
Isso demonstra a resisténcia estabelecida na populacao utilizada no teste do estudo
aqui apresentado, em que a dose utilizada nao apresentou efeito, enquanto que outros
estudos obtiveram efeito de 50% com doses menores. O uso do Dovenix (6,8 ug/mL)
apresentou eficacia de aproximadamente 92%, sendo esta dose trés vezes maior a
obtida como DL50 (2,17ug/mL) por DOLENGA, C. J. R. (dados nao publicados).
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A identificacao larvar indicou presencga exclusiva dos géneros Haemonchus e
Trichostrongylus, sendo estes apresentados nos estudos de TRAMBOO et al. (2015)
e FERREIRA et al. (2017) como os mais prevalentes em praticamente todas as €épocas
do ano, tendo o H. contortus prevaléncia de até 71,66% no estudo de FERREIRA et
al. (2017) em regido semiarida e 55% no estudo de TRAMBOO et al. (2015) na india.
Observando-se também resisténcia do Trichostrongylus sp. a ivermectina, devido
baixo nivel de migracdo das larvas de cultura mista no grupo Controle IVM, que
conforme SILVA, et al. (2018) ja havia apresentado a resisténcia do Trichostrongylus

sp. a esse anti-helmintico.

Diversos estudos tém demonstrado alteracdo fenotipica em parasitos ao se
utilizar do RNAi como alternativa para tratamento antiparasitario, como realizado por
HE et al. (2018), que silenciaram genes relacionados ao desenvolvimento sexual de
Schistosoma japonicum, com efeito observado a partir de trés dias de exposi¢cao ao
RNAi. ANANDANARAYANAN et al. (2017) também aplicaram a técnica em Fasciola
gigantica que apresentou pouca diferenga entre as concentragdes de RNAI via

soaking, apresentando efeito em 3 dias apds a exposi¢ao.

GELDHOF et al. (2006) e ZAWADZKI et al. (2012) testaram a aplicabilidade do
RNAI pelas trés formas de administragdo das moléculas de RNAi em H. contortus,
observando resultados positivos de silenciamento em 24 e 48h, assim como
observado no corrente trabalho nos testes em 24 e 48h. N6s observamos diferentes
niveis de silenciamento na exposigao das larvas nos grupos tratamento nos diferentes
tempos testados nos trabalhos supracitados, podendo ser resultado de diversas
variaveis, conforme KOH, GHANBARINIAKI E MYONG (2017) que estabeleceram
diferencas no padrao das moléculas de RNAi que podem alterar ou interferir no efeito

das moléculas, como o tamanho do /oop formado e o pareamento das bases.

O trabalho que mais se aproxima ao presente estudo, € o de ARENAL et al.
(2017), que testaram via soaking, a aplicagdo do RNAi em nano capsulas para o gene
DIM-1 em cultura com 96% de H. contortus. Os autores observaram aproximadamente
88% de efeito apds 48 h de exposicao as moléculas de dsRNA, demonstrando que o
percentual de efeito apds 48 h se aproxima do percentual de presenga do parasito na
cultura. De forma semelhante, nosso trabalho obteve (apds 48 h) aproximadamente
70% de eficiéncia maxima (GluF1+IVM), sendo esta uma cultura com 74% de H.

contortus.
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Embora nossos testes tenham sido realizados com a possibilidade de testar o
efeito sinérgico do tratamento, quando foi associado o uso da terapia com RNAi com
um medicamento anti-helmintico comercial, observamos um aumento real na eficacia
de aproximadamente 35%, testando GluF2 e GluF2+IVM, apos 24h. Assim, sugerimos
que existiu um efeito sinérgico ao utilizar a combinagao terapéutica, conforme o efeito
obtido por KATIKI et al. (2017) em seus testes com fitoterapicos. Em GIuF1 e
GluF1+IVM houve aumento de 25,2% (24h). Isto significa que a IVM pode ser utilizada
em associagao com a técnica de RNAi com a expectativa de obter melhor eficacia no

tratamento anti-helmintico.
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8. CONCLUSAO

Foi possivel identificar as mutacdes relevantes na sequéncia codificante do alvo
da IVM, além da mutacdo F200Y (B-tubulina) ja relatada por outros pesquisadores.
Descrevemos as novas mutagdes: F18S, G19S, S86A no gene glc-5 e isso é uma
contribui¢ao cientifica significativa para realizar modelos de monitoramento usando
SNP.

O teste de migracéo das larvas apresentou efeito positivo nos grupos em que
as cepas de E. coli expressando o dsRNA foram aplicadas, além de ser observado

que o tempo de exposigao agiu positivamente na eficacia do RNAI.

Foi possivel determinar que a técnica de RNAI pode ser utilizada como nova
terapia antiparasitaria, contra populacéo resistente a IVM, para isso € necessario uma
nova série de experimentos in vitro e in vivo, como o teste de desenvolvimento larvar

e o teste de inibicdo da alimentagao larvar.

CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos nesta dissertagdo sdo encorajadores e incentivam a
continuidade da pesquisa nessa promissora linha de estudo. Se pretende testar as
cepas de E. coli expressando dsRNA em diferentes tempos de exposicao, testar o
efeito na evolugcdo dos estagios larvares, testar a IVM em associacdo com outros
genes e ainda realizar analise por PCR das larvas migrantes para confirmagéo do
potencial espécie-especifico da metodologia de silenciamento por RNAi. Um dos
objetivos futuros sera finalmente prosseguir para os testes in vivo com um pro-biético
e testar a eficiéncia do possivel tratamento alternativo, tendo o efeito animal como

interferente.
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FIGURA 13 - CERTIFICADO EMITIDO PELA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DO

SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS.

ST

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS

UFPR COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
- CERTIFICA D

Certificamos que o protocolo nimero 086/2017, referente a0 projeto *Aplicaglo da téenica de RNA de
interferéncia no silenciamento do gene codificante da proteina do canal de Glutamato mediado por Clore
em larvas do parasite Haemonchus contornus”™, sob a responsabilidade de Mareelo Beltriio Molento - que
envolve a produgiio, manutengiio e/ou utilizagho de animais pertencentes a0 filo Chordata, subfile Vertebrata
{exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n®
11.794, de 8 de Outubro, de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2000, & com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), ¢ foi aprovado pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DO SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARANA - BRASII . com grau 1 de mvasividade, em reunido de 027102017,

Vigéncin do projeto Dezembrod 2017 até Dezembro/ 2018

Espécie/Linhagem Chvis aries (ovino) ! Sulfok

Mimerso de animais 10

Pesodldade Ma4dke!1aanos

Sexo Ambos

Origem Laboratirio de Produgdo de Ovinos e Caprinos (L APOC) na Fazenda Canguiri da
Universidade Federal do Parand

CERTIFICATE

We cerlify that the protocol number 086/2017, regarding the project  Application of interference RNA
technigue to silencing the gene encoding the Chloride-m ediated Glutamate channel protein in the larvae of
the nematode Hoemonchus contornns®™ under Marcelo Beltriio Molento supervision — which includes the
production, maintenance and'or utilization of animals from Chordata phylhim, Vertebrata subphylum {(except
Humans), for scientific or teaching purposes — is in accordance with the precepts of Law n® 11.794, of § October,
2008, of Decree n® 6.899, of 15 July, 2009, and with the edited rules from Conselho MNacional de Controle da
Experimentagio Animal (CONCEAY), and it was approved by the ANIMAL USE ETHICS COMMITTEE OF THE
AGRICULTURAL SCIENCES CAMPUS OF THE UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA (Federal
University of the State of Parand, Brazil), with degree 1 of invasiveness, in session of 100022017,

Duration of the project Dgcem ber 20017 until December/ 2018

Specie/Ling Ohvis arfes (ovine} [ Sulfok

Mumber of animals 1

Wheight/Age 2000 40 ke /1 to 2 years

Sex Baoth

Origin Sheep and Goat Production Laboratory at Canguiri Farm of the Federal University
of Parand

Curitiba, 2 de outubro de 20017,

L Ldo. Fecho,
Chayane da Rocha
Coordenadora CEUA-SCA

Comissiio de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias - UFPR

Fonte: O Autor (2018).
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ANEXO II.

Coprocultura para obtencao de larvas de terceiro estagio.
ROBERTS & O'SULLIVAN (1950).
Material:

e Recipiente de vidro (250 - 300ml);

e Serragem de pinho ou madeira similar lavada e esterilizada, fezes secas ou
vermiculite,

e Frasco plastico ou Becker (500 ml).

e Tubo de ensaio, colher ou espatula.

e Placas de Petri e pipeta com péra de borracha.
Técnica:

Coletar 20-30 g de fezes frescas, coletadas diretamente do reto. Misturar as
fezes com a serragem, na proporgao de mais ou menos duas partes de cada, dentro
de um frasco com um pouco de agua. A agua deve ser de tal quantidade que se forme
uma massa, até o ponto em que, quando exprimida na palma da mao, flua um pouco
de liqguido. Homogeneizar as fezes e a serragem manualmente ou com agitador
mecanico. Encher o frasco com a mistura até mais ou menos 3/4 de sua capacidade.
Limpar os bordos do frasco de cultivo e tampa-lo com a placa de Petri, tomando o
cuidado de colocar o cordao entre a placa e o bordo do frasco para que haja aerizagéo
do cultivo. Isto se faz para proporcionar aerobiose, evitando o crescimento de fungos

que influi adversamente na vida das larvas.

Levar a estufa ou deixar no meio ambiente, de acordo com o clima. Umedecer
um pouco quando houver ressecamento do cultivo. Manter este cultivo por 7 dias, ja
que geralmente os ovos de nematddeos gastrintestinais evoluem em periodo de

aproximado de 7 dias.

Recuperam-se as larvas infectantes, enchendo-se o frasco de cultivo com agua
corrente e tampando-o com uma placa de Petri e invertendo-o bruscamente sobre a
placa; Coloca-se 5 a 10mL de agua na parte externa da placa de Petri; Transcorridas
3 a 4 horas, transfere-se, com auxilio de uma pipeta, o conteudo da placa de Petri
para um tubo de ensaio; Deixar o tubo de ensaio repousar em geladeira por 2 a 3

horas ou por mais tempo em temperatura ambiente. Apos desprezar o sobrenadante,
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deixando um volume de 3 a 5mL; Proceder a identificagcdo/contagem das larvas,
examinando-as entre lamina/laminulas com adi¢ao de lugol, ao microscopio; As larvas

devem ser contadas/identificadas até atingirem cem unidades.
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ANEXO lIII.
Meio Luria-Bertani - Meio LB Liquido (100 mL):

SAMBROOK E RUSSEL, (2012)
Material:

e Frasco de vidro (200mL);

e Proveta (100mL);

e Bastao de vidro;

e Triptona - 1g;

e Extrato de Levedura - 0,5g;
e NaCl-1g.

Técnica:

e Adicionar 90 mL de agua destilada e agitar até dissolver;
e Ajustar o volume da solugao para 100 mL;
e Verter no frasco de vidro;

e Autoclavar.
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ANEXO IV.
Meio Luria-Bertani Agar - Meio LA Sélido (100 mL):

SAMBROOK E RUSSEL, (2012)
Material:

e Frasco de vidro (200mL);
e Proveta (100mL);

e Bastao de vidro;

e Placas de petri;

e Triptona - 1g;

e Extrato de Levedura - 0,5¢;

e NaCl-1g;
e Agar-1,5g.
Técnica:

e Adicionar 90 mL de agua destilada e agitar até dissolver;

Ajustar o volume da solug&o para 100 mL;

Verter no frasco de vidro;

Autoclavar;

Verter nas placas de petri e esperar polimerizar.
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ANEXO V.

FIGURA 14 - PLACAS DE MEIO LA COM SM 120ug/mL, AMP 100ug/mL, X-GAL E IPTG APOS
INCUBACAO A 37°C OVERNIGHT.

E observada uma col6nia azul (marcada em vermelho) e diversas colénias brancas na placa. Colénias
de E. coli TOP10. Fonte: O Autor (2018).
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ANEXO VI.

FIGURA 15 - PLACAS DE MEIO LA COM AMP 100ug/mL, FRASCOS COM MEIO LB E AMP
100ug/mL.

PR e PR PR R R

- e AT

Material preparado para realizagcdo do isolamento das colénias das diversas placas. Fonte: O Autor
(2018).
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ANEXO VII.

FIGURA 16 - FRASCOS ERLENMEYER PARA REALIZACAO DA INDUGCAO DA EXPRESSAO
GENICA EM E. coli BL21.

(Superior) Frascos de 125mL sob agitagao constante para crescimento das células. (Inferior) Frascos

de 125mL apds crescimento, prontos para serem vertidos nos frascos de 500mL com 200mL de meio
LB. Fonte: O Autor (2018).
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ANEXO VIIL.
FIGURA 17 - LARVAS Ls OBTIDAS NA COPROCULTURA.

(Inferior) Larvas desembainhadas prontas para inicio do teste em aumento de 10x. (Superior) Larvas

ainda embainhadas em aumento de 10x. Fonte: O Autor (2018).
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ANEXO IX.
FIGURA 18 - LARVAS L3 IDENTIFICADAS EM AUMENTO DE 10X COM AUXILIO DE LUGOL.

Larva de Haemonchus sp. a esquerda e larva de Trichostrongylus sp. a direita. Fonte: O Autor (2018).
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ANEXO X.
QUADRO 2 - IDENTIFICAGAO POR GENERO DAS LARVAS L3 OBTIDAS NA COPROCULTURA.

IDENTIFICAGAO Haemonchus sp. Trichostrongylus sp.

1 70 30
2 82 18
3 70 30
Média 74,00 26,00
Desvio padrao 6,93 6,93

Fonte: O Autor (2018).
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ANEXO XI.
FIGURA 19 - APARATO UTILIZADO NO TESTE DE MIGRAGCAO LARVAR (TML).

A T
4 LARPFS8 T 4

Seringa de 3mL cortada, encaixada em seringa de 5mL cortada, entre elas é encaixada a malha de
25um e na seringa de 5mL é encaixado anel de borracha utilizado para caudectomia de ovinos, para

facilitar o manuseio. Fonte: O Autor (2018).
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ANEXO XIl.

FIGURA 20 - PLACAS DE CULTURA DE 24 POCOS PREPARADAS PARA O TESTE DE
MIGRACAO LARVAR (TML).

(Superior) Placas preparadas com os aparatos para a migragao pds exposicao aos tratamentos.
(Inferior) Placas com os grupos tratamentos incubados em estufa BOD a 27°C para os tempos de 24 e
48 horas. Fonte: O Autor (2018).
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ANEXO XiIil.

FIGURA 21 - LARVAS OBSERVADAS EM AUMENTO DE 10X NO POCO DA PLACA APOS A
MIGRACAO.

Fonte: O Autor (2018).




ANEXO XIV.

QUADRO 3 - CONTAGEM DE PARASITOS EM CADA POGO POS MIGRAGAO NOS DIVERSOS
GRUPOS DE TRATAMENTO.
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GRUPOS - Tratamento 24h

POCO C+ | CIVM | CEco| CTw | C- |GAPDH|B-Tub | GDH | DIM-1 | GIuF1 | GIuF2 | GIuF1+IVM | GIuF2+IVM
1 28 | 192 | 194 | 189 | 199 | 137 | 122 | 132 | 101 | 140 | 120 112 86
2 14 | 168 | 210 | 197 | 195 | 121 159 | 118 | 91 133 | 120 110 84
3 12 | 186 | 171 | 215 | 199 | 123 | 112 | 121 | 127 | 112 | 118 122 106
4 15 | 190 | 188 | 195 | 205 | 126 | 147 | 126 | 111 | 125 | 123 90 97
Média | 17,25 | 184,00 | 190,75 | 199,00 | 199,50 | 126,75 | 135,00 | 124,25 | 107,50 | 127,50 | 120,25 | 108,50 93,25
g:j;’;z 7,27 | 10,95 | 16,41 | 1120 | 412 | 7,14 | 21,74 | 6,13 | 1535 | 12,01 | 2,06 13,40 10,24
GRUPOS - Tratamento 48h
POGO
C+ | CIVM | CEco| Ctw | C- |GAPDH|B-Tub | GDH | DIM-1 | GIuF1 | GIuF2 | GIuF1+IVM | GIuF2+IVM
1 5 | 188 | 186 | 180 | 190 93 82 71 81 84 86 64 52
2 12 | 189 | 186 | 187 | 195 87 95 77 83 78 87 71 57
3 13 | 185 | 196 | 172 | 197 56 59 52 70 97 45 51 66
4 3 | 197 | 169 | 178 | 188 71 77 75 86 51 97 56 78
Média | 8,25 | 189,75 | 184,25 | 179,25 | 192,50 | 76,75 | 78,25 | 68,75 | 80,00 | 77,50 | 78,75 | 60,50 63,25
2:3;’;2 499 | 512 | 11,21 | 6,18 | 4,20 | 16,66 | 14,91 | 11,44 | 6,98 | 19,36 | 23,04 8,81 11,41

C+: controle positivo (Dovenix®). CIVM: controle ivermectina. CEco: controle E. coli. CTw: controle

Tween 80. C-: controle negativo. GAPDH: grupo teste com o fragmento do gene GAPDH. B-Tub: grupo

teste com o fragmento do gene B-tubulina. GDH: grupo teste com o fragmento do gene GDH. DIM-1:

grupo teste com o fragmento do gene DIM-1. GluF1: grupo teste com o fragmento 1 do gene glc-5.

GluF2: grupo teste com o fragmento 2 do gene glc-5. GluF1+IVM: grupo teste com o fragmento 1 do

gene glc-5 e ivermectina. GluF2+IVM: grupo teste com o fragmento 2 do gene glc-5 e ivermectina.
Fonte: O Autor (2018).
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ANEXO XV.

FIGURA 22 - BLASTN DOS AMPLICONS DOS GENES COM AS ESPECIES COOPERIA SP.,

CHABERTIA SP., TRICHOSTRONGYLUS SP. E OSTERTAGIA SP.
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A: GAPDH. B: GDH. C: DIM-1. D: B-tubulina. E: GIuCI F1. F: GIuCI F2. Fonte: O Autor (2018).
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ANEXO XVI.
FIGURA 23 - ALINHAMENTO DO GENE B-TUBULINA COM AS SEQUENCIAS MAIS SEMELHANTES.
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Sequéncias de nucleotideos de diferentes espécies para a B-tubulina. Sdo apresentadas as espécies
seguidas do numero de acesso da sequéncia. Em verde sdo observadas regides conservadas nas

espécies alinhadas. Fonte: O Autor (2018).
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ANEXO XVII.

FIGURA 24 - ALINHAMENTO DO FRAGMENTO 2 DO GENE GLC-5 COM A

~

SEQUENCIA MAIS SEMELHANTE.
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Sequéncias de nucleotideos de diferentes espécies para o gene glc-5. Sdo apresentadas as espécies

seguidas do numero de acesso da sequéncia. Em verde sdo observadas regides conservadas nas

espécies alinhadas. Fonte: O Autor (2018).



ANEXO XVIIl.

QUADRO 4 - VALORES DE p PARA CADA CONFRONTO DE DADOS INTERGRUPOS POSSIVEL
NOS TEMPOS 24 E 48 HORAS E PARA CONFRONTO INTRAGRUPO 24/48 HORAS PARA
DETERMINAR DIFERENCA SIGNIFICATIVA OU NAO CONSIDERANDO p=0,05.
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(continua)
GIuF1 GluF2
+ . k -

24h c e\ Ceco CTw c GAPDH | B-Tub GDH DIM-1 GluF1 GluF2 VM VM

+

o

=

=

5 | 0,00002827

o

O

& | 0,00010832 | 0,31064648

2

O | 0,00011573 | 0,08324194 | 0,27975049

© 10,00001338 | 0,01718159 | 0,20597170 | 0,47032821

I

g

< | 0,00000074 | 0,00036035 | 0,00270215 | 0,00159011 | 0,00014695

o)

E

B | 0.00121816 | 0,02346883 | 0,00170279 | 0,01044262 | 0,00525882 | 0,28222018

a

® | 0,00000507 | 0,00020522 | 0,00252915 | 0,00122151 | 0,00005533 | 0,04785446 | 0,22463683

N3

§ 0,00129663 | 0,00069010 | 0,00653064 | 0,00017011 | 0,00047099 | 0,05989352 | 0,10434014 | 0,06862245

-

'

& | 000004948 | 0,00343525 | 0,00051378 | 0,00408188 | 0,00000735 | 044249420 | 0,25852741 | 0,28931455 | 0,11413388

&

& | 0.00005075 | 0,00063906 | 0,00142694 | 0,00055262 | 0,00000820 | 0,08411450 | 0,12331032 | 0,13183022 | 0,10559887 | 0,14874571

]

g% 0,00061837 | 0,00201132 | 0,00302418 | 0,00029376 | 0,00080839 | 0,04919204 | 0,09728370 | 0,07187806 | 0,45867620 | 0,07645578 | 0,11287735

Rs

8% 0,00112517 | 0,00027855 | 0,00244330 | 0,00003342 | 0,00008516 | 0,00913794 | 0,03121589 | 0,00845179 | 0,00783500 | 0,02620643 | 0,00787995 | 0,07245421
GluF1 GluF2

+ . . .

48h c S\ Ceco CTw c GAPDH | B-Tub GDH DIM-1 GluF1 GluF2 VM VM

+

o

=

s

S | 0,00001953

o

O

& | 0,00001153 | 0,27405544
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QUADRO 4 - VALORES DE p PARA CADA CONFRONTO DE DADOS INTERGRUPOS POSSIVEL
NOS TEMPOS 24 E 48 HORAS E PARA CONFRONTO INTRAGRUPO 24/48 HORAS PARA
DETERMINAR DIFERENCA SIGNIFICATIVA OU NAO CONSIDERANDO p<0,05.

(continuagao)

H

5 | 0,00001409 | 0,03117788 | 0,26427832

© | 0,00000002 | 0,28907538 | 0,06380994 | 0,02188711

T

g

< | 0,00271317 | 0,00046228 | 0,00111202 | 0,00023138 | 0,00056915

U}

S

';_ 0,00169814 | 0,00029036 | 0,00110804 | 0,00009153 | 0,00040751 | 0,37489379

a

® |0,00186315 | 0,00005609 | 0,00079907 | 0,00003563 | 0,00021490 | 0,12012936 | 0,03360177

<

% 0,00048586 | 0,00000725 | 0,00064400 | 0,00002037 | 0,00011232 | 0,33042963 | 0,38109317 | 0,01019933

-

('S

g 0,00164246 | 0,00136952 | 0,00006635 | 0,00131895 | 0,00038330 | 0,47984030 | 0,48056318 | 0,29232469 | 0,42875916

N

[T

g 0,00673378 | 0,00071136 | 0,00387060 | 0,00095406 | 0,00166347 | 0,41272700 | 0,47552066 | 0,10197605 | 0,44334257 | 0,47728000
Ls

g; 0,00091138 | 0,00006821 | 0,00022733 | 0,00000270 | 0,00005844 | 0,02284456 | 0,00724706 | 0,05968088 | 0,00715023 | 0,10888054 | 0,07795656
iz

g; 0,00204251 | 0,00004640 | 0,00061793 | 0,00030726 | 0,00014713 | 0,18631742 | 0,13572837 | 0,27948435 | 0,03807138 | 0,19143479 | 0,15272573 | 0,39241454
24h/ GluF1 GluF2

+ - - -

48h (of CIVM Ceco CTw C GAPDH B-Tub GDH DIM-1 GluF1 GluF2 +IVM +IVM
& | 0,08740000

[&] )

s

= 0,24300000

o

[]

O

w 0,53230000

o

H

5 0,02140000

5 0,05490000

T

o

g 0,00150000

o

2

= 0,00510000

[~}

T

8 0,00010000
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QUADRO 4 - VALORES DE p PARA CADA CONFRONTO DE DADOS INTERGRUPOS POSSIVEL
NOS TEMPOS 24 E 48 HORAS E PARA CONFRONTO INTRAGRUPO 24/48 HORAS PARA
DETERMINAR DIFERENCA SIGNIFICATIVA OU NAO CONSIDERANDO p<0,05.

(concluséo)

DIM-1

0,01720000

GluF1

0,00460000

GluF2

0,01150000

GluF1
+IVM

0,00100000

GluF2
+IVM

0,00790000

C+: controle positivo (Dovenix®). CIVM: controle ivermectina. CEco: controle E. coli. CTw: controle
Tween 80. C-: controle negativo. GAPDH: grupo teste com o fragmento do gene GAPDH. B-Tub: grupo
teste com o fragmento do gene B-tubulina. GDH: grupo teste com o fragmento do gene GDH. DIM-1:
grupo teste com o fragmento do gene DIM-1. GluF1: grupo teste com o fragmento 1 do gene glc-5.
GluF2: grupo teste com o fragmento 2 do gene glc-5. GluF1+IVM: grupo teste com o fragmento 1 do
gene glc-5 e ivermectina. GluF2+IVM: grupo teste com o fragmento 2 do gene glc-5 e ivermectina.
Fonte: O Autor (2018).
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