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RESUMO

A cicatrizacdo é um processo regenerativo complexo que visa restaurar a
integridade e funcdo dos tecidos danificados. Em cnidarios, o filo irmao
de Bilateria (vertebrados), a habilidade de algumas espécies de reparar
injarias e regenerar estruturas corporais perdidas se mantém pouco
elucidada. A compreensdo dos mecanismos moleculares que sustentam a
resposta a cicatrizacdo em cnidarios pode revelar alguns processos
moleculares que contribuem para o reparo dos tecidos. A anémona do
mar Calliactis polypus tem sido observada pela sua excepcional
capacidade de cicatrizacdo e regeneragdo ainda ndo descrita na
literatura. RNA-seq e expressdo génica diferencial foram realizados em
dois individuos de C. polypus sendo um em regeneracdo e outro controle
afim de determinar quais genes estavam sendo expressos diferentemente
apos dano epidérmico. Verificou-se que genes sobre-expressos durante a
cicatrizacdo pertencem a classes biologicas como diferenciacdo celular,
morfogénese, ciclo celular, apoptose, estresse celular e detoxificacdo.
Além disso, tanto a ativa¢do quanto a inativacao de proteinas contendo o
dominio proteico transcriptase reversa foram identificadas como
dominios mais sobre-expressos durante o reparo tecidual na anémona do
mar C. polypus. Portanto, uma resposta sistémica e complexa aparenta
estar associada com a cicatrizagdo em C. polypus, sendo que a chave
para 0 reparo em cnidarios pode estar envolvida com novas proteinas
gue ndo puderam ser identificadas pelos bancos de dados atuais. Futuros
estudos em genémica funcional e protedbmica sobre a regeneracdo em C.
polypus poderdo oferecer um melhor entendimento da fungéo bioldgica
destes genes desconhecidos na regulacdo do reparo de lesdo e
regeneragao em cnidarios e, possivelmente, em outros filos.

Palavras-chave: Cnidaria; Bioinformatica; Reparo  tecidual;
cicatrizacdo.






ABSTRACT

Wound healing is a complex regenerative process that aims to restore
integrity and function to damaged tissues. In cnidarians, the sister
phylum to Bilateria (vertebrates), the outstanding ability of some species
to repair wounds and regenerate lost body structures remains poorly
understood. Understanding the molecular mechanisms that underpin
the wound healing response in cnidarian species can unravel some
molecular processes that contribute to tissue repair. The sea anemone
Calliactis polypus has been observed to have remarkable abilities of
wound healing and regeneration which has not been previously
characterized in the literature. RNA-seq and differential gene expression
analysis were performed on two individuals of C. polypus, under
regeneration and control in order to determine which genes were
differentially expressed following epidermal injury. As a result, genes
over-expressed during wound healing belonged to biological classes
such as cellular differentiation, morphogenesis, cell cycle, apoptosis,
cellular stress and detoxification. Furthermore, both activation and
inactivation of proteins containing the reverse transcriptase domain were
identified as the topmost over-expressed protein domain during tissue
repair in the sea anemone C. polypus. Therefore, a systemic and
complex response seems to be associated with wound healing in C.
polypus and the key to the successful repair in cnidarians may involve
novel proteins that remain unidentified due to current databases. Further
genomic functional and proteomic studies of the wound healing
response in C. polypus can offer insight into the role of these unknown
genes in regulating wound healing and regeneration in cnidarians and
possibly in other phyla.

Keywords: Cnidaria; Bioinformatics; Tissue repair; Wound healing.
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1. INTRODUCAO

1.1 DO REPARO DA LESAO A REGENERACAO

Regeneragdo é um termo abrangente que envolve desde eventos
de reparo em nivel celular e tecidual até a recuperacdo de membros
perdidos e recomposicdo de individuos inteiros a partir de fragmentos do
corpo, sendo vital para organismos multicelulares na restauragdo da
funcéo e arquitetura do tecido lesionado.

O processo regenerativo pode ser classificado em duas etapas
tedricas: cicatrizacdo e regeneracdo. Estas etapas sdo compostas de
eventos continuos e dindmicos passiveis de sobreposicdo e podem
ocorrer em diferentes tecidos e intervalos de tempo em um mesmo
organismo. A cicatrizacdo é o primeiro estagio do processo de
regeneracdo e envolve complexos mecanismos moleculares, celulares e
guimicos para assegurar um rapido fechamento da area danificada
(MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009). A cicatrizagdo &
classicamente dividida em trés fases: inflamagdo, proliferacdo e
remodelacdo (GURTNER et al., 2008). A fase inflamatoria acontece
imediatamente ap06s a injdria do tecido e promove a ativagdo de: [1] vias
do sistema imune para prevencdo de infeccdes pela area afetada [2]
cascatas de coagulacdo a fim de evitar a perda de fluidos e componentes
celulares e [3] vias inflamatorias para a remogéo do tecido danificado. A
fase proliferativa da cicatrizacdo é caracterizada pela formacdo e
migracdo de diferentes células e compostos quimicos, como fibroblastos
e colagenos e possui como fungdo principal a recomposi¢do da matriz
extracelular, a qual desempenha papel fundamental como substrato para
a posterior formacdo do tecido novo (MENDONGCA; COUTINHO-
NETTO, 2009). A terceira fase da cicatrizacdo €é chamada de
remodelacdo ou maturacdo onde as células recrutadas para iniciar o
reparo da injlria sofrem apoptose e componentes da matriz extracelular
como o colageno e fibroblasto sdo remodelados (GURTNER et al.,
2008, MENDONGCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

O segundo estagio do processo regenerativo € a regeneracdo
propriamente dita, a qual é classificada em morfalatica e epimorfica
(SANCHEZ-ALVARADO, 2000). Na regeneragdo morfalatica a
recuperacdo do tecido perdido é feita a partir do conjunto de células
remanescentes no local da injuria, através do rearranjo de tecidos pré-
existentes, ocorrendo assim pouca ou nenhuma proliferagdo celular. A
morfalaxia é observada por exemplo no cnidario Hydra (CUMMINGS;
BODE, 1984). Ja na epimorfia, processos como desdiferenciacao,
transdiferenciacdo, reprogramacao celular, proliferacdo e uso de células



20

tronco podem estar presentes na restauracdo do tecido apds a injdria.
Este tipo de regeneracdo ocorre em diversos tdxons como em
platelmintos, moluscos, urocordados, anfibios e participa da regeneracao
da cauda e membros de vertebrados e do figado de humanos
(SANCHEZ-ALVARADO, 2000, GARCIA-ARRARAS et al., 2006)

1.2 EVOLUCAO DA REGENERACAO

Embora todos os animais apresentem a habilidade de cicatrizar e
regenerar tecidos danificados, a capacidade de regeneracdo completa foi,
de alguma forma, perdida ou inativada ao longo da evolucdo das
espécies (Figura 1).

Figura 1. Poder regenerativo de diferentes tdxons quanto a capacidade de
regenerar o corpo todo (whole-body), eixo primério do corpo (primary body
axis) e estruturas (structure).
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Os cnidarios (Cnidaria), planarias (Platyhelminthes) e anfibios
(Amphibia) pertencem a tadxons com excepcional poder regenerativo
quando comparados a seus grupos proximos (SANCHEZ-ALVARADO,
2000; GALLIOT; GHILA, 2010, BRADSHAW; THOMPSON;
FRANK, 2015).

Whitehead et. al (2005) realizaram experimentos com mutantes
de Danio rerio (Actinopterygii) desprovidos de mecanismos
moleculares desencadeadores da regeneracdo e demonstraram que
apesar de os mutantes ndo serem capazes de regenerar as nadadeiras
perdidas, a cicatrizacdo ocorria normalmente. Isto indica que o processo
de regeneragdo é independente da cicatrizacdo, sendo esta uma possivel
explicacdo da razdo pela qual a cicatrizacdo se mantém conservada em
todas as espécies ao passo que a regeneracdo é conservada para alguns
taxons.

Estudos recentes com sequenciamento do genoma e transcriptoma
de Hydra tem revelado que o filo Cnidaria compartilha quase
complemente os componentes moleculares (genes) com Bilateria, tdxon
gue inclui desde platelmintos até vertebrados. (CHAPMAN et al., 2010;
HEMMRICH et al., 2012; KRISHNA et al., 2013; WENGER;
GALLIOT, 2013). Uma possivel explicacdo para estas observacoes
pressupde que 0 componente genético necessario para a regeneragao
completa possa ter origem primitiva e se mantém presente em todos 0s
animais, mas que a inativacdo ou perda de determinados genes tem
limitado a capacidade de regeneracdo em determinados taxons.
(BRADSHAW; THOMPSON; FRANK, 2015).

1.3 A REGENERACAO NO FILO CNIDARIA

A capacidade regenerativa é altamente variavel dentro do filo
Cnidaria, sendo uma das linhagens evolutivas menos derivadas
conhecidas pela presenca de células tronco (HEMMRICH et al., 2007).
Os cnidarios sdo organismos diploblasticos, radialmente simétricos e
organizados em tecidos (KRISHNA et al., 2013). Eles pertencem ao
clado irmdo de Bilateria, tendo divergido ha mais de 500 milhGes de
anos atras (DUNN et al., 2008; PHILIPPE et al., 2009). Este filo é
classificado em quatro classes distintas: Anthozoa, Hydrozoa, Cubozoa
e Scyphozoa (Figura 2) (BRIDGE et al., 1992, 1995, CARTWRIGHT et
al., 2007).
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Figura 2. Arvore filogenética hipotética para o filo Cnidaria
considerando caracteres ancestrais.
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Fonte: Collins et al. (2006).

O género Hydra (Medusozoa: Hydrozoa) possui uma incrivel
habilidade de regenerar o pélipo por completo a partir de pequenos
fragmentos ou até de células Unicas dissociadas (LI; YANG; ZHONG,
2015). Ja pdlipos da anémona do mar Nematostella vectensis (Anthozoa:
Hexacorallia) possuem uma capacidade de regeneracdo limitada, ndo
sendo capazes de regenerar um organismo adulto a partir de células
Unicas dissociadas (PETERSEN et al., 2015). Apesar de alguns estudos
terem contribuido para o entendimento da regeneracdo nos animais, 0s
mecanismos genéticos que sustentam esta variacdo na capacidade de
regeneracdo entre cnidarios permanecem ainda desconhecidos
(PETERSEN et al., 2015).

1.4 A ANEMONA DO MAR CALLIACTIS POLYPUS

A espécie de anémona do mar Calliactis polypus (Forsskal, 1775)
apresenta distribuicdo ao sul do Oceano Pacifico, Golfo do México,
Mocambique, Havai e Mar Vermelho (FAUTIN, 2015) (Figura 3). Esta
espécie pode chegar a 8 cm de tamanho e é conhecida pela associacdo
simbiotica com o caranguejo eremita (ROSS, 1970).
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Figura 3. (A) Distribuicdo global da espécie C. polypus. (B) Individuo
da espécie C. polypus em um dos tanques mantidos pelo ePGL.
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Fonte: (A) NOAA (B) Daniella Helena Hock.

Pouco se tem estudado sobre a biologia e fisiologia do cnidario C.
polypus. Esta espécie possui uma répida e distinta capacidade de
regeneracdo (dados ndo publicados pelo ePGL) cuja resposta a injdrias
ndo tem sido documentada na literatura. O genoma da anémona C.
polypus ainda ndo foi sequenciado, fazendo com o que o alinhamento e
identificagdo de genes seja feito a partir de espécies proximas que
tenham seu genoma sequenciado ou através da alta similaridade das
sequéncias com o0s genes de espécies distantes.

1.5 SEQUENCIAMENTO DO TRANSCRIPTOMA

O transcriptoma pode representar desde o perfil completo dos
genes que estdo sendo expressos em uma Unica célula até em tecidos e
organismos inteiros (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). Além
disso, o sequenciamento do transcriptoma (ou RNA-seq) tem sido
amplamente utilizado na quantificacdo da expressdo de genes,
identificagdo de novos transcritos e isoformas génicas, mesmo para
organismos cujo genoma de referéncia ainda ndo foi finalizado
(MORTAZAVI et al., 2008, FINSETH; HARRISON, 2014).

O sequenciamento do transcriptoma inicia-se com a extra¢do do
mRNA, podendo este ser a partir de uma célula, tecido ou individuo e
para uma determinada condicdo ou estadgio do desenvolvimento. O
mRNA é entdo transformado em cDNA pela enzima transcriptase
reversa e adicionado a célula de fluxo sequenciador onde se hibridiza
com oligonucleotideos complementares pré-fixados na célula de fluxo.
A técnica de sequenciamento do Illumina baseia-se na deteccdo
simultanea da fluorescéncia liberada pelo dNTP quando incorporado a
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sequéncia de cDNA que esta sendo sintetizada na célula de fluxo
(FULLER et al, 2009).

Os dados produzidos ao final do sequenciamento podem ser
analisados através do alinhamento contra um genoma de referéncia ou,
caso a espécie ndao possua seu genoma sequenciado, pela montagem de
novo’ dos reads (sequéncias brutas extraidas do sequenciador) (HAAS
et al, 2013). A montagem de novo do transcriptoma requer estratégias de
bioinformatica, matematicas e grande poder computacional para que 0s
reads possam ser remontados em sequéncias maiores, chamadas de
contigs. Um dos métodos utilizados para a montagem de novo do
transcriptoma envolve a decomposicdo dos reads em fragmentos
menores, chamados de grafos de Bruijn, com o intuito de montar as
sequéncias considerando possiveis splicing alternativos e isoformas
ocorridos na transcricdo do DNA para 0 RNA (HAAS et al, 2013). Os
contigs agora montados podem ser alinhados para anotagdo contra um
ou mais banco de dados.

A fim de extrair informacdo biolégica das proteinas
correspondentes aos contigs montados, 0 banco de dados do NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) e UniProtKB promovem uma anotacdo de
proteinas com alto grau de informacdo, acuracia, estabilidade e
informacdo (UNIPROT CONSORTIUM, 2007, 2011). Este banco de
dados conta com uma rica gama de sequéncias de proteinas que podem
ter sido manualmente depositadas e curadas no banco interno do
UniProtKB, o Swiss-Prot, ou eletronicamente depositadas e anotadas no
banco de dados do TrEMBL, também pertencente ao UniProtKB. O
banco de dados do UniProtKB/Swiss-Prot contém informacdo sobre a
funcdo, estrutura e interacdes da sequéncia da proteina, dominios
biologicamente relevantes, especificidade tecidual, modificagdes pds-
translacionais, isoformas, dentre outras (UNIPROT CONSORTIUM,
2009). Ja o banco de dados do UniProtKB/TrEMBL conta com
informacdes sobre as tradugdes da grande maioria das regides codantes
presentes nos bancos de dados EMBL, GenBank, Ensembl Homo
sapiens, dentre outros (UNIPROT CONSORTIUM, 2009). O banco de
dados do Pfam contém mais de 13.000 familias de proteinas anotadas

" de novo: expressio em latim que significa “do comego” e amplamente
utilizada para descrever a montagem de novo de transcriptomas e genomas que
n&o possuem referéncia.
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manualmente e que podem ser buscadas através da similaridade com
regides altamente conservadas chamadas de dominios proteicos (FINN,
2009, PUNTA et al., 2011). Infelizmente, transcriptomas sequenciados
de novo sdo insuficientemente anotados por serem alinhados contra
banco de dados que contém sequéncias de proteinas identificadas para
outras espécies (HAAS et al, 2013), fazendo com que a identificacdo de
proteinas seja um desafio na anotagdo de sequéncias montadas de novo.

Uma das técnicas utilizadas para identificar quais genes estdo
sendo ativados ou inativados durante uma condi¢cdo ambiental é a
expressao diferencial de genes. Esta técnica utiliza os reads brutos apds
RNA-seq e um alto poder computacional para identificar os reads que
estdo sendo expressos em uma condigdo, mas ndo em outra (HAAS et al,
2013). A grande vantagem da expressao diferencial dos genes é de poder
ser realizada mesmo na auséncia de réplicas biologicas, através da
utilizacdo de modelos estatisticos, como a distribuicdo binomial
negativa, que infere uma variagdo esperada em amostras bioldgicas para
as analises (GRABHERR et al., 2011, HAAS et al, 2013).

O estudo do reparo de feridas em vérios filos pode melhorar o
entendimento sobre a cicatrizagdo em organismos mais derivados,
contribuindo assim para a identificacdo de moléculas ou vias
metabolicas que permitam restaurar capacidades regenerativas
(GURTNER et al., 2008) e contribuir com o desenvolvimento da
engenharia tecidual e da medicina regenerativa.

1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo Geral

Investigar presenca ou auséncia de expressdo diferencial dos
genes entre um individuo de anémona do mar C. polypus em processo de
regeneracdo tecidual e outro individuo da mesma espécie sem
regeneracao tecidual aparente a partir de transcriptomas previamente
sequenciados pelo ePGL.

1.6.2 Objetivos Especificos
= |dentificacdo dos genes expressos diferencialmente no processo de
regeneracdo induzida entre dois individuos de anémona do mar C.
polypus, sendo um em regeneracgdo tecidual e outro controle de mesma
espécie.
= Anotacdo dos contigs em diferentes bancos de dados visando
aumentar o grau de anotacéo e, consequentemente, fungdo bioldgica dos
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contigs expressos diferencialmente no processo de regeneracéo tecidual
induzida.

= Analisar as classes das proteinas expressas diferencialmente,
inferindo as possiveis fungdes e vias metabdlicas ativadas durante o
processo de regeneracdo tecidual na anémona do mar através da
anotacao dos dominios de proteinas.

= Investigar a sobre-expressdo (ou ativacdo) de dominios proteicos
altamente conservados dentre as proteinas expressas diferencialmente no
processo de regeneracéo tecidual da anémona do mar C. polypus.

2. DESENVOLVIMENTO
2.1 MATERIAIS E METODOS

2.1.1 Coleta e manutenc¢do dos animais

Dois espécimes de anémona do mar da espécie C. polypus foram
coletados na regido de Sunshine Coast, no estado de Queensland,
Australia e mantidos em tanques pelo Evolutionary and Physiological
Genomics Laboratory (ePGL) vinculado ao grupo Molecular Genetics
Research na Queensland University of Technology (QUT), Brisbane,
Australia. A coleta foi realizada de acordo com Fisheries Act 1994
(General Fisheries Permit) da Australia, que dispensa aprovacdo do
conselho de ética. As condicdes fisico-quimicas dos tanques foram
mantidas estaveis pelos técnicos do laboratério respeitando as condi¢es
particulares para cada espécie de invertebrado marinho contida nos
tanques.

2.1.2 Ensaio de dano tecidual

Para estimular o processo regenerativo na anémona do mar, uma
perfuracdo foi realizada na regido do disco basal, danificando as
camadas da epiderme e endoderme. A coleta do animal foi seguida de
congelamento instantaneo com nitrogénio liquido trés dias apds o ensaio
de dano tecidual. Os subsequentes ensaios e analises foram aplicados a
dois espécimes de anémonas, uma sem regeneracdo tecidual aparente
(controle) e outra coletada ap6s trés dias do ensaio de dano tecidual (em
regeneracao).



27

2.1.3 Extragdo de RNA total

Para a extracdo do RNA total, ambos animais inteiros foram
macerados com nitrogénio liquido em pil6es distintos e estéreis até que
se obtivesse a textura fina de p6. As amostras foram homogeneizadas
com 1 ml de TRIzol® até completa dissolucéo e incubadas por 5 minutos
em temperatura ambiente. Foi adicionado 0,2 ml de Cloroférmio as
amostras, homogeneizadas por 30 segundos e incubado em temperatura
ambiente por 5 minutos, realizando estes ultimos dois passos duas vezes.
As amostras foram centrifugadas a 14.000 x g por 15 minutos e 0s
sobrenadantes coletados para novos tubos e homogeneizados com 0,5 ml
de isopropanol. O passo seguinte foi adicionar 100 ml de cloreto de
sodio 1.2 M as amostras e incuba-las por 10 minutos em temperatura
ambiente para entdo serem centrifugadas a 14.000 x g por 15 minutos. O
sobrenadante foi coletado cuidadosamente e descartado, evitando o
pellet de RNA. Para remover os residuos nao coletados pela pipeta, 200
ml de etanol 70% foram adicionados e homogeneizados por 10
segundos. As amostras foram entdo centrifugadas por 10 minutos a
14.000 x g para remocdo do sobrenadante aguardando até a completa
evaporacdo do etanol. O pellet de RNA foi ressuspendido em 50 pl de
agua livre de RNA e mantido em freezer -80 graus até a preparacdo da
biblioteca de cDNA.

2.1.4 Preparacdo da biblioteca de cDNA e sequenciamento do
transcriptoma

As bibliotecas de cDNA foram preparadas de acordo com as
instrucdes do kit Ilumina TruSeq Stranded mRNA Library Preparation
em fragmentos de 150 pares de base (pb). O principio de sele¢do do
MRNA ¢ por oligo(dT) com beads magnéticos que se ligam a cauda
poli-A do mRNA e também a um suporte magnético que é posicionado
na base da placa de ELISA com 96 pogos. Este processo permite
purificar a amostra com apenas mRNA contendo cauda poli-A dos
demais RNAs extraidos previamente. Os mRNAs sdo entdo clivados
guimicamente em fragmentos de até 150 pb e convertidos em cDNA a
partir de primers aleatérios pela enzima transcriptase reversa. As
extremidades dos cDNAs sdo reparadas e adeniladas para receber os
adaptadores que possibilitam a hibridizacdo na placa de fluxo do
sequenciador além de um barcode Unico para a identificacdo pos-
sequenciamento (Figura 4). As amostras foram amplificadas por PCR e
validadas quanto a qualidade e concentra¢do por um chip de DNA de
alta sensibilidade no equipamento BioAnalyzer 2100 (Agilent).
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Figura 4. Preparacdo da biblioteca de cDNA. A cauda Poli-A dos
mRNAs é selecionada pelo magnetismo com oligo(dT) beads. A preparagdo €
seguida da clivagem do mRNA em fragmentos de até 150 pb e de transcri¢do
reversa para obtencdo do cDNA. As terminagdes 5° e 3’ do cDNA recebem
adaptadores com barcodes Unicos e sitios de ligagdo (primers) para hibridizagao
na célula de fluxo do sequenciador.

AAAAAA Triagem
mRNA é selecionado
magneticamente pela
cauda poli-A

Fragmentagio
mRNA é clivado em
— pequenos fragmentos
L deaté 150 pares de bases
— para o sequenciamento

— Transcrigédo reversa
—— — Fragmentos de mRNA sao
— reversamente transcritos
em cDNA a partir de
primers aleatérios.

Adigdo de adaptadores

Sequéncias de adaptadores
F\ Vi N sao adicionados as
¢ > 44 > extremidades do cDNA para
| — | — permitir a hibridizacdo e
barcode da sequéncia na
célula de fluxo do

\—/
/ N sequenciador

p

Fonte: Daniella Helena Hock

As amostras foram sequenciadas pelo Illumina NextSeq™ 500
para ambas fitas complementares (paired-end reads). Ao término do
sequenciamento, os reads brutos gerados sdo filtrados para cada amostra
através do barcode correspondente.

2.1.5 Analises de bioinformatica

A série de anélises de bioinformética realizadas a partir dos reads
brutos do RNA-seq esta representada na Figura 5. Relatérios FastQC
foram gerados a fim de verificar o resultado e a qualidade do
sequenciamento antes da montagem do transcriptoma.
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Figura 5. Fluxograma representando as andlises de bioinformatica
realizadas a partir dos reads brutos do RNA-seq, incluindo os programas,
extensdes e banco de dados utilizados.
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2.1.5.1 Montagem do transcriptoma

O transcriptoma de referéncia foi montado de novo a partir dos
reads brutos do sequenciamento do mRNA dos individuos controle e em
regeneracdo pelo Trinity short-read de novo assembler (v. 2.0.6)

Fonte: Daniella Helena Hock
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(GRABHERR et al.,, 2011). Os fragmentos brutos do RNA-seq de
ambos individuos foram organizados independentemente em diversos
grafos de Bruijn (COMPEAU; PEVZNER; TESLER, 2011), conceito
matematico que utiliza a sobreposicao de nucleotideos das extremidades
dos fragmentos sequenciados para unir e reconstruir a sequéncia original
do mRNA (HAAS et al., 2013). As sequéncias quiméricas e redundantes
foram removidas pelo CD-HIT (v. 4.6.1) (LI; JAROSZEWSKI,
GODZIK, 2001; LI; GODZICK, 2006) com similaridade de 95% para a
selecdo da sequéncia mais representativa e remocdo das demais. A
totalidade e qualidade da montagem do transcriptoma foi estimada pelo
programa BUSCO (v. 1.1b1) com e-value igual a 1x10™ através da
comparagdo das sequéncias montadas (contigs) a sequéncias ortélogas
conservadas de cdpia Unica dentre Metazoa contidas no banco de dados
do (v. 8) DB (SIMAO et al., 2015). A estimativa da abundancia dos
reads foi realizada pelo método RSEM com alinhamento pelo Bowtie2
(Lletal., 2011; LANGMEAD; SALZBERG, 2012).

2.1.5.2 Expressao génica diferencial

O nivel de expressdo génica diferencial foi quantificado pelo
pacote EdgeR (v. 2.2.1) (Bioconductor) no Trinity short-read de novo
assembler através do alinhamento e contagem de cada um dos reads
brutos contra o transcriptoma referéncia montado previamente
(ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2009; ANDERS; HUBER,
2010). Testes estatisticos foram realizados pelo EdgeR com base na
distribuicdo binomial negativa, a qual considera 0 aumento de variacao
observado entre amostras biolégicas para calcular a expressdo génica
diferencial, empregando fold-change (log,) igual a 4 e valor estatistico
significante p = 0.001. A normalizagdo da contagem dos reads foi
realizada com base no método TMM (Trimmed Mean of M-values) para
possibilitar uma correta analise da expressdo génica diferencial visto que
0 ndmero inicial de reads para o individuo controle e em regeneracao
apresentavam valores muito distantes. Ao final, foi gerado o grafico
heatmap para visualizagdo geral dos resultados da expressdo génica
diferencial (ROBINSON; OSHLACK, 2010; DILLIES et al., 2012;
HAAS et al., 2013).

2.1.5.3 Anotacéo dos contigs

Os contigs foram primeiramente anotados pela pipeline Trinotate
(HAAS et al., 2013) e entdo submetidos ao BLASTX contra 0 banco de
dados néo redundante (nr) do NCBI. Os contigs foram também anotados
pelo banco de dados de proteinas do UniProtKB/Swiss-Prot e
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UniProtKB/TrEMBL com e-value de 1x10®. Visando a ampliacéo da
anotacdo dos contigs, a segunda estratégia envolveu a precedente
identificacdo das potenciais regifes codantes (ORFs) dos contigs pelo
programa TransDecoder (v. 2.0.1) para entdo serem submetidas ao
BLASTp com anotacdo da sequéncia pelo UniProtKB/Swiss-Prot e
UniProtKB/TrEMBL (e-value de 1x107). Os contigs foram também
identificados quanto ao peptideo sinal (SignalP, v. 3.0) e dominios
conservados de proteinas Pfam (HMMER, v. 3.1b2). As anotacGes
provenientes do Swiss-Prot foram utilizadas como referéncia primaria
para a identificacdo da provavel proteina e fungdo por este ser um banco
de dados anotado manualmente e revisado, valendo-se das demais
anotacbes geradas como dados complementares na identificacdo da
proteina. Os dominios Pfam identificados foram checados com o banco
de dados do SMART (www.smart.embl-heidelberg.de), considerando
como apropriada a anotacdo quando os dominios se apresentavam
iguais. Um script em Python desenvolvido pelo préprio ePGL foi
utilizado para a identificacdo dos dominios Pfam mais abundantes dentre
as sequéncias expressas diferencialmente. O script contabilizou cada
dominio Pfam apenas uma vez para cada contig, ndo contando mdaltiplas
vezes quando os dominios eram repetidos em um mesmo contig,
caracterizando assim quais foram os dominios Pfam sobre-expressos no
processo de regeneragao.

2.2. RESULTADQOS

2.2.1 Sequenciamento do cDNA

De acordo com os relatérios FastQC, foram obtidos 209.875.116
reads brutos a partir do RNA-seq do individuo controle e 79.931.258
reads do individuo em regeneracdo, com o comprimento destas reads
entre 35 e 151 pb para ambos RNA-seq (Tabela 1). A porcentagem de
bases GC foi de 42% para o individuo controle e 43% para o individuo
em regenera¢do. O PHRED score foi maior do que 21 para ambos
transcriptomas, correspondendo a uma confiabilidade maior do que 99%
de que cada fluorescéncia associada a uma base nitrogenada sequenciada
foi corretamente identificada pelo sequenciador.
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Tabela 1. Resumo das caracteristicas gerais do relatério FastQC a partir
dos dados brutos do RNA-seq (lllumina) dos individuos controle e em
regeneracdo da anémona do mar C. polypus.

Dados do RNA-seq Controle Em regeneracao
Reads totais 209.875.116 79.931.258
Comprimento das sequéncias (pb) 35-151 35-151
Porcentagem GC 42% 43%
PHRED score > 26 >21

2.2.2 Montagem de novo do transcriptoma

Apos a montagem de novo do transcriptoma referéncia e remocao
das sequéncias redundantes e quiméricas, o nimero total de bases
nitrogenadas montadas foi de 165.718.619 as quais geraram um total de
214.675 contigs (Tabela 2). O valor do contig N50 foi de 1.577
caracterizando que 50% ou mais das bases montadas estdo em contigs com
comprimento igual ou maior que 1.577 pb. Este valor € uma das estatisticas
geradas para verificagdo da montagem do transcriptoma uma vez que a
montagem dos reads em contigs mais longos tende a proporcionar uma
maior qualidade para subsequentes analises.

Tabela 2. Resultados obtidos da montagem do transcriptoma de novo da
anémona do mar C. polypus.

Dados do transcriptoma referéncia

Numero total de bases montadas (pb) 165.718.619
Numero total de contigs 214.675
Contig N50 1.577
Porcentagem GC 37.63%
Média do contig (pb) 771.95

A segunda avaliagdo da qualidade do transcriptoma referéncia foi
realizada pelo do programa BUSCO através da comparacdo com 843
sequéncias ortélogas de copia Unica do banco de dados de Metazoa. O
nivel de integridade atingido pela montagem de novo do transcriptoma
foi de 92% com 37% de duplicagdo, sendo 3,9% das sequéncias
montadas fragmentadas e 3,6% faltantes (Tabela 3).

Tabela 3. Dados da qualidade e nivel de integridade da montagem de
novo do transcriptoma referéncia gerados pelo programa BUSCO.

Classificagdo das sequéncias pelo BUSCO Avaliacdo
Completas 92%
Duplicadas 37%
Fragmentadas 3.9%
Faltantes 3.6%

Numero total de genes analisados (Metazoa) 843
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2.2.3 Expressao génica diferencial

Foram identificados 3.218 contigs expressos diferencialmente
entre os individuos controle e em regeneracéo, sendo que 2.445 contigs
(cluster 1 e cluster 2) foram sobre-expressos durante o processo de
regeneracdo tecidual na anémona do mar conforme apresentado na
Figura 6, contrastando com os 773 contigs indicados no cluster 3 que
apresentaram repressao da transcricao génica.

Figura 6. Heatmap dos genes expressos diferencialmente (p = 0.001 e 4-
fold) durante a regeneracéo tecidual da anémona do mar C. polypus. As regides
em roxo, preto e amarelo indicam supressdo da expressdo, expressao meédia
padrédo e sobre-expressdo do mRNA, respectivamente.
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Fonte: Daniella Helena Hock

2.2.4 Anotacao dos contigs

Foram anotadas 1.297 proteinas com o banco de dados do Swiss-
Prot a partir do top BLASTX hit dos contigs expressos diferencialmente
durante a regeneracdo tecidual. A segunda estratégia de anotacdo de
proteinas utilizada - com prévia identificacdo das ORFs - resultou em
um total de 815 proteinas anotadas com o Swiss-Prot a partir do top
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BLASTp hit, sendo que 33 destas proteinas ndo haviam sido
previamente anotadas pelo BLASTx e Swiss-Prot. A Figura 7 (ver
apéndice A para e-values) sumariza algumas das proteinas anotadas e
suas provaveis funcdes no processo de regeneracgdo tecidual da espécie
C. polypus.

Figura 7. Provaveis proteinas identificadas e suas potenciais funcoes na
regeneracdo tecidual da anémona do mar C. polypus.
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Fonte: Daniella Helena Hock

O dominio proteico Pfam identificado como mais abundante entre
os 3.218 contigs expressos diferencialmente foi o da transcriptase
reversa (PF00078), apresentando-se em 23 contigs dentre os 2.445
sobre-expressos € em 12 contigs dos 773 suprimidos durante a
regeneracao tecidual induzida na C. polypus.
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2.3. DISCUSSAO

2.3.1 Resposta molecular a regeneracao tecidual induzida

O processo regenerativo desencadeia uma resposta sistémica no
organismo visando a restauracdo morfofuncional da area lesionada. Este
processo parece promover um aumento na transcricdo do DNA na
anémona do mar C. polypus, como indicado pelos 2.445 contigs ativados
no individuo em regeneracdao (Clusters 1 e 2) em relacdo ao controle
(Cluster 3) quando realizada a expressao génica diferencial (Figura 6). O
aumento da transcri¢do génica na C. polypus esta relacionado a ativacéo
de diferentes sistemas e vias metabdlicas, identificadas pela anotagdo
das proteinas expressas diferencialmente (Figura 7). Quando a barreira
epitelial é danificada por uma injdria, a troca livre de solutos e solventes
da agua para o interior do organismo é capaz de provocar estresse
hidrico e i6nico nas células. As chaperonas Hsp70 e Hsp90 séo proteinas
classicamente conhecidas pelo papel fundamental na manutengdo da
conformacdo correta de proteinas afetadas pelo estresse celular e
garantia do enovelamento adequado de proteinas recém sintetizadas
(HENDRICK; HARTL, 1995). A sobre-expressdo de chaperonas Hsp70
e Hsp90 durante regeneracdo tecidual na espécie C. polypus pode ter
fungdo direta na manutencdo da conformacdo correta das proteinas
durante o estresse hidrico e quimico causado pelo ferimento. Além disto,
a sobre-expressdo de genes identificada pela expressdo diferencial de
genes durante o reparo tecidual requer que as chaperonas realizem o
correto enovelamento das proteinas recém traduzidas.

No processo de cicatrizacdo e regeneracdo, a apoptose &
responsavel pela remocgdo de células comprometidas, para que estas
sejam substituidas por células novas. A apoptose é um processo
necessario para iniciar a regeneracdo da regido anterior em Hydra
(CHERA et al., 2009) e também no reparo de lesdo ectodermal em N.
vectensis, sendo que a presenca de sinais apoptdticos nas células é
encontrada em até seis horas ap6s a injuria (DUBUC; TRAYLOR-
KNOWLES; MARTINDALE, 2014). Em C. polypus a expressdo de
genes que traduzem para proteinas que desencadeiam a cascata
apoptdtica, como a caspase-2, ainda se apresentam sobre-expressos trés
dias ap6s a injuria, diferentemente do que ocorre a nivel celular na
anémona do mar N. vectensis. Estudos histoquimicos sdo necessarios
para investigar se a presenca de sinais apoptoticos também ocorre a
nivel celular em trés dias ap6s injuria em C. polypus.

A restauracdo do epitélio danificado pode ser favorecida na
espécie C. polypus pela caspase-14, um tipo de caspase ndo apoptética
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que esta envolvida com diversos processos celulares como promocgao da
diferenciacdo e maturacdo de células epidérmicas, inflamacdo e
apoptose (DENECKER et al., 2008).

O processo de regeneracdo tecidual requer a ativacdo de uma
gama de genes e vias metabdlicas, inevitavelmente desencadeando uma
maior producdo de produtos do metabolismo que podem ser toxicos a
célula. Para isto, 0 aumento de expressdo de proteinas como a catalase e
a glutationa peroxidase auxilia na decomposicao de produtos toxicos do
metabolismo em formas menos prejudiciais a célula, prevenindo assim
do dano oxidativo.

Um dos mecanismos essenciais na recuperacao da funcionalidade
e estrutura do tecido lesionado é a proliferacdo celular a fim de restituir
as células perdidas pela lesdo tecidual. A sobre-expressdao de proteinas
como ciclinas G1/S, ciclinas G2 e treslina sdo responsaveis pela
regulacdo do ciclo celular, garantindo assim a correta proliferacdo das
células, mecanismo que pode estar envolvido no processo regenerativo
na anémona C. polypus. Proteinas como homeobox e hedgehog
desempenham papéis fundamentais na regulagdo da expressdo de genes
gue controlam a formacdo dos eixos e estruturas corporais bem como a
de 6rgdos e tecidos (CHAPMAN et al., 2010). A orientacdo do eixo
corporal é essencial para a diferenciacdo das novas células em tipos
celulares corretos, garantindo assim o retorno da funcionalidade e
arquitetura do tecido lesionado. Algumas proteinas da familia homeobox
estdo envolvidas na manutencdo da pluripotencialidade em células
tronco embrionarias e necessarias a regeneracdo (GARDINER,;
BRYANT, 1996, ZAEHRES et al., 2005), indicando que a anémona C.
polypus pode ter a presenca de populacBes de células-tronco
favorecendo o processo regenerativo.

A presenca de células tronco em organismos adultos ocorre em
diversos taxons, sendo que alguns estudos tem elucidado a participacdo
de células-tronco na cicatrizacdo e regeneracdo. O cnidario Hydra
apresenta populages de células tronco nas duas camadas do corpo
(ectoderme e endoderme) (HOLSTEIN; HOBMAYER; TECHNAU,
2003). As células tronco presentes na Hydra se dividem passivamente,
sendo necessaria uma continua ativacdo de proteinas responsaveis pela
morfogénese para o direcionamento e diferenciacdo destas células
tronco em seus tipos celulares corretos (HOLSTEIN; HOBMAYER,;
TECHNAU, 2003). Cummings e Bode (1984) utilizaram um agente
guimico que blogueava a fase S da divisdo celular antes de induzir
regeneracdo em Hydra. Os autores concluiram que a diviséo celular ndo
€ necessaria para a formacdo de uma nova cabeca em Hydra,
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caracterizando a regeneracdo em Hydra como morfalatica. Além disso, o
mecanismo de transdiferenciacdo celular parece ndo ser necessario para
a regeneracdo da cabeca em Hydra, ja que as células tronco presentes no
epitélio sdo responsivas aos sinais de inicio da regeneracao
(HOLSTEIN; HOBMAYER; TECHNAU, 2003).

Estudos pioneiros com a agua viva (Cnidaria) P. carnea
demonstraram que o0 tecido muscular de um adulto sofre
transdiferenciacdo em diversos outros tipos celulares durante a
regeneracdo (SCHMID, 1992). A transdiferenciacdo € um mecanismo
presente na regeneracdo epimorfica que, apesar de ja ter sido descrita
para cnidarios, é predominantemente encontrada na regeneracdo de
vertebrados. A regeneracdo da cauda em anfibios urodelos e de
cardiomidcitos em peixes é caracterizada pela desdiferenciacdo do
tecido local da injaria a fim de formar uma massa de células ndo
diferenciadas (blastema). As células do blastema entdo proliferam e
rediferenciam para formar as estruturas perdidas (GARDINER;
BRYANT, 1996, JOPLING; BOUE; BELMONTE, 2011). Dois
mecanismos fundamentais descritos no processo de desdiferenciacéo
celular na regeneracdo de membros em anfibios sdo a presenca da
proteina supressora de tumor retinoblastoma (JOPLING; BOUE;
BELMONTE, 2011) e o recrutamento de células satélites Pax7+ €
(TANAKA et al., 2016). Em C. polypus, proteinas ligantes em células
satélites Pax7 (ver apéndice A para e-value) e proteinas retinoblastoma
(ver apéndice A para e-value) foram identificadas no transcriptoma do
individuo em regeneragdo, indicando que a anémona do mar C. polypus
pode utilizar a desdiferenciacao celular no reparo da leséo.

A caracterizacdo do tipo de regeneragdo (morfalaxia ou
epimorfia) e dos processos envolvidos no reparo do tecido
(desdiferenciacéo, transdiferenciacdo e reprogramacao) na anémona do
mar C. polypus ndo puderam ser determinados apenas com base na
anotacdo do transcriptoma. Estudos em nivel celular, como
histoquimica, e genémicos funcionais, como silenciamento dos genes de
interesse, sdo estratégias fundamentais para suportar as ideias aqui
discutidas. Apesar disso, sugere-se que o cnidario C. polypus apresenta
uma complexa interagdo de mecanismos necessarios para uma eficiente
regeneracao tecidual.

2.3.2 Ativacgao e inativacdo de proteinas contendo o dominio
transcriptase reversa durante o processo de regeneracao

O processo de regeneragdo na anémona do mar C. polypus
desencadeou mais expressivamente a ativagdo e também inativacdo de
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proteinas contendo o dominio proteico biologicamente funcional da
transcriptase reversa. Grande parte destas proteinas ainda ndo possui sua
funcdo completamente documentada na literatura, sendo o conjunto dos
dominios um indicativo de provaveis funcdes.

Trés explicacbes para a regulacdo de proteinas contendo o
dominio transcriptase reversa serdo aqui discutidas, ressaltando que
estas trés podem ndo corresponder a realidade ou ainda ocorrer
simultaneamente. A primeira possibilidade pode ser relacionada a uma
maior infeccdo das células da anémona do mar por retrovirus — um tipo
virus que possui a enzima transcriptase reversa com a funcdo de
converter RNA em DNA afim de inserir 0 material genético viral na
célula hospedeira e replicar — facilitado pelo ferimento em aberto e
transportado através da agua.

A segunda possibilidade para discutir a ativacdo e inativacdo de
proteinas contendo o dominio transcriptase reversa é pela associacao
direta com retrotransposons, que sdo elementos genéticos que uma vez
transcritos em mRNA sdo capazes de se reinserir em regides aleatorias —
ou ndo — do genoma. Caso esta inser¢do seja proxima ou dentro de
regides génicas, pode-se induzir mutacdes, regular a expressdo de genes
através da inativacdo ou ativacdo de genes além de promover cOpias de
genes em diferentes lugares dentro do genoma. Isso pode, entdo, ter
papel central na regulacdo da expressdo génica em C. polypus e na
evolucgdo da regeneracdo nas espécies.

A terceira explicacdo envolve a manutencdo de células tronco e
transformacdo celular pelos processos de desdiferenciagdo ou
transdiferenciacdo. A conservacgdo dos telémeros é processo essencial na
manutencdo de linhagens de células tronco. A presenca da proteina
telomerase transcriptase reversa foi identificada nos contigs sobre-
expressos em C. polypus, indicando a possivel existéncia e manutencao
de células tronco em organismos adultos. A presenca de populagfes de
células tronco ja tem sido previamente descrita em outros cnidarios
como a Hydra (PETERSEN et al., 2015) e aparentemente ausente em
outros, como na anémona do mar N. vectensis (DUBUC; TRAYLOR-
KNOWLES; MARTINDALE, 2014). Estudos protedmicos e com
silenciamento de genes ainda precisam ser realizados com a anémona do
mar C. polypus a fim de se obter mais evidéncias sobre a funcédo
bioldgica da ativacdo de proteinas contendo o dominio transcriptase
reversa e da proteina telomerase transcriptase reversa. Por enquanto, 0s
resultados obtidos com o sequenciamento do transcriptoma da C.
polypus criaram diversos caminhos para pesquisas futuras, fornecendo
um vasto campo de estudos sobre novos mecanismos responsaveis pela
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cicatrizacdo e regeneragdo em espécies evolutivamente basais.

3. CONCLUSAO

A regeneracdo tecidual na anémona do mar C. polypus
desencadeia uma resposta complexa com expressdo diferencial de mais
de 3 mil genes em relacdo ao controle que ndo apresentava regeneragao
tecidual aparente. A anotacdo destes genes contra diferentes bancos de
dados indicou que eles controlam processos biolégicos como a
diferenciacdo celular, morfogénese, ciclo celular, apoptose, estresse e
detoxificacdo celular sdo sobre-expressos durante o processo de
regeneracdo tecidual em C. polypus. Além disso, o dominio proteico
transcriptase reversa foi 0 mais presente dentre todas as proteinas sobre-
expressas, sugerindo que este dominio pode ter papel fundamental no
processo regenerativo em C. polypus.

Mais estudos a nivel celular, protebmico e gendmico-funcional
s80 necessarios para gque hipdteses mais acuradas sobre os componentes
bioldgicos que governam a regeneracgdo tecidual em C. polypus sejam
elucidadas. Este trabalho aponta diversos caminhos para futuras
investigagdes assim como contribui para o conhecimento biol6gico de
uma espécie de anémona do mar com poucas informacGes disponiveis
na literatura.

A regeneracdo completa esta presente em taxons evolutivamente
basais, sendo que a anémona do mar C. polypus ocupa uma dessas
posicdes na evolucdo dos metazoarios, indicando que a consolidacdo dos
genes necessarios para a regeneracdo tenha origem primitiva. Portanto, o
estudo da capacidade regenerativa pode identificar novos genes e vias
metabdlicas essenciais & regeneragdo, gerando conhecimento que pode
ser potencialmente aplicado ao desenvolvimento de novas terapias na
medicina regenerativa.
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APENDICE A - Lista de proteinas e codigos dos dominios Pfam.

Tabela 4. Lista de proteinas anotadas com o banco de dados do Swiss-
Prot e seus respectivos e-values e codigos dos dominios proteicos Pfam

identificados.

Anotacao e-value Pfam
PAX3- and PAX7-binding protein 1 2x107 PF15458
PF07842
Retinoblastoma-binding protein 5 0 PF00400
Catalase 5x107*%° PF00199
Glutathione peroxidase 1x10™% PF00255
Caspase-14 1x10% PF00656
Homeobox protein Hmx 2x10™° PF00046
PF11569
Desert hedgehog protein A 1x10% PF01079
G1/S-specific cyclin-E 3x10™*% PF00134
PF02984
G2/mitotic-specific cyclin-B2 6x10 PF00134
PF02984
G2/mitotic-specific cyclin-B3 2x10%* PF00134
PF02984
Treslin 7x107%° PF15292
Caspase-2 2x10™%° PF00656
Heat shock protein HSP 90-alpha 1 4x10™% PF00183
Heat shock 70 kDa protein C 1x107"® PF00012

Fonte: Daniella Helena Hock









