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“ A vida € uma viagem experimental, feita
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de um sonho como de um trabalho visivel. Nunca se

viveu tanto como quando e pensou muito. ”’

Fernando Pessoa- O Livro do Desassossego



RESUMO
O parasito Schistosoma mansoni ¢ o causador da esquistossomose no Brasil. Atualmente o
farmaco Praziquantel (PZQ) ¢ o esquistossomicida de escolha utilizado no tratamento contra a
enfermidade, ¢ a busca de novos farmacos eficazes contra o parasito se faz necessaria, diante
dos relatos sobre a presenca de linhagens menos sensiveis ao PZQ. Desta forma, a busca pela
presenca de componentes da via de autofagia pode ser utilizada afim de explorar o
desenvolvimento de novos alvos moleculares contra essa parasitose, através da identificagao de
genes constituintes desta via nos bancos de dados gerados pelos estudos de gendmica e
transcriptomica do parasito. Apoiado a tais fatos, este trabalho objetivou o estudo dos aspectos
moleculares e funcionais da via de autofagia em S. mansoni, por meio da caracterizagdo da via
autofagica durante o ciclo de vida do parasito, com a identificagdo in silico dos principais
componentes envolvidos; e identificacdo de vactiolos autofagicos em casais de vermes adultos
através de microscopia eletronica de transmissdo e microscopia de fluorescéncia ap6s fome por
privagdo de glicose. Para tal fim, realizou-se analise in silico (Blastp- Basic Local Alignment
Search Tool — Protein), utilizando como ‘“query” proteinas de autofagia de ortdlogos contra o
genoma de S. mansoni, resultando em 21 proteinas preditas. Destas, as proteinas SmLGG-1,
SmUNC-51, SmVPS-34 e SmATG-9, apresentaram significativa identidade com as proteinas
LGG-1, UNC-51, VPS-34 E ATG-9 de C. elegans, respectivamente. As quatro proteinas
preditas de S. mansoni apresentam os residuos essenciais para sua fun¢do evolutivamente
conservados, em conformidade aos mesmos dominios dos ortdlogos. Contruimos ainda, a
arvore filogenética para estas quatro proteinas, comparando as proteinas ortologas,
corroborando com a arvore da vida. Para a avalia¢do dos casais de vermes adultos em condi¢do
de estresse nutricional, os vermes foram cultivados em meio de cultura suplementado com
glicose em diferentes concentragdes por até 72 horas, demostrando alteragdes sutis em sua
viabilidade principalmente a 72 horas, e significativa alteracdo na ovoposi¢do conforme
diminui¢do das concentragdes de glicose. Finalmente, apds analise de microscopia eletronica
de transmissado e de fluorescéncia, foi observada a presenga aumentada de vactiolos acidos nas
menores concentracdes de glicose a 72 horas. Em conformidade, as metodologias utilizadas
confirmam a existéncia da via, necessitando de maiores detalhes para melhor entendimento da
biologia do parasito, sendo de crucial importancia estudos futuros que complementem a

descricao da via em S. mansoni.

Palavras-chave: Doenga negligenciada. Alvo molecular. Sinaliza¢do intracelular. Morte

celular.



ABSTRACT
The parasite Schistosoma mansoni is the cause of schistosomiasis in Brazil. Currently the drug
Praziquantel (PZQ) is the schistosomicide of choice used in the treatment of the disease, and
the search for new effective drugs against the parasite is necessary, given the reports about the
presence of lines less sensitive to PZQ. Thus, the search for the presence of components of the
autophagy pathway can be used in order to explore the development of new molecular targets
against this parasite, through the identification of genes constituent of this pathway in the
databases generated by the genomic and transcriptome studies of the parasite. Based on these
facts, this work aimed to study the molecular and functional aspects of the autophagy pathway
in S. mansoni, through the characterization of the autophagic pathway during the life cycle of
the parasite, with the in silico identification of the main components involved; and identification
of autophagic vacuoles in couples of adult worms by transmission electron microscopy and
fluorescence microscopy after starvation by glucose deprivation. For this purpose, in silico
(Blastp- Basic Local Alignment Search Tool - Protein) was performed, using orthological
autophagy proteins against the S. mansoni genome, resulting in 21 predicted proteins. Of these,
the SmLGG-1, SmUNC-51, SmVPS-34 and SmATG-9 proteins showed significant identity
with the LGG-1, UNC-51, VPS-34 and ATG-9 proteins of C. elegans, respectively. The four
predicted proteins of S. mansoni present the essential residues for their function evolutionarily
conserved, according to the same domains of orthologous. We also construct the phylogenetic
tree for these four proteins, comparing them to orthologous proteins, corroborating with the tree
of life. For the evaluation of adult worms in nutrient stress conditions, the worms were
cultivated in culture medium supplemented with glucose at different concentrations for up to
72 hours, showing subtle changes in their viability, mainly at 72 hours, and a significant change
in ovoposition according to decreased glucose concentrations. Finally, after transmission
electron microscopy and fluorescence analysis, the presence of acid vacuoles in the lowest
glucose concentrations was observed at 72 hous. Accordingly, the methodologies used confirm
the existence of the pathway, requiring more details for a better understanding of the parasite
biology, being of crucial importance future studies that complement the description of the

pathway in S. mansoni.

Key words: Intracellular signaling. Cell death. Schistosoma mansoni. Autophagy,

Bioinformatics.
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Capitulo 1: INTRODUCAO
Problema de pesquisa

A esquistossomose ¢ uma doenca negligenciada que afeta milhdes de pessoas,
principalmente em 4reas tropicais e subtropicais no mundo (STEINMANN, et al., 2006;
UTZINGER, et al., 2009; MCMANUS et al.,, 2018). O tratamento baseia-se no uso de
Praziquantel (PZQ), que apesar de possuir varias vantagens em sua utilizagao, por ser o tinico
medicamento de escolha, pode acarretar na propagacao de linhagens menos sensiveis
(BENNETT, 1997; MELMAN et al., 2009; CAFFREY, 2015). Assim, a maior compreensao da
biologia do parasito pode fornecer informagdes importantes para o desenho e desenvolvimento
de novas substancias esquistossomicidas.

Desse modo, o estudo das vias de morte celular em parasitos para o desenvolvimento de
farmacos ¢ uma possibilidade que tem sido explorada em diversos patdogenos unicelulares
(BRUCHHAUS, 2007), mas pouco contra helmintos (MOHAPATRA et al., 2011; DE PAULA
AGUIAR et al., 2016). Nos parasitos do género Schistosoma, a via de morte por apoptose
mediada por Bcl-2 j& ¢ bem descrita (LEE et al., 2014) e sua estreita relagdo com a via de
autofagia aponta a necessidade de identificar e caracterizar a existéncia da via autofagica,
baseada em andlises in silico, moleculares ¢ morfologicas, em busca de potenciais alvos

moleculares para o desenvolvimento de novas drogas contra a esquistossomose.

Hipotese

Baseado na importancia da via de autofagia na biologia do parasito S. mansoni, ha a
necessidade de explorar o envolvimento das proteinas autofagicas, especificamente das
proteinas: LGG-1, envolvida na degracdo de agregados proteicos; a proteina UNC-51, que
participa das etapas iniciais de formag¢ao da membrana do fagdforo juntamente com as proteinas
VPS-34 e a proteina ATG-9, que em particular, participa de todas as etapas do processo; as

quais confirmamos a hipétese de participagao na via.

Objetivos
Diante de evidéncias relacionadas a existéncia da via autofagica no parasito S. mansoni,
o0 objetivo geral foi identificar as principais proteinas envolvidas em autofagia no parasito, bem

como selecionar proteinas com fun¢des primordiais ao longo do processo.

O objetivo especifico foi:



Etapa I: Caracterizacdo computacional da via autofagica durante o ciclo de vida
de S. mansoni

- Identificagdo in silico dos componentes envolvidos na via autofagica de S. mansoni;

Etapa II: Identificacio de vaciolos autofagicos por microscopia em casais de
vermes adultos apds privacao de glicose
- Andlise do efeito da privagdo de glicose em casais de vermes adultos sobre a viabilidade e
ovoposicao dos parasitos;
- Identificar fisiomorfologicamente a presenca de vactolos autofigicos por microscopia
eletronica de transmissao;
- Identificar fisiomorfologicamente a presenca de vactolos acidos por microscopia de

fluorescéncia.

Justificativa

Segundo dados da Organizagao Mundial de Saude, a esquistossomose, segunda endemia
parasitaria no mundo apos a maldaria, coloca em risco de infec¢do mais de 779 milhdes de
pessoas pertencentes a regides tropicais e subtropicais do mundo (WHO, 2017; MCMANUS et
al., 2018).

O tratamento mais utilizado no caso de esquistossomose ¢ com Praziquantel (PZQ), que
¢ efetivo contra o parasito (CAFFREY, 2015), porém, ndo previne a reinfecgdo, e relatos tém
demonstrado presenca de linhagens menos sensiveis ao fairmaco (FALLON et al., 1998;
ISMAIL et al., 1999; MAGNUSSEN et al., 2003; CAFFREY, 2015). Desse modo, ¢ de
fundamental importdncia a procura por novas substincias que tenham atividade
esquistossomicida, bem como o entendimento dos mecanismos de morte celular os quais podem
evidenciar potenciais alvos moleculares para o delineamento de novas drogas.

A ativacdo das vias de morte celular em parasitos para o desenvolvimento de
medicamentos € uma possibilidade que tem sido explorada em diversos patdogenos unicelulares.
Dentre eles, a morte celular programada (Apoptose) € descrita em Plasmodium spp. (PICOT et
al. 1997; AL-OLAYAN et al., 2002; VAN DE SAND et al., 2005; STURM et al., 2006),
Leishmania spp. (SHAHA, 2006; DUSZENKO et al., 2006), Trypanosoma cruzi (DUSZENKO
et al., 2006), Trypanosoma brucei (DUSZENKO et al., 2006), Giardia lamblia (CHOSE et al.,
2003), entre outros. Enquanto a via de autofagia ¢ bem descrita em Leishmania mexicana
(WILLIAMS et al., 2006), Toxoplasma gondii (BESTEIRO et al., 2011), Dictyostelium
discoideum (CALVO-GARRIDO et al., 2010; BOZZARO; EICHINGER, 2011; CALVO-



GARRIDO et al., 2011), Plasmodium falciparum (KITAMURA et al., 2012; HAIN et al., 2014;
NAVALE et al., 2014), Trypanosoma brucei (BARQUILLA; CRESPO; NAVARRO, 2008),
entre outros. Em helmintos, a via de apoptose ¢ descrita em Schistosoma sp. (MOHAPATRA
et al., 2011; LEE et al., 2014, DE PAULA AGUIAR et al., 2016) ¢ a via de autofagia ¢ muito
bem caracterizada no nematdide Caenohabditis elegans (MELENDEZ et al.,, 2003;
TAVERNARAKIS et al., 2008; MELENDEZ ; LEVINE, 2009; KANG; YOU; AVERY; 2009;
MORSELLI et al., 2010; ALBERTI et al., 2010; TIAN et al., 2010; AL RAWIetal., 2011; LU
et al., 2011; WU et al.,, 2012; LIANG et al., 2012; LAPIERRE et al., 2013; SCHIAVI et al.,
2013; SENGUPTA et al., 2013; MANIL-SEGALEN et al., 2014; SCHIAVI, et al., 2015;
PALIKARAS; LIONAKI; TAVERNARAKIS; 2015; ZHANG et al.,, 2015; PALMISANO;
MELENDEZ, 2016); havendo necessidade de estudos em outros helmintos.

A via de autofagia, ainda ndo caracterizada em Schistosoma mansoni, apresenta genes
constituintes nos bancos de dados gerados pelos estudos da genomica e transcriptomica,
demonstrando a possibilidade da existéncia desta via de morte no parasito (VERJOVSKI-
ALMEIDA et al., 2003; BERRIMAN et al., 2009; MOURAO et al., 2012). Desta forma,
ferramentas computacionais sdo grandes aliadas na identificacdo desses genes, visto que alguns
transcritos sao expressos apenas sob certas condi¢des ou em células especificas (CARDOSO
et al., 2018).

Desse modo, o conhecimento ¢ a caracterizagdo da via autofagica no parasito S. mansoni
possibilitarda o maior conhecimento de sua biologia, podendo abrir oportunidade para o

desenvolvimento de novas substancias esquistossomicidas contra alvos especificos desta via.

REFERENCIAL TEORICO
Aspectos gerais da esquistossomose

A esquistossomose ¢ uma doenga causada por parasitos que pertencem ao Filo
Platyhelmintes, da Classe Trematoda, familia Schistosomatidae, género Schistosoma. Apos
mais de 100 anos da descoberta da esquistossomose, a doenca coloca em risco cerca de 779
milhdes pessoas, segundo dados da OMS (Organizacdo Mundial de Satde), sendo endémica
em 78 paises. As estimativas de 2015 demonstram que pelo menos 218 milhdes de pessoas
necessitaram de tratamento preventivo (WHO, 2017; MCMANUS et al., 2018).

Dentre as seis principais espécies causadoras da esquistossomose que podem infectar o
ser humano: Schistosoma mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum, S. mekongi
e S. malayensis, a espécie endémica no Brasil € S. mansoni. A infec¢ao causada por esse parasito

determina uma patologia denominada esquistossomose intestinal, popularmente conhecida no



Brasil como "Xistose", "Mal do caramujo" ou "Barriga d'agua" (MELO; COELHO 2005;
GRYSEELS, 2012; CAFFREY, 2015). De acordo com dados do Ministério da Saude do Brasil,
entre 2008 e 2016 foram registradas 2.275 internagdes por esquistossomose ¢ 4.473 obitos. Os
estados mais afetados pela doenga se encontram nas regioes Nordeste e Sudeste, e a causa ¢
atribuida a presenca dos hospedeiros intermedidrios nessas localidades (Boletim
Epidemioldgico do Ministério da Satide do Brasil, 2018).

O parasito possui ciclo do tipo heteréxeno, podendo sobreviver at¢ 30 anos no

hospedeiro definitivo, com média de 3 a 5 anos (Figura 1).

FIGURA 1 - Diagrama esquematico do ciclo de vida de S. mansoni.
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Servier Medical Art (http://smart.servier.com/) e da (http://www.mindthegraph.com/). A Servier Medical Art da

Servier e a Mind the Graph estdo licenciadas sob uma licenga Creative Commons Attribution 3.0 Unported

(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/) e licenga Internacional Creative Commons Attribution-

ShareAlike 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/), respectivamente. Ciclo de vida adaptado de

McManus et al. (2018, p. 2).

Nas veias mesentéricas do intestino do hospedeiro vertebrado, cada fémea pode liberar
cerca de 300 ovos por dia (MOORE; SANDGROUND, 1956; PELLEGRINO; COELHO,
1978), estes, sdo excretados nas fezes do hospedeiro definitivo (COLLEY et al., 2014). Os ovos,
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em contato com dgua doce, de acordo com condi¢des ambientais, como temperatura, luz intensa
e oxigenacdo da agua, podem eclodir liberando a forma larval ciliada de natacdo livre, o
miracidio. Apds a liberagdo, os miracidios irdo em busca do hospedeiro intermediario, o
caramujo do género Biomphalaria, penetram nas partes moles e se desenvolvem por 4 a 6
semanas em esporocistos. Posteriormente, por reproducdo assexuada, se diferenciam em
cercarias cerca de 30 dias apds a infec¢do do hospedeiro intermedidrio (COELHO, 1957; PAN,
1996). Apos, por estimulagdo da luz, sao liberadas na agua, podendo viver livremente por até
72 horas (GOBERT et al., 2006; GRYSEELS, 2006; GRYSEELS, 2012).

Ao penetrarem no hospedeiro vertebrado, as cercarias perdem a cauda, transformando-
se na larva esquistossomulo, a qual resulta de drasticas mudangas na fisiologia e bioquimica do
parasito (GOBERT et al., 2006); migram para os vasos dérmicos, se disseminam para a
circulagcdo sanguinea até chegarem aos pulmoes, e para o sistema porta-hepatico através da veia
porta, onde se maturam nas formas adultas e se acasalam (GRYSEELS, 2006; GRYSEELS,
2012). No acasalamento, a superficie ventral do macho ¢ modificada para formar um sulco, o
canal ginecoforo, em que a fémea reside (LO VERDE et al., 2004).

ApoOs o acasalamento, os ovos presentes na parede do intestino, por reagao inflamatoria,
podem ser expelidos na parede do intestino, podem induzir uma rea¢ao periovular inflamatoéria
expelindo-os juntamente com as fezes (LENZI et al., 1987, 1991), os que ndo excretados podem
induzir resposta granulomatosa autdbnoma que provoca efeitos patologicos locais e sistémicos
que vao desde anemia, fibrose intestinal e no figado, esplenomegalia e complica¢des
neuroldgicas, sendo de maior risco para criancas e adolescentes (WARREN, 1987; GRYSEELS
et al, 2012; COLLEY et al 2014; MCMANUS et al., 2018).

Desta forma, destaca-se a complexidade dos mecanismos de adaptacdo deste helminto,
que envolvem recombinacdo genética, ovos proeminentes e uma longa vida no interior de seu
hospedeiro definitivo (ROLLINSON et al., 2012; GRYSEELS et al, 2012). Seu ciclo de vida ¢
garantido através de reproducdo assexuada dentro do hospedeiro intermedidrio, garantindo a
transferéncia de novos parasitos para o hospedeiro vertebrado, tais processos sao garantidos
pelas habilidades do parasito em se esquivar das respostas imunes de seus hospedeiros
(ROLLINSON et al., 2012; GRYSEELS et al, 2012).

O tratamento da esquistossomose em todo mundo baseia-se no uso do praziquantel
(PZQ) (WHO, 2017; MCMANUS et al., 2018). Essa substancia, ¢ um medicamento altamente
efetivo contra as seis espécies de Schistosoma, tem pouco ou nenhum efeito adverso e nos
ultimos anos, seu preco tem sido reduzido substancialmente (DOENHOFF et al., 2000;
FENWICK et al., 2003; CAFFREY, 2015). No entanto, PZQ ndo previne a reinfec¢ao,



tratamentos repetidos sdo necessarios em areas endémicas e hd indicios de presenca de
linhagens menos sensiveis ao medicamente (FALLON, 1998; ISMAEL et al., 1999;
MAGNUSSEN et al., 2003; PICA- MATTOCCIA; 2009; MESSERLI, 2009;; MELMAN et
al., 2009; CAFFREY, 2015). Apesar de o PZQ ser utilizado hd mais de 30 anos, e¢ seu
mecanismo de agdo ndo estar totalmente esclarecido (VALE et al., 2017), estudos in vitro
demonstraram que quando parasitos machos sdo expostos ao PZQ sofrem uma intensa paralisia
muscular que ¢ acompanhada por um rapido influxo de ions célcio, um menor influxo de ions
s6dio e uma diminui¢do de fons potassio, interrompendo a homeostase do ion calcio, Ca*"
(CIOLIetal., 1995; PAX etal., 1978; WOLDE-MUSSIE et al., 1982; XIAO et al., 1984; XIAO;
SUN; CHEN, 2018). Outros estudos observaram que PZQ causa altera¢des estruturais no
tegumento dos parasitos como despolimerizagdo de rede microtrabecular, seguida pela
vacuolizacdo e erosdo da superficie levando a exposi¢do dos antigenos de superficie do parasito

(MELHORN et al. 1981; HARNETT; KUSEL, 1986).

Avancos genémicos no parasito Schistosoma mansoni
Apods a publicagdo dos genomas de S. mansoni e S. japonicum, a pesquisa sobre a

esquistossomose entrou na era poés-gendomica, devido a necessidade da busca de novas
ferramentas de controle da doenga, contribuindo ainda para a melhor compreensdo da biologia
desses parasitos com potenciais aplicagdes biomédicas e biotecnologicas. (VERJOVSKI-
ALMEIDA, 2003; BERRIMAN, 2009; MOURAO et al., 2012; NAHUM; MOURAO;
OLIVEIRA, 2012).

Verjovski-Almeida e colaboradores (2003), utilizando a metodologia de ORESTES
(Open Reading Frame Expressed Sequence Tags), que sdo sequéncias parciais expressas de
cDNA com cerca de 150-800 pb, correspondentes as regides centrais dos transcritos,
sequenciaram 163.000 ESTs (Expressed Sequence Tag) provenientes de bibliotecas
representativas dos seis estagios de desenvolvimento do parasito. Essas sequéncias resultaram
em 31.000 contigs e a estimativa da existéncia de aproximadamente 14.000 genes no genoma
do parasito (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003).

O estudo de Simpson et al. (1982), demonstrou que o genoma de S. mansoni era
estimado em 270Mb. Posteriormente um esbo¢o do genoma foi produzido pelo Wellcome Trust
Sanger Institute, em colaboragdo com o Institute for Genomic Research, usando a estratégia de
sequenciamento de genoma completo, no qual aproximadamente 3,8 milhdes de leituras
combinadas foram produzidas pelos dois centros de genoma e montadas usando o algoritmo de

montagem Phusion (ALTSCHUL et al., 1990; MULLIKIN; NING, 2003). Assim, resultando



no genoma do esboco de 363Mb que codifica pelo menos 11.809 genes, organizado em oito
pares de cromossomos, sendo sete pares autossomicos € um par de cromossomos sexuais (fémea
=Z7ZW, macho = ZZ). Os cromossomos variam entre 18 a 73 MB e podem ser diferenciados por
tamanho, forma e bandas C (BERRIMAN et al., 2009; PROTASIO et al., 2012).

O sequenciamento segue sob anotagao e estd em sua versao 7.0 disponivel no banco de
dados do Welcome Sanger Institute

(ftp:/ftp.sanger.ac.uk/pub/project/pathogens/Schistosoma/mansoni/v7/). Entretanto, as partes

desses genomas precisam ser cuidadosamente estudadas e anotadas, uma vez que o
sequenciamento ¢ o deposito das sequéncias em bancos de dados publicos sdo apenas as
etapas iniciais para um entendimento completo (CARDOSO et al., 2018).

Desta forma, o mapa de ligagdo genética de S. mansoni abriu novas possibilidades de
descoberta de genes e suas funcdes (CRISCIONE, 2009; TAIT, 2009), permitindo maior
exploragdo da complexidade do parasito, como a especificidade do hospedeiro, viruléncia,
resisténcia a medicamentos, bem como as descobertas de novos alvos de substancias e de vacina
para o tratamento efetivo da esquistossomose (NAHUM; MOURAO; OLIVEIRA, 2012).

Haja vista a importancia do sequenciamento do genoma de S. mansoni, mais de 45%
das proteinas codificadas pelo parasito permanecem sem caracterizacdo experimental ou até
previsao funcional (BERRIMAN et al., 2009; ZERLOTINI, 2009; PROTASIO et al., 2012;
SILVA, 2010).

Portanto, tem-se utilizado duas abordagens: uma baseada em similaridade de sequéncias
e outra baseada em analise filogenética (SILVA, 2010). Na primeira abordagem, a previsdo da
funcdo € obtida com base na transferéncia de informagao das sequéncias mais similares na base
de dados para o gene ou proteina de interesse (ALTSCHUL et al., 1990).

A utilizacdo da abordagem filogenética em conjunto a baseada em similaridade de
sequéncias busca reduzir as limitagdes associadas a este método, aproveitando o peso que uma
perspectiva evolutiva fornece as analises biologicas comparativas (EISEN, 1998; EISEN; WU
2002). Dentre as limitagdes do método baseado na similaridade de sequéncias estdo o fato de
que as proteinas podem ter mais de um dominio conservado, terem regides importantes
funcionamente, mas ndo conservadas evolutivamente, nem sempre refletindo na funcao
proteica avaliada (GALPERIN; KOONIN, 1998; BRENNER, 1999; KOSKI; GOLDING,
2001; BROWN; SJOLANDER, 2006; NAHUM; PEREIRA, 2008; SILVA, 2010).

Sobre a abordagem baseada em analises filogenéticas, resultam em arvores filogenéticas
representadas por relacdes de ancestralidades indicadas por hipdteses evolutivas (SILVA,

2010). A arvore filogenética € um grafo utilizado para representar a histéria evolutiva de um
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grupo de moléculas ou organismos e consiste de nds, ancestral comum, conectados por ramos,
cada ramo composto por uma unidade taxondmica operacional (UTO) (PAGE; HOLMES,
1998), que em nosso estudo representam as sequéncias dos organismos a partir dos quais os

dados sao provenientes (Figura 2).

FIGURA 2 - Parti¢des da arvore filogenética. A, B, C, D e E representam as sequéncias
proteicas a partir das quais a arvore foi reconstruida. A arvore representa a historia evolutiva
deste grupo de proteinas e consiste de nos conectados por ramos. Os nods internos representam
ancestrais hipotéticos e o ancestral comum a todas as sequéncias de organismos que compdem
a arvore ¢ a raiz da arvore filogenética.
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Fonte: Adaptado de Silva (2010, p. 11).

Assim, nas analises moleculares, cada nucleotideo ou aminoacido € interpretado como
um caracter que evolui de forma independente (RIDLEY, 2006), e a metodologia aplicada deve
levar em consideracdo que diferentes proteinas ou segmentos de DNA ndo evoluem na mesma
velocidade (SILVA, 2010). Desse modo, os métodos que convertem a informacdo molecular
contida em proteinas e seguimentos de DNA podem ser baseados em distancia e baseados em
caracteres (SCHNEIDER, 2007, NAHUM; PEREIRA, 2008). Neste trabalho, utilizamos o
método baseado em distdncia “agrupamento de vizinhos”, do inglés, neighbor-joining, NJ,
(SAITOU; NEI, 1987; STUDIER; KEPPLER, 1988) o qual compara as diferencas os pares das
sequéncias alinhadas e converte as diferengas em uma matriz de distancia que representa a
distancia evolutiva entre cada par. Assim, a matriz representa o numero de diferencgas
observadas, ou o nimero esperado de substitui¢cdes por sitio sob as premissas de um modelo de

evolucao molecular (NAHUM; PEREIRA, 2008).



Estresse celular e autofagia
A morte celular programada (PCD) ¢ morfologiacamente classificada como do tipo 1,

apoptose; do tipo 2, autofagia; e do tipo 3, necrose (KUMMAR et al., 2005). Entretanto, alguns
autores apontam os carateres morfologicos como insuficientes para classificar a autofagia como
via de morte, visto que sua maior caracteristica ¢ promover a sobrevivéncia celular através do
fluxo autofagico (KLIONSKY, et al., 2016).

Assim, morfologicamente, a necrose caracteriza-se pelo ganho no volume celular e
inchaco das organelas que resulta na ruptura da membrana plasmatica. Por outro lado, a
apoptose caracteriza-se por gerar alteragdes morfoldgicas especificas como alteragdo
mitocondrial, arredondamento da célula, redug¢ao do volume celular (picnose), condensagao da
cromatina, ¢ a fragmentacdo do nucleo. Em contrapartida, a autofagia ¢ restrita, partes do
citoplasma sdo sequestradas dentro de vactiolos de membrana dupla e digeridas por hidrolases
lisossomais (KROEMER et al., 2005, GALLUZZI et al., 2011). Tal processo pode levar a morte
celular, ou simplesmente ser utilizado para garantir a homeostase celular, tendo uma relacao
funcional complexa com a apoptose (SHIMIZU et al., 2004; BAEHRECKE, 2005; BOYA,
2005).

Desta forma, as células, ao detectarem um sinal de estresse, podem se adaptar a ele em
um mecanismo pro-sobrevivéncia, entretanto, caso os mecanismos adaptativos ndo consigam
proteger as células, as vias de morte celular sdo ativadas (RAVANA; SRIKUMAR; TALWAR,
2017), podendo, em alguns casos, ocasionar fendtipos misturados de morte celular (KUMMAR
et al., 2005; AMELIO; MELINO; KNIGHT, 2011; KLIONSKY, et al., 2016).

Uma forma de explicar como as células gerenciam um estresse ¢ através da interagao
entre autofagia, estresse do ER (Endoplasmic reticulum) e apoptose (Figura 3) (RAVANAN;
SRIKUMAR; TALWAR, 2017).

FIGURA 3 - Modelo esquematico da interacdo entre estresse do ER, autofagia e

apoptose.
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Fonte: Adaptado de Ravana; Srikumar; Talwar (2017, p. 14).

Sabe-se que o ER ¢ a principal organela envolvida na sintese de proteinas e que apos
secretadas, essas proteinas passam por mecanismos de verificagdo (RAVANA; SRIKUMAR;
TALWAR, 2017). Proteinas danificadas sdo acumuladas causando o estimulo/estresse do ER.
Em estimulos de curta duragdo a resposta via ubquitina-proteassoma ¢ ativada (HETZ, 2012;
URRA et al., 2016; INAGI, 2010; CHIANG et al., 2016), mas excedendo a capacidade de
depuracgdo dessas proteinas pela via ubiquitina-proteassoma, a via de autofagia ¢ acionada. LU;
BRAVE e JENTSCH (2017) descrevem que o melhor caminho para a depuragdo depende do
estado fisico da proteina dentro da célula, no qual substratos soluveis sdo degradados
principalmente por proteassomas, enquanto grandes proteinas agregadas insoluveis sdo
englobadas por fagéforos. A proteina chave atuante nesse processo € Bcl-2 (B-cell lymphoma
2) /CED-1 de C. elegans presente no ER, que em conjunto a Beclin-1 (Bcl-2 interacting
myosin/moesin-like coiled-coil protein 1) /BEC-1 de C. elegans auxiliam no processo de
protecdo do ER contra o estresse. Bcl-2/CED-1 ¢ fosforilado por JNK (c-Jun N-terminal
kinases), INK-1 em C. elegans, separa-se do complexo Beclin-1/ATG-6, enquanto Beclin-
1/ATG-6 ativa a autofagia via inibicdo de mTORC1 (mammalian TOR Complex I) /LET-363
de C. elegans (GORMAND et al., 2011; TAKACS-VELLALI et al., 2005; ERDELYT et al.,
2011). Entretanto, dependendo da gravidade do impacto do estresse a via pro-morte pode ser
ativada, uma das formas pela qual esse processo acontece ¢ pela fosforilagdo de Bcl-2/CED-1

anti-apoptoticos, derivados das mitocondrias, por preteinas JNK/JNK-1, ligando Bcl-2/CED-1



fosforilado aos fatores pro-apoptéticos, causando a inibicdo destes, induzindo a apoptose
(Figura 2) (PARSONS; GREEN, 2010; RAVANAN; SRIKUMAR; TALWAR, 2017).

O termo autofagia foi empregado pela primeira vez por Christian De Duve em 1963,
que descreveu a presenca de vesiculas intracelulares contendo partes do citoplasma e organelas
em varios estados de desintegracdo (YANG; KLIONSKY, 2010). Entretanto, a maquinaria
autofagica, ou seja, genes a ela relacionados como os genes Atg (Autophagy related), s6 foi
caracterizada 30 anos depois em levedura, e rendeu prémio Nobel em Fisiologia ou Medicina
para o bidlogo celular Yoshinori Ohsumi no ano de 2016 (TSUKADA; OHSUMI, 1993;
KLIONSKY, 2016).

O processo autofagico ¢ evolutivamente conservado, um fendmeno constitutivo que
acontece a taxas basais em condigdes celulares normais para a reciclagem e regulacio
metabdlica intracelular (MIZUSHIMA; KLIONSKY, 2007), mas também utilizado para a
sobrevivéncia de células desnutridas ou estressadas, sendo importante para produgdo de
adenosina trifosfato (ATP) durante a fome (MIZUSHIMA ; KLIONSKY, 2007), gerando sinais
de remocdo de cadaveres apoptdticos (MELENDEZ; LEVINE, 2009; LOOS et al., 2014;
RAVANAN; SRIKUMAR; TALWAR, 2017) e, degradacdo de produtos do metabolismo
celular normal que podem se tornar citotoxicos apds a acumulagdo, como organelas danificadas
e agregados de proteina (BAEHRECKE, 2005; GALLUZZI, 2007).

Os mamiferos contam com trés formas de autofagia: microautofagia, autofagia mediada

por chaperona e macroautofagia (Figura 4) (SHEN; MIZUSHIMA, 2013).

FIGURA 4 — Diferentes tipos de autofagia.
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A microautofagia envolve a absor¢do direta de material citoplasmatico através de uma
invagina¢do da membrana lisossomica (KROEMER et al., 2005); enquanto a autofagia mediada
por chaperona caracteriza-se pela associacdo do lisossoma com a proteina de membrana 2
(LAMP2 (lysosome-associated membrane protein type 2) /LMP-1 de C. elegans) através da
translocagdo de substratos autofagicos ligados a chaperonas citosolicas da familia das proteinas
de choque térmico (SHIMIZU et al., 2004). A macroautofagia ¢ designada pela formacao de
vesiculas de dupla membrana conhecidas como fagéforos que sequestram a carga do citoplasma
que sera degrada por enzimas- o fagdéforo amadurece no autofagossoma, também composto por
membrana dupla- e as entregam ao lisossomo através da fusdo de suas membranas, formando
o autofagolisossomo (Figura 5) (KROEMER et al., 2005; GALLUZZI, 2007; KLIONSKY, et
al., 2016).

FIGURA 5 - Descrigdo esquematica da via de macroautofagia ¢ sua maquinaria
molecular em células de C. elegans. A) etapas da via de autofagia em C. elegans. B)

Complexos envolvidos na lipidagdo de LGG-1/Atg8.
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Pelo fato de ndo podermos inferir sobre o tipo de autofagia em S. mansoni, doravante,
trataremos neste estudo a macroautofagia como autofagia, pelo fato de que a macroautofagia ¢
a forma mais comum e mais bem caracterizada (KROEMER et al., 2005; GALLUZZI, 2007).

E importante destacar ainda, que a nomenclatura dos genes/preoteinas autofagicas se
modificam entre variados organismos, desde leveduras a mamiferos, a exemplo da proteina
Atg8 (autophagy-related protein) de Saccharomyces cerevisiae, cujo homdlogo em Homo
sapiens € MAP1LC3A (microtubule-associated protein 1 light chain 3) e em C. elegans recebe
anomenclatura LGG-1 (autophagy-related protein), sendo esta a que manteremos neste estudo,
inicialmente acompanhada da nomenclatura da proteina homoéloga de S. cerevisiae,
objetivando maior compreensao, visto que os genes de C. elegans, foram utilizados como
modelo, “query”, neste estudo.

Em conformidade, o processo autofagico envolve pelo menos 100 proteinas diferentes,
destas, as ortodlogas de LGG-1 (autophagy-related protein 8) (Homodloga de Atg8 de S.
cerevisiae) sdo processados para se tornarem moléculas associadas a autofagossomos
(RAMKUMAR et al., 2017). Assim, a verificacdo das proteinas Atg e proteinas a elas
associadas podem fornecer informagdo sobre o mecanismo molecular de formagdo dos
autofagossomos, o qual envolve vérias unidades funcionais como a quinase UNC-51
(serine/threonine-protein kinase unc-51) (Homodloga a Atgl de S. cerevisiae) e seus
reguladores, o complexo PI3K de classe Il (phosphatidylinositol 3-kinase), ATG-9
(autophagy-related protein 9), o complexo ATG-2 (autophagy-related protein 2) —ATG-18
(autophagy-related protein 18) e dois sistemas de conjugagdo similares a ubiquitina
(MIZUSHIMA; YOSHIMORI; OHSUMI, 2011).

No entanto, a verificagdo da autofagia demanda considerar o processo como um todo,
ao longo do tempo, levando-se em conta ndo apenas a presenca de LGG-1/Atg8, ou o aumento
na formacdo de autofagossomos, mas somar a isso a presen¢a de lisossomos/vactolos e a
liberag@o dos produtos da degradagdo. Desta forma, Klionsky e colaboradores destacam outras
oito proteinas importante envolvidas no fluxo autofagico que devem ser analisadas, tais como:
ATG-9, ATG-5, LGG-3R, EPG-8, Bec-1, ATG-18, ATG-6, caracterizados na via de C. elegans
(PALMISANO; MELENDEZ, 2016), ¢ DRAMI1 (DNA damage-regulated autophagy
modulator protein 1), ZFYVE] (zinc finger FYVE domain-containing protein 1), STX17
(syntaxin 17) e TECPRI1 (tectonin beta-propeller repeat-containing protein 1) ainda nao
caracterizadas em C. elegans (KLIONSKY et al., 2016).

Outro fator que deve ser considerado ¢ o Alvo Mecanicista do Complexo de Rapamicina

1 (mTORC1), caracterizado como LET-363 no nematodeo C. elegans, um complexo proteico
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que tem efeito regulador negativo na autofagia através da supressdo da fun¢do da UNC-51
(serine/threonine-protein kinase unc-51) - como complexo ULKI1 (uncoordinated-51-like
kinase 1) no estagio de inicial da via (YANG; KLIONSKY, 2010; MIZUSHIMA;
YOSHIMORI; OHSUMLI, 2011; SHEN; MIZUSHIMA, 2013). Em contrapartida, a quinase
ativada por AMP (AMPK), que ¢ ativada por altastaxas de AMP/ATP (Adenosine
monophosphate / Adenosine monophosphate) presentes quando os nutrientes sdo limitados, tem
efeito indutor da autofagia (WOUTERS, 2008; EISENBERG-LERNER et al., 2009).

Nesse sentido, o mecanismo autofagico (macroautofagico) ocorre em quatro etapas
(Figura 5), as quais sdo nomeadas como: 1) Ativacdo da via (Inicia¢do), 2) Formacao do
autofagosomo (nucleacdo e alongamento), 3) Sele¢do de carga, 4) Formagdo do
Autofagolisossomo e degradacao da carga. Todas as etapas sdo de suma importincia para que
o processo autofagico acontega (RAVANA; SRIKUMAR; TALWAR, 2017), as etapas do

processo em C. elegans sao descritas a seguir:

1) Ativagao:

Sob condicdes de fome (falta ou indisponibilidade de aminoécidos, fator de crescimento,
oxigénio e ou ATP), o complexo serina/treonina quinase do alvo da rapamicina LET-363/TOR1
¢ inibido ativando a autofagia, através perda de sinalizacdo com UNC-51/Atgl (HOSOKA et
al., 2009, PALMISANO; MELENDEZ, 2016).

A ativagdo de UNC-51/Atgl ativa EPG-1/Atgl3 e EPG-7/Atgl7 por fosforilagio
(GANLEY et al., 2009; PALMISANO; MELENDEZ, 2016). Esta ativagdo leva ao inicio de
uma estrutura em forma de meia lua chamada fagéforo ou membrana de isolamento. UNC-
51/Atgl fosforila BEC-1/Atg6 do complexo de classe III de fosfoinositideo 3-quinase PI3K
para a progressdo da autofagia (RUSSELL et al., 2013; PALMISANO; MELENDEZ, 2016).
Acredita-se que a proteina integral ATG-9/Atg9 contribui com o desenvolvimento da
membrana do autofagossomo (PALMISANO; MELENDEZ, 2016).

2) Nucleagao:

O passo de nucleacdo ¢ realizado principalmente pelo complexo PI3K, formado por
BEC-1/Atg6, VPS-34/Vps34, EPG-8/Atgl4), este, recruta proteinas de autofagia para as
membranas de isolamento (MI) em mamiferos, estrutura pré-autofagossomal (PAS) em
levedura. VPS-34/Vps34, a Unica enzima a ser designada como fosfatidilinositol 3-fosfato
(PI3P) em mamiferos, através da producdo do substrato fosfatidilinositol (PI), gerando um

componente PI3P para a nucleacdo e crescimento do fagéforo (GLICK et al., 2010;



PALMISANO; MELENDEZ, 2016). E importante destacar que VPS-34/Vps34 ¢ regulado por
VPS-15/Vps15 (PANARETOU et al., 1997).

Algumas estruturas citoplasmaticas sdo propostas serem a fonte de membrana para a
formagdo do autofagosomo, inicialmente denominado por fagéforo (RAVANA; SRIKUMAR;
TALWAR, 2017), dentre essas estruturas estdo o reticulo endoplasmatico (YLA-ANTTILA et
al., 2009), as mitocondrias (HAILEY et al., 2010), o compartimento intermediario ER-Golgi
(ERGIC) (GE et al., 2013), complexo golgiense, endosomas de reciclagem (ORSI et al., 2012)
e até a membrana plasmatica (PURI et al., 2013).

3) Alongamento:

Dois complexos de conjugacdo a ubiquitina (LGG-1/Atg8 e ATG-5/Atg5-LGG-
3/Atgl2) sdo necessarios para o alongamento do fagéforo e conclusdo do autofagossomo em
desenvolvimento. O LGG-1/Atg8 conjugado a fosfatidiletanolamina (PE) liga-se as membranas
interna e externa do autofagosomo. O complexo de conjugagdo ATG-5/Atg5-LGG-3/Atgl2
envolve a enzima ATG-7/Atg7 (semelhante a E1 da via ubiquitina-proteassoma), a enzima
atg10/Atg10 (semelhante a E2 da via ubiquitina-proteassoma) e a ATG-16/Atgl6, formando o
complexo ATG-5/Atg5-ATG-12/Atgl2-ATG-16/Atgl6 que acrescenta a curvatura adequada
do fagoforo e é essencial para a lipidacdo de ATG-8/Atg8 (OTOMO et al., 2013). Ainda
envolve a cisteina protease ATG-4/Atg4, e a enzima ATG-3/ Atg3 (semelhante a E2 da via
ubiquitina-proteassoma). Apo6s lipidagao do ATG-8/Atg8, este ¢ recrutado para a superficie
interna e externa do autofagosoma, permanece associado a membrana autofagosomal até a
fusdo com lisossoma. Depois disso, 0 ATG-8/Atg8 lipidado presente na superficie externa da
membrana se dissocia, enquanto aqueles que estdo associados com a membrana na superficie
interna sdo degradados com a carga (TANIDA et al.,, 2008; RAVANA; SRIKUMAR;
TALWAR, 2017).

4) Selegdo de cargo:

A selecdo do substrato ¢ descrita para as proteinas SQSTM1 (GLICK et al., 2010;
ZHANG et al., 2015), ALFY/ WDFY-3 (ABOUNIT et al., 2012) ¢ NBR1/Atg9 (KIRKIN et
al., 2009), proteinas de ligacdo a ubiquitina, que interagem com o dominio LIR de ATG-8/Atg8
lipidado.

5) Formacao do autofagolisossomo:

A formagdo de autofagolisossomos ¢ descrita tanto pela fusdo endossomas precoce e

tardio (formando entdo, estruturas denominadas anfisomas), e posterior fusdo com lisossomos,

ou pela fusdo direta de autofagosomos com lisosomos (GANLEY, 2013). Desta forma, o



autofagossomo completo se funde com o lisossomo, levando a degradacdo da carga dentro do

autofagolisossomo (PALMISANO; MELENDEZ, 2016).
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SUMMARY STATEMENT
Possible molecular targets against schistosomiasis: characterisation of the autophagic

proteins SmLGG-1, SmUNC-51, SmVPS-34 and SmATG-9 in Schistosoma mansoni through

bioinformatics and transmission electron microscopy and fluorescence microscopy.

ABSTRACT
The autophagy pathway is an evolutionarily conserved catabolic process consisting of the

selection of substrates to be degraded in double-membrane vacuoles called
autophagolysosomes. The identification and characterisation of the autophagy pathway in
Schistosoma mansoni may reveal new molecular targets against Schistosomiasis, since there is
evidence of less sensitive strains of Praziquantel (PZQ), the only drug of choice against the
disease. To identify and characterise the pathway through bioinformatics analyses, we used the
local alignment of components of the orthologous autophagic pathway against the S. mansoni
database. We identified 21 proteins predicted in S. mansoni, and analysed the domain
conservation and phylogeny of the predicted proteins SmLGG-1, SmUNC-51, SmVPS-34 and
SmATG-9, which have important functions from pathway activation to the degradation of
substrates in the autophagolysosome. We demonstrated, through transmission electron
microscopy and fluorescence microscopy, the increased presence of acid vacuoles in pairs of

adult worms after nutrient deprivation for up to 72 hours.



INTRODUCTION

Schistosomiasis is a neglected disease that affects millions of people, especially in
tropical and subtropical regions of the world (McManus, 2018). The treatment is based on the
use of Praziquantel (PZQ), which despite having several advantages in its use, including the
fact that it is the only available drug, may lead to the appearance of less sensitive lines (Bennett,
1997; Melman et al., 2009; Caffrey, 2015). Thus, a greater understanding of the metabolic
pathways of the parasite may provide important information for the design and development of
new schistosomicidal substances.

In the parasite Schistosoma mansoni, there have been reports of the presence of
autophagic vacuoles (Bogitsh, 1975; Al-Adhami et al., 2001; Carneiro-Santos et al., 2001; Al-
Adhami et al. 2005; Glaser et al., 2015); until now, the identification and characterisation of the
molecular components involved in the pathway, and their respective functions, remain
unknown. In addition, it is possible to identify genes constituting the autophagic pathway in
databases generated by genomic and transcriptomic studies of S. mansoni (Verjovski-Almeida
et al., 2003; Berriman et al., 2009; Mourao et al., 2012).

The process of macroautophagy consists of distinct stages consisting of 1) activation of
the pathway, either by stress of the endoplasmic reticulum or the restriction of nutrients; 2)
nucleation — the formation of a phagophore (also referred to as an insulation membrane or the
pre-autophagosomal structure); 3) elongation and closure to form the autophagosome; 4)
substrate selection; 5) fusion of the autophagosome with a lysosome, resulting in a double
membrane structure called an autophagolysosome; and 6) degradation of the
autophagolysosomal content and recycling of the degraded material (Figure 1) (Mizushima and
Klionsky 2007 ; Xie and Klionsky, 2007 ; Nakatogawa et al., 2009; Galluzzi et al., 2017;
Ravana; Srikumar; Talwar, 2017).

In parasites of the genus Schistosoma, the Bcl-2-mediated apoptosis death pathway is
well described (Lee et al., 2014) and its close relationship with the autophagy pathway leads to
the need to identify and characterise this pathway based on in silico, molecular and
morphological analyses in search of potential molecular targets for the development of new
drugs against schistosomiasis. In this work, we attempted to reconstitute the autophagy pathway
in S. mansoni using bioinformatics approaches and also showed, through microscopy, the

presence of autophagic vacuoles under conditions of glucose deprivation.

MATERIAL AND METHODS
Identification of the autophagic pathway in the S. mansoni database



For the identification and comparison of homologous sequences involved in the pathway
studied in S. mansoni, the sequences of the main proteins mentioned in the literature were used
as the "query" for the Caenorhabditis elegans homologue database available at

https://www.wormbase.org/#012-34-5 (Lee et al., 2018), and aligned to the genome of S.

mansoni available at http://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/helminths/schistosoma-

mansoni.html (Berriman et al., 2009; Protasio et al., 2012), using the BLASTp program (Basic
Local Alignment Search Tool - Protein) presente on site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
(Johnson et al., 2008). Identities close to or greater than 30% were accepted with an E-value
<10-5. The genetic sequence and the mRNA sequence encoding the proteins under investigation
were retrieved from the GeneDB Database available at
https://apollo.genedb.org/Smansoni/jbrowse/index.html?tracks=DNA %2CAnnotations%2Cge
ne%2CmRNA&highlight=&loc=Schisto_mansoni.Chr 1%3A26191086..39286422 and the
conserved domain database wusing the PFAM (PFAM database) available at

http://pfam.xfam.org/ (Finn et al., 2013) and CDD (Conserved domain database) programs

available at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi (Marchler-Bauer et al.,
2015). The orthologues found were named using the first letters of the species name, Sm,
followed by the name of the protein found in C. elegans and the number in the occurrence of

paralogues.

Phylogenetic analysis

For the evolutionary analysis of Schistosoma mansoni, the ATG-9, LGG-1, VPS-34 and
UNC-51 proteins of orthologues, and the predicted proteins Smp 149960.1, Smp 073790.1,
Smp 128130.1 and Smp_157350.1 of S. mansoni were aligned using ClustalX 2.1 (Larkin et
al., 2007). The phylogenetic tree was inferred using the neighbour-joining method (Saitou and
Nei, 1987). The statistical reliability of the internal branches was evaluated using 2000
bootstrap replicates, showing values of above 30 in the branches. Molecular phylogenetic
analyses were performed using the MEGA 5.2.2 software using the maximum parsimony
method based on the amino acid sequence (Tamura et al., 2007). Sequence logos were generated

using WebLogo 2.8.2 available at http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi (Crooks et al., 2004).

Maintenance of the life cycle of S. mansoni
The life cycle of S. mansoni, LE (Luiz Evangelista) strain is routinely maintained by the
serial passage in the mollusc Biomphalaria glabrata, intermediate host and in BALB/c mice as

definitive host (Hackett, 1993) in the Parasitology Research Laboratory of the University of
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Franca (LAPPA). The maintenance of the cycle was approved by the Ethical Commission for
the Use of Animals of the University of Franca (protocol n°® 5199070417).

S. mansoni eggs present in faeces from mice previously infected with the parasite were
collected by the Hoffmann method and exposed for approximately 1 hour under light for the
liberation of miracidia. Miracides are used to infect the intermediate host, which after 38 to 45
days release the infecting form of the parasite, the cercariae; this, in turn, infects the vertebrate
host. About 200 cercariae were inoculated in the mice subcutaneously and the adult worms
were recovered after 56 days from the hepatic portal system and the mesenteric veins by
perfusion (Smithers and Terry 1965). After collection, the parasites were maintained in
complete RPMI 1640 medium (Gibco) for a maximum of 30 minutes and subsequently plated

in culture media with specific glucose concentrations.

Cultivation of adult worms in culture medium with glucose deprivation on viability and
oviposition of adult worms

Pairs of adult worms were recovered from BALB/c mice, as previously described.
Subsequently, an adult worm pair was transferred to each well in a 24-well culture dish (Kasvi)
containing 1 ml of RPMI 1640 medium (Cultilab) deprived of glucose or supplemented with
different concentrations of glucose (0 mg mL-1 a 1 mg mL-1) and 10% dialysed foetal bovine
serum (Invitrogen), this procedure was elaborated in the group of based on to dependence to
glicose to the long life cycle of S. mansoni (Bueding, 1950). The parasites were incubated in a
humidifying atmosphere at 37°C in the presence of 5% CO2 for 24, 48 and 72 hours and, during
these periods, the general parameters such as viability, mortality and oviposition were
evaluated. The viability and pairing of the couples were evaluated using an inverted microscope
(Primo Vert Microscope, Carl Zeiss, Gottingen, Germany) and viability was determined
according to a viability scale of 0-3, with 3 = normally moving worms, 2 = decreased motor
activity, 1 = minimal motor activity with occasional movements, and 0 = death of worms, with
no movement for more than 2 minutes of observation (Ramirez et al., 2007). As a negative
control, the glucose concentration of 2 mg mL-1 was used in adult worm couples under the
same conditions. Three independent experiments were carried out, and four adult worms were
evaluated per concentration in each experiment (24 pairs of parasites in total). The results were

expressed as the mean + standard deviation of the viability of male and female adult worms.

Transmission Electron Microscopy (TEM)



Adult worms were cultured and incubated as previously described at glucose
concentrations of 2 mg mL-1 (negative control), 0.5 mg mL-1 and 0 mg mL-1, and after 24, 48
and 72 hours were carefully separated with the aid of a brush and fixed in 3% glutaraldehyde
in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2) for 2 hours at 37°C. Subsequently, they were washed three
times with the same buffer and post-fixed in 3% glutaraldehyde in phosphate buffer for 1 hour
at room temperature. Then, dehydrated in increasing concentrations of ethanol, the infiltration
was achieved with araldite and acetone and the inclusion in araldite. Semi-thin cuts were made
on a 0.5 micrometre glass slide microtome and stained with haematoxylin/eosin. The best cuts
were selected, obtaining ultra-thin cuts with a diamond knife at 60 nm thickness, which were
contrasted, observed and electromicrographed under a Jeol-JSM-5200 (Jeol) transmission
electron microscope at the Multiuser Microscopy Laboratory of the Faculdade de Medicina de

Ribeirao Preto. A total of 10 couples were evaluated.

Fluorescence Microscopy with Acridine Orange

Detection of the acid vacuoles by staining with acridine orange was performed, as
described previously by Filippi-Chiela et al., 2013, 2011; Kanzawa et al., 2004, and briefly
described below.

Adult worms were cultured and incubated as previously described at glucose
concentrations of 2 mg mL-1 (negative control), 0.5 mg mL-1 and 0 mg mL-1. After incubation
periods of 24, 48 and 72 hours, the couples were carefully separated with the aid of a brush,
and each parasite was transferred to a well of a culture dish containing RPMI 1640 medium
(Cultilab) at the same concentrations of glucose that were previously used.

Then, 1 mL of a solution of acridine orange (Sigma Aldrich) dye previously dissolved
in phosphate buffered saline (PBS), pH 7.4 at a concentration of 2.7 pM was added to each
culture well. After 15 minutes of incubation with the dye at room temperature, the dye
containing solution was removed, and the parasites were washed 5 times with RPMI 1640
medium without glucose (Cultilab). The parasites were then transferred to slides and assembled
using 100 pl of Fluormont (Electron Microscopy Science, Hatfield, EUA) and analysed under
a fluorescence microscope coupled with a photographic camera (Axio Cam MRc Carl Zeiss,
Gottingen, Germany). The filters used were FS 15 (Excitation: BP 534-558 nm, FT: 580nm,
Emission: 590 nm) for red fluorescence and FS 25 for HE (Excitation: TBP 405+495+575 nm
(HE), TFT: 435+510+600 nm (HE), Emission: TBP 460+530+625 nm) for green fluorescence.

Statistical analysis



When possible, the results were evaluated by the one-way analysis of variance followed
by determination of the significance of the differences between two or more groups (Dunnett
or Tukey pairwise comparisons). The critical level was set at 5% (P<0.05) to allow a difference
of statistically significant values. The tests were performed using GraphPad Prism version 5.0

for Windows (GraphPad software, USA).

RESULTS
In silico analysis of the constituents of the autophagy pathway

To characterise the probable proteins involved in autophagy in S. mansoni, we sought
to identify all of the components involved in autophagic machinery in the nearest orthologue
and model organism in autophagic studies, C. elegans (Klionsky et al., 2016; Palmisano and
Meléndez, 2016). Using local alignment, as well as the presence and arrangement of conserved
domains, 21 predicted proteins were identified in S. mansoni (Table 1) involved in processes
from the activation of autophagy to the degradation of the substrate within the
autophagolysosome.

Among these, the proteins called ATGs, primarily described in yeasts, have distinct
conserved domains. Although the name only classifies them as being linked to autophagy, the
domain families differ for each according to their function. Each domain, size and identity of
the 21 predicted proteins were analyzsd separately (data not shown), and four of them were
chosen for the more detailed analyses. The criterion of choice was based on the functional
importance of these proteins along the autophagic flow. Therefore, the first protein chosen was
LGG-1, the most widely studied autophagy-related protein, homologous to yeast ubiquitin-like
protein ATGS8 (Klionsky et al. 2016). The second choice was UNC-51, which is involved in the
first steps of phagophore formation, activating EPG-1 and EPG-7 by phosphorylation (Ganley
et al., 2009; Palmisano and Meléndez, 2016), as well as phosphorylating BEC-1 in the PI3K
complex (Russell et al., 2013). The third choice was the VPS-34 protein, designated
phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P), through the production of the substrate
phosphatidylinositol (PI), which supports the expansion and growth of the phagophore
(Proikas-Cezanne et al, 2015; Glick et al., 2010; Palmisano and Meléndez, 2016). The fourth
protein of choice was ATG-9, which is the only integral protein of the Atg membrane that is
essential for the formation of autophagosomes in all eukaryotes (Klionsky et al., 2016).

The predicted SmLGG-1 protein (Smp 073790.1 sequence deposited in the GeneDB
database) is similar in size to the C. elegans LGG-1 (WBGene00002980) orthologous protein,
123 and 125 amino acids, respectively, and 68% identity, E-value 7e”’. SmLGG-1 present the



domain ATGS (PF02991), with the coverage region of residue 13 to 116, and E-value 6.7¢*
LGG-1 is referred to as Ubl (ubiquitin-like proteins), which unlike the others that are conjugated
to proteins, is conjugated to phosphatidylethanolamine (PE) (Ichimura et al., 2000). For this
conjugation to occur, LGG-1 needs to be activated by an El-like enzyme, Atg-7 (Kim et al.,
1999; Tanida et al., 1999). Accordingly, the SmLGG-1 predicted protein showed an ATG-7
binding site and also a likely tubulin-binding site in the N-terminal region (Table S1). This
domain is part of the clone of the ubiquitin superfamily (CL0072) (Larsen and Wang, 2002).
Figure 2A shows the weblog analysis and multiple sequence alignments of the ATG8 domain,
highlighting the active site amino acids and flanking residues. Figure S1 shows the phylogenetic
tree of UNC-51 proteins, showing the relationships between orthologous proteins.

The predicted SmUNC-51 protein (Smp 157350.1 sequence deposited in the GeneDB
database) superior size to C. elegans UNC-51 (WBGene00006786) orthologous protein, with
1024 and 856 amino acids, respectively, had a 59% identity, E-value 252, SmUNC-51 present
the domain Pkinase (PF00069), with the coverage region of residue 4 to 158, and E-value 2¢
32, UNC-51 is referred to as a protein kinase, which are enzymes that catalyse the
phosphorylation of proteins by transferring a phosphoryl group from ATP to threonine, serine
or tyrosine residues (McAlpine, 2013). As in UNC-51, the serine/threonine Pkinase (PF00069)
catalytic domain was located in the N-terminal portion of SmUNC-51. This domain is
composed of an active site, an ATP-binding site, a polypeptide substrate binding site and an
activation loop (A-loop). However, the S. mansoni protein does not present part of the first three
domains, and may be the result of a truncation. In contrast, the amino acid residues present in
the domains are, except for Glyl7, exchanged for residues of the same group in S. mansoni
(Table S1). C. elegans also possesses, after this domain, a region that is rich in serine and
proline, which is also found in S. mansoni, although the domain (DUF3543) in the C-terminal
portion is not identified by PFAM and CDD. Figure 2B shows the weblog analysis and multiple
sequence alignments of the Pkinase domain, highlighting the active site amino acids and
flanking residues. Figure S2 shows the phylogenetic tree of UNC-51 proteins, showing the
relationships between orthologous proteins.

The predicted SmVPS-34 protein (Smp 128130.1 sequence deposited in the GeneDB
database) of approximate size to the C. elegans VPS-34 (WBGene00006932) orthologous
protein, with 919 and 901 amino acids, respectively, presented 30% identity, E-value 1e!'%.
SmVPS-34, present the domain PI3Ka (PF00613), with the coverage region of residue 295 to
533, and E-value 5.8¢*, and the PI3PI4kinase (PF00454) domains divided into two parts, the

first with the coverage region of residue 663 to 727, and E-value 8.9¢"'; the second with the



coverage region of residue 731 to 861, E-value 4.4¢>. VPS-34 is a lipase kinase, a class 111
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3 kinase) (Wang and Yang, 2016). The PI3PI4 kinase domain
conserves important residues such as Lys771, which binds to the PI substrate, and Lys781 from
H. sapiens (Su et al., 2017). It is believed that nutrient deprivation causes a reduction in the
acetylation of cytoplasmic proteins, acetylated by p300 (Mariio et al., 2014); thus, acetylation
in K771 reduces the affinity of VPS34 for the substrate, and therefore its activity (Su et al.,
2017). These lysines are conserved in the activation loop of S. mansoni in which H. sapiens
Lys771 is conserved in S. mansoni at position 802 and H. sapiens Lys781 is replaced by Arg812
of the same R group. To this, at the ATP binding site, Bilanges et al. (2017) reports the
importance of the Asp761 residue after mutation, leading to the partial inactivation of VPS34
and subtle decrease of autophagy in mice livers. This residue is also conserved in S. mansoni,
Asp792. Miller et al. (2010) points out that some residues of the C-terminal helical domain are
important for the structural conformation of Vps34 of H. sapiens, playing a role in membrane
catalysis and self-inhibition, which prevents the hydrolysis of ATP when it is not in the
membrane. These residues, Phe612, Phe716, Asp774, Arg775, His776, Asn779, Asp792,
Phe795 and Pro801, are preserved in S. mansoni in the respective positions Phe612, Phe716,
Asp743, Arg744, His745, As777, Asp761, Tyr764, Pro770; and Phe614, Cys695, D758,
Arg759, His760, Asn763, Asp776, Phe779 and Pro785 in C. elegans. This domain consists of
an active site, an ATP binding site, a catalytic loop and an activation loop (A-loop). Of these,
the ATP binding site showed greater waste exchange by different groups (Table S1). Figure 2C
shows the weblog analysis and multiple sequence alignments of the PI3PI4kinase domain,
highlighting the active site amino acids and flanking residues. Figure S3 shows the phylogenetic
tree of VPS-34 proteins, showing the relationships between orthologous proteins.

The predicted SmATG-9 protein (Smp_149960.1 sequence deposited in the GeneDB
database), superior size to the C. elegans ATG-9 (WBGene00020706) orthologue protein, with
1094 and 921 amino acids, respectively, presented 30% identity, E-value 1e®?. SmATG-9
present the domain Apg9 (PF04109), with the coverage region of residue 166 to 523, and E-
value 1.1e1%. ATG-9 is the only integral membrane protein of the autophagic components. It
has 6 highly conserved transmembrane segments with 2 terminals oriented to the cytosol, and
is involved in interactions with other components of the pathway (Noda et al., 2000; Young et
al., 2006). The phosphorylation of Atg9 is responsible for regulating the interaction with Atg23
and Atg27 in yeast (Feng et al., 2016); however, the only yeast-phosphorylated residues that
were identified in S. mansoni were Asp509 and Cys512, and Asp577 and Cys580 in C. elegans.

Figure 2D shows the weblog analysis and alignment of multiple sequences of the Apg9 domain,



highlighting the important amino acids and flanking residues. Figure S4 shows the phylogenetic

tree of ATG-9 proteins, showing the relationships between orthologous proteins.

Analysis of glucose deprivation on viability and oviposition of couples of adult worms
Mizushima and Klionsky (2007) defined that cells under nutrient deprivation and
starvation catabolise damaged cellular components in order to generate substrates for the
production of adenosine triphosphate (ATP). Thus, by gradually depriving the glucose
concentrations of adult worm pairs up to the glucose concentration of 0 mg, we observed a
reduction in viability that was dependent on the reduction of glucose concentration and time,
with a significant reduction in viability with 0 mg of glucose, showing statistical significance
(** P<0.01) in the viability scale in relation to the control, in the absence of glucose, from 48
hours (Figure 3A). When checking egg numbers, it was observed that there was no change in
the number of eggs released at the glucose concentration of 1 mg when compared to the
parasites incubated with 2 mg of glucose; however, at other concentrations, there was a
significant reduction in the number of eggs released, with a statistically significant difference
(*** P<0.001) in the oviposition scale in relation to the control, at concentrations equal to or
less than 0.5 mg glucose per mL, from 48 hours (Figure 3B). In addition, malformed eggs and
the presence of spermatozoa and germ cells in the lowest concentrations of glucose (0.5 to 0
mg) were observed after 48 hours (Figura 3E, F, G); however, worm morphology was not

observed.

Analysis of glucose deprivation on ultrastructural changes and the formation of
autophagy vacuoles

In continuity, ultrastructural changes and the presence of autophagic vacuoles were
evaluated for the same times and glucose concentrations. As observed in Figures 4 and 5, at
concentrations equal to or less than 0.5 mg glucose, after 48 hours, the number of vacuoles
observed by transmission electron microscopy began to intensify (Figures 4D, F and 5D, F).

It was observed that the integument integrity and normal cellular structures, such as the
nucleus and mitochondria, were maintained in both female worms and males of the negative
control (Figures 4A, C, E and 5A, C, E). The integrity of the integument and a small
accumulation of lipid droplets were observed both for the negative controls and the deprived
glucose worms, which have previously been described in parasites kept in culture (Haseeb et

al., 1984) (Figures 4 and 5).



When evaluating females incubated for 48 hours, under total glucose deprivation, an
increase in the number of vacuoles and vacuoles of different sizes in the cytoplasm of the
vitelline cells was observed (Figures 4D, G, g). In males, these modifications were more subtle
(Figure 5). Within 72 hours, the females presented increased numbers of vacuoles of different
sizes in the cytoplasm of the cells (Figures 4F, H, h), and although the same modifications were
observed in males, they were subtler. The figures 41 and 4J shows in greater detail the double
membrane of vacuoles after 48 hours and 72 hours at 0 mg glucose per mL in adult female
WOorms.

Finally, after 72 hours time, the presence of acid vacuoles was evaluated by fluorescence
electron microscopy.

When evaluating females and males of the negative control, no alterations were
observed in the integument and a small number of vacuoles were marked in bright red by
acridine orange (Figures 6B, b and 7B, b). When evaluating males and females at a
concentration of 0 mg mL-1 of glucose, a significant increase in the presence of red spots in the
worms was observed (Figures 6D, d and 7D, d). However, the number of acid vacuoles
presented by male worms was lower in the positive control and at the concentration of 0 mg

mL-1 of glucose.

DISCUSSION
The evolutionary conservation of the S. cerevisiae autophagic genes allowed the

identification of genes that encode the main components of the autophagic pathway in C.
elegans (Meléndez et al. 2003; Melendez and Levine 2009; Palmisano and Meléndez, 2016). In
the same way, we searched for these components in S. mansoni, based on homology of the
genomic sequences between this parasite and C. elegans.

Thus, as a result of BLASTp, of the 28 proteins described in C. elegans (Palmisano and
Meléndez, 2016) against the S. mansoni genome, we found 21 proteins predicted to participate
in the S. mansoni autophagy pathway (Table 1). Of these, the EPG-3 and EPG-6 proteins, as
described by Palmisano and Meléndez (2016), are genes that were recently identified in C.
elegans (Tian et al. 2010; Lu et al. 2011) and do not have an orthologue in S. cerevisiae; this
may indicate that autophagy involves membrane dynamics that are more complex in higher
eukaryotes. This hypothesis can be reinforced by the fact that these proteins are predicted in S.
mansoni (Table 1).

Protein domains are the functional and evolutionary units of proteins which may result

in new protein sequences through their identification and annotation (Oshoa and Singh, 2017).



Domains are often predicted in protein sequences using, for example, the Markov model of the
PFAM algorithm (Eddy, 2008), which models a domain family and is constructed from known
sequence alignments (Finn et al., 2010).

Thus, it is of paramount importance to consider the chemical properties of the
substituted amino acids, since amino acid differences within a family of proteins may be
conservative; that is, an amino acid residue may be replaced by a residue with similar chemical
properties, as well as exchanged for residues from different groups, which can contribute to the
explanation of evolutionary distance (Nelson and Cox, 2014).

Accordingly, we highlight residues from some conserved domains of the predicted
proteins SmUNC-51, SmLGG-1, SmVPS-34 and SmATG-9 from S. mansoni which were
exchanged between their orthologues in C. elegans, without inferring whether each can
influence domain function. These analyses demonstrated conserved residues of important
functions for each protein. However, more detailed studies of the functions of each protein and
each domain are important since the VPS-34 protein is involved in more than one pathway and
talks to other autophagic proteins such as VPS-15 and p300, as well as other metabolic
pathways. In addition, some of the functions are linked to non-conserved or intrinsically
disordered protein regions, requiring more detailed studies.

Therefore, the identity between protein sequences, together with the presence of
conserved domains fundamental to the function of these components in the autophagy pathway
between the S. mansoni proteins and their orthologues, are the first step in identifying the

pathway in this parasite (Nelson and Cox 2014).

Phylogenetic analysis of SmUNC-51, SmLGG-1, SmVPS-34 and SmATG-9 proteins

According to Nelson and Cox (2014), the evolutionarily conserved domains are
represented by the parts of the sequence that show particularly good agreement. Thus, if two
organisms are closely related, the sequences of their proteins must be similar, while residues
that are less important for protein function can vary over time, by replacing one amino acid
with another. Therefore, the greater the divergence between sequences, the greater the
evolutionary distance between two organisms (Nelson and Cox 2014).

Our phylogenetic analyses are in accordance with the data of the phylome of S. mansoni

available at http://www.phylomedb.org/phylome 22 (Silva et al., 2012), and, therefore, with

the tree of life of the parasite. The evolutionary distance of amino acids between the four

predicted proteins of S. mansoni and C. elegans, both from the Platyhelminthes phylum, as well


http://www.phylomedb.org/phylome_22

as the evolutionary distance of more complex eukaryotes such as those of the Chordata phylum

is an example (Figures S1, S2, S3, S4).

Analysis of glucose deprivation on viability and oviposition of couples of adult worms

It is known that autophagy occurs at baseline rates for the maintenance of cellular
homeostasis. However, physiological or pathological conditions such as starvation of nutrients
such as amino acids, oxygen, ATP, and growth factors, can increase these rates (Mizushima
and Klionsky, 2007).

Another nutrient involved in the regulation of autophagy is glucose, and its importance
in the survival of schistosomes within the host is well known (Bueding, 1950). Cells deprived
of glucose induce autophagy via AMPK (AMP-activated protein kinase) activation and
increased ammonia production (Kim et al., 2011; Cheong et al., 2011; Codogno et al., 2012).

Schistosomes use host glial cells, consuming their dry weight in glucose every hour
(Bueding, 1950). Glucose is also required when worms are paired to produce high numbers of
eggs by females (Coles, 1984), in line with the fact that after 72 hours of total glucose
deprivation, most of the worm pairs in the study have separated (data not shown). Thus, the
predicted presence of insulin signalling in S. mansoni, plus the presence of a
phosphatidylinositol-3 kinase homologue in the Sanger database, implies an important role for
insulin in the growth and development of the parasite (You et al., 2011) and may justify the
drastic decrease in ovulation as the glucose concentrations decreased as a function of time
(Figure 3B). Accordingly, poor egg formation under glucose deprivation, as well as the
presence of sperm and germ cells (Figures 3E, F, D), can be justified by the increase in PI3K
pathways, which were activated by insulin receptors in Xenopus oocytes (Mood et al., 2004), a
function that is correlated with insulin-like receptors in S. mansoni, SmVKRs (Venus kinase
receptor), which are particularly expressed in the ovaries of female worms (You et al., 2011).

In addition, females showed greater sensitivity to glucose deprivation compared to
males; this was also shown in other studies with substances such as EF-24 (Badoco, 2017),
Curcumin (Magalhaes et al., 2009), Piplartina (Moraes et al., 2010) and Epiisopiloturin (Veras,
et al., 2012), all of which showed better activity in females.

Transmission electron microscopy reveals an increase in vacuoles after 48 hours at the
concentration of 0.5 mg of glucose
Microscopy analyses showed an increase in the amount of double-membrane vacuoles

at concentrations of 0.5 mg to 0 mg glucose per 1 ml RPMI 1640 medium; the increase was



more pronounced in females than in males (Figures 4 and 5). Notably, the females presented
these vacuoles in the cells of the region of the vitellary, a proliferative tissue occupying two-
thirds of the posterior of the female. It also produces cells that surround the ovum and provide
precursor proteins that form the shell and nutrients that aid in the development of the embryo,
and is therefore involved in the production of eggs (LoVerde, 2002). The highest presence of
autophagic vacuoles occurred after 72 hours of total glucose deprivation, a condition which was
sufficient to cause high cell stress, thereby justifying the increase in the number of vacuoles
according to the work described by Becker et al. (1980) after treatment with PZQ, and Badoco
(2017) after showing marked vacuolisation and vesicle formation in adult males and females.

In C. elegans, Takacs-Vellai et al. (2005) reports the activity of the important autophagic
BEC-1 protein as being required for viability and fertility. Melendez and Levine (2009) point
out that animals lacking maternal and zygotic expression of BEC-1 die in an early stage during
embryogenesis. However, it remains unclear whether the absence of other autophagic genes
(and possibly the autophagy pathway) confers similar phenotypes (Melendez and Levine,
2009).

Fluorescence microscopy revealed that acid vacuoles increase after 72 hours at a glucose
concentration of 0 mg

The maturation of autophagosomes is characterised by the acidity that is present in the
stage after fusion with lysosomes, making this an important characteristic to detect the process
in the later form (Traganos and Darzynkiewicz, 1994). Thus, in an attempt to verify whether
the vacuoles observed had acidic characteristics, we used the acridine orange dye, which is a
marker of acid vacuoles due to its ability to cross biological membranes. This characteristic is
derived from the fact that this dye is a weak lipophilic base, which crosses the membrane and,
when it comes in contact with acidic regions, loses its ability to cross membranes, therefore
being retained (Traganos and Darzynkiewicz, 1994). This dye emits bright green and dark red
fluorescence in the cytoplasm and nucleolus, and exhibits bright red fluorescence in the acid
compartments, with the red fluorescence intensity being proportional to the degree of acidity in
acid compartments (Paglin et al. 2001; Traganos and Darzynkiewicz 1994; Schoijet et al.,
2016).

To confirm the increased presence of acid vacuoles, we used this methodology in a
qualitative way for the presence of autophagolysosomes. We chose the 72 hours time and the 0
mg glucose concentration per ml medium. Our results showed that the worms of the negative

control have a red fluorescence level due to red fluorescence in lysosomes and basal autophagy



(Figure 6B, b and 7B, b); however, as the glucose concentration decreases, and therefore the
induction of autophagy increases, the amount of acid vesicles increases (Figure 6D, d and 7D,
d). Flow cytometry studies with Trypanosoma cruzi (Schoijet et al., 2017), mouse fibroblasts
(Thome et al. 2016), mouse bone marrow cells (Beltran, 2012), prostate cancer cells (Shin et
al., 2012), PC3 and also in plants such as Colletotrichum acutatum (Barbosa, 2007),
demonstrated the increased fluorescence of red/orange dots in comparison to green dots after

the induction of autophagy induced by any specific substance.
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Figures

A

Fig. 1. Schematic drawing of the autophagy pathway in S. mansoni. A) Activation of the autophagy
pathway delineated by studies in yeasts, mammals and the nearest orthologue C. elegans. We presume
that after nutrient restriction, there is inactivation of LET-363 and the onset of autophagy with the
activation of UNC-51. B) The formation of autophagosomes requires the integral protein ATG-9. C)
Nucleation requires the PI3K class III complex, which recruits autophagy proteins to the isolation
membrane. D) Two conjugation complexes (LGG-1 and ATG-12) are required for elongation and
closure of the isolation membranes forming the autophagosome. Lipidated LGG-1 binds to the internal
and external membranes of the autophagosome and also to specific adapter proteins, which bind to poly-
ubiquitinated protein aggregates. E) Fusion of the autophagosome to the lysosome forming the
autophagolysosome double membrane structure into which the substrate to be degraded is inserted. This
figure was drawn using the software Photoshop and the vector image bank of Servier Medical Art

(http://smart.servier.com/). Servier Medical Art by Servier is licensed under a Creative Commons

Attribution 3.0 Unported License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/). Adapted from

Palmisano and Meléndez, 2016.
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Fig. 2. Weblogo analysis and multiple sequence alignment of the S. mansoni proteins SmLGG-1
(Smp_073790.1), SmUNC-51 (Smp_157350.1), SmVPS-34 (Smp_128130.1) and SmATG-9
(Smp_149960.1). A) Amino acid analysis of the active site and flanking residues in the conserved
domain ATGS8 (PF02991). The blue arrows show the amino acid residues of probable tubulin binding
sites (Lys-Leu-GIn-Asn-Arg-Lys); and binding to the enzyme ATG-7 (Ser-Phe-Ser). B) Amino acid
analysis of the active site and flanking residues in the conserved domain Pkinase (PF00069). The red
arrows show the amino acid residues of probable active site (Asp — Lys — Gly — Asn — Leu — Asp — Phe
- Gly — Ser - Pro - Met), adenosine triphosphate binding site (ATP) (Asp — Lys — Gly — Asn — Leu -
Asp), polypeptide substrate biding site (Ala - Asp — Gly — Phe - Gly — Ser - Pro - Met) and activation



loop (A- Loop) (Ala - Asp - Phe - Gly - Phe — Ala — Arg - Phe - Leu - Gln - Met, - Ala- Val - Thr -
Met - Cys - Gly — Ser - Pro - Met). D) Amino acid analysis of the active site and flanking residues in
the conserved domain PI3PI4kinase (PF00454). The orange arrows show the amino acid residues of
probable adenosine triphosphate binding site (ATP) (Phe - Ser - Phe — Gln — Pro —Ile — Lys — Asp — Tyr
- Val- GIn - Phe — Val - Ser — Asp — Asn — Leu — Ile — Asp), catalytic loop (Gly — Val - Gly — Asp — Arg
— His — Met — Glu —Asn) and activation loop (A- Loop) (Asp - Phe - Ser - Phe —Ile — Leu - Gly - Ala -
Asp- Pro - Lys - Pro — Met — Ala - Pro — Glu - Val — Arg — Leu - Thr). E) Amino acid analysis of the
active site in the conserved domain APG9 (PF04109). The height of each amino acid symbol in the
Weblog indicates the conservation of amino acid residues in a given position. The asterisk denotes

conserved amino acids in specific position.
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Fig. 3. In vitro effect of glucose concentration on viability and oviposition. Adult worms were
incubated for up to 72 h in RPMI 1640 medium without glucose, supplemented with glucose at
concentrations of 2 mg at 0 mg mL-1, and the viability and number of eggs were monitored using an
inverted microscope. Results from three independent experiments, being evaluated four couples of
worms per concentration in each experiment. A) The groups had a statistically significant difference (**
P<0.01) in the viability scale in relation to the control, in the absence of glucose, after 48 h. B) The
groups had a statistical difference (*** P<0.001) on the oviposition range in relation to the control, at
concentrations equal to or less than 0.5 mg glucose per mL, from 48 h. C), D), E), F) and G) Inverted
microscopy of S. mansoni eggs. C) and D) Normal, viable S. mansoni eggs, NE, at concentrations 2 mg
(NC), 10x increase, and 1 mg glucose per mL, 20x increase, after 72h. F) Presence of germ cells, GC,
of S. mansoni at the concentration of 0.25 mg of glucose per mL after 72h, increase of 40x. E) Malformed
S. mansoni eggs (ME) at concentration 0.5 mg after 48h, 40x increase. G) Malformed S. mansoni eggs,

ME, and Sperm, Spm, at concentration 0 mg glucose per mL after 48h, 20x increase.



Fig. 4. Electron microscopy of subteguement cell transmission in adult S. mansoni females. A), B)
and C) negative control (NC) after 24, 48 and 72 hours, respectively. D), E) F) 0 mg glucose per mL
after 24, 48 and 72 hours, respectively. Increase in the number of vacuoles in females deprived of
glucose after 48h, in comparison to females of the negative control group. Increase of 5x. The
magnifications of areas marked in G) and H) are shown in g) and h) (increase of 40x), respectively.
G) 0 mg glucose per mL after 48 hours, 10kx increase. H) 0 mg glucose per mL after 72 hours, 14kx
increase. I) 0 mg glucose per mL after 48 hours, 140x increase. J) 0 mg glucose per mL after 72 hours,
increase of 200x. The black arrows, double membrane; V, vacuole; N, nucleus; M, mitochondria, S,

substrate.



Fig. 5. Electron microscopy of subteguement cell transmission in adult males of S. mansoni. A), B)
and C) negative control (NC) after 24, 48 and 72 hours, respectively. D), E), F) 0 mg glucose per mL
after 24, 48 and 72 hours, respectively. Increased amounts of vacuoles in deprived males of glucose
after 48h, compared to males of the negative control group. Increase of 5x. Black arrows, possible

vacuoles; N, nucleus.



Fig. 6. Electron micrographs of fluorescence of S. mansoni adult females stained with acridine
orange. The magnifications of areas marked A), B), C) and D) show an increase of 10x, while a), b), ¢)
and d) show an increase of 40x, respectively. A) Negative control (CN) after 72 hours, green dots
demonstrate cytoplasm, nucleus and nucleolus. B) Negative control (CN) after 72 hours, spare points to
figure A) in bright red, show acid vacuoles. C) 0 mg glucose per mL after 72 hours, green dots
demonstrate cytoplasm, nucleus and nucleolus. D) 0 mg glucose per mL after 72 hours, spares to figure

C) in bright red, show acid vacuoles.



Fig. 7. Electronic fluorescence microscopy of S. mansoni adult males stained with acridine orange.
The magnifications of areas marked A, B), C) and D) show an increase of 10x, while a), b), ¢) and d)
show an increase of 40x, respectively. A) Negative control (CN) after 72 hours, the arrows demonstrate
cytoplasm, nucleus and nucleolus. B) Negative control (CN) after 72 hours, spare points to figure A) in
bright red, show acid vacuoles. C) 0 mg glucose per mL after 72 hours, green dots demonstrate
cytoplasm, nucleus and nucleolus. D) 0 mg glucose per mL after 72 hours, the arrows indicate spare

points to figure C) in bright red, indicate the presence of acid vacuoles.



Tables

Table 1 - Predicted proteins involved in the autophagy pathway in the S. mansoni parasite. Proteins identified in the database of C. elegans with supposed

function in the autophagic pathway and local alignments of the BLASTp in S. mansoni.

Autophagy

Protein

Putatives
orthologous in

S. mansoni

Predicted function in the autophagy pathway

Orthologous in
C. elegans

(WormBase)

Preserved Domains

in S. mansoni

Putative protein

size in S. mansoni

(aa)

Identity
(BLASTD)

(%)

E-value
(BLASTpD)

Function reference in C. elegans

Induction

LET-363 isof. a

LET-363 isof. b

UNC-51

Smp 122910.4

Smp_122910.1

Smp_157350.1

Orthologue of human MTOR; is predicted to have protein

kinase activity; involved in TOR signalling, the main inhibitor of

autophagy.

Orthologue of human MTOR; is predicted to have protein

kinase activity; involved in TOR signalling, the main inhibitor of

autophagy.

Orthologue on S. cerevisiae Atglp autophagy protein and
vertebrate ULK proteins, exhibits protein kinase activity. It forms a

protein complex involved in the formation of the insulation membrane.

WBGene00002583

WBGene00002583

WBGene00006786

DUF3385, FAT,

FRB dom FKBP12,

PI3 P14 kinase

DUF3385, FAT,

FRB dom FKBP12,

PI3 P4 kinase,
FATC

Pkinase

3376

3439

1021

49

49

59

46—]62

56-162

26—52

Brown et al. 1994; Noda and
Ohsumi 1998; Vellai et al. 2003;
Jia et al. 2004; Hansen et al. 2007,
2008; Palmisano and Melendez
2016
Brown et al. 1994; Noda and
Ohsumi 1998; Vellai et al. 2003;
Jia et al. 2004; Hansen et al. 2007,
2008; Palmisano and Melendez
2016
Hedgecock et al. 1985; Ogura et
al. 1994; Matsuura et al. 1997,
Kuroyanagi et al. 1998; Meléndez
et al. 2003; Zhang et al. 2009;
Palmisano and Melendez 2016

Nucleation

BEC-1

VPS-34

Smp_048990.1

Smp_128130.1

Spiral orthologous protein to the autophagy proteins of yeasts
and mammals Atg6/Vps30/Beclinl. By homology, it may be part of the
PI3K complex which plays a role in the localization of autophagy
proteins to pre-autophagosomal structure.

Orthologue of the phosphoinositide 3-kinase VPS34 in S.

cerevisiae, required for vesicular traffic, including endocytosis, apoptosis

and autophagy.

WBGene00000247

‘WBGene00006932

APG6

PI3Ka,
PI3 P14 kinase

598

919

32

30

56—25

ler

109

Ruck et al. 2011; Jia, Hart and
Levine, 2007; Melendez et al.,
2003; Palmisano and Melendez
2016
Roggo et al., 2002 ; Ruck et al.,
2011; Fares and Greenwald, 2001;
Palmisano and Melendez 2016


https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00028912
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00028912
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00006070
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00006070
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00005216
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00037958
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00037958

Orthologue of human PIK3R4 (phosphoinositide-3-kinase 4

Panaretou et al. 1997; Kihara et al.

VPS-15 Smp_123610.1 ) . o B ) WBGene00020706 WD40 29
regulatory subunit); predicted to have ATP binding activity and protein 1783 36 2e 2001; Kovacs et al. 2003,
kinase activity. Palmisano and Melendez 2016
Hunt-Newbury et al.,
ATG-2 Smp_148650.1 Large protein, orthologous to S. cerevisiae Atg2p, and human ~ WBGene00019748 ATGC 3111 220 2007 ; McKay et al., 2003 ; Khan,
ATG2A and ATG2B; interacts with Atg9 in vesicle recycling. 23 Yamanaka, Nukina, 2008;
Palmisano and Melendez 2016
Simmer et al., 2003 ; Hunt-
. o . Newbury et al., 2007; Schaheen,
Protein containing WD40 orthologous repeat to the autophagic
) o . o Dang and Fares, 2006; McKay et
protein of S. cerevisiae Atgl8p and human WIPI1; binding activity to Not identified by 597 373
ATG-18 Smp_150510.1 o o . . WBGene00018294 44 al., 2003; Khan, Yamanaka and
phosphatidylinositol phosphate; is involved in apoptosis and autophagy. Pfam )
. Nukina; 2008; Melendez et al.,
Involved in the closure of the autophagous membrane.
2003; Palmisano and Melendez
2016
Orthologue of S. cerevisiae Atg8p and mammalian MAP-LC3;
Elongation/ . . . Melendez et al., 2003; Wu et al.
by homology, LGG-1 is predicted to be necessary for the degradation of ATGS8 125 7657 )
closure Smp 073790.1 ) 68 2015; Palmisano and Melendez
cellular components by autophagy. Essential for the degradation of WBGene00002980
LGG-1 . 2016
protein aggregates.
Orthologue of the S. cerevisiae Atg8p protein and homologous
to the light chain subunit 3 (LC3) of the microtubule-associated proteins Khan, Yamanaka and Nukina,
1A and 1B (MAP1A and MAP1B); LGG-2 is expected to associate with 2008; Kamath et al.,
27
LGG-2 Smp 087940.1 MAPI1A and MAPI1B and to microtubules and may play a role in the WBGene00002980 ATGS8 120 40 3e 2003; Melendez et al., 2003; Wu
regulation of MAP1A and MAP1B microtubule binding activity and in et al. 2015; Palmisano and
the positive regulation of autophagosome maturation. It has specific Melendez 2016
functions of loading and stage of development in aggregate degradation.
) ) ) Wu, Li, Wang, Noda, Zhang,
Encodes an orthogenic cysteine protease predicted for the
) ) Peptidase family le6 2012; Reece-Hoyes et al.,
ATG-4.1isof.a  Smp 039820.4 autogenic S. cerevisiae protein Atgdp and the human ATG4A and WBGene00013595 404 47
C54 2007; Hunt-Newbury et al.,

ATG4B; exhibits protease activity relative to LGG-1.

2007 ; McKay et al., 2003; Khan,


https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00031006
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00031006
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00006525
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00031504
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00031504
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00006395
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00031006
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00027160
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00027160
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00006525
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00006525
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00031504
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00031504
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00006070
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00006070
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00006070
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00031504
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00031504
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00005654
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00005654
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00006070
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00041282
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00041282
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00029055
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00029055
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00031006
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00031006
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00006525
https://www.wormbase.org/resources/paper/WBPaper00031504

ATG-4.1isof. b

ATG-4.2

ATG-3

ATG-7
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ATG-5

Smp_039820.3

Smp_213790.1

Smp_077400.1

Smp_316730.1

Smp_044260.1

Smp_345560.1

Encodes an orthogenic cysteine protease predicted for the
autogenic S. cerevisiae protein Atgdp and the human ATG4A and
ATG4B; exhibits protease activity relative to LGG-1.

It encodes an orthogenic cysteine protease predicted for the S.
cerevisiae Apgdp protein, and for human ATG4C. ATG-4.2 is analogous
to ATG-4.1 and to human ATG4A and ATG4B.

Orthologue of the S. cerevisiae Atg3p and human ATG3
protein; involved in macroautophagy; probably in the expansion of the
gallbladder.

Enzyme similar to the activation enzyme of ubiquitin E1,
orthologous to S. cerevisiae protein Apg7p; predicted to have activating
enzyme activity of the ubiquitin modifier; acting in conjunction with Atg-
10 promoting the conjugation of Atg5 with Atgl2 (Atgl6L1); Together
with Atg3 which together with the Atgl6L1 complex conjugates
phosphatidylethanolamine with LCB3.

Orthologue of human ATG10; predicted to be associated with

phagophore formation.

Orthologue of the S. cerevisiae Atg5p and human ATGS

protein; to form a complex on the external surface of the phagophore.

WBGene00013595
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Wu, Li, Wang, Noda, Zhang,
2012; Reece-Hoyes et al.,
2007; Hunt-Newbury et al.,
2007; McKay et al., 2003; Khan,
Yamanaka and Nukina, 2008;
Palmisano and Melendez 2016
Khan, Yamanaka and Nukina,
2008 ; Melendez et al., 2003;
Palmisano and Melendez 2016
Hunt-Newbury et al.,
2007; McKay et al., 2003; Khan,
Yamanaka and Nukina, 2008;
Palmisano and Melendez 2016

Jia, Hart, Levine, 2007; Khan,
Yamanaka, Nukina,
2008 ; Melendez et al., 2003;
Palmisano and Melendez 2016

Shintani et al. 1999; Mizushima et
al. 2002; Meléndez et al. 2003;
Tian et al. 2010; Palmisano and

Melendez 2016;

Samara, Syntichaki, Tavernarakis,
2008; Khan, Yamanaka, Nukina,
2008; Palmisano and Melendez
2016
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Orthologue of the S. cerevisiae Atgl6p protein and ATG16L1

Mizushima et al., 2003; Hunt-

ATG-16.1 . 339 355 Newbury et al., 2007; McKay et
Smp 347350.1 and human ATG16L2. Parameters to ATG-16.2. Predicts to form a WBGene00017178 WD40 33
al., 2003; Palmisano and
complex on the outer surface of the phagophore.
Melendez 2016
Noda et al. 2000; Yamada et al.
All membrane Orthologue of human ATG9A (9A related to autophagy) and o .
. . 1094 12 2005; Reggiori and Klionoky
steps Smp 149960.1 ATGYB (9B related to autophagy); integral membrane protein. Involved APG9 30
) ) WBGene00014151 2006; Palmisano and Melendez
ATG-9 in all processes of autophagic flow
2016
Orthologue to human VMP1; involved in the macroautophagy Not identified by 401 5e-113 Tian et al. 2010; Palmisano and
EPG-3 Smp_019980.1 ) . ) 47
and in the negative regulation of autophagosome assembly. WBGene00012559 Pfam Melendez 2016
Protein containing the WD40 repeat related to the mammalian
WIPI3/4 protein family (WD40 repeat protein interacting with
phosphoinositides); activity necessary for the formation of . . )
] o Not identified by 404 6e18 Lu et al., 2011; Palmisano and
EPG-6 Smp_344630.1  autophagosomes of omegassomes (subdomains of endoplasmic reticulum ~ WBGene00012641 23
Pfam Melendez 2016

Déscriptions of genes linked to autophagy in C. elegans are available at https://www.wormbase.org/#012-34-5.

enriched with PtdIns (3) and for the adequate distribution of the
autophagic proteins ATG-9 and EPG-1). EPG-6 binds to ATG-2 in vitro

and in vivo and also bind, in vitro, to PI3P.
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Fig. S1. Phylogenetic tree of S. mansoni LGG-1 protein and its orthologues. Evolutionary

history was inferred using the neighbour-joining method. The percentages of replicate trees in

which the associated taxa are grouped in the bootstrap test (2000 replicates) are shown next to the

branches. The tree is drawn in scale, with branching lengths in the same units as the evolutionary

distances used to infer the phylogenetic tree. The analysis involved 50 nucleotide sequences.
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Fig. S2. Phylogenetic tree of S. mansoni UNC-51 protein and its orthologues. Evolutionary
history was inferred using the neighbour-joining method. The percentages of replicate trees in
which the associated taxa are grouped in the bootstrap test (2000 replicates) are shown next to the
branches. The tree is drawn in scale, with branching lengths in the same units as the evolutionary

distances used to infer the phylogenetic tree. The analysis involved 49 nucleotide sequences.
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Fig. S3. Phylogenetic tree of S. mansoni VPS-34 protein and its orthologues. Evolutionary
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Fig. S4. Phylogenetic tree of S. mansoni ATG-9 protein and its orthologues. Evolutionary
history was inferred using the neighbour-joining method. The percentages of replicate trees in
which the associated taxa are grouped in the bootstrap test (2000 replicates) are shown next to the
branches. The tree is drawn in scale, with branching lengths in the same units as the evolutionary

distances used to infer the phylogenetic tree. The analysis involved 50 nucleotide sequences.
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Table S1 - Non-conserved amino acid residues between S. mansoni and C. elegans at the functional sites of the ATGS, Pkinase and PI3PI4kinase

domains.
Amino acid residue, position in Group R of the amino acid residue, position in Amino acid residue, position in Group R of the amino acid residue, position in
Putative site function
S. mansoni S. mansoni C. elegans C. elegans
Domain Leul5 Group R aliphatic, apolar Argl5 Group R positively charged
ATGS GIn19 *Group R negatively charged Aspl9 * Group R negatively charged
Tubulin-binding site
(PF02991) Asn20 Group R polar, not charged Lys20 Group R positively charged
Lys23 *Group R positively charged Arg23 * Group R positively charged
ATG-7 binding site Ser36 Group R polar, not charged Ala36 Group R aliphatic, apolar
Amino acid residue, position in Group R of the amino acid residue, position in Amino acid residue, position in Group R of the amino acid residue, position in
Putative site function
S. mansoni S. mansoni C. elegans C. elegans
Probable active site Glyl7 Group R aliphatic, apolar GIn138 Group R polar, not charged
Domain
ATP binding site - - - -
Pkinase
Polypeptide substrate biding site - - - -
(PF00069)
GIn53 * Group R polar not charged Asnl70 * Group R polar, not charged
Activation loop (A-loop) Val59 * Group R aliphatic, apolar Alal76 * Group R aliphatic, apolar
Met61 * Group R aliphatic, apolar Leul78 * Group R aliphatic, apolar
Amino acid residue, position in Group R of the amino acid residue, position in Amino acid residue, position in Group R of the amino acid residue, position in
Putative site function
S. mansoni S. mansoni C. elegans C. elegans
Phe647 Group R aromatic Glu617 Group R, negatively charged
GIn648 Group R polar, not charged Met618 Group R aliphatic, apolar
Phe716 Group R aromatic Cys695 Group R polar, not charged
Domain ATP binding site Val717 * Group R aliphatic, apolar 11e696 * Group R aliphatic, apolar
PI3PI4kinase Ser721 Group R polar, not charged Pro700 Group R aliphatic, apolar
(PF00454) Asp724 Group R, negatively charged Ala703 Group R aliphatic, apolar
11e791 * Group R aliphatic, apolar Val775 * Group R aliphatic, apolar
Val772 * Group R aliphatic, apolar Leu746 * Group R aliphatic, apolar
Catalytic loop Met777 * Group R aliphatic, apolar Leu761 * Group R aliphatic, apolar
Glu778 * Group R, negatively charged Asp762 * Group R, negatively charged
Activation loop (A-loop) Ser794 Group R polar, not charged Gly778 Group R aliphatic, apolar




Ala799 Group R aliphatic, apolar
Ala805 * Group R aliphatic, apolar
Glu807 Group R, negatively charged
Val808 * Group R aliphatic, apolar
Arg809 * Group R positively charged

Arg783
Pro789
Pro791
Met792
Lys793

87

Group R positively charged
* Group R aliphatic, apolar
Group R aliphatic, apolar
* Group R aliphatic, apolar
* Group R positively charged

* Exchange of amino acid residue by residue of the same group
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1. Informacdes gerais


http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#1.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#1.1
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#1.2
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#2.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#3.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#3.1.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#3.2.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#3.3.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#3.4.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#3.5.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#4.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#4.1.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#4.2.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#4.3.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#4.4.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#4.5.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#5.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#6.
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O JEB exige que os autores submetam seus manuscritos online usando o sistema de

processamento Bench> Press manuscript . Os autores devem ler as politicas do periddico antes

de preparar seus manuscritos, ¢ todos os manuscritos devem aderir aos termos de submissao

da revista .

Todas as pré-submissdes ou consultas gerais de editoriais devem ser direcionadas ao Escritorio

Editorial .

1.1. Novas submissoes - formato livre

Para tornar o envio do manuscrito o mais facil possivel para os autores, o JEB permite o envio

sem formatacao.

Na primeira submissdo, os autores podem submeter seu manuscrito em qualquer formato; no

entanto, encorajamos os autores a ler as diretrizes de preparacdo do manuscrito abaixo e a
considerar a facilidade com que um manuscrito ¢ lido pelos revisores e editores (por exemplo,

espagcamento de linhas, numeros de linhas).

Todos os manuscritos devem aderir as nossas diretrizes sobre o comprimento do manuscrito .

1.2. Submissoes revisadas
No JEB, > 95% das submissdes revisadas sdo aceitas para publicagao.

Todos os manuscritos revisados devem seguir as diretrizes abaixo para preparar textos e

tabelas, figuras, filmes e informacoes suplementares .

Os autores devem preencher e enviar uma lista de verificacdo de submissdo com seus

manuscritos. Este formuldrio pede que os autores confirmem que seguiram as diretrizes de
melhores praticas em relagao a assuntos experimentais, relatorios de dados e estatisticas. A lista

de verificagdao ¢ baseada nos Principios e Diretrizes do NIH para Relatérios de Pesquisas Pré-

Clinicas e tem o objetivo de ajudar a garantir altos padrdes de notificacdo e auxiliar a

reprodutibilidade.



http://submit-jeb.biologists.org/
http://submit-jeb.biologists.org/
http://jeb.biologists.org/content/journal-policies
http://jeb.biologists.org/content/submit-manuscript
http://jeb.biologists.org/content/submit-manuscript
mailto:jeb@biologists.com
mailto:jeb@biologists.com
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#2.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#3.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#3.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#4.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#5.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#6.
http://jeb.biologists.org/sites/default/files/Checklist.pdf
http://www.nih.gov/about/reporting-preclinical-research.htm
http://www.nih.gov/about/reporting-preclinical-research.htm
http://www.nih.gov/about/reporting-preclinical-research.htm
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2. Comprimento do manuscrito

A tabela a seguir mostra a contagem maxima de palavras do texto principal (incluindo as
legendas principais de texto e figura, mas ndo a pagina de titulo, resumo, secao de materiais e
métodos ou lista de referéncia) e nimero maximo de itens de exibi¢do (figuras e tabelas) para

diferentes tipos de artigo.

Contagem maxima de No maximo. de itens de
Tipo de artigo
palavras exibicio
Artigo de Pesquisa 7000 10
Comunicagdes
2500 3
Curtas
Meétodos e
' 2500 3
Técnicas
Revisdes 7000 8
Comentario 4500 5

Artigos que excedam os limites especificados acima serdo devolvidos aos autores no momento
da apresentagdo. Observe que os limites finais das palavras dependerdo do artigo submetido e

ficam a critério dos Editores.

3. Preparando o texto e as tabelas

As informagoes abaixo se referem a um artigo de pesquisa padrdo. Para todos os outros tipos

de artigo, consulte as diretrizes de estilo e layout fornecidas em nossa pagina de tipos de

artigos .

3.1 Formatos de arquivo


http://jeb.biologists.org/content/article-types
http://jeb.biologists.org/content/article-types
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Para textos e tabelas de manuscritos, nosso formato de arquivo preferido ¢ o Microsoft Word

.docx (ou .doc). Também aceitamos Pages (formato rtf) e LaTeX.

Por favor, inclua tabelas como parte do arquivo do manuscrito. As tabelas devem ser editaveis

e ndo incorporadas como imagem.

Se vocé estiver enviando um arquivo LaTeX, inclua todos os arquivos de componentes, como
.st (arquivo de estilo), .cls (arquivo de classe) e .bib (arquivo de bibliografia) no envio do
arquivo. Por favor, note que os arquivos LaTeX serdo convertidos em arquivos do Microsoft
Word durante o processo de producdo e que os autores serdo obrigados a verificar

cuidadosamente a conversao de simbolos e caracteres especiais no estdgio de prova.

Para equagdes matemadticas, nosso formato de arquivo preferido ¢ MathType. Também

aceitamos o Equation Editor (Microsoft Word) e o LaTex.

3.2. Artigo segdes
3.2.1. Folha de rosto

Esta secdo deve incluir um titulo de 120 caracteres ou menos que resuma de forma clara e
concisa suas descobertas especificas e evite abreviagdes especializadas, um titulo corrente de
40 caracteres ou menos, os nomes completos (incluindo as iniciais do meio) e afiliacoes de
todos os autores (incluindo os enderegos atuais). Para autores que se mudaram) e o endereco
de e-mail do autor correspondente. Por favor, note todos os casos em que os autores
contribuiram igualmente para o trabalho. Por favor, inclua também de3 a 6 palavras-
chave para fins de indexagao (selecione palavras-chave que tornem seu manuscrito facilmente

pesquisavel).
3.2.2. Mapa recapitulativo

Forneca uma breve Declaracdo resumida para uso em tabelas de alertas de contetido enviados
por e-mail e on-line. O texto deve ter entre 15 e 30 palavras e deve explicar, sem exagero, por
que alguém deveria ler o artigo. Por favor, ndo repita simplesmente o titulo e evite termos e
abreviagdes desconhecidos, pois o texto deve ser compreensivel para ndo especialistas. Nos nos

reservamos o direito de editar o texto.

3.2.3. Abstrato
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Fornega um breve resumo de no méximo 250 palavras para artigos de pesquisa (150 palavras
para comunicagdes curtas e métodos e técnicas). Isso deve apresentar de forma sucinta e clara
o topico do artigo, resumir as principais conclusdes e destacar a significancia dos dados e
principais conclusdes. O resumo ¢ usado abstraindo os servicos sem modificacdo e
freqlientemente ¢ lido com mais frequéncia do que o artigo completo e, portanto, precisa ser

compreensivel por si s6. Nao inclua subtitulos ou referéncias e evite abreviaturas nao padrao.
3.2.4. Introducdo

Esta se¢do deve fornecer sucintamente as informacdes bdasicas necessarias para definir os

resultados em seu proprio contexto biologico. Nao deve conter subtitulos.
3.2.5. Materiais e métodos

Esta se¢do deve incluir detalhes suficientes para entender e replicar os experimentos realizados,
em conjunto com as referéncias citadas. Para facilitar a descri¢do detalhada de materiais e
métodos (permitindo que o leitor compreenda e replique completamente os protocolos
experimentais), esta secdo ndo conta para o limite de palavras para o comprimento do artigo. Os
materiais ¢ métodos devem ser divididos em se¢des, e devem incluir subse¢des detalhando
reagentes, modelos animais e andalise estatistica. Forneca nomes ¢ locais (cidade, estado, pais)
para TODOS os fornecedores de equipamentos e reagentes. Dé nomes latinos e autoridade
taxonomica (por exemplo, Linnaeus) para todas as espécies experimentais. Os padrdes de

relatorios devem seguir aqueles recomendados em nossas politicas de periddicos e lista de

verificacdo de envio .

3.2.6. Resultados

Esta se¢do deve descrever os resultados dos experimentos realizados e deve ser desmembrada
por subtitulos para organizar as descobertas apresentadas e acompanhar o leitor pelos
resultados. A reprodutibilidade  dos  resultados deve ser incluida - veja

nossa lista de verificagdo para mais informagdes. Assegure-se de que a distingdo entre novos

resultados e descobertas publicadas / fatos estabelecidos seja clara.
3.2.7. Discussdo

Esta secao deve explicar a significancia dos resultados e coloca-los no contexto mais amplo da
literatura atual. A discussdo pode conter subtitulos para destacar areas importantes que sao

expandidas no texto.


http://jeb.biologists.org/content/journal-policies
http://jeb.biologists.org/sites/default/files/Checklist.pdf
http://jeb.biologists.org/sites/default/files/Checklist.pdf
http://jeb.biologists.org/sites/default/files/Checklist.pdf
http://jeb.biologists.org/sites/default/files/Checklist.pdf
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3.2.8. Agradecimentos

Esta secdo deve mencionar quaisquer individuos ou grupos que ndo sejam nomeados como
autores, mas que tenham contribuido para a pesquisa apresentada (por exemplo, em termos de

reagentes, tempo, experiéncia) ou redacdo do manuscrito.
3.2.9. Interesses competitivos

Inclua uma declaracdo para identificar quaisquer influéncias potenciais que os leitores possam
precisar saber ao pensar sobre as implicagdes da pesquisa apresentada. Para obter informagdes
mais especificas sobre as afiliacdes e associagdes que devem ser divulgadas, consulte

nossa pagina de politicas de periddicos . Autores sem interesses financeiros ou concorrentes

devem explicitamente afirmar isso e incluir a declaracdo 'Nenhum interesse competido

declarado'.
3.2.10. Financiamento

Detalhes de todas as fontes de financiamento devem ser fornecidos. E da responsabilidade do
autor correspondente fornecer as informacdes de financiamento relevantes de TODOS os
autores. Por favor, forneca o nome da agéncia de financiamento oficial, conforme listado

no Registro de Funder Crossref, ou seja , 'Institutos Nacionais de Saude', ndo 'NIH', e todos os

numeros de subsidios relevantes. Se o seu financiador nao estiver listado no registro, forneca o

nome completo.

Quando os individuos precisarem ser especificados para determinadas fontes de financiamento,
por favor, adicione as iniciais ap0s a agéncia relevante ou o nimero do subsidio. Por favor, use
o seguinte formato: Este trabalho foi apoiado pelo National Institutes of Health [AA123456
para CS, BB765432 para MH];e o Alcohol & Education Research Council
[hfygr667789]. Onde nenhum financiamento especifico foi fornecido para a pesquisa, por favor
indique 'Esta pesquisa ndo recebeu nenhuma concessdo especifica de nenhuma agéncia de

financiamento nos setores publico, comercial ou sem fins lucrativos'.
3.2.11. Disponibilidade de dados

Todos os conjuntos de dados disponiveis publicamente que suportam o seu trabalho devem ser
incluidos na se¢do Disponibilidade de dados. Os detalhes devem incluir o nome do repositorio,
o identificador, como niimero de acesso ou doi e, quando possivel, incluir um hiperlink para o

URL do conjunto de dados. Os conjuntos de dados devem ser disponibilizados publicamente


http://jeb.biologists.org/content/journal-policies#coi
http://search.crossref.org/fundref
http://search.crossref.org/fundref
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no momento da publicacdo. Para obter mais informagdes sobre nossos requisitos de deposito de

dados, consulte nossas Politicas do Diario .

Observe que o JEB endossa os Principios de citagdo de dados do Force 11 e recomenda que as

referéncias a conjuntos de dados também sejam incluidas na lista de referéncia com DOIs /

numeros de acesso e hiperlinks, quando disponiveis.
3.2.12. Referéncias

Todas as referéncias citadas no texto, tabelas e legendas de figuras devem ser incluidas em uma
unica lista de referéncias no final do artigo. Encorajamos fortemente a citacdo da literatura
primaria sobre os artigos de revisdo, sempre que possivel, e por esse motivo ndo temos um
limite no nimero de referéncias que podem ser incluidas. Para informagdes especificas sobre a

formatacao de referéncia, consulte a se¢ao de referéncias abaixo.
3.2.13. Legendas de figuras

Legendas de figuras devem ser listadas no final do manuscrito. A primeira frase da legenda
deve resumir a figura e estar em negrito. Cada legenda da figura deve ser independente e conter
informagdes suficientes para garantir que a figura seja compreensivel sem precisar se referir ao
texto principal. Os painéis de figuras devem ser rotulados com letras maitsculas (A, B, C, etc.)
e cada painel deve ser descrito na legenda. Quaisquer abreviaturas ndo fornecidas no texto
principal devem ser definidas. Para mais detalhes sobre o que deve ser incluido nas legendas

das figuras, consulte nossa lista de verificacdo de envio .

3.2.14. Apéndices

Esta secdo opcional pode ser usada para informagdes criticas para o manuscrito, mas
interromperia o fluxo do artigo e ndo seria adequada para inclusdo como informacao
suplementar . Deve ser formatado de acordo com o estilo normal da revista. Todas as figuras,
tabelas e equagdes devem ser numeradas separadamente do texto principal como Fig. Al,
Tabela Al, Eqn A1, etc. Por favor, note que o texto, figuras e tabelas em um Apéndice contam

para o comprimento total do manuscrito .

3.3. Preparando o texto

3.3.1. Informagdo geral


http://jeb.biologists.org/content/journal-policies#data
https://www.force11.org/group/joint-declaration-data-citation-principles-final
https://www.force11.org/group/joint-declaration-data-citation-principles-final
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#ref
http://jeb.biologists.org/sites/default/files/Checklist.pdf
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#6.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#6.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#2.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#2.
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Prepare manuscritos em inglés (a ortografia dos EUA ou do Reino Unido ¢ aceitavel, mas seja
consistente dentro do manuscrito). Sua escrita deve ser compreensivel para editores e revisores,
e seu estilo de escrita deve ser conciso e acessivel. Se o inglés ndo for sua primeira lingua,

considere usar um servi¢o de edi¢cdo de idioma antes do envio.

Assegure-se de que o idioma em seu manuscrito seja original e ndo contenha passagens de texto
previamente publicadas (incluindo aquelas de suas proprias publicagdes) - veja
nossas politicas para mais detalhes. Todos os manuscritos aceitos sdo rotineiramente

selecionados usando um software de detecgdo de plagio.

Use o espacamento de 1,5 linhas e a numeracao continua de linhas em todo o artigo para facilitar

a revisdo on-line.
Nao insira figuras no texto.

Cite cada figura, tabela e filme no texto em ordem numérica. Pegas de figuras ou tabelas devem
ser rotuladas com letras maitsculas (A, B, C, etc.). Use o seguinte formato para citagdes: Fig.

1A, B ou Figs 1, 2 ou Tabela 1 ou Filme 1.

Se necessario, as equagdes de exibigdo devem ser citadas usando o seguinte formato: Eqn 1.
Para figuras suplementares, tabelas e equagdes, cite como na figura S1, tabela S1, Eqn S1.
Defina abreviagdes na primeira mengao e inclua uma lista de simbolos e abreviagdes usadas.

Para caracteres especiais ndo disponiveis em um teclado padrdo (por exemplo, caracteres
gregos, simbolos matematicos), use a fonte Symbol ou a fungdo 'Inserir simbolo' no Microsoft
Word, onde for possivel. Para caracteres especiais que nao estdo disponiveis através desta rota,

use os caracteres MathType; ndo use imagens incorporadas (por exemplo, GIF).
3.3.2. Unidades e nomenclatura

As unidades de medida devem seguir o sistema SI, por exemplo, ml s ! em vez de ml /
s. Orientacdes sobre o uso da convencdo do SI podem ser encontradas aqui . Digite um espago

entre um digito e uma unidade, por exemplo, 1 mm (exceto 1%, 1° C).
Use sem e sd para erros padrao, etc.

Nomenclatura taxondmica: os nomes latinos e a autoridade taxondmica (por exemplo,
Linnaeus) devem ser fornecidos para todas as espécies experimentais. Todos os nomes de

espécies devem estar em italico.


http://jeb.biologists.org/content/journal-policies#originality
http://physics.nist.gov/cuu/Units/index.html
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Nomenclatura genética: os nomes dos genes devem estar no tipo italico, mas o produto proteico
de um gene deve estar no tipo romano. A nomenclatura genética deve estar de acordo com as
convengdes estabelecidas e deve ser aprovada pelo curador de nomenclatura relevante, se

aplicavel. Veja abaixo alguns links relevantes.

HGNC lista de bancos de dados do genoma: http://www.genenames.org/useful/all-links#ovgdb

Caenorhabditis elegans : http://www.wormbase.org

Dictyostelium : http://dictybase.org/

Frango: http://birdgenenames.org/cgnc/guidelines

Drosophila: http://flybase.org/wiki/FlyBase:Nomenclature

Humano: http://www.genenames.org/about/guidelines

Milho: http://www.maizegdb.org/maize nomenclature.php

Mouse: http://www.informatics.jax.org/mgihome/lists/lists.shtml

Saccharomyces cerevisiae: http://www.yeastgenome.org/

Schizosaccharomyces pombe: http://www.pombase.org/submit-data/gene-naming-guidelines

Xenopus: http://www.xenbase.org/gene/static/geneNomenclature.jsp

Zebrafish: https://wiki.zfin.org/display/general/ZFIN+Zebrafish+Nomenclature+Guidelines

3.3.3. Referéncias
3.3.3.1. Referéncias no texto

As referéncias no texto devem ser citadas usando o sistema de referéncia de Harvard (nome,

data).

Cada referéncia citada no texto (incluindo aquelas citadas em informagdes suplementares) deve

ser listada na lista de Referéncia e vice-versa: por favor, verifique-as cuidadosamente.
Citagdes de literatura no texto sdo as seguintes.

Um autor - (Jones, 1995) ou (Jones, 1995; Smith, 1996).

Dois autores - (Jones e Kane, 1994) ou (Jones e Kane, 1994; Smith, 1996).

Mais de dois autores - (Jones et al., 1995) ou (Jones et al., 1995a, b; Smith et al., 1994, 1995).


http://www.genenames.org/useful/all-links#ovgdb
http://www.wormbase.org/
http://dictybase.org/
http://birdgenenames.org/cgnc/guidelines
http://flybase.org/wiki/FlyBase:Nomenclature
http://www.genenames.org/about/guidelines
http://www.maizegdb.org/maize_nomenclature.php
http://www.informatics.jax.org/mgihome/lists/lists.shtml
http://www.yeastgenome.org/
http://www.pombase.org/submit-data/gene-naming-guidelines
http://www.xenbase.org/gene/static/geneNomenclature.jsp
https://wiki.zfin.org/display/general/ZFIN+Zebrafish+Nomenclature+Guidelines
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Manuscritos aceitos para publicagdo, mas ainda ndo publicados: inclua na Lista de Referéncia

e cite como (Jones et al., No prelo).

Manuscritos publicados em servidores de pré-impressao, mas ainda ndo publicados: inclua na

Lista de referéncia e cite como (Smith et al., 2016 preprint).

Citagao de trabalho ndo publicado: desencorajamos a citagdo de dados nao publicados; se for
necessario, use o formato (SP Jones, observagdes / dados ndo publicados). Dados nao

publicados ndo podem ser incluidos na lista de referéncia.
Teses de doutoramento: incluir na lista de referéncia e citar como (Smith, 2016).

URLSs de sites: cite no texto, mas nao inclua na lista de Referéncia; forneca o URL e, se o site

for atualizado com freqiiéncia, a data em que o site foi acessado.

Comunicagdes pessoais (ou seja, as observacdes ndo publicadas de outros cientistas): quando
uma pessoa que nao ¢ autor no artigo ¢ a fonte de dados nao publicados, esses dados devem ser
citados como uma comunicagdo pessoal usando o formato (nome completo, institui¢do,
comunicagdo pessoal). As comunicagdes pessoais ndo devem ser citadas na lista de referéncia
e s6 serdo publicadas quando substanciadas por permissdo por escrito (por exemplo, e-mail) do

cientista citado.

Conjunto de dados: recomendamos que todos os conjuntos de dados disponiveis publicamente
sejam totalmente referenciados na lista de referéncia com um numero de acesso ou identificador

unico, como um DOI. Cite como (Jones e Jane, 1994).
3.3.3.2. Lista de referéncia

As referéncias sdo listadas em ordem alfabética de acordo com o sobrenome e as iniciais do

primeiro autor.
Use o seguinte estilo:
Periodico

Rivera, ARV, Wyneken, J. e Blob, RW (2011). Cinematica dos membros dianteiros e padrdes
motores de tartarugas marinhas (Caretta caretta): os padrdes motores sdo conservados na

evolugdo de novas estratégias locomotoras? J. Exp. Biol. 214, 3314-3323.

Livro
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Hochachka, PW e Somero, GN (2002). Adaptagdo Bioquimica: Mecanismo e Processo na

Evolugdo Fisiologica. Oxford, Reino Unido: Oxford University Press.
Capitulo de livro

Feller, G. (2008). Fungao enzimatica a baixas temperaturas em psicrofilos. Em Protein
Adaptation in Extremophiles (ed. KS Siddiqui e T. Thomas), pp. 35-69. Nova York: Nova

Science Publishers, Inc.
Servidor de pré-impressdo

Baillie-Johnson, P., van den Brink, SC, Balayo, T., Turner, DA e Martinez Arias,
A. (2014). Geragao de agregados de células ES de camundongos que apresentam quebra de
simetria, polarizagdo e comportamento coletivo emergente in vitro. bioRxiv doi: 10.1101 /

005215.
Tese de doutorado

Jones, AR (2016). Titulo da tese. Tese de doutorado, Universidade de Washington, Seattle,
WA.

Conjunto de dados com identificador persistente

Zheng, L.-Y., Guo, X.-S., Ele, B., Sun, L.-J., Peng, Y. e Dong, S.-S. (2011). Dados do
genoma de sorgo sacarino e sorgo (Sorghum bicolor). Banco de dados

GigaScience . http://dx.doi.org/10.5524/100012.

Kingsolver, JG, Hoekstra, HE, Hoekstra, JM, Berrigan, D., Vignieri, SN, Hill, CE, Hoang,
A., Gibert, P. e Beerli, P. (2001). Dados de: A forca da selecdo fenotipica em populacdes
naturais. Repositorio Digital Dryad . http://dx.doi.org/10.5061/dryad.166.

Se houver mais de 10 autores, use 'et al.' depois do 10° autor.

Dentro de um grupo de artigos com o mesmo primeiro autor, liste primeiramente os trabalhos
de autor unico, depois os trabalhos com dois autores, depois, et al. papéis. Se mais de uma
referéncia existir para cada tipo, organize em ordem de data. Use a e b para os artigos publicados

no mesmo ano.

"No prelo' as citagcdes devem ter sido aceitas para publicagdo e o nome do periddico ou editor

incluido.
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3.4. Preparando Tabelas

Prepare tabelas no formato 'cell' e inclua no mesmo arquivo que o texto principal. As tabelas

devem ser editaveis e nao incorporadas como imagem.

O titulo da tabela deve ser uma tUnica frase e deve resumir o conteudo da tabela. Detalhes
referentes a um ou mais itens isolados na tabela sao melhor informados em uma nota de rodapé
da tabela. As unidades devem ser colocadas entre parénteses no topo de cada coluna (ndo se

repita na tabela).

3.5. Preparando Equagoes de Exibi¢ao

Nosso formato de arquivo preferido para equacdes ¢ o MathType. Também aceitamos o

Equation Editor (Microsoft Word) ou o LaTex.

Por favor, numere todas as equagdes de exibi¢do, consecutivamente. Eles devem assumir a

forma:

0= —KAp [;}]
IR TN

As unidades devem ser definidas no texto e ndo incluidas na equacao.

4. Preparando figuras
4.1. Informagao geral

As figuras devem ser numeradas em uma Unica série que reflita a ordem em que sdo referidas

no texto.

As figuras devem ser preparadas no menor tamanho que ira transmitir a informagao cientifica
essencial; O tamanho final da figura fica a critério da revista. Para obter mais informagdes sobre
como organizar suas figuras para otimizar a visualizagdo por revisores e leitores, baixe

nossas diretrizes de layout de figura .



http://jeb.biologists.org/sites/default/files/FigureLayout_JEB.pdf
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No envio inicial, vocé pode enviar um unico arquivo PDF contendo todos os textos e
figuras. Depois que um artigo for aceito para publicagdo, vocé devera enviar arquivos separados

para cada figura (veja abaixo os formatos de arquivo).

Legendas de figuras devem ser incluidas no arquivo de texto principal e ndo no arquivo de

figura.

Nao ha custos para o uso de cores em figuras, embora o uso gratuito de cores em graficos e

diagramas deva ser evitado e a cor s6 deve ser usada para melhorar a clareza cientifica.

Nos encorajamos fortemente o uso de cores que sdo adequadas para leitores daltdnicos,
particularmente na preparagdo de imagens de microscopia fluorescente. Mais notavelmente,
desencorajamos o uso de vermelho / verde para a exibicdo de imagens de 2 canais; os autores

devem considerar uma combinacdo de cores alternativa (por exemplo, magenta / verde).

4.2. Preparando gréficos e diagramas (arte de linha)
4.2.1. Informagao geral
O tamanho méximo, incluindo letras e etiquetas, ¢ de 180 mm x 210 mm.

Espessuras de linha e simbolos devem ser de tamanho suficiente para garantir clareza se o valor

for reduzido em tamanho.

Para graficos, nossos simbolos preferidos sdo preenchidos e circulos abertos, triangulos,
quadrados ou diamantes; onde possivel, 0 mesmo simbolo deve ser usado para a mesma

entidade em diferentes figuras.

Cor: insira a arte da linha no modo RGB (ndo CMYK), pois isso maximiza a qualidade da cor
e mostra como as figuras serdo exibidas on-line; NAO use cores Spot, Pantone ou Hex e NAO

atribua um perfil de cores.

Rotulagem de texto: use letras maitsculas em negrito de 12 pt (A, B, C, etc.) para distinguir
painéis de figuras; outra rotulagem deve ser de 8 pt Fonte Arial (caso de sentenga) (os titulos
devem estar em negrito); para seqiiéncias de genes, use a fonte Courier para garantir que cada

letra tenha a mesma largura; use a fonte Symbol para caracteres gregos.

4.2.2. Formatos de arquivo
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Os autores devem enviar suas figuras de origem em um formato editavel (grafico vetorial) que
retenha informacgdes de fonte, linha e forma. Esse formato garante que possamos editar onde

for necessario e produzir PDFs impressos e on-line de alta qualidade.

Aceitamos os seguintes formatos de arquivo para graficos / arte de linha: EPS, PDF e

WMF.

Aplicativos como o Adobe Illustrator, Canvas, DeltaGraph, Corel Draw, Freehand, MatLab e

SigmaPlot fornecem esses formatos.

Por favor, certifique-se de que vocé 'exportar' ou 'salvar' com informagdes (texto / fonte)

incluido
Salve as informagdes de texto / fonte como 'texto' e nao 'curvas' ou 'contornos'.

Se combinar imagens, sempre 'embeba’ imagens; NAO simplesmente "vincule" eles. No Adobe
Ilustrator, copiar e colar ou arrastar uma imagem diretamente do Adobe Photoshop ird
incorporar a imagem. Alternativamente, se vocé usar o comando 'Local', desmarque 'Link' na
caixa de dialogo. Para outros aplicativos de software, consulte a documentagdo (geralmente

havera uma opgdo 'link', 'proxy', 'OLE' ou 'OPI', que NAO deve ser usada com arquivos EPS).

Observe que o envio de formatos JPEG ou TIFF para grdficos / arte de linha pode atrasar a

produgdo de seu artigo.

4.3. Preparando imagens fotograficas
4.3.1. Informacao geral

As imagens fotograficas (também conhecidas como imagens de bitmap) sdo compostas de
pixels (por exemplo, microscopia de luz, fluorescéncia e eletronica, géis e fotografia

tradicional)
O tamanho maximo, incluindo letras e etiquetas, ¢ de 180 mm x 210 mm.

As imagens devem ser salvas com uma resolu¢do de 300 pixels por polegada. Qualquer opcao

de qualidade de imagem deve ser definida no méximo.

Para micrografias, use uma barra de escala para mostrar a ampliagdo e dé o comprimento disso

na legenda da figura.
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Cor: forneca imagens no modo RGB (ndo CMYK), pois isso maximiza a qualidade da cor e
mostra como as figuras serdo exibidas on-line; NAO use cores Spot, Pantone ou Hex e NAO

atribua um perfil de cores.

Rotulagem de texto: use letras maitsculas em negrito de 12 pt (A, B, C, etc.) para distinguir
painéis de figuras; outra rotulagem deve ser de 8 pt Fonte Arial (caso de sentenca) (os titulos
devem estar em negrito); para seqiiéncias de genes, use a fonte Courier para garantir que cada

letra tenha a mesma largura; use a fonte Symbol para caracteres gregos.
4.3.2. Formatos de arquivo
Formatos de arquivo aceitos sdo: EPS / PDF (baseado em vetor, como o Adobe Illustrator).

Formato EPS / PDF para figuras com dados mistos, como graficos vetoriais desenhados em

linha e imagens fotograficas.
Formato TIFF com camadas de texto ativadas, somente para imagens fotograficas.
ARIAL ou HELVETICA deve ser a escolha de fonte usada em toda a preparagao da figura.

Imagens do PowerPoint: NAO aceitamos arquivos do PowerPoint. Em vez disso, salve como

PDF usando as instru¢des abaixo.
Va para "imprimir' e escolha 'Salvar como PDF' na caixa de didlogo de impressao

Vocé pode baixar o software gratuito que permitird imprimir arquivos EPS / PDF no

disco:Download de software para Windows

Download de software para Mac

4.4. Manipulagao de imagem

Quaisquer alteragdes feitas em figuras usando software de computador devem ser consistentes

com nossa politica de manipulagdo de imagens . As imagens apresentadas no manuscrito

devem permanecer representativas dos dados originais, e o autor correspondente sera solicitado
a confirmar isso no momento da apresentagdo. Por favor, leia nossos requisitos para a

preparacao de seus dados ( download PDF ) para evitar um possivel atraso no processo de

publicacdo ou rejeigdo com base no ndo cumprimento destas diretrizes.

Todos os manuscritos aceitos sdo rotineiramente selecionados pelo nosso departamento de

producdo para qualquer indicacdo de manipulacdo de imagem. Se for detectada evidéncia de


http://www.adobe.com/support/downloads/product.jsp?product=pdrv&platform=win
http://www.adobe.com/support/downloads/product.jsp?product=44&platform=Macintosh
http://jeb.biologists.org/content/journal-policies#images
http://jeb.biologists.org/sites/default/files/JEBrevision.pdf
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manipulacdo inadequada, os Editores do periddico podem solicitar que os dados originais sejam

fornecidos e, se necessario, podem revogar a aceitagao do artigo.

4.5. Permissoes de figura

E de responsabilidade do autor obter permissdo para usar figuras de outra publicagio em
qualquer artigo submetido ao JEB e para garantir que tal uso seja creditado a fonte. Quaisquer
taxas associadas ao uso da figura sdo de responsabilidade do autor. Permissao por escrito do
autor e / ou editor do material original, conforme apropriado, deve ser fornecida no momento
do envio, caso contrario a publica¢do pode ser atrasada. Se uma figura foi modificada de uma
figura publicada anteriormente, por favor, verifique com os proprietarios dos direitos autorais
para ver se a permissao € necessaria e incluir uma citacao / referéncia completa para o artigo

original.

5. Preparando filmes

Nosso formato de arquivo preferido para filmes é o .mp4 , mas também aceitamos .mov. Os
filmes devem ser preparados no menor tamanho de arquivo que possa transmitir as informagdes
cientificas essenciais. Temos um limite de 500 MB para todos os arquivos de filme. Se os seus

filmes excederem esse limite, entre em contato com o Escritério Editorial para obter orientacao

antes de enviar o artigo.

Por favor, inclua os titulos e legendas de todos os filmes em seu PDF de informagdes

complementares (veja a secdo sobre como preparar informagdes suplementares ). Mantenha as

legendas o mais curtas possivel e certifique-se de que elas explicam o que esta sendo exibido

no filme e os detalhes necessarios de como o filme foi feito.

Os filmes devem ser numerados em uma Unica série que reflita a ordem em que sdo citados no
texto, por exemplo, ver Filme 1. Filme 2, etc. Por favor, ndo use legenda alfabética, por

exemplo, Filmes 1A-C devem ser rotulados novamente como Filmes 1- 3

Todos os filmes serdo reproduzidos na versao on-line de texto completo do artigo e um link

para cada filme serd incluido no PDF de informacdes complementares.


mailto:jeb@biologists.com
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#6.
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Ao preparar seus filmes, observe as recomendacdes abaixo:

Use uma resolucao nao superior a 1280x720 (720p), como a maioria dos leitores visualizard em

um computador ou dispositivo movel

Use um codec de compressao de video bem caracterizado, como o H.264, e use a codificagao

multi-pass, se disponivel

Nao exceda um bitrate de 2500mbps para video codificado em H.264 720p
Mantenha a duragdo ao minimo necessario para ilustrar seu ponto

Nao inclua uma faixa de dudio, a menos que seja essencial

Se estiver incluindo dudio, use um codec de compactagao de dudio bem caracterizado, como o

AAC

Nao exceda uma taxa de bits de 128 kbps, taxa de amostragem de 44,1 kHz ou contagem de

canal de 2 para audio codificado

Por favor, note que nos reservamos o direito de disponibilizar filmes ou outros formulérios de
dados em acesso aberto através do site da Companhia de Bidlogos , You Tube e outros canais
on-line. Onde o fizermos, os filmes e outras formas de dados poderdo, de vez em quando, ser
disponibilizados sob os termos da Licenca Creative Commons Atribui¢do 3.0 Unported (CC-

BY) (cujos termos estdo definidos em http://creativecommons.org/licenses

/by/3.0/legalcode ). Estes termos permitem a copia e / ou adaptagdo do filme e a distribui¢do do

filme ou qualquer adaptacao por qualquer meio e em qualquer meio ou formato para qualquer
outra pessoa, inclusive para fins comerciais, desde que vocé seja creditado como o autor

original. Ndo haveria nenhum custo adicional para vocé, o autor.

6. Informacdo suplementar

Dados essenciais para a interpretagdo dos resultados do trabalho principal devem ser incluidos
no artigo principal. Informagdes suplementares fornecem acesso a dados de suporte que nao
aparecem no artigo impresso ou no PDF, mas que acompanham a versao final de um documento

on-line.


http://www.biologists.com/
http://www.youtube.com/user/CompanyofBiologists
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/legalcode
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/legalcode
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Esses dados sdo revisados e sujeitos aos mesmos critérios que os dados a serem publicados no
proprio documento. Durante a revisdo por pares, os editores e revisores sao solicitados a avaliar
se as informagdes suplementares sao apropriadas e essenciais para apoiar as conclusdes de um

artigo.

Todos os dados suplementares serdo estritamente limitados a um total de S0 MB por artigo

(excluindo arquivos de filmes e submissées de capas).

Apenas aceitamos arquivos de dados - como conjuntos de dados, filmes, dudio, figuras e tabelas
- como informacdes suplementares. NAO aceitamos arquivos de texto que fornegam materiais
e métodos adicionais, resultados ou discussdes relacionadas ao artigo; estes devem ser incluidos
no proprio artigo. Analises estatisticas e computacionais devem idealmente ser incluidas na
secdo de métodos ou como um apéndice no artigo principal. Arquivos muito grandes ou aqueles
que exigem software especializado ndo s3o adequados como informagdes suplementares. Para
grandes conjuntos de dados, por exemplo, analises computacionais, consulte nossas diretrizes

sobre deposicao de dados .

Os critérios para cada tipo de informacao suplementar estdo listados na tabela abaixo. O nimero
total de itens de informacdes suplementares de todos os tipos (figuras, tabelas, filmes, etc.) por

artigo ndo deve exceder o numero total de figuras e tabelas no artigo principal.

Tipo de dados Critério Estilo de citacao

Max. de 6 itens por artigo (ndo
deve exceder o nimero total de  Fig. S1, Fig. S2; Tabela S1, Tabela
Figuras e Tabelas )
figuras / tabelas no artigo S2, etc.

principal)

Incluir como tabelas

Conjuntos de dados Tabela S1, Tabela S2, etc.
suplementares
Filmes e clipes de Max. de 3 filmes / dudio por Filme S1, Filme S2, etc .; Audio S1,
audio artigo Audio S2, etc.

Com excecao dos filmes (consulte a se¢do sobre como preparar os filmes ) e das tabelas

grandes, todas as informacées complementares, incluindo titulos de filmes e legendas,

devem ser agrupadas em um unico arquivo PDF . Se sua tabela for muito grande, ou se vocé


http://jeb.biologists.org/content/journal-policies#data
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#5.
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desejar que os leitores possam exportar e / ou manipular os dados, prefeririamos envid-la como

um arquivo do Microsoft Excel.

Use um sistema de numeragao separado daquele usado no artigo principal e use o formato Fig.
S1, Fig. S2, Tabela S1, etc. Se uma figura suplementar se referir a uma figura particular no
texto, por favor cite-o o mais proximo possivel desta figura possivel. Para a conveniéncia dos
leitores, coloque cada niumero ao lado da legenda correspondente no PDF de informacdes

suplementares. Por favor, inclua uma legenda para cada figura e um titulo para cada tabela.

Observe que os arquivos de informagdes suplementares ndo sdo copiados pelo JEB e, portanto,
os autores devem garantir que todos os arquivos sejam verificados cuidadosamente antes do
envio e que o estilo de termos e niimeros esteja de acordo com o do artigo. A modificacdo das

informagdes suplementares apds a publicac¢do exigira uma corre¢do formal.

Consulte cada informagdo suplementar pelo menos uma vez no texto do artigo principal (o

artigo publicado na edi¢do impressa da revista).



