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RESUMO:

O Schistosoma mansoni, agente causador da esquistossomose, tem um
processo de desenvolvimento complexo, envolvendodiferentes estagios e
habitats que o parasita possui. Recentemente, tem sido investigados aspectos
da maquinaria epigenética envolvidos em seu ciclo. Neste trabalho temos por
objetivo investigar a transcricdo dos genes das enzimas modificadoras de
histonas e determinar as modificacdes pds-traducionais do ciclo de vida de S.
mansoni. Sendo assim, uma busca em bancos de dados GeneDB e NCBI foi
realizada para as sequéncias dos genes que codificam essas enzimas. A partir
disso, foram obtidos resultados através de gRT-PCR que permitiu uma analise
geral do perfil de transcricdo ao longo dos diferentes estagios do parasita que
teve maior numero de genes com expressdao aumentada, em cercaria e
esquistossémulo 3 dias. Os genes encontrados nessas fases pertenciam a
classe das metilases e deacetilases e os transcritos que se sobressairam
foram: Smp_091990, Smp_191310, Smp_160700, Smp_121610 e
Smp_1368770, demonstrando potenciais alvos terapéuticos. Para verificar as
modificagdes pds-traducionais das histonas presentes ao longo do ciclo, foi
padronizado um método de extracdo de histonas propioniladas que
demonstrou-se eficaz em comparagdo as histonas ndo-propioniladas. As
modificacdes identificadas foram, sobretudo, metilagdes no estagio de cercaria.
Além disso, em verme adulto macho foram vistas marcas nunca antes
determinadas em analises por espectrometria de massas como a ubiquitinagcao
e crotonilag&o. Portanto, conclui-se que os dados obtidos com a espectrometria
validaram a andlise de expressao dos transcritos que codificam as enzimas
modificadoras de histona, tendo visto alta metilacdo em cercaria em ambas

andlises.

Palavra-chave:  enzima, epigenética, histonas, Schistosoma mansoni,

esquistossomose mansonica



ABSTRACT:

Schistosoma mansoni, the causative agent of schistosomiasis, has a complex
developmental process, involving different stages and habitats that the parasite
has. Recently, aspects of the epigenetic machinery involved in its cycle have
been investigated. In this work we aim to investigate the transcription of histone-
modifying enzyme genes and determine post-translational changes in the S.
mansoni life cycle. Therefore, a search in GeneDB and NCBI databases was
carried out for the sequences of the genes that encode these enzymes. From
this, results were obtained through qRT-PCR that allowed a general analysis of
the transcription profile along the different stages of the parasite that had a
greater number of genes with increased expression, in cercariae and
schistosomule 3 days. The genes found in these phases belonged to the class of
methylases and deacetylases and the transcripts that stood out were:
Smp_091990, Smp_191310, Smp_160700, Smp_121610 and Smp_1368770,
demonstrating potential therapeutic targets. In order to verify the post-
translational modifications of histones present throughout the cycle, a method of
extracting propionylated histones was standardized, which proved to be effective
in comparison to non-propionylated histones. The identified changes were, above
all, methylations in the cercaria stage. Furthermore, in adult male worm, marks
never seen before in mass spectrometry analyzes such as ubiquitination and
crotonylation. Therefore, it is concluded that the data obtained with the
spectrometry validated the expression analysis of the transcripts encoding
histone-modifying enzymes, having seen high methylation in cercariae in both

analyzes.

Keyword: enzyme, epigenetic, histone, Schistosoma mansoni, schistosomiasis

mansonica
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1. INTRODUCAO
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1.1 Schistosoma e a esquistossomose

A esquistossomose é uma enfermidade causada por trematdédeos do
género Schistosoma, cujas principais espécies encontradas em humanos sao:
Schistosoma haematobium, Schistosoma japonicum e Schistosoma mansoni,
sendo essa Ultima a Unica espécie descrita no Brasil devido a sua coexisténcia
com o hospedeiro intermediario suscetivel a esse parasita, o caramujo do género
Biomphalaria, fato este que ndo ocorre com as demais espécies do helminto
(BRASIL, 2018; COLLEY et al., 2014; SOUZA et al., 2011). A doenca esta
concentrada em regides tropicais e subtropicais do mundo, acometendo a
populacdo que se encontra em condicdo de pobreza e zonas rurais onde o
saneamento basico é precario ou inexistente afetando, sobretudo, criangas e
jovens [STOTHARD et al., 2011; WHO, 2019a).

Dados da Organizagdo Mundial da Saude apontam que em 2016, obteve-
se um registro global de aproximadamente 190 milhGes de casos de
esquistossomose (GBD, 2017). Jaem 2017, estima-se que cerca de 140 milhdes
de pessoas pertencentes a regides de baixa e média renda de diferentes paises
sdo portadoras da doenca. Apesar dos numeros de casos terem diminuido
gquando comparamos os levantamentos desses dois anos, o numero ainda é
bastante elevado, o que obriga diversas organizacdes a trabalharem ativamente
no desenvolvimento de medidas preventivas utilizando quimioterapicos, tendo

em vista a economia em um tratamento futuro, pés infeccao (WHO, 2019b).

No Brasil, dados do Ministério da Salude observados entre os anos de
2010 a 2015, indicam que a distribuicdo de casos positivos para a
esquistossomose compreende a regiao de Minas Gerais até o Rio Grande do
Norte, sobretudo a regido litoranea (Figura 1). No ano de 2017, foram
confirmados 508 dbitos em decorréncia das complicagdes da patologia e, hd uma
estimativa, de que pelo menos 1,5 milhdes de pessoas estejam vivendo em area
de risco para a infecgdo (BRASIL, 2019).
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Figura 01. Distribuicdo da esquistossomose, de acordo com a faixa de positividade de
casos de esquistossomose no Brasil, de 2010 a 2015, segundo o Ministério da Saude.

Fonte: Brasil, 2019

O Schistosoma apresenta ampla variacdo morfolégica e bioldgica ao
longo do seu ciclo de vida, sendo que essa constante mudanga ocorre em razao
das diferentes localizac6es que o parasita apresenta. Como exemplo, tém-se a
sua necessidade de migrar por diferentes 6rgaos e tecidos do hospedeiro
definitivo vertebrado, além de apresentar fases de vida livre e uma parte do ciclo
no interior do hospedeiro intermediario para que seu desenvolvimento seja
completo (ABE et al., 2018; BASH, 1990; COLLEY et al., 2014).

Ja no estagio final o parasita, sob a forma de verme adulto, se encontra
alojado nas veias mesentéricas e encontra-se com dimorfismo sexual, o que
possibilita a reproducéo do tipo sexuada. Apéds a cdpula, a fémea deposita os
ovos com espicula em veias intestinais de menor calibre, podendo chegar a uma
quantidade de 400 ovos em um dia (BASH, 1990; SOUZA et al, 2011). Essa



15

grande quantidade de ovos induz uma reacao inflamatéria cronica e focal,
levando a agregacéao de células como, por exemplo, os monécitos, tendo como
consequéncia a formagao de granulomas (LENZI et al., 1998), que provocam a
obstrucao e até mesmo o rompimento de vénulas, promovendo o aparecimento

de sangue nas fezes (ABE et al., 2018).

Os ovos maduros e imaturos sao levados ao ambiente externo atraves do
bolo fecal, onde posteriormente os ovos maduros que contém o miracidio, libera
as larvas quando encontram-se em local propicio, ou seja, ao entrar em contato
com a agua, luz e temperatura em torno de 28°C, além de depender do nivel de
oxigenacao da agua. Em seguida, os miracidios nadam indo de encontro ao
molusco, sendo ele vetor ou ndo, devido a sua atracao pelos quimiorreceptores,
no entanto, seu desenvolvimento s6 ocorrera nos moluscos do género
Biomphalaria, como ja dito anteriormente (CARVALHO et al., 2008).

Ja no interior do caramujo, o miracidio perde seus cilios e transforma-se
em esporocisto priméario. Posteriormente, transformam-se em esporocisto
secundario através da reproducao do tipo assexuada, a poliembrionia, que dara
origem a cerca de 100 a 400 mil cercarias que manterao o sexo do miracidio que
o originou (CARVALHO et al., 2008; SOUZA et al., 2011).

Assim que ocorre a formagao das cercarias, as mesmas sao liberadas no
meio aquatico nos periodos de maior luminosidade e calor e, em seguida, nadam
até encontrarem seu hospedeiro definitivo, infectando-o através da penetracao
ativa que pode ser tanto pela pele, quanto pela mucosa, levando a irritagdo no
local (CARVALHO et al., 2008; SOUZA et al., 2011).

No momento da penetracéo, a cercéria libera sua cauda e transforma-se
em esquistossémulo, no entanto, para que haja essa transformagao completa, o
parasita tem que passar por diversas barreiras como o estrato cérneo, o conjunto
de adesdes celulares, a jungdo dermo-epidérmica, atravessa a derme e por fim
passa pela parede dos vasos para alcancar a corrente sanguinea ou linfatica
(CARVALHO et al., 2008).

Apbés uma hora sabe-se que o parasita ja perdeu boa parte de seu
glicocalix, além disso, hd modificacées tanto em seu tegumento passando de
trilaminada para heptalaminada, como em seu metabolismo (STIREWALT,
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1974). No entanto, apesar dessas intensas mudancas e altos niveis de mRNA,
nao € possivel relacionar esses eventos com uma alteracdo na expressao
génica, sugerindo um bloqueio pos-transcricional que impede sua tradugdo em
proteinas como a HSP (Heat Shock Protein 70) por pelo menos 24 horas desde
o inicio da transformacdo do parasita de cercaria para esquistossémulo
(BLANTON & LICATE, 1992).

Por fim, que fara um percurso pelos vasos sanguineos do hospedeiro
definitivo até alcancar o sistema portal onde dara inicio a diferenciacao sexual.
Em seguida, os vermes adultos, ja diferenciados, dirigem-se as veias do
mesentério onde fardo a postura dos ovos (CARVALHO et al., 2008; SOUZA et

al., 2011).
Cercdrias abandonam o
caramujo e nadam livres na A = Es3g0 rteccoso
Esporocistos mulliphcam-se dgua -
em geragdes sucessivas de o A RN Dot

caramujos

Apds penelracao
transformam-se em
esquistossdmulos

G Disseminam-se pelo sangue

Miracidios invadem o
caramujo do género

Biomphalaria sp. 9

o)

MNa dgua os ovos
hberam os miracidios

Atingem o figado onde se
maturam as formas adultas

Y
Os adullos acasalam e migram para;
Plexo venoso mesentérico do intestino.
Ovos 530 expulsos com as lezes.

Ovo de S. mansoni

Figura 02: Ciclo biologico do Schistosoma mansoni. Fonte: Adaptado de
https://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.html

Portanto, tendo em vista a grande e notavel complexidade no
desenvolvimento e diferenciagdo do Schistosoma ao longo de seu ciclo, estudos
tém sido feitos a fim de demonstrar a correlagdo desses processos com diversos
mecanismos epigenéticos (CABEZAS-CRUZ et al., 2014; ROQUIS et al., 2018),
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tendo como exemplo as modificagées pds-traducionais de histonas (AZZI et al.,
2009; COSSEAU et al., 2009; ROQUIS et al., 2015; ROQUIS et al., 2018).

1.2 Epigenética

Epigenética é o termo aplicado para o conjunto de alteragbes na
expressao de genes, sem modificar a sequéncia de bases do DNA, sendo este
processo reversivel, mas que se perpetua por todas as geracdes dos organismos
vivos (WADDINGTON, 1956). Os mecanismos de regulagédo epigenética estao
associados as modificacdes pds-traducionais, metilacdo do DNA, histonas
variantes, fatores de remodelacdo da cromatina e RNAs ndo-codificantes, como
os micro-RNAs (miRNAs) que vém sendo cada vez mais demonstrado sua
participacdo nessa categoria (CABEZAS-CRUZ et al, 2014). Com destaque as
modificacdes pds-traducionais, sabe-se que esse mecanismo promove a
regulacdo da expressdo génica atuando diretamente nas proteinas de
empacotamento de DNA denominadas histonas (ARROWSMITH et al., 2012;
CABEZAS-CRUZ et al., 2014).

As histonas possuem caudas que estdo sujeitas a modificacoes
enzimaticas reversiveis promovendo marcas por metilacdo, acetilagao,
fosforilacdo, glicosilacdo, sumorilacdo ou ubiquitinacdo que podem alterar as
propriedades estruturais e funcionais da cromatina (Figura 03). Dessa forma, ha
participacdo dessas enzimas na regulacao da transcricao (ARROWSMITH et al.,

2012), devido a sua agao de ativar ou reprimir a expressao génica.
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B DNA
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Figura 03: Demonstracdo de um nucleossoma onde ha presencas de
marcag¢oes na cauda das histonas, realizadas por enzimas modificadoras de
histonas do tipo metilase, acetilase e ubiquitinase. Adaptado de: CUI & MIAO,
2010

Dentre as marcas ocasionadas pela adigdo de um grupo quimico por
essas enzimas, as mais abundantemente encontradas sdao as marcas de acetil
e metil e, portanto, sdo amplamente estudadas como potenciais alvos
terapéuticos. No entanto, as diferentes combinacdes dessas marcas e seu
padrao de aparecimento sao alterados de acordo com o tipo celular (ERNST et
al., 2011).

Ja se tem conhecimento que a acetilacao da histona esta associada ao
desempacotamento da cromatina, ou seja, promove um estado permissivo para
a transcricdo, enquanto a metilacdo resulta em repressdo ou ativacao,
dependendo da posicdo da marca nas caudas das histonas (LI, CAREY &
WORKMAN, 2007).

1.3 Modificacoes pos-traducionais em parasitas

Diferentes parasitas com ciclos heteréxenos apresentam variagéo
morfologica, bioldégica e de habitat no interior de seus hospedeiros e tém a
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necessidade de regular sua expressado génica como forma de sobrevivéncia e
adaptacao (DIXON et al., 2010; HORROCKS et al., 2009; PICCHI et al., 2017,
ROQUIS et al.,2018).

O parasita Trypanosoma cruzi, causador da Doenca de Chagas, tem sua
expressao génica regulada por modificacdo pods-traducional comprovada, no
entanto, sua descoberta ainda é recente e os mecanismos ainda estdo em
estudo. Além disso, apesar de possuir histonas com algumas peculiaridades,
como caudas N-terminal com sequéncia diferenciada, os residuos presentes
nessas caudas, que sao substratos para as modificacbes, parecem ser
conservados bem como algumas de suas marcas deixadas por essas
modificacdes (PICCHI et al., 2017).

As modificacbes descritas para esse parasita, até o momento, foram a
metilagdo, fosforilacdo e acetilacdo, esta Ultima com cerca de 50 marcas
identificadas. Quanto a metilacao e a fosforilacdo ha indicios de que as marcas
mediadas por essas modificacées sejam reguladas durante a sua diferenciacao
para a forma infecciosa do parasita (da CUNHA et al., 2006).

A importancia que essas modificacdes tém para a progressao dos
tripanossomatideos no ciclo, pode ser demonstrado no estudo realizado por
Janzen et al. (2006), utilizando o Trypanosoma brucei. Apés silenciar a enzima
metiltransferase DOT1A, que promove a marca H3K76, houve desregulacéo na
quantidade de DNA presente nas células do parasita. Esse resultado foi gerado
como consequéncia da progressao antecipada da mitose, sem a replicagéo do
DNA (Janzen et al., 2006).

Assim como no T. cruzi, o apicomplexa Plasmodium falciparum também
possui seu nucleossomo conservado contendo H2A, H2B, H3 e H4, com indicios
de marcas nas caudas N-terminais indicando, a presenca de modificagbes pds-
traducionais (CARY et al. (2006) 1994). Nesse apicomplexa foi identificado um
padrao de promotores transcricionalmente ativos quando havia a presenca da
marca H3K9ac e silenciado quando as caudas das histbnias possuiam a marca
H3K9me3 (CUI, 2007).

E possivel notar variagdo nas modificacdes presente nas caudas N-
terminal das histonas de acordo com o estagio no qual o plasmdédio se encontra

principalmente entre as fases de desenvolvimento assexual e sexual revelando
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gue essas modificacoes estdo diretamente relacionadas com a fase no qual o
parasita se encontra (COETZEE et al., 2017).

Mediante a isso, Coetzee et al. (2017) identificaram a presenca de
modificacdes associadas a ativagdo da transcricdo em esquizontes durante a
fase assexual, contrapondo-se as modifica¢gdes encontradas em gametdcitos em

gue ha maior abundancia de marcas repressivas.

1.4 Modificacoes pos-traducionais em S. mansoni

Em estudo de Dillon et al. (2006) foi demonstrado que a expressao génica
do parasita esta transcricionalmente menos ativa em estagios larvais e depois
durante o desenvolvimento do esquistossdmulo, a transcricdo se torna,
progressivamente, mais ativa até o estadgio de vermes adultos, totalmente
diferenciados. Desta forma, acredita-se que a transcrigdo e traducao dessas
enzimas responsaveis por realizar essas modificagées pds-traducionais variam
ao longo dos estagios do parasita S. mansoni.

Nos experimentos de Roquis et al. (2015), foi visto um alto conteddo de
metilacdao do tipo H3K27me3 e H3K9me3 que mantém as cercarias em um
estado poised para transcri¢cdo, ou seja, pronto para transcrever, porém ainda
silenciado. Enquanto no estagio de esquistéssomulo a enzima deacetilase se faz
importante para que o parasita continue evoluindo, visto que a inibigdo dessa
enzima com RNA de interferéncia (RNAi) teve como consequéncia uma
diminuicdo significativa de vermes adultos recuperados através da perfusdo do
sistema porta e veias mesentéricas dos camundongos, apés 35 dias de infecgao
(MAREK et al., 2013).

No estudo realizado por Cabezas-Cruz et al. (2014), sugere-se que
enzimas como a metiltransferase podem estar relacionadas com o silenciamento
da transcricao, pois adiciona grupos metil nas caudas das histonas enquanto a
acetilacédo, que adiciona grupos acetil, agiria de forma contraria, promovendo a
descompactacdo da cromatina permitindo a transcricao. Além disso, também
foram realizadas buscas pelas sequéncias depositadas nos bancos de dados
genomicos, dos genes que codificam essas enzimas, para o estabelecimento de

novos alvos terapéuticos mais modernos contra a esquistossomose.
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A inibicdo da enzima deacetilase utilizando trichostatin A (TSA)
demonstrou-se efetiva contra o parasita, impedindo o desenvolvimento do
miracidio para esporocisto sem resultar em apoptose e podendo ser reversivel
apos interrupgao da inibicao, evidenciando a importancia dessa enzima para o
desenvolvimento do parasita (MAREK et al., 2013).

Foi visto que a inibicdo da enzima EZH2 que realiza a trimetilacdo da
histona H3 na lisina 27 (H3K27me3), causou diminuicdo na postura de ovos pela
fémea, além de promover danos no parasita desse estagio e em
esquistossomulos (PEREIRA et al., 2018). Além disso, nesse estudo acima foi
relatado os genes que codificam proteinas relacionadas a transporte
transmembrana, homeostase celular e desenvolvimento dos ovos apresentaram
expressao alterada. A expressao também estava alterada para genes que estao
envolvidos na replicagdo do DNA e em vias relacionadas ao metabolismo de
RNAs nao codificadores em parasitas fémeas, sugerindo que a trimetilacdo das
histonas sao importantes tanto no desenvolvimento do parasita, quanto na
manutencdo do parasitismo, visto que, sua inibicdo levou a inumeras

consequéncias.

Baseado nesses dados de estudos pontuais que identificam a importancia
de enzimas especificas através de sua inibicdo, podemos constatar que o0s
autores sugerem que inibidores especificos dessas enzimas poderao se tornar
novos alvos terapéuticos epigenéticos contra a esquistossomose (COETZEE et
al.,, 2017; COUTO, BARBER & GASKELL, 2011; PADALINO et al., 2018). A
busca em bancos de dados e posterior investigacao de alvos enzimaticos através
de inibidores, tém sido estudados como também a utilizacdo de estratégias de
reposicionamento de farmacos ja existentes (SILVA et al., 2013). Sendo assim,
€ possivel ver a caréncia na literatura de estudos que fornegcam um panorama

geral das enzimas que s&o expressas ao longo do ciclo do parasita.

Essa nova abordagem de terapia € muito promissora visto que existe
apenas um farmaco disponivel, o Praziquantel (PZQ). Este medicamento esta
disponivel ha mais de 40 anos e sua agao nas fases larvais do parasita € limitada
pois sua sensibilidade ao medicamento é menor se compara ao estagio de verme
adulto, além de existir a possibilidade de atuar selecionando cepas resistentes
guando em uso massivo pela populacao (COLLEY et al., 2014). A acéo do PZQ
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ocorre na fase de verme adulto, sendo este estdgio o responsavel pela
sintomatologia da doenca com a deposicao de ovos (HUNT et al, 1986;
ZUBAREV, KELLEHER & MCLAFFERTY, 1998). Assim, o estudo sistematico
das expressdes dos transcritos do parasita, pode clarificar alvos ainda néo
conhecidos tanto para o estudo da regulacao epigenética da expressao génica,
como para a identificacao de potenciais alvos quimioterapicos especificos contra
a esquistossomose, baseados na expressao génica e na atividade da proteina
em determinados estagios do ciclo de vida do parasita.

1.5 Identificacao de modificacoes pos-traducionais por espectrometria de
massas.

Uma das formas de detectar as modificacdes pds-traducionais € através
da técnica de espectrometria de massas que visa determinar o peso molecular
dos compostos ionizados, caracterizar sua estrutura e determinar sua
abundéncia. Para uma identificagdo precisa € necessario alta pureza com baixa
degradacdo e baixa quantidade de contaminantes, além de baixa
competitividade de outras proteinas que nao se deseja estudar (SILVA et al.,
2013).

Para identificar as marcas presentes nas caudas das histonas de parasita,
inicialmente cultiva-se o parasita in vitro, seguindo os protocolos adequados. Em
seguida, realiza-se a extracdo das histonas que séo derivatizadas com anidrido
propiénico seguido de digestao com tripsina para gerar peptideos de 5 - 20 aa
de comprimento, tamanho reduzido que facilita a identificagéo pelo equipamento
(SIDOLI et al., 2016).

Os métodos para identificacao das modificagbes pds-traducionais podem
se dividir em trés: bottom-up, top-down e middle-down, sendo a primeira a
técnica tradicionalmente utilizada e consiste no fracionamento da proteina
através de enzimas como a, ja citada anteriormente, tripsina para sé entao ser
analisada por espectrometria de massa por cromatografia liquida (LC) ou
espectrometria de massa em tandem (MS / MS). Ja a técnica de top-down nao
realiza o fracionamento da proteinas, no entanto, possui algumas desvantagens
como menor sensibilidade, necessidade de grandes quantidades de amostra e
instrumentacao mais sofisticada. Por fim a middle-down promove a digestdo das
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proteinas em peptideos de 3 a 9 kDa e sua sensibilidade € maior que de top-
down, no entanto, a técnica de bottom-up continua sendo a melhor alternativa
para a identificacao de modificacées pos-traducionais em histonas (MORADIAN,
etall. 2013).

A deteccdo ocorre ap6s separacao das moléculas ionizadas de acordo
com a massa-carga, gerando um espectro de massa, desta forma, essa técnica
tem sido amplamente utilizada na identificacdo de proteinas de diversos
organismos. No entanto, no que diz respeito ao estudo das modificagdes pds-
traducionais em Schistosoma, a espectrometria de massas ainda é pouco
explorada, tendo sido encontrada poucos trabalhos na literatura relacionados a
esse tema (CABY et al., 2017; HONG et al., 2016).
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivos gerais

Desta forma, o presente estudo tem por objetivo realizar uma analise da
expressao dos transcritos que codificam as enzimas que estdo anotadas no
banco do parasita e comparar com o0 mapa de modificacoes pos-traducionais de
histonas, para o estudo da dindmica das alteracoes epigenéticas.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar por RT-PCR em tempo real e determinar o perfil de transcrigao
dos genes codificadores das enzimas modificadoras de histonas,
mostrando as expressdes das enzimas e comparar com as modificagdes

gue ocorrem no ciclo.

e Padronizar um método para mapear as provaveis modificacbes pos-
traducionais de histonas através de espectrometria de massas (LC-
MS/MS);
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4. METODOLOGIA
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4.1 Manutencao do ciclo biolégico do S. mansoni e transformacao
mecanica de cercarias e esquistoss6mulos para a cultura in vitro.

O ciclo biolégico do S.mansoni, linhagem Belo Horizonte (BH), é
rotineiramente mantido no Departamento de Biologia Animal do Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), em
camundongos Swiss femeas de 21 dias, pesando 20 g e moluscos

Biomphalaria glabrata.

Os ovos do S.mansoni presentes nas fezes de camundongos,
previamente infectados com o parasita, foram recolhidos pelo método de
Hoffmann e expostos por aproximadamente 1 hora sob luz, para a liberagéao de
miracidio. Cerca de 10 miracidios sédo utilizados para infectar o hospedeiro
intermediario, o caramujo da espécie Biomphalaria glabrata.

Apds 38 a 43 dias da infeccao dos caramujos, eles ja se encontram aptos
a liberar cercarias, forma infectante do parasita para o hospedeiro vertebrado,
apos ficar sob iluminacao artificial por 2 horas. Os camundongos sdo expostos
a cerca de 70 cercérias contadas manualmente, por meio da introducao da sua
cauda em um tubo de ensaio contendo agua declorada e o parasita, estando
sob iluminacao por cerca de 2 horas.

Os vermes adultos sao perfundidos do sistema porta-hepatico apdés 50
dias mantidos in vivo, conforme a metodologia utilizada por Smithers e Terry
(1965). Apés a coleta, os parasitas sao mantidos em solucao salina 0,9% ou no
meio RPMI (Vitrocell). Para a obtencdo dos vermes (macho ou fémea), estes
sdo mecanicamente separados com o auxilio de um pincel, sendo em seguida

congelados e mantidos a -80°C, até o momento do uso.

Sao estimadas cerca de 100 mil cercarias coletadas do caramujos e que
foram transformadas mecanicamente em esquistossémulos para a realizagao
da cultura in vitro. A metodologia utilizada foi feita através da quebra mecanica
de cauda assim como mostra Ramalho-Pinto et al. (1974), utilizando seringa e
agulha 23G x 17, incubagao por 3h em estufa de CO2 para que ocorra a
inversdo metabdlica da forma larval aerdbia para a forma intra-mamifero,
depois foi feito a lavagem em meio RPMI para a retirada das caudas das
cercarias e finalmente a incubagdo com meio 169 enriquecido com 5% de soro
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bovino, horménios (serotonina, hipoxantina, triiodotironina e hidrocortisona),
cuja concentracao final foi de 1 mM assim como descreve Paul F. Basch (1981),
além da adicao de antibiético e antifungico (para mimetizar o desenvolvimento
intra-mamifero em 24h, 3 e 5 dias sem que haja a interferéncia de

contaminantes.

4.2 Busca de sequéncias no banco de dados

Através do que ja foi descrito na literatura de genes que codificam enzimas
modificadoras de histonas (acetilases, deacetilases, metiltransferases e
demetilases) e comparando com o levantamento feito por Cabezas-Cruz et al.
(2014), foi possivel obter o numero de acesso utilizado para identificacdo desses
genes através da plataforma Gene DB e NCBI, totalizando no final das buscas
em 55 genes (Tabela 1)

Tabela 01- Numero de acesso dos genes utilizados para sintese de
oligonucleotideos e sua anotagcdao segundo o Gene DB V7.

Smp_005210 histone deacetylase
Smp_093280 histone deacetylase 3
Smp_091990 histone deacetylase 8
Smp_191310 histone deacetylase 4
Smp_069380 histone deacetylase 4
Smp_138770 histone deacetylase 6
Smp_138640 sirtuin 1
Smp_084140.3 sirtuin 2
Smp_055090 sirtuin 5
Smp_210340 sirtuin 6
Smp_ 024670 sirtuin 7
Smp_070190 histone acetyltransferase GCN5
Smp_178700 histone acetyltransferase type B catalytic
Smp_053140 histone acetyltransferase tip60
Smp_194520 histone acetyltransferase myst 1
Smp_ 198670 histone acetyltransferase myst 2
Smp_131320 histone acetyltransferase myst
Smp_105910 histone acetyltransferase, CBP/p300 family
Smp_127010 CREB binding protein
Smp_078900 histone lysine N methyltransferase E(z)
Smp_138030 histone lysine methylation
Smp_144180 histone lysine N methyltransferase MLL
Smp_210660 histone-lysine N-methyltransferase MLL
Smp_160700 histone-lysine N-methyltransferase
Smp_137060 histone lysine N methyltransferase


https://www.wikidata.org/wiki/Q61573032
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Smp_055310 histone lysine N methyltransferase setd8
Smp 027300 histone lysine N methyltransferase SUV39H2
Smp_062530 histone lysine N methyltransferase SUV4 20
Smp 210650 histone lysine N methyltransferase SETD 2
Smp_140390 histone lysine N methyltransferase
Smp_150850 histone lysine N methyltransferase setb1
Smp 043580 histone lysine N methyliransferase SETMAR
Smp_000700 SET and MYND domain containing protein 4
Smp_124950 SET and MYND domain containing protein 4
Smp_121610 SET and MYND domain containing protein
Smp_165000 histone lysine N methyltransferase
Smp 029240 protein arginine N methyltransferase 1
Smp_137950.1 leucine rich repeat containing protein 56
Smp_ 070340 protein arginine n methyltransferase
Smp_171150 protein arginine N methyltransferase 5
Smp_025550 protein arginine N methyltransferase 7
Smp_ 150560 lysine specific histone demethylase 1A
Smp_169550 lysine specific histone demethylase 1B
Smp 160810 amine oxidase
Smp_162940 amine oxidase
Smp_132170 jumonji domain containing protein
Smp_213920.1 jumoniji domain containing protein
Smp_137240 phosphatidylserine receptor
Smp_ 196270 lysine specific demethylase 7
Smp_156290 jumoniji domain containing protein
Smp 019170 lysine specific demethylase lid
Smp_034000 lysine specific demethylase 6a
Smp_125110 SET domain protein
Smp 243580 myst histone acetyltransferase
Smp_165360 myst histone acetyltransferase

Em seguida, o numero de acesso possibilitou que recuperassemos as
sequéncias dos transcritos depositados no banco de dados (NCBI e Gene DB)
para o desenho dos oligosnucleotideos especificos desses genes utilizando o
algoritmo Primer 3. Determinamos para o desenho desses oligos uma
temperatura de anelamento de 60°C e conteudo de GC 50% e delimitamos o
tamanho dos transcritos de 80 a 120 pb (Tabela 2).

Tabela 02- Oligonucleotideos que foram sintetizados com suas respectivas
sequéncias de bases reverse (R) e forward (F), temperatura de melting (TM),

porcentagem de gc (GC %) e amplicon (tamanho do transcrito) em numeros
de pares de base (pb).

R- ACTGAGAGACGGGATGGATG 60.07 55
Smp_005210 F- CGGGTCGAAAAGTTTCCATA 59.93 45 83
R- GTACTTCAATGTGGCGCTGA 59.87 50


https://www.wikidata.org/wiki/Q61606540

Smp_093280
Smp_091990
Smp_191310
Smp_069380
Smp_138770
Smp_138640
Smp_084140.3
Smp_055090
Smp_210340
Smp_024670
Smp_070190
Smp_178700
Smp_053140
Smp_194520
Smp_ 198670
Smp_131320
Smp_105910
Smp_127010
Smp_078900
Smp_138030
Smp_144180
Smp_210660
Smp_160700
Smp_137060
Smp_055310
Smp_027300
Smp_062530
Smp_210650

Smp_140390

F- GAACACATCTCCCGTGACCT
R- TGAGGCTTCTGGATTTTGCT
F- GAAGTTTCTGGTGGGGTTGA
R-GTTGTTGATTTGGCATGTCG
F- AGCTTGACCTGGTTCTGCAT
R- CAGATCAAGCGATGGGATTT
F- TTCGAAACAATACGCTCACG
R- GCATGGAATGGGAGAGATGT
F- CAGAATCAGCTGTGGTCGAA
R- TTCCCTGGTCAGTTTTCACC
F- GCAGCCTGCTCCAAAGTATC
R- GAAATGGGGCAGGTCTGATA
F- GATCATCCTTCCAGCCAAGA
R- CAAATCCTGGTTTGGTTTGG
F- TGGGCAAGAGCTAAATGTCC
R- GCTTTCCAAGAGACCGTTTG
F- CCCACTGATCCTGAAGGTGT
R- GCTGTCAATGCCACTTCAAA
F- TTTAAACCATGGGGATCCAA
R- GTGCAATGCAAATGGTTGAC
F- TTACGAAGGCGCTTCAAAAT
R- GGTGCTTGGAAACTCCAGAA
F- GGAAGCGTATCGCAGAAGAC
R- TTTCCCCATATCCACAGGAA
F- TGCGCAGACAAGTGAAACTC
R-GCAAAACGACCTCCTGGTAA
F- AAACAATTTGGCCAGCAGAC
R- AACATAGGGTCGACCGTTCA
F- GTTGAGCACGACGAAACTGA
R- CTCAGGCAAAGGACTGCTTC
F- CCCGAGATTTAACGGAGACA
R- GGCTCCTGTTTCAAGCACTC
F- ACGTTTTTCCGGATCTGTTG
R- GCCCACAAAATGGACTCACT
F- ACACGGGCCAGTTGTAAAAG
R- TGCCTCTGGGAATTCTATGG
F- ACGCCAACCTCTTTGTATGG
R- CCGTGCTCTATGCCCATATT
F- TAACGCACTGTTGAGGATGC
R- AGTTTGTCGTCGTCCAGCTT
F- CTGGTGGAAAATCGGCTAAA
R- TCGTTGGACCAATGTTTGAA
F- GTTGGGCCAAATGAAAGAGA
R- CCACCTCAAGGTCAGTGGTT
F- CCTTCAACATGAGCCAGACA
R- AAGTCGGTTCACATCCTTGG
F- TGAATGACCGTCCTTTCTCC
R- ACGACTTGGCCGATTGATTA
F- TGATTTACGCGCAAACAATG
R- TTCGATTTGGATTTCGAAGG
F- TGAGATTGGGATCACACGAA
R- TCTGGACACTGTCGAAGACG
F- TGGATAACTCGGCGGTTTAC
R- AACACATCCCCGTTTCAGAG
F- GTGAGGATCGGATGTCCACT
R- CGTGTGATGGGTGAATCTTG
F- CCGACCTTGGTTGAAAGTGT
R- ATTCACCACCGAACGAAGTC

59.97
59.96
59.94
59.97
59.87
60.04
59.87
59.89
59.98
59.94
59.98
59.89
60.16
60.20
60.21
59.85
59.96
59.85
59.99
59.98
59.85
60.23
59.98
60.13
60.18
60.11
60.12
60.38
60.03
60.13
60.07
60
59.97
59.97
60.03
60.03
59.99
59.94
59.87
59.91
60.07
59.94
60.05
60
59.83
59.97
60.05
60.47
60.65
60.0
60.05
60.02
59.96
59.97
59.93
59.96
60.01
59.97

55
45
50
40
50
45
45
50
50
50
55
50
50
45
50
50
55
45
40
45
40
50
55
45
50
50
45
50
50
55
50
55
45
50
50
50
50
50
50
50
45
40
45
55
50
50
50
45
40
40
45
55
50
50
55
50
50
50

85

81

95

82

99

113

101

91

107

102

109

96

93

117

105

88

91

116

100

85

89

103

113

87

106

100

111

86

106

30
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Smp_150850 F- TTCTTGGGAGGATTCAGTGG 60.04 50 80
R- TGGTCGCAATTTTATCATGG 59.38 40

Smp_043580 F- TTAGGCGTGCTTTCGACTTT 60.02 45 116
R- GCTGCGAAAAATGATTCCAT 60.05 40

Smp_000700  F- GGCAAAGAAAATCGCTTCAG 59.96 45 114
R- TCATTCATGCGATCCGAATA 60 40

Smp_124950 F- TGCGGTCCATAACAATGAAA 59.93 40 111
R- CCATTGAAAAAGGCAAGGAA 60.05 40

Smp_121610 F- ATAGACATGCGGCAACAATG 59.57 45 120
R- TCCCGTTTTTCAACATCACA 59.94 40

Smp_165000 F- CCAGTGTCGTTTACGTGGTG 60.06 55 109
R- ACCTCCAGAATACCCCAAGG 60.18 55

Smp_029240 F- GGTGCCAACCATTTGTCTCT 59.97 50 114
R- AGACGGGGAAAAGTCAGGAT 59.93 50

Smp_137950.1 F-TGTTTCAATGCTGAGGTTGG 59.69 45 96
R- TTTGCTGGGGTTTGATTCTC 60.05 45

Smp_070340 F- AATGGAAGTTCGGGTCTCCT 59.93 50 106
R- CGACGATTGATGTTGATGCT 60.02 45

Smp_171150  F- TGCAGCCCAACTAAGTTCCT 60.20 45 83
R- TCCATGTGCTCGATATTGGA 60.03 45

Smp_025550 F- GTTGCCATTGGAAGAAAGGA 60.05 45 106
R- CGTTTGCCTGATTGGAAAAT 59.94 40

Smp_150560 F- TGTGTGAACGATCCCAAAAA 59.94 40 103
R- CCCATGACTTTTTGGCAAGT 59.97 45

Smp_169550 F- GGGAGTGGATCAGGAGACAA 60.05 55 115
R-GTTGCCGTTTACGTGATGTG 60.03 50

Smp_160810 F-TCCGCTTCTTTGTTCTTCGT 59.99 45 99
R- CCCATGACTTTTTGGCAAGT 59.97 45

Smp_162940 F- GGGAGTGGATCAGGAGACAA 60.05 55 115
R- CCCAAAGTTGGCGATCTAAA 60.07 45

Smp_132170 F- TCCACACCACAAAGGGTACA 59.85 50 117
R- GGACACCTTTTCACGCTGAT 60.12 50

Smp_213920.1 F- CAGGAGGAAAAATCCACCAA 59.90 45 87
R-CTTTGTTCCTGGTGGTTGGT 59.86 50

Smp_137240 F- CGTGCAGTTTTGTGCCATAC 60.18 50 114
R- GATTTCGGTGGATCGTCTGT 59.93 50

Smp_196270  F- TACACCATCGCCAATAAGCA 60.10 45 106
R- CAATTATGCATGGCATCTCG 60.06 45

Smp_156290 F- CTTCGCTTGTTGACGAATCA 59.99 45 112
R- TCCCAAGTGTTGGAATCCTC 59.9 50

Smp_019170  F- GTTCGTACAACCGCTGGATT 60 50 80
R- GCCCAAATGAAACTGAAGGA 60.05 45

Smp_034000 F- TTGCACAGGTGTTGAAGAGG 59.87 50 92
R- GCACTAGAACGTGGTGCTGA 59.22 50

Smp_125110  F- CCAGACTAAGTGCCCACCAT 60.07 50 105
R- ATCCACGTAAGGTGCTGGTC 60 55

Smp_243580 F- CAAATGTTTGGAGGCCAACT 59.97 45 94
R- ACCACAACAGCAACCATCAA 60.01 45

Smp_165360 F- TTGCATCAGTGGTCCAGAAG 59.83 50 106

Depois de sintetizados, foi determinada a eficiéncia desses

oligonucleotideos através de qPCR utilizando DNA genémico, do parasita em
diferentes concentragbes (1 ug e 2 pg) e que deveriam amplificar com uma
eficiéncia de 2 Cts em relagdo ao gene enddégeno SmEIF4E (Smp_001500),
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gene codificador do fator de iniciacao da tradugéo eucaribtica 4E e ndo tem sua
expressao variada ao longo do ciclo do parasita, conforme descrito em Cabral &
Wunderlich (2009). Também testamos todos os oligos por PCR convencional e
analisamos em gel de agarose 1.5% para verificarmos se todos os oligos
estavam amplificando no tamanho correto. No entanto, foi visto que 6 oligos nao
apresentaram eficiéncia e serdo redesenhados, totalizando ao final 49 oligos que

serdo utilizados para a analise de expressao dos transcritos

4.3 Extracao de RNA total

O RNA total foi obtido dos parasitas nos diferentes estagios do ciclo como
cercaria (=100mil), esquistossomulo 24h, 3 e 5 dias e verme adulto (um pool de
amostra com 10 parasitas) adicionando 750uL de Trizol (Sigma) ao pellet
formado das culturas/massa parasitaria, que foi homogeneizado com Politron
apos ter sido incubado por 15 minutos em temperatura ambiente.

Em seguida, foi adicionado 200uL de cloroférmio, agitou-se em vortex por
1 minuto, deixou em incubagdao por 15 minutos em temperatura ambiente e
centrifugou essas amostras por mais 15 minutos a 4°C em uma velocidade de
14000 g. Nesse momento, as amostras apresentam 3 fases, estando o
DNA/RNA presente na fase aquosa que compreende a parte superior. Retirou-
se esse liquido, transferindo-a para um novo tubo onde foi adicionado 500 pL

isopropanol.

Apés incubacédo do material em gelo por 1 hora, foi centrifugado por 45
minutos a 14000 g a 4°C, promovendo a formagao de um pellet que foi lavado
com 1 mL de etanol 70%. Por fim, as amostras foram secadas naturalmente por
2 minutos e ressuspendidas em 20 pL em agua RNAse free. Estocou-se a -80°C

até o momento do uso.

4.4 Sintese do cDNA

Para a sintese de cDNA inicialmente degradamos qualquer resquicio de
DNA que ainda esteja presente na amostra de RNA total através da utilizagéo da
DNAse (Sigma), cuja metodologia seguida foi a fornecida pelo fabricante, para
gue nao houvesse interferéncia de DNA gendmico. Sendo assim, em seguida,
cerca de 0,5 ug de RNA total obtido na extracdo do parasita nos estagios citados
anteriormente foram adicionados ao reagente iScript (Biorad), apds diluicao de



33

5x para 1x, que contém uma mistura de random oligos, oligo dT, dNTPs,
estabilizadores e transcriptase reversa, seguindo as recomendacdes do
fabricante. Nesse momento, uma aliquota da amostra sem a transcriptase
reversa foi separada para ser utilizada como controle durante as analises por
PCR convencional, com gel de agarose, para a verificacdo da integridade do
cDNA sintetizado. Desta forma, o aparecimento de bandas sem a presenca da

enzima caracteriza em contaminac¢do da amostra por DNA.

Em seqguida, ciclos de temperaturas foram utilizadas. Para a preparacéo,
a solucao foi mantida a uma temperatura de 25°C por 5 minutos, para a ativagao
da transcriptase reversa foi deixado a 46°C por 20 minutos e por fim, para a

inativacao elevou a temperatura para 95°C mantendo por 1 minuto.

Apbés teste com PCR convencional em gel de agarose cujo
oligonucleotideo utilizado foi o SmEIF4E e como controle positivo o gDNA
extraido de 10 vermes adulto, foi possivel ver se a sintese do cDNA apresentava

eficiéncia e nenhuma contaminacao.
O cDNA foi estocado a -20 °C, até o momento do uso.

4.5 Analise da expressao dos genes que codificam para as enzimas
utilizando PCR quantitativo

Para quantificagcdo dos niveis de transcritos dos genes que codificam as
enzimas modificadoras de histonas em S. mansonifoi utilizada a técnica de PCR
em tempo real. As reagbes da PCR foram realizadas utilizando o kit iTaq
Universal SYBR Green supermix (Biorad), que contém em sua formulacao uma
mistura de DNA polimerase, dNTP, SYBR Green, ROX e estabilizadores. Foram
adicionados 7L desse supermix a 2 uL de primer de cada gene, mais 1 uL de
cDNA em cada poco da placa de 96 pocos.

As analises foram feitas utilizando o método do ACt, através da féormula
2-ACt (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001) para calcular a expressao génica relativa
dos genes em estudo, conforme boletim técnico do fabricante do aparelho de
gPCR (Applied Biosystems 7500).
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4.6 Extracdo de histonas e derivatizagao quimica para “botton up
proteomics”

O procedimento de preparo da amostra para espectrometria baseou-se
no protocolo publicado por Sidoli et al. (2016) e esta brevemente descrito a

sequir.

Primeiramente, os nucleos foram extraidos em tampao de lise (Tampao
Salina-Fosfato PBS, 0,5% Triton x-100, 0,02% NaN3s) e brevemente sonicados.
Quanto as histonas, seu processo de extracao se deu através da utilizacao de
acido cloridrico 0,25 M, sob agitacéo, e precipitadas em 33% TCA visto que esta
proteina possui carater bdsico, posteriormente lavadas em acetona e
ressuspendidas em agua ultrapura e inibidores de protease 1x.

Para controlar a qualidade da extracao de histona foi realizado um ensaio
de quantificacao de proteina pelo método de Bradford, utilizando a albumina de
soro bovino (BSA) para preparo da curva padrdo, tendo como concentragao
inicial 2 pg/uL. Sendo assim, em uma placa, 10 uL de amostra foi colocada em
cada pogo e acrescentou-se 200 pL de Bradford que foi diluido previamente em
1:4 com agua destilada. A placa foi incubada a 37 °C por 30 minutos e medida
em um espectrofotdmetro Spectrum One — FTIR Spectrometer, marca Perkin
Elmer, usando Abssgs nm. A partir das absorbancias obtidas da curva padrao foi
montado um grafico e posteriormente uma equacdo da reta, aplicando as
absorbancias das amostras na equacédo da reta, tendo como resultado a
concentragdo das amostras. Apenas as amostras de histonas que obtivessem
uma concentragao = 1 pg/pL foram selecionadas (SIDOLI et al. 2016).

Em seguida, essas histonas passaram por um processo de propionilagéo
em que foram ressuspendidas em NH4HCOs e o anidrido propidnico foi
adicionado na amostra juntamente com a acetonitrila. Nessa etapa, a basicidade
da amostra foi medida diversas vezes para que as histonas permanecessem em
meio cujo pH estivesse em torno de 8, ajustando com NH4OH em caso de
estarem fora desse padrao.

Por fim, as amostras foram secadas em speed vac para que fosse
evaporado o anidrido propionico nao reagido, bem como o acetonitrilo, o acido
acético e o gas amoniaco liberado do NH4OH podendo, em seguida, dar inicio a
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digestdo por tripsina que consiste na clivagem das caudas histénicas
principalmente nos residuos de arginina e lisina. Depois disso as amostras foram

dessalinizadas e analisadas por espectrometria de massas.

4.7 Espectrometria de massas para proteinas histonas

Inicialmente a fim de padronizacdo do método foram injetados 1, 2 e 3 ug
da amostra na coluna cromatogréafica. A cromatografia liquida foi realizada em
tampao A (0,1% acido férmico em agua) tampéao B (0,1% de acido féormico em
ACN). O gradiente foi de 43 minutos: 30 minutos em 0-30% ACN; 5 minutos 30%
- 100% de ACN em tampao B e 8 minutos 100% ACN isocratico em tampao B.
O fluxo foi ajustado em 250-300nL por minuto. O espectrometro foi operado em
DDA (Data Dependent Acquisition) e cada “full scan” a cada 2 segundos no

espectrometro de massas qTOF Ultima (Waters).

Em seguida, para identificacdo das modificacbes pds-traducionais para
posterior comparagdo com expressao de transcritos foram injetados 3 ug de
amostra e os procedimentos seguintes se deram da mesma forma descrita para
a padronizagao, no entanto, o espectrdmetro de massas utilizado foi o qTOF
Impact Il da marca Bruker, pois possui maior sensibilidade.

4.8 Analise dos resultados de espectrometria de massas

Os espectros de massas (raw data), foram processados utilizando o
programa Mascot (Matrix Science) (PERKINS et al, 1999)
(www.matrixscience.com), utilizando metilacéo, acetilacao e propionilacdo como
modifica¢cdes variaveis. A busca no banco de dados, foi realizada utilizado o
arquivo fasta da montagem do proteoma (peptideos e proteinas) mais recente
do banco de dados do Uniprot (BOUTET et al., 2016) para o S. mansoni.
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5. RESULTADOS
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5.1 Perfil de transcricao do mRNA dos genes que codificam as enzimas
modificadoras de histonas

Foi demonstrado diferenca nos genes expressos nos diferentes estagios
parasitarios, podendo ser separado em trés quadrantes distintos representados
pela cor azul (esquistossémulo 24 horas, esquistossomulo 5 dias e verme
adulto), verde (esquistossomulo 3 dias) e vermelha (cercaria) na figura 4. Foi
identificado que o conjunto representado pela cor azul (Esquistossomulo 24
horas, esquistossomulo 5 dias e verme adulto) se encontra no componente
principal 1 (PC1), enquanto o conjunto das cores verde (Esquistossomulo 3 dias)

e vermelho (Cercaria) estdo no componente principal 2 (PC2).

7.5

5.0

PC2 (33.7%)

0.04

2.0

_5 E EI
PC1 (38.9%)

Figura 4- Gréafico de PCA (Principal Component Analysis) realizado com o
valor da expressao génica relativa obtidos a partir de PCR quantitativo de
cercaria (cerc.), esquistossémulo 24 horas (esq 24h), esquistossémulo 3
dias (esq 3d), esquistossémulo 5 dias (esq 5d) e verme adulto. O gréfico foi
desenhado utilizando o algoritmo Clustvis (https://biit.cs.ut.ee/clustvis/)
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Mediante ao dado obtido pela anédlise de PCA, outra andlise foi realizada
a partir dos mesmos resultados das expressoes relativas utilizando o algoritmo
Clustvis: o heatmap. O resultado obtido é a maior expressao dos transcritos nos
estagios de cercaria e esquistossomulo 3 dias, diferentemente dos estagios de
esquistossomulo 24 horas, esquitossomulo 5 dias e verme adulto.
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Figura 5: Genes expressos de cercaria (cerc.), esquistossdmulo 24 horas
(esq 24h), esquistossémulo 3 dias (esq 3d), esquistossémulo 5 dias (esq 5d)
e verme adulto, observados apos PCR quantitativo
(https://biit.cs.ut.ee/clustvis/). O nivel de expressdo dos transcritos esta
sendo representada por uma escala de cores sendo azul o menor nivel de
expressdo e vermelho o maior nivel de expresséao.

Para conhecer as principais classes de enzimas envolvidas nas

modificagbes pds-traducionais do S. mansoni, identificamos no heatmap os


https://biit.cs.ut.ee/clustvis/
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genes com maior expressao (destacados em vermelho), sobretudo, nos
estagios em que foi demonstrado maior atividade transcricional.

Nos estagio de cercaria 22 genes tiveram maior expressao, dessas as
classes deacetilases e metilases destacaram-se por estarem em maior
porcentagem com 36,36% (8/22) e 27,27% (6/22) respectivamente (Figura 6).

18,18%

18,18%

= Metilase = Demetilase = Acetilase Deacetilase

Figura 6: Porcentagem de transcritos que codificam enzimas modificadoras
em cercarias separados de acordo com a classe enzimatica a qual
pertencem.

O esquistdssomulo de 3 dias (Figura 7) foi outro estagio com pico de
expressao, com 20 transcritos relevantes, sendo que a classe metilase se
destacou representando metade dos genes com alta expressao. Ja a classe
demetilase e acetilase representam 20% (4/20) e deacetilase representa 10%
(2/20) do total de genes nesse estagio.
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= Metilase = Demetilase = Acetilase Deacetilase

Figura 7: Porcentagem de transcritos que codificam enzimas modificadoras
em esquistossdmulos de 3 dias de cultura in vitro separados de acordo com
a classe enzimatica a qual pertencem.

Visto as principais classes enzimaticas nos quais os transcritos altamente
expressos estdo inseridos, foi analisado em seguida, individualmente, cada
transcrito evidenciado pelo heatmap na cor vermelha para, desta forma,
identificar as enzimas que tem maior potencial como alvo terapéutico, dado que
sua expressao elevada pode sugerir importancia para a progressao do ciclo
(Figura 8 e 9).

Para isso, apds normalizacao do delta CT dos transcritos utilizando o gene
housekeeping (HK), foi obtido o 2-delta CT e, por fim, a porcentagem de cada
transcrito, separado de acordo com a classe enzimatica na qual pertencem,

através do calculo:

100*2-deltaCT do transcrito
2 (2-deltaCT de todos os transcritos)

Os transcritos cuja expressao destacou-se no estagio de cercaria foram
as deacetilases que tém como numero de acesso Smp_091990 (13,64%) e
Smp_191310 (16,52%) e a metilase Smp_160700 (15,68%).
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Figura 8: Transcritos com maior expressao no estagio de cercaria separados
de acordo com sua classe enzimatica, em destague o0s genes que
apresentam maior porcentagem. O transcritos estdo sendo representados de
acordo com seu numero de acesso (Smp_), ver tabela 01 para conferir sua
anotagdo segundo o Gene DB.

Quanto aos transcritos cuja expressao destacou-se no estagio de
esquistossomulo 3 dias foi a deacetilase que tem como numero de acesso
Smp_138770 (11,19%) e a metilase Smp_121610 (49,34%).
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Figura 9: Transcritos com maior expressdo no estagio de esquistossomulo
3 dias separados de acordo com sua classe enzimatica, em destaque os
genes que apresentam maior porcentagem. O transcritos estdao sendo
representados de acordo com seu numero de acesso (Smp_), ver tabela 01
para conferir sua anotagao segundo o Gene DB.

5. 2 Extragcao de histonas para “botton up proteomics”

Em relacédo aos resultados iniciais obtidos através da espectrometria de
massas, estes estdo brevemente resumidos na figura 10 e tabelas 3 e 4
mostradas a seguir. Inicialmente, foi necessério estabelecer uma concentragéo
6tima para avaliamos a possibilidade de identificagdo em relacéo a concentragao
e concluimos que 2 ou 3 ug de histonas sdo necessarios para que ocorra uma
identificacdo satisfatéria das modificagcdes pds-traducionais. Desta forma,
escolhemos para apresentar a seguir os resultados obtidos com 3 ug de injecao
no espectrobmetro, que serd a quantidade utilizada para os prdéximos

experimentos.

Inicialmente, avaliamos o potencial de marcacao das aminas terminais e
das aminas das cadeias laterais dos peptideos tripsinizados. Quando
comparado, com a preparacao de histonas ndo marcadas (Tabela 4), verificamos
que as histonas propioniladas e digeridas para o peptideo KSTGGKAPR
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mostraram a modificagdo de acetilacdo nas lisinas (K) na posicédo 1 (K1) e
propionil na posicdao 6 (K6), conforme mostrado na Figura 9 e que o
sequenciamento mostrou uma cobertura de 14 ions y e b (destacados em
vermelho na Figura 9C), que sao provenientes da fragmentacao (MS/MS) dos 30

ions mais intensos e originados da clivagem por tripsina.
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(Waters) no modo de aquisicdo de MS no DDA (Data Dependent Acquisition). A.

Fragmentacao do ion de massa monoisotopica 1054.5771 Da. Os espectros de massa
foram analisados utilizando o programa MASCOT e como modificagdes fixas foram
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consideradas o carbamidometil, nas posi¢des terminais e como modificagdes variaveis
foram utilizadas Propionil (N-term), Acetil (K) e Metil (K). O valor de score de confianga
de identificacdo do ion foi de 40 e a expectancia de 0.0061. B. Modificacbes pos
traducionais no peptideo KSTGGKAPR (em detalhe) e os outros peptideos também
sequenciados. C. Tabela com as massas dos ions b e y que determinam a sequéncia
do peptideo KSTGGKAPR. Os “matches” mostrados na tabela correspondem aos 14
ions fragmentados provenientes dos 30 ions mais intensos na metodologia DDA.

Na Tabela 3 estdo resumidos os dados de espectrometria de massas,
referentes a confianca na deteccéo da proteina histona H3 e suas modificacdes
pds-traducionais, que apresentou um score de 144, cuja massa detectada foi de
15.362 kDa. Também estd mostrado os dados de alguns outros peptideos, que
foram sequenciados além do KSTGGKAPR.
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A Tabela 4 abaixo, mostra um resumo do que foi obtido, através da
identificacdo por espectrometria de massas das histonas que nao foram
propioniladas. O resultado detectado foram histonas estruturais pertencentes ao
conjunto do nucleossomo, como as histonas H2B, H2A, H4, H3 e H2A.2-C.

Tabela 4: Resumo do sequenciamento das proteinas histonas estruturais de S.
mansoni, na auséncia da etapa de propionilagao

Histone H2B LLLPGELAK

0&=5chistosoma mansoni

O¥=5183 GN=Smp_ 036220

PE=3 SV=1

Histone H4 O5=5chistosoma 685 11360 WFLENVIR
mansoni 0X=6183

GN=Smp_053300 PE=3 5W/=1

Histone H2A 159 14267 AGLOFPVGR
05=5chistosoma mansoni

O¥=6183 GN=Smp_210630

PE=3 SV=1

Histone H3 05=5chiosoma 152 15392 KLPFQR
mansoni 0X=6183

GMN=5mp_074610 PE=3 5\/=1

Putative histonehl/hs 145 20434 TVEGVEGESLAAAPSTAGYR
0&=5chistosoma mansoni

O¥=6183 GN=Smp_ 003770

PE=3 5W=1

Histone H2A 58 16559 MOAELMELLK
05=5chistosoma mansoni

O¥=6183 GN=5mp_031720

PE=3 5V=1

Vale mencionar também que, apds extracao das histonas acidas, correu-
se um gel de poliacrilamida para verificar a integridade do material extraido, e se
as massas observadas no gel, correspondiam as massas determinadas pela
espectrometria de massas. As histonas estdo marcadas com as flechas que
indicam o seu peso molecular observado: H1/H5 (20kDa); H3 (15kDa); H2A
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(14kDa); H2B (13kDa); H4/H2A.1 (11kDa), estando, portanto de acordo com o

determinado por espectrometria de massas.

25 kDa

20 kDa

15 kDa

10 kDa

PM

I BRI

VA

» H1/H5

> H3
» H2A

» H2B
H4/H2A.1

Figura 11: Perfil eletroforético do extrato de histonas acidas em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE 15% de vermes adultos de S. mansoni. PM é o peso molecular em kDa

(Fermentas) e VA (Vermes Adultos) é o extrato de histonas acidas do parasita.

Apl6s a padronizacao foi feita uma nova analise das modificacdes pds

traducionais em diferentes estagios do parasita para posterior comparagao com

os dados obtidos através da expressdao dos transcritos. As principais

modificacdes encontras em cercdaria encontram-se nas histonas H1/H5 e sao do

tipo metilagdo. J& as modificagbes encontradas em verme adulto macho

consistem em: acetilagao, crotonilacao e ubiquitinacéo e também tem encontra-

se, em sua maioria, na histona H1/H5. Foram encontradas modifica¢des do tipo

metilacdo em verme adulto fémea principalmente nas histonas H1/H5 e H2A,

como mostra a seguir.



49

A- CERCARIA
AA -1 AA -2 AA-3 AA-1 AA-2 AA-3 AA-1 AA-2 AA3
ub 0
= -
Met (o] eo|Adal AAN zé\.AM =
Di ° : AA
PR ) P A | AAA
Tri ) A
CR e |2A i?t‘.
Mono AA O |[= [=
GGK(+71.04|GLGK(+28.03]GGAK(+71.04){~14.02) @ gyummoummomuox 'sc;ummmuz.ns)
o =]
GK[+383.23)GGK(+14.02)GLGK[+42.01)(+14.02} K(+42.01{~-G8.03)VARPK(+68.03} Al+14.02)AGGK(+18.04)K
O A |+1808 ()
G{=71.04)LGK(~42 05)GGAK|-68.03) K(+42.01){+71.08)PVAK(+68.03) A(+14.02)AGGK(+42.01}
: 5 ° A |02
T(+71.04)5({+14.02)K|-68.03)PK Al(+42.01)RX(+28.03)AAG
A S} =

TSK({+42.05)PKT{-14.02)TPK(+42.01)

Al+71.04)TKPK 7

KPVAK{-68.03)K{-14.02)(+14.02)

V5(+14.02|TK{+28.03)K(+18.04)PK

A[+42.01)TKPK(+42.01)(+14.02)

S|=14.02)VTPK{~42.05)

SVT{+14.02)PK(-71.04)K(-14.02) o

TTPK(+42.01)K(+28.03}VSTK{-68.03)

AT(+14.02)K({+28.03}PK(+42.01}-14.
02) A

K(+42.01{-71.04)PVAK(+68.03)

ST(+14.02)AKPK(+18.04)K{-42.01){+1
4.02)

Legenda:
Cada simbolo em diferentes cores (OADO), representa um peptideo diferente sequenciado
(PSM — Peptide sequencing matching) de determinada histona anotada no banco de dados (H4
(CAQBN1); (H1-H5) GAVEKS; H2A (G4V8L9); H2A (GAVN61); H3 (C4QHD7);H3 (GAVFY4) do
estagio de cercaria do parasita Schistosoma mansoni, em quadruplicata bioldgica.
Os simbolos estdo distribuidos na tabela, conforme o aminodcido modificado (AA), exemplo:
GGK(+71.04)GLGK(+28.03)GGAK(+71.04)(+14.02)

AA-1 AA-2 AA-
As modificagdes determinadas estdo abreviadas da seguinte forma: Ac (acetilagdo), Ub
(Ubiquitinagdo), Met (Metilagdo), Di (Dimetilagdo), Propionilagdo (PR), Trimetilagdo (Tri),
Crotonilagdo (CR) e Monometilagdo (Mono).



B- VERME ADULTO MACHO

AA-1 |aa2 AA3 AA-L AA2 AA3 AA1 |aa2 AA3
Ac |e@o0 : AAAA|A A | -
Ub o|l @ Ole |aA AAAAAAAN
Met C =
Di A
PR (0] AA A A
Tri A AA A =]
CR A AA L
Mono A A A (=}
PY
G(+42.01)GK(+14.02|GLGK(+14.02} @ | T1+92.014+14.02)5K(+28.03)PK(+14.02)~ | MI(+18.04)AGGK(+42.05)
m’ ‘ (c--' o |
R(+42.01}+14.02)GGVK[+71.04)(+14.02) K{+42.01)PK{~71.04)(+14.02) Al+42.01)EK(+14.02)PK(+18.02)(+23
e A m, (-'-n’ =]

V(+71.04)VKPK(+42.05){~14.02) K|+42.01)5(+14.02)DVPAK|+14.02)
A (] =
K{+42.01)PVAK(+14.02) A |st-140256m(-1a.02)5(+14.02)
t- o | [}

S(OMMITAK(W'#MK'GI? S(“(l‘l.ltrﬁﬂow)
-

T(+18.04)5K(+42.05)PK|+42.05) A

n«zmmomnmoammum‘

V(ﬂl.ﬂ‘MﬂA.DlﬂhMﬁ»“-ﬁAll

5{+14.02)GSFK(+18.04)LADK(+71.04) A

Legenda:
Cada simbolo em diferentes cores (OAE'O), representa um peptideo diferente sequenciado
(PSM — Peptide sequencing matching) de determinada histona anotada no banco de dados (H4
(C4QBN1); (H1-H5) GAV6KS; H2A (G4V8L9); H2A (GAVN61); H3 (CAQHD7);H3 (GAVFY4) do
estagio de cercaria do parasita Schistosoma mansoni, em quadruplicata bioldgica.
Os simbolos estdo distribuidos na tabela, conforme o aminodcido modificado (AA), exemplo:
GGK(+71.04)GLGK(+28.03)GGAK(+71.04)(+14.02)

AA-1 AA-2 AA-
As modificagdes determinadas estdo abreviadas da seguinte forma: Ac (acetilagdo), Ub
(Ubiquitinagcdo), Met (Metilacdo), Di (Dimetilagdo), Propionilacdo (PR), Trimetilagdo (Tri),
Crotonila¢do (CR) e Monometilagdo (Mono).
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C- VERME ADULTO FEMEA

Aa-1 laa2 A3 AAL Aa2 AA3 AA1 |AA2 AA3
Ac [ YoX '] A A A
ub
Met [00@ 00 |AAA m (mm [
Di 0 AL
PR oe ° A A A om@
Tri (=11 -
L
CR A A
COmm| m
Mono | @ AA B |
PY
M{+18.04)SGR{~42.05)GK(+71.04} @ | TI+18.04H-14.02)VK(+28.03)PK(+68.03) | M(+18.04)5GR(~42.05)GK(~71.0¢)
‘ ('.v) =]
G{+14.02)GKGLGK(+28.03)GGAK(+14.02H~14.0 [ T(+18.04){+14.02)VK(+28.03)PK(+71.04){~ | M(+18.04)5GR{~42.05)GK(+71.04)
3 ' - O |02 A [ =
G{+71.04)GK{~42.01)GLGKGGAK{+14,02}{~14.0 | ATKPK(+68.03} S5(+18.04){+14.02)DVPAK(+14.02)(+1
2) @ A |s0) 9 -
Gl+71.04)LGKGGAK @ |T(+4201H-1402)5KPK(+4201) A | MI+18.04JSGR(-42.05)GK(~71.0¢)
{194 | =
TLYGFGG(+14.02) fo) T(+71.04)VK(+71.04)PK(+42.01) T{~18.04)IT{+14.02)PR(+42.05)
' A (&) -
© Al+14.02)AGGK(~18.04)K{+18.02)(+1
4.02) {**) =

Legenda:
Cada simbolo em diferentes cores { QA =), representa um peptideo diferente sequenciado
(PSM — Peptide sequencing matching) de determinada histona anotada no banco de dados (H4
(CAQBN1); (H1-H5) GAV6EKS; H2A (GAVSLY); H2A (GAVN61); H3 (CAQHD7);H3 (GAVFY4) do
estagio de cercaria do parasita Schistosoma mansoni, em quadruplicata bioldgica.
Os simbolos estdo distribuidos na tabela, conforme o aminodcido modificado (AA), exemplo:
GGK(+71.04)GLGK(+28.03)GGAK(+71.04)(+14.02)

AA-1 AA-2 AA-
As modificagdes determinadas estdo abreviadas da seguinte forma: Ac (acetilagdo), Ub
(Ubiquitinacdo), Met (Metilagdo), Di (Dimetilagdo), Propionilagdo (PR), Trimetilagdo (Tri),
Crotonilagdo (CR) e Monometilagdo (Mono).

Figura 12: Resultado das modifica¢des identificadas em diferentes aminoacidos
ao longo dos peptideos que compde as histonas sequenciadas do Schistosoma
mansoni. (A) Cercaria. (B) Verme adulto macho. (C) Verme adulto fémea.
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ApoOs a identificacdo das modificagbes que foram encontradas nas
histonas nos estagios de cercaria, verme adulto macho e verme adulto fémea,
foi visto qual a chance dessas modificagbes ocorrerem (0-1000) de acordo com
o score obtido através do Mascot (Figura 13). O dado obtido foi que o score para
modifica¢des foi maior para metilagdes.
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Figura 13- Score das modificagbes identificadas nas histonas H1-H5, H2A, H3
e H4 no estagios de cercaria, verme adulto (macho e fémea), demonstrado
através de escala de cores sendo verde para scores menores e vermelho para

score maiores.

A fim de demonstrar um possivel perfil de modificagéo pos-traducional que
os trés estagios supracitados possuem, foi feito um grafico contabilizando essas
modificacdes de acordo com sua categoria (Figura 11A, 11B e 11C). Deste
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modo, foi encontrado maior nimero de metilagées no estagio de cercaria. Maior
namero de acetilacées no estagio de verme adulto macho e maior nimero de

metilagdes no estagio de verme adulto fémea.
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Figura 14- Numero de modificacdes pés-traducionais de cada categoria, sendo
que cada cor presente nas barras representam uma entrada diferente para uma
modificagdo. (A) Cercaria. (B) Verme adulto macho. (C) Verme adulto fémea.
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6. DISCUSSAO
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6. 1 Transcricao do mRNA dos genes que codificam as enzimas
modificadoras de histonas.

A partir dos resultados obtidos das expressdes relativas de cada gene
comparamos a natureza das amostras, ou seja, uma possivel similaridade ou
diferenca de genes expressos entre as formas larvais de vida livre, larvais intra-
mamifero e vermes adultos, através de uma analise de componente principal
(PCA) (Figura 4). Desta forma, observa-se que o conjunto representado pela cor
azul se encontra no componente principal 1 (PC1), enquanto o conjunto das
cores verde e vermelho, apesar de estarem em regides diferentes no grafico de
dispersao apresentado, estdo no componente principal 2 (PC2). Sendo assim,
identifica-se maior correlagdo na expressdao de genes entre os estagios de
esquistossomulo 3 dias e cercaria se comparado com os estagios de
esquistossomulo 24 horas, esquistossomulo 5 dias e verme adulto.

O algoritmo Clustvis: 0o heatmap é uma matriz de dados em que a
coloragao fornece uma visédo geral das diferengas numeéricas, nesse caso, das
expressdes génicas nos diferentes estagios (METSALU & VILO, 2015). Através
da analise utilizando essa ferramenta é possivel identificar maior expressao,
representado pela cor vermelha, dos transcritos nos estagios de cercaria e
esquistéssomulo 3 dias (Figura 5), diferentemente dos outros estagios em que a
cor azul indica menor expressao de genes. Esse dado confirma, portanto, a
analise de PCA, visto que, a expressao entre esses dois estagios (cercaria e
esquistossomulo 3 dias) diferem-se dos demais.

Portanto, a expressdo aumentada dos transcritos nesses dois momentos
demonstra a relevancia que esses estagios possuem para que o parasita possa
evoluir ao longo do ciclo, pois ha grande quantidade de genes codificadores de
enzimas sendo transcritas, genes esses que podem revelar-se importante para
que seja alcangado a maturidade do Schistosoma em forma de verme adulto,
onde nota-se que, nesse estagio, ha baixa expressao de novos genes.

Esses dados corroboram com o estudo de microarrays realizado por Dillon
et al. (2006), visto que nos dados apresentados pelo autor, os transcritos
passam a ser expressos a partir da fase de cercaria, com aumento marcante

em esquistossdmulo 2 dias, mantendo-se a expressdao dos mesmo genes até a
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fase de verme adulto, sugerindo a necessidade do parasita em expressar genes
nessas fases para que possa se adaptar aos diferentes meios e funcdées que
devera desempenhar e para que haja o desenvolvimento do parasito ao longo

do ciclo.

Sabe-se que ha pouca transcricao de genes na fase de cercaria (ROQUIS
et al., 2015), portanto, visto que a expressdo dos transcritos das enzimas
modificadoras de histonas se encontram aumentadas nessa fase, supde-se que
essas enzimas que estao sendo mais expressas estejam relacionadas com o
fechamento da cromatina tendo como consequéncia a diminuicdo da

transcricdo de outros genes.

Ainda sobre a variancia na expressao de genes ao longo do ciclo, foi visto
em um estudo que o padrdo de transcricdo de enzimas que promovem a
metilagdo bivalente de H3K4me3 e H3K27me3 era diferente de acordo com os
estagios do parasita, sendo que seu pico de expressao era na fase de cercaria
(ROQUIS et al., 2018). Este resultado concorda com o dito no paragrafo
anterior, pois sabe-se que a metilagdo promove o fechamento da cromatina
(FANTAPPIE et al., 2008).

A transcricdo dos genes € reativada quando o parasita realiza sua
transformacao de cercaria para esquistossomulo (ROQUIS et al., 2015),
portanto, as enzimas modificadoras de histonas podem estar atuando na
descompactacdo dessa cromatina permitindo a transcricado dos genes. No
entanto, tendo em vista que, para que essa transformacéo ocorra, o parasita
precisara passar do meio livre para o meio in vivo e que essa fase é marcada
por intensas modificacdes como o inicio da respiracdo anaerdbica, perda da
cauda e reorganizacdo do tegumento (SKELLY & SHOEMAKER, 2000) o
parasita ainda mantem algumas caracteristicas de sua fase cercariana até
cerca de 40 horas ap6s penetracdo na derme (CARVALHO et al.,2008),
portanto, € compreensivel que o esquistossémulo recém formado necessite
dessas primeiras horas para adaptagao, para entao poder voltar a transcrever
0s genes especificos da sua nova fase. Isso explicaria a maior expressao dos
transcritos ndo na fase de esquistossomulo 24 horas, mas sim ja no terceiro dia

no novo habitat.
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As enzimas modificadoras de histonas podem ser subdividas por classes
metilase, acetilase, demetilase e deacetilase, sendo que cada uma pode atuar
na compactacdo e descompactacdo da cromatina, alterando o nivel
transcricional dos genes (FANTAPPIE et al., 2008). Desta forma, para saber as
principais classes de enzimas envolvidas nas modificagdes pos-traducionais do
Schistosoma mansoni, inicialmente identificamos no heatmap os genes com
maior expressao (destacados em vermelho), sobretudo, nos estagios em que

foi demonstrado maior atividade transcricional.

A figura 6 demonstrou que 0s genes que apresentaram maior expressao
no estagio de cercéria pertenciam a classe deacetilase e metilase, esse dado
concorda com os experimentos de Roquis et al. (2015), que evidenciaram um
alto conteludo de metilagdo do tipo H3K27me3 e H3K9me3 que mantém as
cercarias em um estado poised para transcricdo, ou seja, pronto para
transcrever porém ainda silenciado. Além disso a alta parcela de deacetilase,
auxiliaria na manutencdo desse estado silenciado visto que a acetilase esta
associada com o aumento da transcricao e a retirada da sua marca na cauda
das histonas através da deacetilase, por sua vez, causaria o efeito inverso
(GREGORETTI, LEE & GOODSON, 2004).

Os inibidores de deacetilase tém sido vistos como promissores
antiparasitarios, tendo em vista grande gama de efeitos colaterais e existéncia
de cepas resistentes aos farmacos existentes atualmente (HAILU et al., 2017).
Essa terapéutica ja vem sendo utilizada clinicamente no tratamento de pacientes
com cancer, tornando o reposicionamento de medicagdo uma interessante
estratégia (ANDREWS, HAQUE & JONE, 2012).

Na esquistossomose, esses inibidores induziram a mortalidade do
parasita através de mecanismos que ainda sdo desconhecidos (DUBOIS et al.,
2009). No entanto, diversos estudos estdo sendo realizados para entender os
efeitos e as consequéncias provenientes da administracao de diferentes tipos de
farmaco com potencial inibitério para deacetilase para o paciente e para o alvo
parasitario em si.

Desta forma, os nossos resultados sugerem que a transcrigdo de enzimas

deacetilases e metilases, podem sustentar o estado quase silenciado das
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cercarias, para posteriormente permitir a progressdo do ciclo de vida
modificando o padréao de transcritos de enzimas modificadoras de histonas que
serao expressos. Além disso, percebe-se através da literatura que, sobretudo, a
deacetilase é um potencial alvo terapéutico, devido ao fato de ser uma molécula
mais estudada e com diversas estratégias terapéuticas que podem ser
empregadas para sua inibicao.

Quanto ao estagio de esquistéssomulo de 3 dias (Figura 7) observa-se
que ha permanéncia dos transcritos pertencentes a classe de metilases ja visto
em cercaria, todavia, nao sdo os mesmo transcritos. Esse dado sugere que ha
manutencado do silenciamento de alguns genes, mantendo o estado poised, e

gue isso se faz necessario para que o desenvolvimento do parasita o ocorra.

Roquis et al. ja demostrava em seus estudos que a metilagdo é uma
marca importante para a progressao do ciclo de vida do parasita. Isso se
comprova com a inibicado da metiltransferase (EZH2), enzima responsavel pela
metilagdo, no estagio de esquistossomulo utilizando o composto GSK343 em
gue obteve como consequéncia alteragbes fenotipicas no tegumento do parasita.
Além disso, ap6s 48 horas houve aumento da caspase 3 e 7 no parasita, enzimas

estas que sao encontradas nas vias de apoptose (PEREIRA et al., 2018).

Dessas classes enzimaticas que foram destacadas quando se analisa
pontualmente cada gene com expressdo em relevancia observa-se que dentre
elas trés enzimas estavam mais expressas no estagio de cercaria (Figura 8),
sendo elas duas deacetilases (Smp_091990 e Smp_191310) e uma metilase
(Smp_160700). Ja na fase de esquistossomulo 3 dias (Figura 9) foi encontrado
em maior expressdo uma metilase (Smp_121610) e uma deacetilase
(Smp_138770).

De acordo com o banco de dados Gene DB, as duas deacetilases
(Smp_091990 e Smp_191310) sdo nomeadas como histone deacetylase 8
(HDACS) e histone deacetylase 4 (HDAC4), respectivamente.

Das deacetilases mostradas acima, apenas a HDACS8 esta caracterizada
para S. mansoni, com diversos estudos acerca dessa promissora enzima como,
por exemplo, o realizado por Marek et al. (2013) que infectou camundongos
com esquistossomulo cujo HDACS tinha passado por um processo de RNA de



62

interferéncia que consiste em uma ferramenta de silenciamento poés-
transcricional através da sua ligacdo com a sequéncia de RNAm alvo. Ela tem
sido apontada como uma promissora terapia génica (FRANCA et al., 2010).
Além disso, essa estratégia promoveu diminuicado no nimero de verme adultos
recuperados apos 35 dias da infecgdo além de consequente diminuicdo na
quantidade de ovos encontrados (MAREK et al., 2013).

Dada a importancia de HDACS8 para a homeostase do parasita e a
existéncia dessa enzima também em humanos, Marek decidiu realizar um
comparativo entres as enzimas presentes nos dois distintos organismos
levando em consideracdo a estrutura proteica. Em seguida, identificou
inibidores, como o Vorinostat ou &cido hidroxamico suberoilanilida (SAHA), que
apresenta especificidade apenas para a enzima presente no parasita e,
portanto, com baixa afinidade para outras HDACs humanas (MAREK et al.,
2013).

Além do SAHA outros compostos como o acido valpréico (VPA) e a
trichostatin A (TSA) foram testados como inibidores de HDACs em geral e
obtiveram sucesso em todos os estagios do ciclo, sendo o ultimo composto
eficiente até mesmo em baixas doses. No entanto, no que se refere a HDAC8
especificamente, o TSA se mostrou menos potente em sua acao se comparado
as outras classes de HDAC. O autor do estudo sugere que o motivo seja a
necessidade da presenca do céation divalente Fe(ll) e ndo do Zn2* para que suas
atividades cataliticas sejam executadas, diferente do que ocorre nas outras
classes (DUBOIS et al., 2009).

Sendo assim, outro composto tem sido testado como o benzo-
hidroxamatos ativos para inibicado especifica de HDACS8, mostrando-se um
inibidor seletivo para a enzima, além de apresentar letalidade significativa no
estagio de esquistossdmulo e oviposicao comprometida devido a separacgao de
90% do casal de vermes adultos apds 5 dias incubando com o composto
(HEIMBURG et al., 2016).

Quanto a HDAC 4 ainda nédo existe estudos relacionados a epigenética do
S. mansoni, mas existem pesquisas envolvendo sua participagdo em

carcinomas de diferentes localidades em humanos, sendo que a presenca
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dessa enzima foi apontada como fator agravante do quadro dos pacientes
portadores da enfermidade (GIAGINIS et al., 2013, GIAGINIS et al., 2015).

A HDAC 6 foi o transcrito que apresentou maior quantidade no estagio de
esquistéssomulo 3 dias. Mas assim como HDAC 4, também nado existem
estudos em S. mansoni. A dificuldade em obter inibidores seletivos para HDAC
6 tem relacdo com a falta de conhecimento de sua estrutura visto que nao
existiam dados de sua cristalizacao e isso impede a visualizagdo de seu sitio
ativo, sendo assim, até entdo usava-se a estrutura cristalina de enzimas
homologas como a HDAC 8 (SEIDEL et al., 2015).

No entanto, estudos recentes conseguiram realizar a caracterizagéo
estrutural de HDAC 6, estabelecendo métodos de purificagdo e cristalizacao
possibilitando um futuro promissor para o desenvolvimento dos inibidores
seletivos (OSKO & CHRISTIANSON, 2019). Um exemplo é o composto
produzido a partir de derivados de acido hidroxamico, inibidor seletivo de HDAC
6, que foi elaborado tendo em vista sua importancia para tratar doencas como
distarbios tumorais, inflamatérios, cardiacos e crénicos (SIMOES-PIRES,
BERTRAND & CUENDET, 2017), no entanto, pode abrir possibilidade para
testes futuros com agentes parasitarios como o Schistosoma mansoni, por

exemplo.

Dois transcritos para metilase foram encontrados em maior quantidade
nos dois estagios em evidéncia (cercaria e esquistéssomulo 3 dias) e, apesar
de serem enzimas nomeadas de forma distintas, promovem modificacdo no
mesmo local da histona (H3K36) (SPELLMON et al.,, 2015; ZHANG et al.,
2014). Além do parasita, a expressdo dos transcritos que codificam essas
metilases pode ser encontrada de forma aumentada em humano também,
estando presente em células tumorais de diferentes tipos (ROGAWSKI,
GREMBECKA & CIERPICKI, 2016).

Inibidores para metilases H3K36 tém sido desenvolvidos por
pesquisadores visto sua importancia para tratamento de cancer. Um exemplo
€ o0 Pr-SNF e a N-benzyl que demonstraram expressiva eficiéncia se
comparado ao seu analogo sinefungina, um inibidor especifico de SETD2, gene
que codifica a Histona-lisina N-metiltransferase ROGAWSKI, GREMBECKA &



64

CIERPICKI, 2016). Vale a pena ressaltar, que modificagcbes do tipo H3K36

também nao foram caracterizadas em S. mansoni.

Assim, o estudo sistematico das expressdes dos transcritos que se
encontram anotados no banco de dados do parasita, como esta sendo feito
aqui, poderdo mostrar alvos ainda ndao conhecidos para a compreensao da
regulacao epigenética da expressao génica e para estudo de inibidores em
diferentes estagios e fases do ciclo de vida do Schistosoma mansoni, como 0s
esquistossomulos (ANDERSON, PIERCE & VERJOVSKI-ALMEIDA, 2012),
que é um promissor estagio para ser tratado como alvo. Sabe-se que esta fase
antecede o aparecimento da sintomatologia da doenca que ocorre devido a
postura dos ovos pela fémea do verme adulto.

6. 2 Extracao de histonas para “botton up proteomics”

Inicialmente foi necessario padronizar os experimentos de extracdo de
histonas e marcacéo com anidrido propiénico que € uma metodologia diferente
daquela utilizada por diversos grupos, que utilizam extracdo de histonas e a
digestdo das bandas do gel de SDS-PAGE e posterior andlise. Essa nova
metodologia, no entanto, consiste na marcagdo do peptideo da cauda das
histonas por adicdo de um radical propionil, através da reagdo quimica com
anidrido propibnico, para que ocorra um aumento de massa dos peptideos
tripticos, denominada derivatizacao quimica (SIDOLI, et al. 2016).

Sendo assim, esse método de analise das modificacées pds-traducionais
através da propionilagdo que promove o elongamento da cauda das histona
demonstra-se importante tendo em vista que a digestao por tripsina fraciona as
histonas em peptideos muito curtos (5-20aa) dificultando a visualizacao das
marcas presentes nessas lisinas (PLAZAS-MAYORCA, 2009; SIDOLI &
GARCIA, 2016).

Portanto, como foi visto, ao propionilar e digerir histonas foi identificado o
peptideo KSTGGKAPR que mostraram a modificacao de acetilacdo nas lisinas
(K) na posicao 1 (K1) e propionil na posi¢ao 6 (K6), conforme mostrado na Figura
10. Na Tabela 3 ¢ possivel ver que o peptideo encontrado pertence a histona H3
e de acordo na literatura a modificacao de acetilagdo nessa histona de fato é
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frequentemente encontrada (ROQUIS et al., 2015; PICARD et al., 2016,
ANDERSON et al., 2017).

Ja em relacdo as proteinas histonas nao-propioniladas identificadas pelo
sequenciamento (Tabela 04), em que a auséncia do radical propionil promoveu
0 aparecimento apenas do nucleossoma de histonas, e que esse apresentava-
se conservado, sabe-se que esse dado era esperado com base em um estudo
in silico realizado anteriormente e, também das buscas em bancos de dados
(ANDERSON, PIERCE & VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2012).

Além disso, analisando as histonas através de um perfil eletroforético
(Figura 11), foi visto que as bandas estéo localizadas abaixo de 20 kDa, esse
fato corrobora os dados do peso molecular esperado das histonas (HUANG et
al., 2015) e, portanto, verifica-se ndo somente a integridade da amostra obtida,
como também um nucleossoma intacto visto que as bandas possuem peso

molecular que representam as histonas H1/H5, H2A, H2B, H3, H4.

Portanto, se confrontarmos os dados de peso molecular obtidos por
espectrometria de massas (Figura 10), com os dados in silico e com a analise do
gel de eletroforese SDS-PAGE do extrato de histonas acidas, corado com
Coomassie blue (Figura 11), podemos verificar que as massas calculadas das
proteinas sequenciadas por espectrometria, correspondem entre si
(ANDERSON, PIERCE & VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2012), indicando que o
parasita apresenta as histonas H2A, H2B, H3, H1/H5 e H4 sugerindo um
nucleossomo bastante conservado provavelmente relacionada com a regulacéo

epigenética da expressao génica.

Apbs esses dados iniciais obtidos sobre a padronizacao do método de
propionilacdo e comparativo com as histonas nao propioniladas é possivel
concluir a importancia da adicao do radical propionil para a identificacdo das
modificagdes pds-traducionais. Portanto, o proximo passo foi identificar, através
da espectrometria de massas, as modificacées pds-traducionais que o parasita
sofre nos estagios de cercaria, verme adulto macho e verme adulto fémea e
confrontar os resultados com o que foi visto na andlise da expressdao dos

transcritos, no capitulo anterior.
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Sendo assim, nota-se concordancia desses resultados demonstrados nas
figuras 12A-C e nas figuras 14A-C com o que foi obtido analisando os transcritos,
visto no capitulo anterior, pois a metilagdo também encontra-se acentuada
sobretudo no estagio de cercaria, concedendo o carater silenciado para a
transcricdo de gene, caracteristico desse estagio. Além disso também foi visto,
analisando os scores obtidos dessas proteinas modificadoras de histona,
maiores chances de marcas de metilagcao (Figura 13). Desta forma, € possivel
concluir que os transcritos das enzimas modificadoras de histona que realizam
a metilacao estao, de fato, sendo traduzidas e exercendo sua fungao, tendo em

vista que foram encontradas suas marcacées na proteina.

Ja na fase de verme adulto, apesar de ainda ter sido encontrado marcas
de metilagdo nas histonas, outras marcag¢des de modificagdes pds-traducionais
foram vistas como a ubiquitinacao e crotonilagcdo. Os transcritos que codificam
as enzimas que realizam essas modificagdes nao foram incluidos na analise por
PCR, esse fator pode ter contribuido com o perfil transcricional silenciado

demonstrado no capitulo anterior, deste mesmo estagio.

A ubiquitinagdo ao longo do desenvolvimento do Schistosoma, ja foi
observado por alguns autores que demonstraram em seus estudos a presenca
das diferentes classes de ubiquitinas em todos os estagios do ciclo do parasita
(PEREIRA et al., 2015; PEREIRA et al., 2011), acentuando-se ainda mais nos
estagios finais de sua evolucao (verme adulto) (PERERIA et al, 2012), portanto,

nao é surpresa seu aparecimento também no presente estudo.

Quanto a crotonilacdo, pouco se sabe sobre esta modificacdo péds-
traducional devido ao pouco tempo de sua descoberta, no entanto, demonstra
ter uma funcionalidade e estruturacao distinta da acetilacdo. Além disso, através
de sua identificacdo e quantificacdo utilizando a espectrometria de massas foi
visto agdo principalmente em proteinas n&o-histonas, podendo atuar em
processos bioldgicos como a regulagcdo do remodelamento da cromatina (WAN
et al., 2019). Em parasitas, até 0 momento, a crotonilacao foi vista apenas em
cepas de Toxoplasma gondii através da espectrometria de massas, tendo sido
localizada em diversos locais subcelulares envolvidos, por exemplo, com a

regulacdo de genes epigenéticos (YIN et al., 2019). Sendo assim, o presente
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estudo foi o primeiro a identificar marcas desse tipo de modificacdo em

Schistosoma mansoni.

Através da literatura, € possivel identificar principalmente as marcas
presentes na histona H3 do Schistosoma mansoni, como H3K9me3, H3K27me3,
H3K4me3, H3K9me1, H3K9ac (ROQUIS et al., 2015). No entanto, nosso estudo
possibilitou ndo sé a descoberta de inUmeras outras modificacées que ocorrem
nesse parasita, como também sugere uma marcagao mais acentuada na histona
H1-H5, apontando a importancia dessa proteina para modelagem da cromatina
e sua possivel influéncia e contribuicdo no desenvolvimento deste helminto ao

longo do ciclo (Figura 12 A-C).



68

7. CONCLUSAO
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Estagio de cercéria e esquitossémulo 3 dias correlacionam-se, tendo em
vista que apresentam padréo de expressao de seus transcritos

semelhante;

Maior expressao dos transcritos que codificam enzimas que promovem as

marcas de metilases e deacetilases;

HDACS8, HDAC4, HDAC6 e a metiltransferase que promove a marca
H3K36, destacaram-se por sua expressao elevada e podem se tornar

promissores alvos terapéuticos;

Expressédo acentuada de metilases no estagio de cercaria, promovendo
um estado poised para a transcricao de genes;

O método desenvolvido para a propionilagcao das histonas demonstrou-se
eficaz na demonstracdo das modificagdes poés-traducionais de

Schistosoma mansoni;

Os dados obtidos com a espectrometria de massas validaram a analise
dos transcritos das enzimas, identificando marcas de metilagao

principalmente no estagio de cercaria;

Um mapeamento geral das modificagdes pos-traducionais nos estagios
de cercéria, verme adulto macho e fémea foi obtido.
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