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“Imagination is more important than knowledge.

For knowledge is limited to all we now know and understand, while imagination
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RESUMO

Anderson, L. Regulacédo epigenética da expressdo génica de Schistosoma mansoni
induzida por inibidor de histona deacetilase. 2016. 96p. Tese (Doutorado) - Programa
de Pés-Graduacdo em Bioguimica. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo
Paulo.

A esquistossomose é um grave problema de saude publica, com alta mortalidade e
morbidade em paises endémicos, causada pelo verme trematddeo do género Schistosoma.
O praziquantel é a Unica droga disponivel para tratamento da doenga, é usada em larga
escala para tratamento de populagdes de areas endémicas, porém ndo previne a reinfeccao
e tem efeito somente em vermes adultos. Drogas estudadas em cancer como inibidores de
histona deacetilases (IHDACs) modificam o padrédo epigenético da célula desencadeando
a morte celular, e em Schistosoma mansoni ja foi mostrado que a inibicdo de HDACs
além de aumentar a acetilacdo de histonas alterou o fen6tipo de miracidios e provocou
morte em esquistossdbmulos e vermes adultos. O presente estudo investigou o efeito do
iIHDAC Trichostatin A (TSA) na regulacdo da transcricdo génica em esquistossdomulos,
detectando por meio de ensaios de microarray centenas de genes diferencialmente
expressos, relacionados a replicagdo de DNA, metabolismo e complexos modificadores
de histonas. A inibicdo de HDAC em vermes adultos levou a um aumento da acetilacéo
nas marcas de histonas H3K9ac, H3K14ac e H4Kbac relacionadas a inducdo de
transcrigdo. Com imunoprecipitagdo de cromatina seguida de PCR (ChlIP-qPCR)
detectou-se 0 aumento de deposicdo de H3K9ac e H3K14ac na regido promotora de genes
com expressdo aumentada ou diminuida, porém a marca de repressao H3K27me3 néo
sofreu alteracdo na regido promotora de nenhum gene analisado. Analises adicionais
indicaram um conjunto de genes diferencialmente expressos que codificam proteinas
histone readers, que fazem parte de complexos modificadores de histonas, como EED
capaz de identificar a marca de repressdio H3K27me3 e regular a atividade de EZH2,
apontando um novo alvo terapéutico. O efeito sinérgico entre iHDAC e um iEZH2 foi
testado e detectou-se o aumento da mortalidade de esquistossdmulos. A estrutura de
SmEZH2 foi modelada por homologia e usada para analises computacionais que
sugeriram uma alta afinidade de ligacdo de SmEZH2 com o IEZH2, abrindo uma
perspectiva de desenvolvimento de novas drogas especificas para tratamento da
esquistossomose.

Palavras-chaves: Schistosoma mansoni, HDAC, epigenética, histona, expressdo génica,
EZH2



ABSTRACT

Anderson, L. Epigenetic regulation of gene expression in Schistosoma mansoni
induced by histone deacetilase inhibitor. 2016. 96p. PhD Thesis - Graduate Program in
Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo.
Schistosomiasis is a serious public health problem, with high mortality and morbidity in
endemic countries, caused by trematode worms of the genus Schistosoma. Praziquantel
is the only available drug for treatment of the disease; it is used extensively to treat
populations in endemic areas, but does not prevent reinfection and is effective only in
adult worms. Drugs studied in cancer as histone deacetylase inhibitors (IHDACSs) modify
the epigenetic status of the cell, triggering cell death, and it has been shown in
Schistosoma mansoni that inhibition of HDACSs increase histone acetylation, alter the
phenotype of miracidia and cause death in schistosomules and adult worms. The present
study investigated the effect of iIHDAC Trichostatin A (TSA) on the regulation of gene
transcription in schistosomules, detecting by means of microarray assays hundreds of
differentially expressed genes related to DNA replication, metabolism and histone
remodeling complexes. Inhibition of HDAC in adult worms led to an increase in histone
acetylation marks H3K9ac, and H3K14ac H4K5ac related to transcriptional induction.
With chromatin immunoprecipitation followed PCR (ChIP-gPCR) we detected an
increased deposition of H3K9ac and H3K14ac at the promoter region of genes with
increased or decreased expression, but the repressive mark H3K27me3 was not changed
at all analyzed gene promoter regions. Additional analysis indicated a set of differentially
expressed genes that encode histone reader proteins that are part of histone modifier
complexes such as EED, which is able to identify the repression mark H3K27me3 and to
regulate EZH2 activity, pointing to a new therapeutic target. The synergistic effect
between iHDAC and one iEZH2 has been tested and found to cause an increase in
schistosomules mortality. The SmEZH2 structure was modeled by homology and used
for computational analyses, which suggested a high affinity binding of SmEZH2 with
IEZH2, opening the opportunity for development of new specific drugs for treatment of
schistosomiasis.

Keywords: Schistosoma mansoni, HDAC, epigenetics, histone, gene expression, EZH2
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1. Introducéo

1.1 O parasita Schistosoma mansoni

A esquistossomose € uma doenca parasitéaria infecciosa que afeta mais de 230 milhdes
de pessoas no mundo, sendo considerado um problema de satde publica com alta morbidade e
mortalidade em paises endémicos (Gryseels 2012, Colley, Bustinduy et al. 2014). A doenga é
causada por treméatodas do género Schistosoma, e trés espécies sdo as principais responsaveis
por causar a doenca em humanos: S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum. Estas espécies
se diferenciam por caracteristicas fenotipicas nos vermes e ovos, 6rgdo de alojamento dos
vermes adultos o que influencia na patologia da doenca, além serem prevalentes em regides
distintas no mundo (Colley, Bustinduy et al. 2014). A espécie S. mansoni é encontrada na
Africa, Oriente Médio, Caribe, Brasil, Venezuela e Suriname (WHO 2015), e seu hospedeiro
intermediario é o caramujo do género Biomphalaria. No Brasil o parasita é extensivamente
transmitido, sendo encontrado em 19 estados com focos endémicos, especialmente na regido
nordeste e sudeste (Martins-Melo, Pinheiro et al. 2014). A Organizacdo Mundial de Salde
(OMS) considera a esquistossomose como segunda doenca tropical negligenciada com maior
impacto socioecondémico, sendo associada a pobreza e auséncia de saneamento basico (WHO
2015).

Em regides endémicas a forma prevalente da doenca é a esquistossomose cronica,
resultante da exposi¢do constante a forma infectante do parasita, a cercaria (Colley, Bustinduy
et al. 2014). Nestas regides de alta transmissdo, aproximadamente 60-80 % das criangas em
idade escolar e 20-40 % dos adultos sé&o constantemente infectados, e levantamentos soro
epidemioldgicos mostraram que a maioria dos residentes ja foi infectada em algum momento
da vida (Colley, Bustinduy et al. 2014).

O esquistossoma € um parasita com caracteristicas peculiares; vive anos no hospedeiro

definitivo (homem) dentro da corrente sanguinea, adaptado as respostas do sistema imune. Os
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vermes adultos macho e fémea vivem acasalados dentro das veias do plexo mesenteérico, e as
fémeas produzem centenas de ovos diariamente (Figura 1). Os ovos cruzam a parede dos vasos
e do intestino, atingem a luz intestinal e sdo eliminados nas fezes, ou sdo carreados pela corrente
sanguinea das veias do mesentério e ficam retidos nos tecidos do hospedeiro (intestino e figado)
induzindo inflamacdo. Os ovos que saem nas fezes entram em contado com agua corrente e
eclodem, liberando a larva ciliada miracidio, capaz de infectar caramujo do género
Biomphalaria. Dentro do caramujo, o0 parasita inicia o ciclo de reproducdo assexuada de
esporocistos. Os esporocistos originam larvas com cauda bifurcada, cercérias capazes de nadar
até encontrar o novo hospedeiro definitivo, penetrando através da pele e perdendo a cauda. Na
pele, as larvas sofrem alteragdes morfologicas gerando os esquistossémulos, que ap6s 5 a 7
semanas na circulacdo do hospedeiro chegam ao estagio adulto, gerando vermes machos e

fémeas que pareiam atingindo a maturacao, e se instalam nas veias mesentéricas (Figura 1).
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Vermes adultos se pareiam,
completando o processo de
maturac¢ao e migram para as

veias mesentéricas

Esquistossomulos atingem os

vasos sanguineos, migramna J |
circulacao alcancando o /1
sistema porta-hepatico |

Cercaria penetra
atraveés da pele, perde a
cauda e se transforma

em esquistossomulo

Ovos férteis sao
depositados na circulacao,
atravessam a parede dos
vasos e do intestino e
atingem as fezes

£Ovos eclodem ao atingirem a
3 agua, liberando o miracidio
que infecta o caramujo
Esporocistos se dividem por -
reproduciio assexuada, se
diferenciam para cercarias
que sao liberadas na agua

Figura 1: Ciclo de vida do parasita Schistosoma mansoni. Ovos (150 um) de S. mansoni ao
atingirem a agua eclodem em miracidios (150 pum) (larva ciliada) com capacidade de nadar e
penetrar no hospedeiro intermediario (caramujo). Dentro do caramujo, ha reproducédo
assexuada de esporocistos e producdo de cercarias (325 um). As cercérias sao liberadas na agua,
e penetram na pele do hospedeiro definitivo (homem). Ao atravessar a barreira da pele, perdem
a cauda, se transformando em esquistossémulo (150 um). Os esquistossomulos se desenvolvem
migrando na circulacdo através de varios 6rgdos, até os vermes alcancarem o sistema porta-
hepatico aproximadamente 5 semanas apés infeccdo. O pareamento do verme adulto (7 a 10
mm) macho e fémea permite a completa maturacdo sexual, e o casal migra contra a circulacdo
e se localiza nas veias mesentéricas, dando inicio a deposi¢édo de ovos na circulagdo. Ovos que
atravessam a parede dos vasos e do intestino sdo eliminados nas fezes, podendo atingir a agua
e completar o ciclo. Parte dos ovos sdo levados pela corrente sanguinea ao sistema porta-
hepético e ficam presos no figado, formando granulomas ao redor (ndo mostrado na figura).
Figura adaptada de (Pathogen-Profile-Dictionary 2015).

Como visto no ciclo do parasita, os estagios encontrados no hospedeiro definitivo
(humano) sdo os esquistossomulos, os vermes adultos e os ovos, tendo grande importancia no

estudo do parasita. Os esquistossomulos estdo em constante transformacéo desde o0 momento
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em que a cercaria penetra na pele perdendo a cauda, e esta larva precisa atravessar a epiderme
e derme usando as secrecdes de sua glandula acetabular (Fishelson, Amiri et al. 1992), até
atravessar o epitélio endotelial e alcancar os pequenos vasos presentes na pele. Uma vez dentro
do vaso, as secre¢des das glandulas cessam e as células se atrofiam em até 72 horas (Keene,
Jeong et al. 1983, McKerrow, Keene et al. 1983). Com todas estas etapas de penetracdo, o
esquistossomulo em desenvolvimento sofre significantes mudancas morfoldgicas e
bioquimicas (Mountford and Harrop 1998), tais como mudanca de metabolismo aerdbico para
anaeradbico, perda do glicocalix e reconstrucdo do tegumento (Skelly and Shoemaker 2000).

Os esquistossébmulos ao atingirem o sistema porta-hepéatico terminam o processo de
desenvolvimento formando vermes adultos, que ao se parearem (macho alojando a fémea no
canal ginecoférico) terminam o processo de maturacdo. Esta caracteristica de sexos separados
nos vermes é Unica entre os trematodas o que requer um desenvolvimento especifico para
macho e fémea. A fémea requer constante pareamento com o macho para manter os 6rgaos
sexuais (ovario e vitelario) em constante mitose, sendo um pré-requisito para a producdo de
ovos (Knobloch, Winnen et al. 2002, Beckmann, Quack et al. 2010). Ao contrario das fémeas,
0s machos ndo apresentam alteracbes morfolégicas quando estdo despareados, mantendo 0s
testiculos diferenciados e produzindo esperma (Armstrong 1965). Todas estas transformacdes
que os vermes sofrem séo reflexos de mudanca na transcri¢do génica ao longo do ciclo de vida
do parasita, como ja demonstrado em alguns estudos (Verjovski-Almeida, DeMarco et al.
2003).

Todas as evidéncias na literatura apontam que os ovos de Schistosoma sdo o0s
responsaveis pela morbidade da doenca, e ndo os vermes adultos (Burke, Jones et al. 2009).
Isso pelo fato de muitos ovos ndo serem excretados do hospedeiro, se alojando
permanentemente no intestino e figado. Estes ovos induzem a formagéo de granulomas ao seu

redor, caracterizados por linfécitos, eosinofilos e macrofagos (Pearce and MacDonald 2002,
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Fairfax, Nascimento et al. 2012). Os ovos por sua vez produzem enzimas proteoliticas
prevenindo a necrose do tecido, porém induzem inflamacao crénica levando as manifestagdes
da esquistossomose (Peterson and Von Lichtenberg 1965). Entre as proteinas secretadas por
ovos com funcdo caracterizada, ha proteinas que agem induzindo inflamacgéo no tecido, como
IPSE/alpha-1, venon allergen-like proteins 2, 3, 5 e 9 (Cass, Johnson et al. 2007), ou ainda
proteinas como MEG-3 com funcédo proteolitica que pode estar envolvida na degradacdo do
tecido do hospedeiro, permitindo assim o ovo escapar do sistema imune (Mathieson and Wilson
2010).

Até o presente momento, praziquantel é a Gnica droga disponivel para o tratamento da
doenca, sendo efetiva contra todas as espécies em dose Unica. Apesar do uso intensivo em paises
endémicos, ndo ha evidéncias claras sobre desenvolvimento de resisténcia ao praziquantel em
campo, embora esta resisténcia ja tenha sido induzida em cepas de laboratério (King, Olbrych
et al. 2011). O praziquantel s6 € efetivo contra o0 verme adulto (5 a 6 semanas apds infec¢do)
ndo sendo efetivo contra formas imaturas, sendo efetivo por permitir o influxo de calcio no
parasita e assim levar a paralisia e danos ao tegumento (Greenberg 2013). Mais ainda, em
regides endémicas, o0 paciente recém-tratado pode voltar a se expor as cercarias da agua
contaminada, e se re-infectar. Além disso, para total eficiéncia do tratamento, é necessaria
efetiva resposta imune humoral do hospedeiro contra o parasita (Brindley and Sher 1987,
Doenhoff, Cioli et al. 2008). Neste cenario, se faz necessario a pesquisa de novas drogas para

tratamento da esquistossomose que atuem nos estagios de verme maturo e imaturo.

1.2 Epigenética em eucariotos

Mecanismos epigenéticos tem um papel central na programacao da expressdo génica e
incluem um grande namero de modifica¢Ges pos-traducionais (MPTSs) de histonas, variantes de
histonas, metilacdo de DNA e RNAs de interferéncia (Margueron and Reinberg 2010). Apesar

de todos estes mecanismos de regulacdo epigenética, somente a metilagdo de DNA foi mostrada
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como hereditaria na divisao celular (Wigler, Levy et al. 1981). Apesar disso, algumas MPT de
histonas podem contribuir para a transmissdo de informacéo epigenética, outras diretamente no
processo de transcricao, e ainda outras somente tem funcao estrutural na cromatina (Trojer and
Reinberg 2006, Berger, Kouzarides et al. 2009).

Em eucariotos, o DNA gendmico estd empacotado por histonas organizadas em
nucleossomos, formando um complexo macromolecular denominada cromatina. A unidade do
nucleossomo é formada por duas copias de cada uma de quatro histonas, H2A, H2B, H3 e H4,
montadas na forma de octamero com 146 pares de bases (bp) de DNA enovelados em duas
voltas ao redor, sendo o complexo estabilizado por uma histona H1 (Khorasanizadeh 2004). O
estado de remodelamento da cromatina varia entre “aberto” e “fechado”, sendo um guia para a
regulacao epigenética da expressao génica. Esta variacdo de estados resulta de alteracfes na
estrutura dos nucleossomos, que compreendem modificagdes na porcao amino-terminal (cauda)
das histonas, incluindo acetilacao, metilacdo, fosforilacao, poli-ADP ribosilacéo, ubiquitinagéo,
sumoilacéo, citrulinacdo e glicosilacdo (Nightingale, O'Neill et al. 2006). Estas modificactes
atuam por dois mecanismos caracteristicos: pela diminui¢do de contato do nucleossomo (entre
histona-histona ou entre histona-DNA) alterando estrutura e estabilidade, ou pelo recrutamento

de proteinas com atividade enziméatica modificadora de cromatina (Kouzarides 2007).
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Figura 2: Modificacdes pds-traducionais mais frequentes em histonas. (A) Estrutura do
nucleossomo contendo dimeros de cada histona H2A, H2B, H3 e H4, com DNA enovelado ao
redor. Cada histona possui a cauda amino-terminal exposta para fora do centro do nucleossomo.
(B) Cauda amino-terminal de cada histona com possiveis modificacBes pos-traducionais
(MPTs) (acetilagdo, metilacdo, fosforilagdo e ubiquitinacdo) em residuos especificos de
aminoéacidos (lisina-K, arginina-R, serina-S e treonina-T). (Figura adaptada de (Alberini 2009))

As histonas sdo transcritas em eucariotos pela RNA Polimerase Il principalmente
durante na transicdo da fase G1 e S do ciclo celular. Quando a replicagdo de DNA é
interrompida, rapidamente os niveis de RNA mensageiro (mMRNA) de histona desaparecem do
citoplasma, tendo uma meia-vida de 10 a 15 minutos (Osley 1991). Os genes de histona
dependentes da replicacdo celular ttm como caracteristica a auséncia de introns, assim o Unico

processamento que 0 mMRNA sofre € a clivagem na porg¢do 3"UTR (untranslated region) entre
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a estrutura secundaria de um hairpin e 0 motivo na sequéncia chamado histone downstream
element (HDE) (Dominski, Zheng et al. 1999, Battle and Doudna 2001). Estes dois elementos
recrutam fatores necessarios a esta clivagem no 3"UTR tal como a proteina SLBP (Stem-loop
binding protein) que se associa fortemente ao hairpin estabilizando outras proteinas necessarias
para a clivagem do HDE, e auxiliando no transporte do mRNA para o citoplasma (Wang,
Whitfield et al. 1996).

As caudas dos nucleossomos se estendem para fora da superficie polimérica da
cromatina abrangendo aproximadamente 30 % da massa individual de cada histona (Wolffe and
Hayes 1999), sendo assim exposta a interacbes com diferentes proteinas. Individualmente, as
modificacdes tais como a acetila¢do, que neutraliza a carga positiva na cauda, e a fosforilacao,
gue adiciona uma carga negativa, podem levar a descondensacdo da cromatina. Assim, se
houver multiplas MPTs nas caudas das histonas, elas podem servir para amplificar o efeito
causado, havendo evidencia de sinergismo entre estas marcas de histonas. Como exemplo de
sinergismo, a acetilacdo e a fosforilagdo de histona induzem a transcricdo de genes
imediatamente apos estimulo de mitose (Barratt, Hazzalin et al. 1994). Evidéncias como estas
convergiram para 0 conceito da existéncia de um codigo das histonas, que propde que
modificacbes de um conjunto de residuos especificos das diversas histonas, agindo
sequencialmente ou em combinacdo, desencadeiam uma determinada funcdo bioldgica
(Jenuwein and Allis 2001, Kouzarides 2007).

Modificacdes das histonas tais como acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo e ubiquitinacéo
foram associadas em geral a ativacdo da transcricdo do gene do locus que estd sendo
modificado, porém a metilacdo de outros residuos de histonas, assim como ubiquitinacao,
sumoilacéo, citrulinacdo e isomerizacao de prolina podem implicar na repressao da transcricdo
daquele gene. Observa-se que as modificacfes tem o potencial de ativar ou reprimir um certo

gene em diferentes condic¢6es (Kouzarides 2007). Este fato pode ser explicado pela ligacéo, em
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uma dada regido promotora de um gene, de diferentes fatores de transcricdo e enzimas
modificadoras de histonas que tem a capacidade de “ler” de maneiras diversas estas marcas
(Strahl and Allis 2000), ou seja, recrutando diferentes proteinas parceiras que resultam na
ativacdo ou repressao da expressao.

A acetilacdo é a modificacdo que desencadeia o fenotipo menos variavel, sendo
associada com a ativacdo da transcricdo génica. Em geral as histonas acetiltransferases (HATS)
modificam mais de uma lisina, predominando as modificacdes na cauda amino-terminal das
histonas que sdo mais acessiveis aos fatores de transcricdo (Kouzarides 2007) tais como
acetilacdo da histona nos residuos H3K9ac, H3K14ac, H4K8ac e H4K16ac (Strahl and Allis
2000); as histonas assim modificadas se localizam ao longo do locus do gene a ser transcrito.
Outra caracteristica associada a acetilacdo foi reportada em levedura, onde a acetilacdo na
porcdo interna da histona H3 na lisina 56 (H3K56) foi encontrada em histona recém-sintetizada
durante a fase S do ciclo celular e na presenca de dano ao DNA (Celic, Masumoto et al. 2006,
Maas, Miller et al. 2006).

A metilacdo de histonas pelas histona metiltransferase (HMT) resulta em uma maior
diversidade de efeitos comparada com a acetilagcdo. Assim, a metilacdo de H3K4, H3K36 e
H3K79 esta associada a ativacdo da transcrigdo. A H3K4me3 (tri-metilada) e a H3K36me3 tém
grande importancia na elongacao transcricional, se localizando principalmente na porcéo 5° de
genes ativos e na por¢do 3" de genes ativos respectivamente (Joshi and Struhl 2005, Consortium
2012). Ja a tri-metilacdo de H3K9, H3K27 e H4K20 esta associada a represséo da transcri¢ao
e silenciando da cromatina (Kouzarides 2007).

Além das histonas canonicas com suas MPTSs, ha variantes de histonas que diferem na
sequéncia de poucos aminoacidos, ou na presenca de grandes dominios adicionais na proteina.
A substituicdo de histonas canénicas por variantes altera as propriedades bioquimicas do

nucleossomo por afetar as MPTs, e afetar as interacdes entre as proteinas e a estrutura da



) 20
INTRODUGCAO

cromatina (Talbert and Henikoff 2010). A histona H3.3 difere da histona H3 em apenas 4
aminoéacidos, e tem uma alta taxa de deposicao em regides promotoras e de enhancers sugerindo
gue H3.3 mantem estas regifes altamente expostas aos fatores de transcricdo (Henikoff 2008),
também se correlacionando com regides de alta taxa de transcricdo (Chow, Georgiou et al.
2005). Ja a variante H3.3 é depositada predominantemente na forquilha de replicacdo do DNA
(Henikoff 2008). A variante H2A.Z ao ser incorporada nos nucleossomos diminui sua
estabilidade por alterar a interface com H2B, contribuindo para transcri¢do, reparo de DNA e
segregacdo cromossdmica (Meneghini, Wu et al. 2003). Outra variante com papel importante
no reparo de DNA ¢ a histona H2A.X, a qual é fosforilada em resposta a quebra de fita-dupla
do DNA desencadeando parada do ciclo celular e recrutamento de proteinas de reparo (Scully
and Xie 2013).

As atividades opostas de histonas acetiltransferases (HATS) e histonas deacetilases
(HDACS) regulam a expressao génica atraves da modificacdo do grau de acetilacdo das histonas
(Roth, Denu et al. 2001, Thiagalingam, Cheng et al. 2003). As HATSs transferem o grupo acetil
para residuos de lisina na por¢do amino-terminal de histonas, o que resulta em diminuicdo da
afinidade ao DNA e expansdo local da cromatina, permitindo acesso ao DNA de proteinas
reguladoras (Roth, Denu et al. 2001). Por outro lado, as HDACs catalisam a remocéo dos grupos
acetil, levando a condensagéo da cromatina e repressdo da transcricdo (Roth, Denu et al. 2001,
Thiagalingam, Cheng et al. 2003).

Em eucariotos, a acetilagao de histonas neutraliza a carga positiva da lisina, diminuindo
a afinidade entre DNA-histona, e assim permite 0 acesso a proteinas promovendo regulagéo
positiva e negativa da transcricdo (Zupkovitz, Tischler et al. 2006). A acetilacdo da cromatina
regula, além da transcri¢cdo, o0 mecanismo de reparo, a replicagdo do DNA e sua condensacao,
e algumas marcas de histonas em residuos especificos se caracterizam por ter uma funcgéo

celular especifica (Zupkovitz, Tischler et al. 2006).
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1.3 Regulacéo da cromatina em S. mansoni

O complexo ciclo de vida do parasita S. mansoni e seus diversos fenotipos refletem seu
grande genoma com 380 megabases e 0ito cromossomos (sete cromossomos autossémicos e
um par ZW de cromossomos sexuais) (Berriman, Haas et al. 2009, Protasio, Tsai et al. 2012).
A versdo mais recente da sequéncia do genoma atualizou o nimero de genes codificadores de
proteina para 10852 (Protasio, Tsai et al. 2012), com mudancas na arquitetura dos genes e
retirada de predicdes génicas sem evidencia de transcricdo (Protasio, Tsai et al. 2012). A
sequéncia genémica é obviamente idéntica em todos os estagios do ciclo de vida do parasita, e
assim como em outros eucariotos complexos, 0s mecanismos de regulacao epigenética sdo 0s
responsaveis por controlar os perfis de transcri¢do génica e definir estados especificos de cada
estagio ao longo do ciclo de vida.

As HDACs em eucariotos sdo divididas em quatro classes, de acordo com sua
homologia com HDACs de leveduras, localizacdo celular e atividade enzimatica
(Thiagalingam, Cheng et al. 2003). A classe | de HDACs representa homélogos da proteina
RPD3 de levedura, e geralmente pode ser encontrada no nucleo da célula. Ja a classe Il de
HDACs tem homologia com a proteina Hdal de levedura e pode estar presente no nicleo e no
citoplasma. HDACs da classe Il (Sirtuins) sao homologas de proteina Sir2 de levedura e
requerem o fator NAD+ para regular a expressao génica em resposta ao estado redox da célula.
E finalmente a classe IV de HDACs tem similaridade de dominio catalitico com as enzimas da
classe I e I, porém ndo possui identidade suficiente para ser classificada junto com este grupo
de enzimas (Bolden, Peart et al. 2006). Em S. mansoni, trés enzimas da classe | de HDACs
(HDAC1, 3 e 8) foram encontradas expressas em todos os estagios de vida do parasita (Oger,
Dubois et al. 2008); ao mesmo tempo o possivel gene codificador da HDAC2 néo foi
encontrado no genoma (Brunmeir, Lagger et al. 2009), e ele também estd ausente em outros

invertebrados. Enzimas de classe Il em S. mansoni foram identificadas por analise in silico
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como possiveis ortdlogos das HDACs 4, 5 e 6, e aparentemente as HDACs 7, 9 e 10 estdo
ausentes no parasita (Pierce, Dubois-Abdesselem et al. 2012). Ja a classe 11l representada pelas
Sirtuins, foram encontrados cinco membros, sendo estes Sirt 1, 2, 5, 6 e 7 (Pierce, Dubois-
Abdesselem et al. 2012).

Em S. mansoni, a acetilacdo de histonas ja foi caracterizada in vitro pela acdo da enzima
SMGCN5 (Smp_070190), capaz de adicionar acetilacdo nas histonas H3, H2A (de Moraes
Maciel, de Silva Dutra et al. 2004) e H3 lisina 14 (H3K14ac), onde também se constatou sua
localizagdo celular principalmente em granulos de intercromatina (de Moraes Maciel, da Costa
etal. 2008). Além desta, a HAT SmCBP1 (ortélogo de CBP/p300) foi caracterizada como capaz
de adicionar acetilacdo a histona H4 e interagir fisicamente com o receptor nuclear smFTZ-F1
potencializando a atividade transcricional (Bertin, Oger et al. 2006).

Além da caracterizacdo da atividade de enzimas modificadoras de histonas em
esquistossoma, foram identificadas por analise in silico 32 outras proteinas de S. mansoni com
potencial para se ligar a histonas e modular sua fungdo, tais como enzimas, fatores de
transcrigdo e proteinas transportadoras relacionadas a diferentes processos celulares (Anderson,
Pierce et al. 2012).

O perfil de distribuicdo de marcas de histonas na cromatina pode ser caracterizado com
a técnica de imunoprecipitacdo de cromatina (ChlP) combinado com sequenciamento do DNA
(ChIP-Seq). Em S. mansoni foram realizados ChIP-Seq de marcas tais como H3K9ac (Cosseau,
Azzi et al. 2009, Dubois, Caby et al. 2009) explorando a deposi¢do em regido promotora de
certos genes de interesse, ndo expandindo a andlise para todos os genes do parasita. O
epigenoma do parasita foi explorado recentemente com ChIP-Seq das marcas de H3K4me3,
H3K27e3, H3K9me3 e H3K9ac em esquistossémulos, cercarias e verme adultos, identificando
mudancas no estado da cromatina nos diferentes estagios (Roquis, Lepesant et al. 2015). Além

disso, esse trabalho apontou para a existéncia de regulacdo da regido de inicio de transcrigdo
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(TSS) dos genes em cercaria semelhante ao encontrado em células tronco embrionarias de

vertebrados, com acumulo de marca de repressao H3K27me3 (Roquis, Lepesant et al. 2015).

1.4 Drogas com efeitos epigenéticos em S. mansoni

Até o presente momento ndo h& uma vacina efetiva que previna a infeccdo por
esquistossoma, apesar diversos grupos concentrarem esforcos no seu desenvolvimento (Jiz, Wu
et al. 2015, Santini-Oliveira, Coler et al. 2015). Assim a Unica estratégia para 0 combate a esta
parasitose é o tratamento em massa de populacdes em areas endémicas com praziquantel, a
Unica droga disponivel e efetiva somente no verme adulto (presente no hospedeiro apds
aproximadamente 40 dias da infeccdo). Com isso, inUmeras drogas vem sendo testadas como
alternativas ao uso do praziquantel, tais como mefloquina (Keiser, Chollet et al. 2009),
trioxaquina (Boissier, Cosledan et al. 2009), oxadiazol (Sayed, Simeonov et al. 2008) ou ainda
drogas que tenham efeito sinérgico juntamente com o praziquantel tal como o omeprazol
(Almeida, Lage et al. 2015).

Outra estratégia, também envolvendo o reposicionamento de drogas, propde o teste de
drogas anti-cancer, como por exemplo o inibidor de quinase Imatinib, o qual se mostrou induzir
mortalidade em vermes adultos de esquistossoma (Beckmann and Grevelding 2010). Esta
estratégia se torna viavel pois o parasita expressa proteinas com alta similaridade com ortélogos
humanos que séo os alvos destas drogas, sendo um ponto de partida para a busca por compostos
analogos que sejam mais especificos para alvos do parasita.

A acetilacédo de histonas é um importante fator determinante da regulacéo da transcrigéo,
e numerosos estudos mostraram a correlacdo de expressdo aberrante de HDACs com
desenvolvimento de cancer em humanos (West and Johnstone 2014), tendo sido demonstrada
a perda global de acetilagcdo em celulas cancerosas (Fraga, Ballestar et al. 2005). Assim, ha mais
de uma decada as HDACSs se tornaram promissores alvos terapéuticos para reverter o estado

epigenético aberrante associado a células cancerosas (Pandolfi 2001, Baylin and Ohm 2006).
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As HDACs em S. mansoni foram estudas no parasita usando-se inibidores (iIHDAC)
para caracterizar suas funcdes. O inibidor Trichostatin A (TSA) ao ser usado em miracidios in
vitro causou um aumento da acetilacdo da histona H4, e como fenétipo observado, notou-se a
parada da metamorfose de miracidio em esporocisto (Azzi, Cosseau et al. 2009). Alem disso
observou-se que ao retirar os miracidios da presenca de TSA (até 4 horas de exposi¢do), houve
a retomada da metamorfose em esporocistos, indicando uma parada de desenvolvimento
transiente e ndo um desencadeamento de vias de morte celular (Azzi, Cosseau et al. 2009). Em
outro estudo, 0 TSA se mostrou capaz de inibir a atividade catalitica de HDACs e induzir
mortalidade em esquistossdmulos e vermes adultos, além de ser detectado aumento de apoptose
em esquistossdbmulos por aumentar a atividade de caspases 3/7 (Dubois, Caby et al. 2009).
Neste mesmo estudo foi reportado o aumento da acetilagdo total de histona H3 e H4 em
esquistossomulos e vermes adultos tratados com TSA (Dubois, Caby et al. 2009).

Em um estudo recente sobre a caracterizacdo da SmMHDACS, foi reportado que esta
HDAC ¢ a mais expressa dentre as enzimas da classe I, e com ensaio de knock-down em
esquistossdbmulos ndo se observou alteracdo morfolégica (Marek, Kannan et al. 2013). Porém
ao se introduzir estes esquistossomulos em camundongos por via intravenosa, foi observada
diminuicdo de vermes adultos recuperados ap6s 35 dias de infeccdo e diminuicdo de ovos no
figado, indicando ser a presenca de SMHDACS essencial para o estabelecimento da infeccdo

(Marek, Kannan et al. 2013).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Estudar mecanismos de regulacéo da transcricdo compreendendo marcas de histonas
global e em regido promotora de genes com niveis de transcri¢do alterados em resposta
a inibicdo de HDACs de S. mansoni. Com isso, investigar possiveis vias de indugéo de
morte no parasita que estejam com 0s genes transcricionalmente ativos ou reprimidos

por efeito de tratamento com iHDAC.

2.2 Objetivos especificos

e Catalogar os genes de histonas de S. mansoni com evidéncia de transcri¢éo, e
analisar suas caracteristicas tais como conservacdo de dominio e presenca de
3"hairpin na por¢do 3"UTR, identificadas por predicao in silico.

e Padronizar a extracdo de histonas e caracterizar o perfil de modificacGes pds-
traducionais (MPT) de histonas em S. mansoni sob efeito de inibidor de HDAC.

e Analisar o transcriptoma de esquistossbmulos tratados com iHDAC em
diferentes tempos por microarray e validar as analises por RT-gPCR

e Explorar genes com expressdo afetada por tratamento com iHDAC relacionados
com inducao de morte do parasita.

o Verificar se genes diferencialmente expressos tem alteracdo no padréo de MPT
de histonas na regido promotora reguladora do gene.

e Pesquisar novo possivel alvo epigenético sobre o qual uma droga possa agir
sinergicamente com o iHDAC aumentando a mortalidade de parasitas.

¢ Validar o novo alvo com anélise in silico de modelagem da enzima e docking da

droga inibidora na enzima.
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3. Metodologia

3.1 Analise in silico de histonas de S. mansoni e proteinas com motivos leitores de

histonas

As predigOes génicas de histonas foram obtidas do Schisto GeneDB website
(http://lwww.genedb.org/genedb/smansoni) e usadas para andlises de similaridade com
proteinas humanas, para corre¢do da predi¢cdo em combinacdo com dados de transcritos (ESTs
e RNA-seq) e para busca de estrutura secundaria na por¢do 3’ UTR (Untranslated region). Para
o alinhamento multiplo das sequéncias de cada classe de histona (H2A, H2B, H3 e H4) foi
utilizado o algoritmo ClustalW Multiple Alignment no software BioEdit. Todas as sequéncias
que sugeriam erro de predicdo, como por exemplo possuirem tamanho da cadeia de
aminoacidos maior que o correspondente em outros organismos, foram alinhadas contra o
banco de dados de ESTs disponiveis no GenBank e contra os reads de RNA-seq gerados em
nosso laboratorio (Almeida, Amaral et al. 2011), usando Blastn. Foi realizada busca de
homdlogos de histonas humanas para todas as histonas do parasita, para a anotacdo das
variantes de familias de histona H2A, H2B, H3 e H4.

A busca de motivos stem-loop na sequéncia downstream a regido codificadora de genes
de histonas foi baseada em um modelo Rfam (RNA Family database) aplicado no software
Infernal (Inference of RNA alignments) (Griffiths-Jones, Bateman et al. 2003, Davila Lopez
and Samuelsson 2008).

3.2 Tratamento de esquistossomulos e vermes adultos em cultura com inibidor de

HDAC

Para os experimentos de microarray, o cultivo de esquistossdmulos foi realizado no
Centro de Pesquisas René Rachou em Belo Horizonte — MG. O cultivo de esquistossomulos
(estagio apos penetracdo na pele) é realizado a partir de cercarias mantidas em gelo por 30

minutos, centrifugadas a 1150 RPM por 2 minutos a 4 °C, para entdo serem ressuspendidas em
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Meio M169 com antibioticos (Penicilina, Estreptomicina, Anfotericina B e Gentamicina)
aquecido a 37 °C. Com o choque térmico e processo mecanico com vortex por 2 minutos as
caudas sdo quebradas. A separacdo ocorre por lavagens com o meio de cultura, onde os
esquistossdmulos decantam no tubo falcon (6 minutos), e as caudas que estdo no sobrenadante
sdo retiradas, acrescentando novamente meio e repetindo este processo sucessivas vezes até que
reste uma quantidade de caudas menor que 1 % (Basch 1981). Para simular a sinalizacéo
recebida na pele apds a penetracdo cutanea, os esquistossomulos foram cultivados em meio
enriquecido com hormdnios (Hipoxantina, Hidroxicortisona, Serotonina, Triiodotironina) por
16 horas para completa transformacéo sob condi¢cfes de 5 % de CO; e 37 °C, e apds este periodo
0 meio de cultura foi renovado e adicionado Trichostatin A (TSA - Cayman Chemical) 1 uM.
Foram testados quatro tempos de tratamento, e os parasitas foram coletados 12, 24, 48 e 72
horas ap6s o tempo inicial de adi¢do de TSA para cada uma das trés réplicas bioldgicas; a cada
24 horas 0 meio de cultura foi trocado e a droga foi reposta, para os esquistossomulos mantidos
até 48 e 72 horas. Os esquistossdmulos coletados foram mantidos em RNA later (Ambion) para
serem transportados até o Instituto de Quimica, onde foi realizada a extracdo de RNA.

Para os experimentos de ChIP-qPCR foram utilizados esquistossdmulos obtidos de
cercarias fornecidas pelo Laboratdrio de Malacologia do Instituto Butantan, cultivados sob as
mesmas condig¢Oes descritas anteriormente. Os parasitas foram tratados com TSA (Cayman
Chemical) 1 uM ou etanol no controle por 12 horas (primeiro tempo analisado no microarray).

Para a obtencdo de vermes adultos, hamsters da espécie Mesocricetus auratus foram
infectados com cercarias por inoculagdo subcutanea e ap6s 49 dias de infec¢ao os animais eram
submetidos a perfuséo cardiaca. Os animais foram anestesiados com Xilazina 10 mg/kg e
Quetamina 200 mg/kg via intraperitoneal e colocados em camara de CO2 para andxia, e 0
estado de anestesia foi verificado por perda de reflexos sensoriais. Foi feita imersao do animal

em etanol 70 % e realizada abertura abdominal e toracica, permitindo visualizacdo do plexo
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mesentérico e coracdo (ainda apresentando batimentos cardiacos). Para a perfusdo vascular
completa do animal, era feita uma abertura na veia porta, e com um sistema de fluxo continuo
(bomba de perfusdo Gilson) era bombeado meio RPMI com heparina a partir do ventriculo
esquerdo. Os vermes adultos eram coletados e transferidos para placa com meio RPMI contendo
penicilina, estreptomicina, anfotericina B, gentamicina e Soro Fetal Bovino 10 % e mantidos a
5 % de CO2 e 37 °C. Os vermes adultos pareados eram transferidos para uma nova placa de
cultura, selecionando-se os mais completamente acasalados para que a resposta ao tratamento

com TSA 1uM fosse independente do fator pareamento dos vermes.

3.3 Padronizacéo de extracdo de histonas acetiladas

Para obter um extrato enriquecido em histonas, foi adaptado um protocolo de lise branda
do verme adulto, seguido de enriquecimento de histonas com extracdo acida. Para 50 casais de
vermes adultos pareados foi adicionado 1 mL de tampao de lise (Tampé&o Salina-Fostato PBS,
0,5 % Triton X-100, 0,02 % NaN3) (Dubois, Caby et al. 2009) com inibidores de protease (Mini
Protease Inhibitor Cocktail, Complete — Roche) diluido a 1X, e homogeneizado gentilmente
em Glass Potter para fazer separacdo nucleo/citoplasma, e centrifugado a 2000 RPM por 10
minutos a 4 °C. O sobrenadante era retirado, e o pellet contendo o material nuclear era lavado
com o mesmo tampéo de lise e novamente centrifugado. Para extrair histonas, o pellet foi
ressuspendido em 400 pl de HCI 0,25 M e incubado no gelo overnight (Trelle, Salcedo-Amaya
et al. 2009). A amostra foi centrifugada por 15 minutos a 16000 g a 4 °C e o sobrenadante
enriquecido de histonas foi coletado em um novo tubo. Para concentrar a amostra, foi
adicionado acido tricloroacético 100 % w/v com concentracdo final de 33 %, incubando 30
minutos no gelo e centrifugando 15 minutos a 16000 g a 4 °C (Shechter, Dormann et al. 2007).
O pellet obtido de proteinas concentradas foi lavado duas vezes com acetona gelada com
centrifugacdes de 5 minutos entre as lavagens, para entdo secar a temperatura ambiente. O

extrato enriquecido de histonas era eluido em dgua com inibidores de protease e armazenado a
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-20 °C para posteriores analises. As amostras foram quantificadas com o kit Protein Assay
(Biorad) baseado no método de Bradford. Para analisar a integridade das proteinas da amostra

foi realizada a separacédo das proteinas em um gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15 %.

3.4 Western blotting para deteccdo e quantificacdo de histonas com modificacGes

pés-traducionais

Para a identificacdo de acetilacdo e metilacdo em lisinas especificas foram utilizados os
anticorpos primérios anti-histonas de mamiferos: Anti-Histona H3 acetil K9 de coelho (Cell
Signaling) (diluicdo 1:10000), Anti-Histona H3 acetil K14 de coelho (Abcam) (diluigédo
1:2000), Anti-Histona H4 acetil K5 de coelho (Abcam) (dilui¢do 1:10.000) e Anti-Histona H3
tri-metil K27 de camundongo (Abcam) (dilui¢cdo 1:1000) Como normalizador entre as amostras
foi utilizado anticorpo Anti-Histona H3 ndo modificada de camundongo (Abcam) (diluigédo
1:1000). As amostras de extrato de histonas de vermes adultos (10 pg) foram submetidas a
eletroforese em SDS-PAGE 15 % e transferidas para membrana de nitrocelulose em
equipamento Semi-dry Transfer (GE) segundo recomendacgdes do fabricante. As membranas
foram blogueadas com leite desnatado diluido em tampédo TBS (Tween 20 0,05 %, NaCl 0,15
M e Tampdo Fosfato 0,05 M) por 1 hora com agitacdo constante a temperatura ambiente. A
membrana foi incubada overnight a 4°C com anticorpo primario anti-histona modificada e em
seguida lavada com tampdo TBS 4 vezes. O anticorpo secundario anti-coelho conjugado com
o marcador fluorescente IRDye 800CW (Licor) ou anti-camundongo conjugado com o0
marcador fluorescente IRDye 700CW (Licor) foi incubado por 1 hora com tampao de bloqueio,
evitando ligagdes inespecificas, e novamente a membrana foi lavada por 4 vezes para entdo ser
lida no scanner Odyssey® (Licor) em comprimento de onda correspondente a emissdo do
marcador fluorescente ligado ao anticorpo secundario utilizado, e a intensidade da luz emitida
foi quantificada pelo proprio programa do equipamento.

3.5 Atualizacéo da anotacao dos genes da plataforma 4x180k
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A plataforma de microarray foi desenhada em nosso grupo para que fosse possivel
detectar todos os transcritos do parasita, cada um representado por uma sonda de
oligonucletideo de 60 bases, sendo todas as sondas depositadas em um slide que permite 180
mil sondas por array; os slides foram construidos sob encomenda pela Agilent Technologies.
Apds a publicacdo da primeira versdo da sequéncia do genoma de S. mansoni em 2009
(Berriman, Haas et al. 2009) foram realizadas melhorias de predi¢fes génicas, com a publicacao
da versao ASM23792v2 do genoma de S. mansoni (Protasio, Tsai et al. 2012), o0 que gerou a
necessidade de atualizacdo da anotacdo das sondas depositadas no microarray. A versao
ASM23792v2 do genoma contendo a predicao de sequéncia de 11790 genes foi obtida do Banco

de Dados Ensembl (http://metazoa.ensembl.org/Schistosoma mansoni/Info/Index) e foi

utilizada a ferramenta local BlastN para a busca de sondas que correspondam aos transcritos
dos genes, utilizando o critério de identidade de bases maior que 55 nucleotideos para o total
de 60 bases da sonda. Com isso foram anotadas 37501 sondas que detectam 8947 genes de S.
mansoni (uma média de 4,2 sondas por gene). Além disso, ha 22041 sondas que detectam
possiveis transcritos antisenso de 8674 genes.

Outra anotacdo importante para o uso da plataforma em analises posteriores foi a busca
de ortélogos dos genes de S. mansoni entre 0s genes humanos. Para isso, foi utilizada a
sequéncia da proteina predita do parasita em busca com BlastP contra proteinas humanas, e
com os critérios de cobertura minima de 20 %, identidade minima de 40 %, e-value < 107 foi
possivel relacionar cada um de 5744 genes de S. mansoni com um putativo ortélogo RefSeq
humano que serve de entrada no programa Ingenuity Pathway Analysis.

Para analisar proteinas de S. mansoni que possuem dominios de leitura das marcas de
histonas (histone readers), utilizamos os dados de conservacdo de dominios disponiveis no
Conserved Domains Database (NCBI) para a busca e anotacdo de dominios proteicos das

histone readers que reconhecem marcas de histonas acetiladas e metiladas, por exemplo. Estes
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dominios e seus motivos em varias espécies estdo descritos em (Yun, Wu et al. 2011) e listados
na tabela 1. Para esta busca utilizamos o algoritmo BlastP contra todos os genes de S. mansoni
codificadores de proteinas (10772) presentes na versdo ASM23792v2 do Ensembl database, e
como critério para busca de dominio exigimos que o e-value fosse menor que 107°. O resultado

da busca estd mostrado na sessdo Resultados, mais abaixo.

Tabela 1: Dominios das histone readers com as MPT de histonas reconhecidas

Dominios das Modificagdes Pos-Transcricionais de histonas
histone readers reconhecidas pela histone reader
Ankyrin H3K9me2, H3K9mel

Cromodomain H3K9me3, H3K9me2, H3K27me3, H3K27me2

MBT H3Kmel, H3Kme2, H4mel, H4Kme2

PHD H3K4me3, H3K4me2, H3K9me3, H3un

PWWP H3K36me3, H4K20mel, H4K20me3, H3K79me3
Tudor H3K36me3, H3Rme2, H4Rme2

WD40 H3K9me2, H3K27me3, H3R2me2, H3un

zf-CW H3K4me3

Bromodomain H3Kac, H4Kac, H2AKac, H2BKac
14-3-3 H3S10ph, H3S28ph

BRCT H2AXS139ph

3.6 Perfil de expressdo génica em microarray 4x180k

Para realizar o experimento de andlise de expressdo génica foram utilizados
esquistossémulos tratados com 1 uM de TSA ou com o veiculo da droga (etanol) como controle.

Ap0s cada tempo de tratamento (12, 24, 48 e 72 horas) os esquistossdbmulos foram coletados e
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armazenados em RNA later (Ambion). O RNA total foi extraido e tratado com DNAse |
utilizando-se 0 RNA easy mini Kit (Qiagen) de acordo com as recomendacdes do fabricante. As
amostras foram quantificadas no espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Scientific) e a
integridade das amostras de RNA foi avaliada utilizando eletroforese capilar em Bioanalyzer
(Agilent Technologies). Para as reac6es de amplificacdo e marcacdo de RNA utilizamos o Low
Input Quick Amp Labeling Kit (Agilent) com 100 ng de RNA total para cada réplica (Tabela 2).
Para cada réplica bioldgica (RB) produzimos duas réplicas técnicas com inversdao dos
fluoréforos Cy3 e Cyb. Para a hibridizacdo, seguimos as recomendacdes do fabricante, e
utilizamos a plataforma de oligoarray 4X180k desenhada por nosso grupo e produzida sob

encomenda pela Agilent Technologies.

Tabela 2: Amostras hibridizadas no microarray de S. mansoni de 4x180k. Distribuicéo das
amostras em experimento de trés réplicas biologicas (RB) de esquistossdmulos tratados com
TSA ou Etanol, com RNA marcado com os fluor6foros Cy3 e Cy5, e hibridizado com método
de duas cores para medida de expressdo génica.

Array 1

Array 2

Array 3

Array 4

Lamina 1

Lamina 2

Lamina 3

Lamina 4

Lamina 5

Lamina 6

TSA 12h RB1 - Cy3
Etanol 12h RB1 -Cy5
TSA 24h RB1 - Cy3
Etanol 24h RB1 -Cy5
TSA 12h RB3 - Cy3
Etanol 12h RB3 -Cy5
TSA 48h RB1 - Cy3
Etanol 48h RB1 -Cy5
TSA 72h RB1 - Cy3
Etanol 72h RB1 -Cy5
TSA 48h RB3 - Cy3
Etanol 48h RB3 -Cy5

TSA 12h RB1 - Cy5
Etanol 12h RB1 -Cy3
TSA 24h RB1 - Cy5
Etanol 24h RB1 -Cy3
TSA 12h RB3 - Cy5
Etanol 12h RB3 -Cy3
TSA 48h RB1 - Cy5
Etanol 48h RB1 -Cy3
TSA 72h RB1 - Cy5
Etanol 72h RB1 -Cy3
TSA 48h RB3 - Cy5
Etanol 48h RB3 -Cy3

TSA 12h RB2 - Cy3
Etanol 12h RB2 -Cy5
TSA 24h RB2 - Cy3
Etanol 24h RB2 -Cy5
TSA 24h RB3 - Cy3
Etanol 24h RB3 -Cy5
TSA 48h RB2 - Cy3
Etanol 48h RB2 -Cy5
TSA 72h RB2 - Cy3
Etanol 72h RB2 -Cy5
TSA 72h RB3 - Cy3
Etanol 72h RB3 -Cy5

TSA 12h RB2 - Cy5
Etanol 12h RB2 -Cy3
TSA 24h RB2 - Cy5
Etanol 24h RB2 -Cy3
TSA 24h RB3 - Cy5
Etanol 24h RB3 -Cy3
TSA 48h RB2 - Cy5
Etanol 48h RB2 -Cy3
TSA 72h RB2 - Cy5
Etanol 72h RB2 -Cy3
TSA 72h RB3 - Cy5
Etanol 72h RB3 -Cy3
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Para analise dos dados, foi realizada uma filtragem inicial das sondas com sinal de baixa
intensidade, de acordo com os critérios do software Feature Extraction (Agilent) que avalia 0s
spots que estdo com intensidade acima do sinal de background do array. Apds a exclusao dos
controles positivos e negativos da lamina (aproximadamente 35 mil sondas), os dados restantes
foram normalizados com a média aparada de 40 % (20 % da porc¢éo superior e 20 % da porc¢éo
inferior dos dados), e em seguida foi calculada a razdo Log> entre as intensidades das amostras
TSA/Etanol de cada gene em cada array. A partir destes dados foi possivel usar o teste
estatistico Significance Analysis of Microarray (SAM) (Tusher, Tibshirani et al. 2001) para
identificar genes diferencialmente expressos com g-value < 0,05. Para 0s genes que estavam
representados no microarray com maultiplas sondas ao longo do gene, foi usada a média de
intensidade entre todas as sondas que correspondem ao transcrito (como indicado na tabela

suplementar) para representar a intensidade da expressdo do gene.

A andlise de ontologia génica (GO) foi realizada utilizando os termos associados aos
genes presentes no banco de dados Biomart (Ensembl), com um total de 6165 genes. Para
calcular o enriquecimento foi utilizado o programa Ontologizer (Bauer, Grossmann et al. 2008)
aplicando o teste Parent-Child com corre¢do para testes maltiplos pelo método de Benjamini-
Hochberg (Oliveira, Carvalho et al. 2009). Com a ferramenta Ingenuity Pathway Analysis
(IPA), e considerando 5744 genes de S. mansoni como possiveis homologos dos
correspondentes genes humanos, foram realizadas analises de interagdes entre moléculas; o IPA
é um banco curado de dados da literatura sobre a funcéo e a interagcdo de genes nos modelos

humano, de camundongo e de rato.

3.7 Validagao de genes diferencialmente expressos
Com os dados de expressao diferencial de genes de esquistossomulos tratados com TSA
por 12, 24, 48 e 72 horas, medidos nos microarrays, foram selecionados genes induzidos e

reprimidos para validacdo por PCR em tempo real. Para isso foi realizada a reacdo de
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transcricdo reversa com 100 ng de RNA total e primer 6-mer randdmico com o Kit
SuperScriptlll (Invitrogen) seguindo as recomendac@es do fabricante. Para a reacdo de PCR foi
utilizado 0,625 pl da reacdo de transcricdo reversa e o0 Power SYBR Green Master Mix (Life
Technologies), com condi¢des padrao. O programa Primer3 foi utilizado para o desenho do par
de primers da PCR, exigindo-se que cada um dos primers do par estivesse localizado no altimo
e penultimo éxons do gene em questdo, ou ao menos em éxons diferentes (Tabela 3). Os dados
foram analisados com o método comparativo por delta-Ct (Cycle threshold), e o teste-t foi
utilizado para calcular a significancia da mudanca do nivel de expressdo de um gene entre a
amostra com inibidor e o controle. O gene PSMD Smp_000740 (26s proteasome non-ATPase

regulatory subunit 4) de S. mansoni foi utilizado como gene normalizador.

Tabela 3: Lista de primers utilizados na validacdo por RT-gPCR de genes
diferencialmente expressos

Gene Sequéncia de nucleotideo
CBX5 RT_F CAGGCGTTTCCTTGATAAGC
Smp_174840
CBX5 RT_R CAGGTGCTAGACCACGATCA
Chkl RT F AGGTCATTCGAGCTGTCGTT
Smp_077180
Chkl RT_R TCCTGGATGCTCTGGAGTTT
EED RT_F TTAATTACCGCTCACGTTCG
Smp_165220
EED RT R ACGGGCACAGTCCACATAAT
TyrK_RT_F TTCACGATTGATTGGGAACA
Smp_197050
TyrK_RT_R TCACCTACCATCAGTGTATTTTCG
EZH2 RT F CGAGATTTTGTTGTGGATGC
Smp_078900
EZH2 RT R CGATGATCACCATTCACCAT
HistK_RT_F TGCATTTTAGAATCTGCTGTCAA
Smp_130760 _
HistK RT_R AGAGATAGGCTTTCGCCAATA
SET_RT_F TCTGGTCGAGAGGAATTTGAA
Smp_160700
SET_RT R CATGATGCCAAGCTGATTGT
SGPL_RT_F TGTGCAGAACGATTTATTCAAGA
Smp_154950
SGPL_RT_R CGATCCGGTATCATTTGAGAT
Sirt2 RT _F ATTTTGGTCGGGTAATGCTG
Smp_084140

Sirt2_RT_R AGCGAGAGTCCGTTTCCTTT
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WD40_RT_F CAGCATCCACTGATTGTTCTG

Smp_049520
WD40_RT_R GGACTATAACGAGCGCACCA
WD-repeat_RT_F CCTTGAATTCTGGACCGATG

Smp_194900
WD-repeat_RT_R TCATACATCGATTGCCCAAA
PSMD_RT_F GCATGCGTCAAGAACATGAG

Smp_000740
PSMD_RT_F GCATGCGTCAAGAACATGAG

3.8 Imunoprecipitacdo de cromatina com anticorpos anti-histonas modificadas

Para buscar se os genes diferencialmente expressos identificados por microarrays sao
regulados por acetilacdo e metilacdo de histonas, foi realizado ChIP-gPCR analisando o
enriquecimento de histonas acetiladas ligadas ao DNA da regido promotora dos genes em
questdo, em esquistossdmulos tratados com TSA 1uM por 12 horas. Foi utilizado o método de
Caby e Pierce para o cross-linking de proteinas-DNA com formaldeido 1 % e lise de
esquistossomulos (Caby and Pierce 2009). Para a quebra da cromatina em fragmentos de 100 —
1000 pares de bases foi aplicada ultrassonicacdo com o equipamento EpiShear (Active Motif)
com amplitude de 20 % em 10 pulsos de 30 segundos e intervalos de 1 minuto. Ap6s sonicar a
amostra foi utilizado o protocolo de Magna ChIP Chromatin Immunoprecipitation kit
(Millipore) com os seguintes anticorpos para a imunoprecipitacdo: Anti-Histone H3 (Abcam),
Anti-Histone H3Lys9acetyl (Abcam), Anti-Histone H3Lys14acetyl (Abcam), Anti-Histone H3
(tri-methyl Lys4) (Abcam), Anti-Histone H3 (tri-methyl Lys27) (Abcam). Como controles
negativos utilizamos IgG de camundongo e coelho ndo imunizados. Os primers foram
desenhados tendo como alvo a regido genémica proxima ao inicio da sequéncia codificadora
do gene investigado (cerca de 400 bp acima do inicio da sequéncia codificadora), pois em
Schistosoma a regido promotora dos genes ainda ndo é bem caracterizada (Tabela 4). Como
normalizador foi utilizado o gene Vall9 Smp_ 123090 (ndo detectado como expresso nos
microarrays). Esta abordagem foi baseada em artigo com ChIP-gPCR para promotor do gene

mucina de S. mansoni (Perrin, Lepesant et al. 2013). Excepcionalmente para o gene CBX5
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Smp_174840 foram desenhados primers no inicio da sequéncia codificadora, pois a regido

upstream é repetitiva e portanto nao é possivel amplificar com precisdo esta sequéncia.

Tabela 4: Lista de primers utilizados para deteccdo de regido promotora de genes
diferencialmente expressos por ChlP-gPCR.

Gene Sequéncia de nucleotideo
CBX5_ChIP_F GGAAGTGATGCGATTGAACC
Smp_174840
CBX5_ChIP_R CCTGGTGAATAACAACCAAAGTC
Chk1_ChIP_F AATGAAGCCCACTGAAGTTTG
Smp_077180
Chkl_ChIP_R CCAGGGTAGTCTTAAAACTGTTCAA
EED_ChIP_F TTTGTTTATTGTCGAACCTTGG
Smp_165220
EED_ChIP_R AGAATTGCTGGAATGCTACAAA
TyrK_ChIP_F TGCTGTTTAACTGACGTTGGA
Smp_197050
TyrK_ChIP_R AAAGTGACCAAGCGAGAGGA
Histk_ChIP_F TCGAGACAAATTTGCTGACAAT
Smp_130760 )
HistKk_ChIP_R TGAAATTGACCATCCAGATCC
SGPL_ChIP_F CGCATGCATCTTTATCTCCA
Smp_154950
SGPL_ChIP_R CCTCTGGACAAATCCATTGC
Vall9 ChlIP F TCACAGAATGATTTCCTATGATTGA
Smp_123090
Vall9 ChIP_R AAGACGTAGTTCCCTAATACTTTACAA
WD40_ChIP_F TTCAGTCAACGAGCTTAGGTCA
Smp_049520
WD40_ChIP_R CATTAGGCACGTAAGGAGTTGAG
WD-repeat_ChIP_F GGCAAACTCTCCATGCAAAT
Smp_194900
WD-repeat_ChIP_R AAACTTGCGCGGTATCCAT

3.9 Ensaio de efeito sinérgico entre inibidor de HDAC e inibidor de EZH2

Para os ensaios in vitro de mortalidade de esquistossomulos foi realizado cultivo com a

metodologia ja descrita na sec¢éo 3.2. Esquistossomulos foram distribuidos em placa de cultura

de 24 pocos, cada pogo contendo 1 mL de meio M169 e aproximadamente 200 a 300 parasitas

por poco. Seis condigdes foram testadas: DMSO 1 % com Etanol 0,6 % (controle); TSA 1 uM;

GSK343 20 uM; TSA 10 uM; TSA 1 uM + GSK343 20 uM; GSK343 50 uM, sendo que para
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cada condicao foram preparados quatro pocos. Para quantificar o niumero de esquistossdmulos
mortos foi adicionado, somente nos pocos a serem analisados, 1 pg/mL de lodeto de Propideo
por po¢o no momento da observacao da fluorescéncia. Com microscopio de fluorescéncia com
filtro rhodamine (536 nm) os parasitas em vermelho sdo considerados mortos, e para contar
todos os parasitas no poco foi utilizada microscopia de campo claro, assim estimando a

porcentagem de mortalidade (Peak, Chalmers et al. 2010).

3.10 Modelagem do dominio SET de EZH2 e acoplamento de GSK343

A enzima EZH2 possui atividade catalitica de trimetilagdo de histona no seu dominio
SET, o qual é alvo de drogas inibidoras. A sequéncia de EZH2 Smp_078900 de S. mansoni
possui o total de 1026 aminoacidos, e a por¢do correspondente ao dominio SET foi utilizada
para a modelagem de sua estrutura atdmica por homologia. Para isso buscamos no banco de
dados RCSB PDB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank)
(Berman, Westbrook et al. 2000) as estruturas do dominio SET ja existente, visto que a proteina
inteira ainda néo foi cristalizada. Foram encontradas duas estruturas modelo, 4MI0 e 4MI5, do
dominio SET de EZH2 humana, com 70 % de identidade com a SmEZHZ2, alinhando do
aminoacido 746 ao 978 da SmEZH2. Nota-se que o dominio SET (CDD:smart00317) consenso
se localiza entre os aminoacidos 859 e 975 na SmEZH2, utilizando o alinhamento do
Conserved-Domain Database CDD (Marchler-Bauer, Derbyshire et al. 2015). O alinhamento
dos modelos com a SmEZH2 utilizando a ferramenta EMBOSS Needle

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss needle/), mostrou uma identidade de 63,8 % e 64,9 %

com cobertura de 90,9 % e 91,8 % para 4MI0 e 4MI5 respectivamente.
Foi realizada a sobreposicéo das estruturas entre os modelos selecionados 4MI0 e 4M15
utilizando o programa UCSF Chimera (Pettersen, Goddard et al. 2004) com a ferramenta

MatchMaker tool e aplicando o método Needleman-Wunsch. Usando este alinhamento dos 2
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modelos como molde, a sequéncia do dominio SET de SmEZH2 foi alinhada com Clustal
Omega no UCSF Chimera.

Para gerar o modelo virtual de SmEZH?2 foi utilizado o Modeller 9v10 (Webb and Sali
2014) empregando-se o alinhamento multiplo dos modelos com SmEZH2; e entre os vinte
modelos gerados foi selecionado o com menor DOPE-score (zDOPE, Z-score of Discrete
Optimized Protein Energy) normalizado. Este modelo foi analisado pelos programas
Molprobity (Chen, Arendall et al. 2010), e ERRAT (Colovos and Yeates 1993). Para aperfeicoar
o modelo predito, foram realizadas corre¢des de cadeia lateral de aminoacidos com o programa
SCWRL4.0 (Krivov, Shapovalov et al. 2009), e refinamento de minimizacédo de energia com
KobaMIN (Rodrigues, Levitt et al. 2012). Este modelo final foi comparado com os dois modelos
utilizados.

Para o acoplamento de GSK343 com SmEZH2, foram identificados quais residuos do
dominio SET da hEZH2 interagem com o cofator SAM. Assim, foram identificados os mesmos
aminoacidos em SmEZH2, delimitando a regido da proteina para as simula¢6es de acoplamento
com GSK343 e SAM, limitando uma caixa de 30x30x30 A. As estruturas 3D dos ligantes
GSK343 (CID: 71268957) e SAM cofactor (CID: 34756) foram obtidas do banco PubChem.
Com o programa AutoDock Vina (Trott and Olson 2010) foram geradas 10 simulagdes (cada
uma com 20 simula¢des de modos de acoplamento) para a maxima exaustdo, com 0s trés
modelos acoplados a GSK343 e SAM. O menor valor de energia livre predita de cada uma das
10 simulacdes foi utilizado para calcular a média e desvio padrdo das simulacdes de

acoplamento.
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4. Resultados

4.1 Anélise in silico de histonas de S. mansoni

As histonas sdo as principais proteinas componentes da cromatina, sendo um dos eixos
principais da regulacdo da transcri¢do. Realizamos a busca no genoma dos genes codificadores
destas proteinas em S. mansoni, bem como fizemos a catalogacao de quais genes pertencem a
quais familias de histonas. No genoma do parasita (Berriman, Haas et al. 2009) foram preditos
29 genes de histonas. Com o alinhamento destas predi¢des contra o banco publico de ESTs, foi
possivel detectar que 21 predi¢bes génicas tém evidencia de transcri¢do, e que curiosamente
dois genes com cadigos distintos sdo posicionados no mesmo locus génico, indicando erro na
anotacédo de predicoes (Tabela 5) (Anderson, Pierce et al. 2012).

Predigdes génicas sem evidéncia de transcri¢cdo foram investigadas individualmente, e
trés ndo apresentaram dominio completo de histona. O gene Sm_123850 apresentou
similaridade com a histona humana H2A.J, porém com uma cobertura de 33 %. Ja 0 gene
Smp_130880 também apresentou similaridade com a histona H2A.J mas somente 25 % de sua
sequéncia cobrindo 50 % da sequéncia humana. Outro gene sem evidéncia de transcrigéo foi a
Smp_026880, cobrindo somente 34 % da histona H3.l humana. Estes baixos valores de
cobertura ndo sdo esperados, pois as histonas sdo proteinas altamente conservadas entre as
espécies, sendo portanto um indicio de erro na predigéo génica.

Tabela 5: Genes de histonas em S. mansoni com seus respectivos ort6logos.
Os genes indicados com () sdo Smps preditas que se sobrepdem na mesma coordenada

gendmica; genes indicados com (*) ndo possuem evidencia de transcri¢do no banco de ESTs;
genes indicados com (**) foram corrigidos em relacéo a predicéo e representados na Figura 3.

Histona H1
Histona de S. Hlsltona Cddigo da Cobertura Identidade Sm Sm massa
; ortéloga . E-value
mansoni h histona humana (%) (%) aa molecular
umana
Smp_162370 H1.0 NP_005309.1 42 1.00E-11 45 169 18025

Histona H2A
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Histona de S. Hls,tona Cadigo da Cobertura Identidade Sm Sm massa
: ortologa . E-value
mansoni h histona humana (%) (%) aa molecular
umana
Smp_060760 H2A.2-B NP_778235.1 97 2.00E-72 85 125 13441
Smp_082750 H2A.J NP_808760.1 64 6.00E-46 83 97 10878
Smp_086860 H2A.X NP_002096 85 4.00E-67 81 134 14576
Smp_089870 H2A.J NP_808760.1 98 1.00E-80 92 125 13441
Smp_089840 H2A.2-B NP_778235.1 97 2.00E-81 92 125 13441
Smp_031720 H2A.2-C NP_003508.1 93 5.00E-42 55 156 16512
Smp_176670** H2A.J NP_066544.1 68 2.00E-43 79 87 9366
Smp_035980** H2A.Z NP_002097.1 95 9.00E-83 96 131 13863
Smp_123850* H2A.J NP_808760.1 33 4.00E-18 79 87 9895
Smp_130880* H2A.J NP_066544.1 50 1.00E-31 83 232 25623
Smp_056420* H2A.J NP_808760.1 66 2.00E-38 74 77 8443
Histona H2B
Histona de S. Hls,tona Cddigo da Cobertura Identidade Sm Sm massa
mansoni ortologa  pictina humana (%) E-value (%) aa molecular
humana
Smp_036220 H2B.1-0O NP_003518.2 100 2.00E-66 78 122 13574
Smp_121380* H2B.2-F NP_001019770.1 100 3.00E-65 75 122 13574
Smp_108390* H2B.2-F NP_001019770.1 100 3.00E-65 75 122 13574
Histona H3
Histona de S. Hls:cona Cddigo da Cobertura Identidade Sm Sm massa
. ortéloga . E-value
mansoni h histona humana (%) (%) aa molecular
umana
Smp_082240 H3.3A NP_002098.1 100 1.00E-98 99 136 15343
Smp_089860 H3C NP_066403.2 100 3.00E-98 99 136 15343
Smp_074610 H3C NP_066403.2 100 3.00E-98 99 136 15343
Smp_177140 H3lI AAH66884.1 60 3.00E-49 93 93 10350
Smp_026880* H3lI AAH66884.1 34 2.00E-24 89 87 9572
Histona H4
Histona de S. H|s,tona Cddigo da Cobertura Identidade Sm Sm massa
; ortéloga . E-value
mansoni h histona humana (%) (%) aa molecular
umana
Smp_053300 H4.A NP_003529.1 100 9.00E-71 100 103 11367
Smp_053290 H4.A NP_003529.1 100 9.00E-71 100 103 11367
Smp_194870 H4.A NP_003529.1 100 9.00E-71 100 103 11367
Smp_053390 H4.A NP_003529.1 100 9.00E-71 100 103 11367

Smp_149600** H4.A NP_003529.1 83 5.00E-50 90 103 11322




41
RESULTADOS

Outra caracteristica encontrada nas predicdes génicas foi a alta massa molecular
resultante da traducdo da predicdo génica de certas histonas de S. mansoni, um valor muito
divergente da massa de histonas de eucariotos. Trés genes apresentaram esta divergéncia ndo
esperada, e por codificarem proteinas com uma quantidade de aminoacidos muito acima do
esperado, estas proteinas gerariam uma estrutura ndo estavel no interior dos nucleossomos. Com
isso, utilizamos ESTs e a sequéncia gendmica para averiguar a predicdo génica e realizar
curagem manual. A primeira predicdo génica que corrigimos foi a da Smp_149600,
codificadora da histona H4, que na anota¢do do genoma possui trés éxons e codifica uma
proteina com massa molecular predita de 23,64 kDa, sendo que o esperado para esta histona é
11 kDa. Observamos que os 94 aminoacidos codificados no terceiro éxon possuem alta
similaridade com outras espécies, havendo a falta de 8 aminoacidos iniciais na por¢do amino-
terminal, que ndo estavam presentes no primeiro e segundo éxons. A sequéncia do genoma
aponta para estes aminoacidos faltantes (27 pares de bases) codificados imediatamente
upstream ao terceiro éxon, com a identificacdo do cddon inicial ATG, formando um gene
monoexdnico, assim como em outras espéecies. Esta curagem manual da histona H4 resultou em
uma nova sequéncia do gene que agora se traduz em uma proteina com 11,06 kDa (Figura 3A).
Esta andlise foi realizada com a versdo do genoma anterior a publicacdo da versdo de Protasio
e colaboradores (Protasio, Tsai et al. 2012), na qual o locus genémico da Smp_149600 estava
no Scaffold 130. Com a atualizag@o do genoma, houve a reorganizagao e montagem de scaffolds

maiores, e com isso este scaffold foi renumerado para Scaffold 49.
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Figura 3: Predicdes génicas de genes de histonas de S. mansoni corrigidas com analise in
silico. PredicOes génicas de A) Histona H4 Smp_149600, B) Histona H2A Smp_176670 e C)
Histona H2A.Z Smp_035980 corrigidas por curagem manual, utilizando sequéncia genémica,
ESTs do NCBI e dados de RNA-Seq. A figura mostra a localizagdo genémica do gene (caixas
brancas) e a arquitetura da predigdo génica corrigida (caixas cinzas). Os transcritos usados nos
alinhamentos estdo representados em preto. Os nimeros abaixo dos genes (primeiro e Gltimo
éxon) representam o primeiro e ultimo nucleotideo da sequéncia.

A segunda predicao génica corrigida manualmente foi a histona H2A Smp_176670, que
apresentava 5 éxons com massa molecular predita de 69,9 kDa, sabendo-se que esta familia de
histona apresenta massa de aproximadamente 13 kDa (Figura 3B). O alinhamento com ESTs

apontou para a transcricdo somente do primeiro éxon, com isso foi possivel usar o programa de

montagem CAP3 e refazer o inicio do gene, alongando o primeiro éxon que possuia 0 dominio
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de histona, formando um gene monoexonico, codificador de 87 aminoacidos. Porém esta
proteina predita de 9,4 kDa ainda possui uma massa divergente do esperado para outras histonas
H2A, indicando que esta correcdo pode ndo ser a mais adequada.

Tambeém foi corrigida outra sequéncia, a da histona H2A Smp_035980, que inicialmente
apresentava cinco eéxons com massa molecular predita de 29,16 kDa (Figura 3C). Utilizando o
alinhamento com ESTs, foi possivel detectar que a transcri¢do se inicia no terceiro intron com
a inclusdao de um novo éxon inicial, pois ndo ha evidencia de transcricdo para 0s trés primeiros
éxons da predicdo. Assim o gene Smp_035980 corrigido possui trés éxons (incluindo o novo
primeiro éxon), codificando 131 aminoacidos com massa predita de 13,9 kDa. Esta presenca de
intron ndo é comum entre genes codificadores de histonas em eucariotos (Yun and Nishida
2011), estando presente somente em algumas variantes, como €é o caso desta histona que tem
motivo conservado de H2A.Z.

Os RNA mensageiros (mMRNASs) de histonas candnicas ndo possuem cauda poli-A na
porcdo 37, porém possuem uma estrutura stem-loop seguida de sequéncia enriquecida em
purina, conhecida como 3"-hairpin, importante no processo de traducdo. Utilizamos o programa
de predicédo Infernal para realizar buscas nas sequéncias dos genes de histonas, empregando
como motivo da busca o modelo de stem-loop de histonas depositado do banco de dados Rfam.
Desta forma foi possivel obter a predicao desta estrutura secundaria para 0 RNA de 10 genes
de histonas, e gerar um modelo de motivo conservado de sequéncia para o S. mansoni. Além
disso, a proteina SLBP (Stem-loop binding protein) Smp_137390 foi identificada no parasita,
com os aminoacidos conservados responsaveis por reconhecer o 3"-hairpin no mRNA de

histona (RNA Binding Domain — RBD) (Battle and Doudna 2001) (Figura 4).
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Figura 4: 3"-hairpin de mRNA de histona em S. mansoni. Representacdo esquematica da
sequéncia consenso do 3"-hairpin em metazoarios e em S. mansoni encontrada em 10 genes de
histona. A SLBP possui 0 motivo RBD conservado no parasita, com 0s aminoacidos que fazem
interacdo com o stem-loop indicados na figura. As regides de interacdo entre 0 RNA e a SLBP
estdo indicadas nas caixas azuis, e as bases conservadas e 0s aminoacidos conservados estao
indicados com abreviacdo de uma letra. A sequéncia “logo” mostra a conservacao entre 0s
hairpins preditos nas sequéncias dos mRNAs de histonas de S. mansoni. Nas sequéncias dos
MRNAs dos esquemas as letras correspondem a: R = A ou G (purina); Y = C ou U (pirimidina);
M=AouC,H=A,CouU;B=C,GouT

4.2 Perfil de modificacdes pds-traducionais em histonas de S. mansoni tratado com
TSA.

Com o intuito de caracterizar a regulacdo da cromatina por hiperacetilacdo das histonas
em parasitas tratados com iHDAC, foi padronizada a extragdo &cida de histonas de vermes
adultos, utilizando-se protocolo adaptado (Trelle, Salcedo-Amaya et al. 2009). Esta extragéo de
histonas é necessaria para aumentar a eficiéncia de deteccdo por anticorpos e permitir uma
melhor separacédo de histonas no gel. O extrato enriquecido de histonas de vermes adultos foi
submetido a separacdo em gel SDS-PAGE 15 %, onde é possivel detectar a presenca de
proteinas entre 10 kDa e 20 kDa (faixa de massa molecular das histonas) (Figura 5), porém
ainda permanecem muitas outras proteinas basicas de maior massa neste extrato. Este fato se

deve a grande dificuldade de ruptura do verme adulto e separacdo dos nucleos das células. O
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primeiro passo da extracdo consiste na quebra do tegumento com lise branda e tampé&o para
isolamento de nucleo, porém os vermes adultos de S. mansoni possuem tegumento espesso com
sincicio contendo massa nuclear sem separacdo por membrana plasmatica. Portanto romper o
tegumento e retirar somente os nicleos para o passo seguinte de extracao acida ndo € um estagio

com alta eficiéncia, carreando outras proteinas que foram co-precipitadas com as histonas.
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Figura 5: Perfil proteico na padronizacdo de extracdo de histonas de vermes adultos
tratados com iHDAC. Extrato enriquecido de histonas obtido de trés réplicas bioldgicas de
vermes adultos tratados (T) com iHDAC ou etanol(C), analisado em SDS-PAGE 15 % corado
com coomassie blue. Ao lado do gel esta indicada a regido em gue se encontram as histonas,
que possuem massa molecular entre 10 a 20 kDa.

Com as amostras de vermes adultos tradados com iHDAC, foi realizado o experimento
de western blotting com anticorpos monoclonais especificos para cada modificacdo pos-
traducional (MPT) de histona, para detectar e gerar o perfil de modificagcdes desencadeadas pela
droga em S. mansoni. Assim, a acetilagdo foi quantificada em extrato de histonas de vermes
adultos tratados por 24 horas com TSA ou veiculo da droga (etanol), medindo-se na histona H3
a acetilacdo em dois aminoacidos distintos K9 e K14, e na histona H4 a acetilagdo na K5 (Figura

6). Para normalizar as variag0es inerentes ao experimento, foi utilizado anticorpo que reconhece

histona H3 modificada ou ndo modificada (Figura 6).
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Figura 6: Perfil de modificacGes pds-traducionais de histonas em vermes adultos tratados
com iIHDAC. Western blotting para H3K9ac, H3K14ac, H3K27me3, H4K5ac e H3 total como
normalizador. Extrato de histonas de vermes adultos tratados por 24 horas com 1 uM de TSA
(T) ou controle (C), em trés réplicas biologicas independentes. Cada modificacdo de histona
analisada foi quantificada com o programa do scanner de membrana Odyssey, e normalizado
pela quantidade de histona H3 total apds reincubacdo da mesma membrana com o anticorpo
Anti-H3. Os gréaficos representam as quantificacbes com a média e desvio padrao entre trés
replicas bioldgicas e o teste-t de Student foi aplicado para a anlise estatistica de significancia.
Aumento significativo da marca de histona (p-value < 0,05) esta representado com *. O
marcador de massa molecular (M) esta com as bandas de 10, 15 e 35 kDa indicadas a esquerda.
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A acetilacdo de histona H3K9ac apresentou um aumento significativo de 1,7 vezes em
relacdo a amostra controle em trés réplicas bioldgicas. Ja a acetilacdo de H3K14ac, apesar de
ndo apresentar um sinal tdo intenso quanto a H3K9ac, apresentou um aumento significativo de
6 vezes em relacdo ao controle. Apesar de aumentada 6 vezes pelo tratamento com TSA, a
marca de H3K14ac apresentou um sinal muito menos intenso do que o de histona H3 total,
indicando que uma fracdo pequena das histonas sofre esta modificacdo pos-traducional. Pode-
se concluir neste experimento que o tratamento de parasitas com iHDAC aumenta a acetilacdo

de ambos residuos de histonas H3K9ac e H3K14ac.

A analise de acetilacdo da histona H4K5ac revelou a presenca desta MPT em vermes
adultos controle, e ap6s o tratamento com o iIHDAC houve um aumento de acetilacdo de 2,5
vezes, sendo a variacao estatisticamente significativa. A histona H4 possui massa molecular de
aproximadamente 11 kDa, porém é possivel observar duas bandas com massas aproximadas de
13 kDa e 15 kDa. A histona H4 também possui sitios de modificacdo para a ubiquitinacdo,
possivelmente explicando estas bandas com massas maiores que o esperado.

Além de analisar marcas de acetilagdo em histonas, que desencadeiam o relaxamento
da cromatina, foi quantificada a marca de histona H3K27me3 relacionada a condensacdo da
cromatina e repressdo da transcrigdo. Em vermes adultos tratados com iHDAC por 24 horas,
foi possivel quantificar a mesma quantidade desta marca de repressao em histonas de parasitas
sob efeito de TSA ou controle. Assim, com este painel de MPT de histonas, é possivel concluir
que apesar do aumento da acetilacdo em histonas, o que afetara a arquitetura da cromatina, ndo
h& desencadeamento de um efeito compensatorio como aumento de marca de repressdo de

transcricao.
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4.3 Perfil de expressdo génica em larga-escala de esquistossomulos sob efeito de

inibidor de HDAC

O remodelamento da cromatina levando a estados de abertura e fechamento é o eixo
central epigenético para a regulacdo da expressdo génica, e as modificacdes pos-traducionais
na cauda N-terminal das histonas estdo envolvidas neste processo. A fim de avaliar como o
iIHDAC altera a transcricdo em S. mansoni, esquistossdmulos foram tratados com 1 uM de TSA
por 12 h, 24 h, 48 he 72 h, e em paralelo os respectivos controles com etanol. Este experimento
foi planejado a partir de dados de viabilidade do esquistossdmulos, que demostram que 1 uM
de TSA desencadeia morte por apoptose em esquistossémulos a partir de 3 dias de tratamento
(Dubois, Caby et al. 2009). Assim, estamos medindo a transcri¢cdo de parasitas ainda viaveis,
antes da morte. O RNA total das amostras foi extraido, purificado, amplificado e marcado com
fluoréforos Cy3 e Cy5 de forma que cada réplica bioldgica (trés réplicas) tivesse réplica técnica
com inversdo dos fluordforos (dye-swap). As amostras marcadas foram hibridizadas na
plataforma de oligoarray 4x180k, e os dados de intensidade das sondas foram extraidos com o
programa Feature Extraction.

Para a analise, foi realizada a normalizacdo dos dados utilizando média aparada
simétrica a 20 %, e consideramos sondas que estivessem expressas em ao menos duas das trés
réplicas bioldgicas. O teste estatistico SAM (Significance Analysis of Microarray) permitiu
encontrar genes diferencialmente expressos com g-value < 0.05 tanto com expressao induzida
ou inibida. Com isto foram identificados conjuntos de genes diferencialmente expressos nos
diferentes tempos de tratamento, representados na figura 7 e tabela 6. A analise completa dos

genes diferencialmente expressos esta na tabela suplementar CD em anexo.
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Tabela 6: Sumario da analise do transcriptoma em S. mansoni tratado com iHDAC em
diferentes tempos. Para cada tempo de tratamento foram analisadas trés réplicas bioldgicas
(com 2 réplicas técnicas) utilizando a plataforma de microarray com sondas para detectar
transcritos especificos do parasita.

12 h 24 h 48 h 72h

Genes expressos 8198 7916 8090 8204
Genes diferencialmente expressos 3495 3848 4354 142
Genes com expressdo induzida 1695 2719 1108 105
Genes com expressdo inibida 1800 1129 3246 37
Transcritos antisenso diferencialmente expressos 1506 1376 1559 101
Transcritos antisenso com expressao induzida 1137 1193 963 95
Transcritos antisenso com expressao inibida 369 183 596 6
Porcentagem de genes afetados por TSA 37,76 41,58 47,04 1,53
Genes com dominio leitor de histona com expressdo

induzida 36 77 20 1
Genes com dominio leitor de histona com expressdo inibida 36 11 64 0
Transcrito senso e antisenso expresso 4149 3032 3243 3098
Transcrito senso e antisenso diferencialmente expresso 922 870 862 8
Transcrito senso e antisenso com expressao induzida 635 718 262 4
Transcrito senso e antisenso com expressao inibida 255 104 462 4
Transcrito senso e antisenso com expressao oposta 32 48 138 0
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Figura 7: Efeito do inibidor de HDAC Tricostatina A (TSA) no perfil de expresséo génica
de esquistossdmulos apés 12 h, 24 h, 48 h e 72 h de tratamento. Esquistossomulos foram
tratados com 1 uM de TSA ou com etanol (controle). Para a medida em larga escala da
expressao génica foi utilizada a técnica de microarray em plataforma 4x180K. O gréafico heat-
map mostra o agrupamento hierarquico de genes com mudanca significativa nos niveis de
expressao em relacdo ao controle (g-value < 0,05) para cada tempo independentemente. Em
cada painel independente, cada linha horizontal representa um gene e a coluna representa uma
réplica bioldgica (com a média das duas réplicas técnicas). A intensidade da cor é proporcional
ao nivel de expressdo de cada gene, representado como o Log: da razdo Tratado TSA/Controle,
na faixa de valores indicada na escala na parte inferior da figura; verde indica gene com
expressao inibida no tratado e vermelho com expressdo induzida no tratado, em relagdo ao
controle. O numero de genes diferencialmente expressos representados em cada um destes heat-
maps esta indicado na tabela 6.

A atualizacdo dos dados de anotacdo do microarray permitiu identificar sondas capazes

de medir especificamente 9255 transcritos de genes de S. mansoni. Nao ha a representacdo de
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todos os transcritos do parasita por motivos relacionados aos critérios de desenho de sonda
feitos pela Agilent Technologies. Detectamos também que existem sondas que poderiam medir
transcritos de mais de um gene distinto, devido a similaridade de sequéncia entre estes. Nestes
casos estas sondas foram excluidas das andlises, aceitando-se somente sondas que medem
especificamente o transcrito de um unico gene, tornando a analise mais precisa. Com estes
mesmaos critérios, sondas que medem o transcrito antisenso do gene também foram catalogadas
e utilizadas nas anélises.

As analises com microarray apontaram para um alto numero de genes em
esquistossdmulos que tiveram sua expressdo alterada com iHDAC, atingindo 47 % do total de
genes medidos. A comparacdo dos perfis de 12 e 24 horas indica que houve um aumento no
nimero de genes com inducdo de expressao. Assim, 42 % dos genes expressos em 24 horas
sofreram mudanca de expressao pelo efeito do TSA, comparado com o controle, sendo que 70
% destes genes alterados tiveram sua expressao aumentada com TSA. Apds este tempo de
tratamento, o nimero total de genes alterados aumentou (3848 genes em 24 h e 4354 genes em
48 h), porém somente um quarto destes genes tem expressdo induzida, sendo que a maioria dos
genes afetados esta inibida em 48 h. Deve-se notar que o meio de cultivo foi renovado a cada
24 horas havendo reposicdo de TSA, ou seja, ao longo de todo o tratamento a droga esté presente
exercendo efeito no parasita, porém o perfil de expressao génica em 48 h se mostrou o inverso,
comparado aos tempos anteriores de tratamento. O efeito do TSA sobre a mudanca no nivel de
expressdo dos genes continuou se alterando, e em 72 horas foram detectados apenas 1,5 % dos
genes com expressdo modificada pelo iIHDAC, sendo que destes, 137 sdo 0s mesmos afetados
em 48 horas, portanto um efeito mantido ao longo do tempo.

Apesar de haver um alto nimero de genes diferencialmente expressos nos trés primeiros
tempos de tratamento, hd uma grande quantidade que nédo estd em comum, como é possivel

observar pelo diagrama de Venn nos tempos 24 h e 48 h (Figura 8). Este dado aponta para uma
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regulacdo singular para cada tempo de tratamento com o iHDAC, mostrando uma regulacéo
independente para parasitas no inicio do tratamento ainda vivos comparado a parasitas nos

tempos tardios onde ha inicio de morte.
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Figura 8: Diagrama de Venn com o total de genes diferencialmente expressos para cada
tempo de tratamamento de esquistossomulos sob efeito de iIHDAC. NUmero de genes
diferencialmente expressos que se apresentam em comum entre os quatro tempos analisados.
Somente 100 genes diferencialmente expressos estdo presentes em comum nos quatro tempos
de tratamento, e 1681 estdo presentes em comum nos trés primeiros tempos de tratamento.

Outra caracteristica interessante obtida a partir dos dados de microarray foi que houve
uma grande deteccdo de transcritos na fita antisenso a genes preditos (Tabela 6). O método de
microarray permite a deteccao de expressdo de RNA fita-especifica, e as sondas foram anotadas
de acordo com a alta similaridade com a sequéncia reverso-complementar, da fita oposta ao
gene predito. Aproximadamente um quarto dos genes codificadores de proteinas da fita senso,
diferencialmente expressos nos trés primeiros tempos de tratamento com o iHDAC,
apresentaram também o transcrito antisenso diferencialmente expresso com o0 mesmo padrdo
temporal.

Os genes codificadores de proteinas diferencialmente expressos com expressao induzida
(representados como UP) ou inibida (representados como DOWN) foram categorizados

utilizando ontologias génicas para cada tempo de tratamento analisado (Tabela 7). Entre as
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categorias em comum em diferentes tempos, nota-se a categoria de via de sinalizacdo de
receptor de superficie celular (GO:0007166) que esta enriquecida nos genes com expressao
diminuida apés tratamento com iHDAC em 12, 24 e 48 horas. Entre 0s genes com expressao
aumentada, as categorias de catabolismo de ATP (GO:0006200) em 12 horas e ligacdo a ATP
(GO:0005524) em 24 horas aparecem enriquecidas, ambas relacionadas a regulacdo do nivel
deste nucleotideo nas células. Algumas categorias apontam para uma possivel regulacdo da
cromatina com genes aumentados relacionados a replicacdo de DNA (G0O:0006260) em 24 e
48 horas, e na categoria do complexo de manutencdo de mini-cromossomos (MCM)
(GO:0042555) em 48 horas. Em contrapartida, a categoria de genes que formam o nucleossomo
(GO:0000786) esta enriquecida entre 0s genes com expressdo diminuida em 48 horas. Ja em 72
horas, apesar dos poucos genes detectados como diferencialmente expressos, entre 0s genes
com expressdo inibida houve enriquecimento da categoria de protedlise (GO:0006508) e
atividade de peptidase (GO:0008233).

Tabela 7: Categorias de Ontologia Génica (GO) enriquecidas entre 0s genes
diferencialmente expressos em esquistossémulos tratados com iHDAC. A subontologia
(NSP) a qual cada categoria pertence estd representada por C - Componente celular, B -
Processo bioldgico ou M - Funcdo molecular. O p-value foi ajustado pelo método Benjamini-
Hochberg. A populacdo (Pop.) indica o nimero total de genes com anotacdo GO pertencente a

categoria, e o DE representa o nimero de genes diferencialmente expressos encontrados na
categoria.

GOs dos genes diferencialmente expressos apos 12 horas de tratamento com TSA

GO ID Categoria NSP P-value Pop. DE

G0:0044441 Ciliary part C 0,0348 6 5
G0:0006793 Phosphorus metabolic process B 0,0003 622 164
G0:0009987 Cellular process B 0,0004 2161 464
G0:0006464 Cellular protein modification process B 0,0042 408 98
G0:0007165 Signal transduction B 0,0076 358 89
G0:0006200 ATP catabolic process B 0,0127 32 14

M

G0:0005524 ATP binding

Genes UP

0,0067 581 160

Divalent inorganic cation
G0:0072509 transmembrane transporter activity M 0,0228 18 10
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G0:0016740 Transferase activity M 0,0228 779 201
G0:0005886 Plasma membrane C 0,0026 67 32
P . .
= Cell surface receptor signaling
Q G0:0007166 pathway B 0,0105 122 46
g G0:0004872 Receptor activity M 0,0028 103 43
(G
G0:0043169 Cation binding M 0,0128 849 217

GOs dos genes diferencialmente expressos apos 24 horas de tratamento com TSA

GO ID Categoria NSP P-value  Pop. DE
Transferase activity, transferring
G0:0016772 phosphorus-containing groups M 0,0152 454 220
% GO0:0005524 ATP binding M 0,0435 572 267
§  G0:0009987 Cellular process B 00024 2116 785
© G0:0006260 DNA replication B 0,0154 51 33
G0:0006793 Phosphorus metabolic process B 0,0187 610 266
Cell surface receptor signaling
G0:0007166 pathway B 0,0000 116 45
G0:0060089 Molecular transducer activity M 0,0000 114 38
G0:0016020 Integral component of membrane C 0,0002 537 134
G0:0006508 Proteolysis B 0,0003 192 42
G0:0005509 Calcium ion binding M 0,0014 177 47
§ G0:0044699 Single-organism process B 0,0061 1198 216
g Structural constituent of
g G0:0005200 cytoskeleton M 0,0067 12 6
& G0:0038023 Signaling receptor activity M 0,0088 84 38
G0:0005215 Transporter activity M 0,0232 266 56
G0:0005886 Plasma membrane C 0,0324 59 18
G0:0005506 Ironion binding M 0,0378 22 9
G0:0008374 O-acyltransferase activity M 0,0378 11 5
G0:0005875 Microtubule associated complex C 0,0389 56 15

GOs dos genes diferencialmente expressos apos 48 horas de tratamento com TSA

GO ID Categoria NSP P-value Pop. DE

G0:0006260 DNA replication B 0,0001 52 24
o GO:0042555 MCM complex C 0,0109 5 5
; G0:0017076 Purine nucleotide binding M 0,0198 715 103
é G0:0003824 Catalytic activity M 0,0371 1993 273

G0:0044463 Cell projection part C 0,0468 5 4

54
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G0:0005886 Plasma membrane C 0,0000 63 49
G0:0004872 Receptor activity M 0,0012 106 66
G0:0005509 Calcium ion binding M 0,0065 180 101

Extracellular matrix structural
G0:0005201 constituent M 0,0134 8 8

§ G0:0016491 Oxidoreductase activity M 0,0209 205 103

% Cell surface receptor signaling

2 (G0:0007166 pathway B 0,0233 126 75

& G0:0005525 GTP binding M 0,0272 135 63
G0:0015672 Monovalent inorganic cation transport B 0,0274 75 46
G0:0051188 Cofactor biosynthetic process B 0,0274 34 19
G0:0098609 Cell-cell adhesion B 0,0302 44 34
G0:0000786 Nucleosome C 0,0427 23 15

GOs dos genes diferencialmente expressos apds 72 horas de tratamento com TSA

GO ID Categoria NSP P-value Pop. DE
o § G0:0006508 Proteolysis B 0,0194 197 6
c
& 8 G0:0008233 Peptidase activity M 0,0300 184 6

Em seguida procuramos identificar se entre os genes diferencialmente expressos com o
tratamento de iIHDAC havia genes codificadores de proteinas histone readers. Usando analise
in silico foi possivel encontrar 199 genes expressos de S. mansoni que codificam motivos
conservados de leitores de MPT de histonas. Entre estes genes, 88 apresentaram a expressao
alterada por TSA, sendo que a maioria possui um dominio leitor de lisina metilada, tais como
Ankyrin, WD40 e PHD. Estes genes possuem importante funcdo na regulacdo da cromatina,
pois sd0 responsaveis por recrutar outras proteinas de complexos remodeladores com a
capacidade de adicionar ou retirar modificagdes das histonas.

Entre os genes diferencialmente expressos com motivo leitor de histona, esta EED
(Smp_165220) que codifica uma proteina que possui 0 multi-dominio WD40 responsavel pela
ligacdo a histona H3K27me3. Esta proteina faz parte do polycomb repressor complex 2 (PRC2),

que compreende 4 proteinas principais: EZH2, SUZ12, EED e RbAp48, sendo que a enzima
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EZH2 possui atividade de metiltransferase adicionando di- ou tri-metilacdo na lisina 27 da
histona H3, responsavel por inibicdo da transcricdo (Margueron and Reinberg 2011).

Sabe-se que em humanos a ligacdo de EED a H3K27me3 estimula a atividade catalitica
de EZH2 gerando um feedback positivo e aumentando a compactacdo da cromatina
(Margueron, Justin et al. 2009), sendo PRC2 um dos principais complexos responsaveis por
manter a repressao génica. Utilizando a ferramenta Ingenuity Pathway Analysis, que contém
um banco de dados de mamiferos, principalmente humanos, com evidéncias da literatura de
regulacao de expressdo génica ou interacao proteina-proteina, foi possivel analisar quais genes
homologos em S. mansoni tem a expressao regulada por EZH2, e foi possivel predizer a
alteracdo da atividade de EZH2 na presenca de TSA, utilizando-se a expressdo observada dos
genes regulados que estdo downstream do gene de interesse. Assim, foi possivel predizer que
EZH2 esta com a atividade reprimida nos tempos de 12, 24 e 48 horas de tratamento com TSA,
e para representar esta analise foi selecionado o primeiro tempo de tratamento (Figura 9). Esta
analise mostrou que 67 % dos genes com expressao sabidamente regulada por EZH2 (16 de 24
genes) apresentaram expressdo consistente com a diminuicdo da atividade catalitica de EZH2
na presenca de TSA, enquanto apenas 8 genes (33 % de 24 genes, marcados com linhas
amarelas) se apresentaram de maneira inconsistente com esta possivel inibicdo. Esta anélise
aponta para um possivel novo alvo de drogas, pois EZH2 parece estar regulando diretamente
uma vasta quantidade de genes e sua inibicdo com uma outra droga poderia ter efeito sinérgico,
e induzir a morte de esquistossomulos, como ja visto em células de mamifero (Verma, Tian et

al. 2012, Tsang-Pai and Pei-Ming 2015).
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Figura 9: Predicéo de atividade de EZH2 a partir de valores de expressao dos genes alvo
downstream que se mostraram diferencialmente expressos ap6s 12 horas de tratamento
com iHDAC. Anélise de predicdo de atividade de EZH2 com a ferramenta Ingenuity, utilizando
0s genes que possuem relacdo direta com EZH2, e mostrando genes com expressdo aumentada
(vermelho) ou inibida (verde). Genes alvos cuja expressao é inibida por EZH2 quando este gene
esta ativo, e que se encontram ndo diferencialmente expressos (laranja) no experimento ou com
expressdo aumentada (vermelho), sugerindo portanto que EZH2 esta com atividade inibida na
presenca de iIHDAC, estdo indicados com linhas laranja; genes alvos cuja expressdo é induzida
por EZH2 quando este gene esta ativo, e que se encontram com a expressao diminuida (verde)
ou ndo diferencialmente expresso (azul) no experimento, portanto novamente sugerindo que
EZH2 estd com atividade inibida na presenca de iHDAC, estdo indicados com linhas azuis;
genes alvos regulados por EZH2 e que estdo com expressao inconsistente com o esperado para
uma condi¢do em que EZH2 esteja com atividade inibida, estdo indicados com linhas amarelas.
Os genes mostrados na parte inferior, com setas na cor cinza, estdo descritos na literatura como
relacionados com EZH2, porém o tipo de relacdo descrita ndo permite prever o estado de
atividade de EZH2.
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4.4 PCR em Tempo Real (RT-gPCR) como validacdo para as analises de genes
diferencialmente expressos nos quatro tempos de tratamento de
esquistossomulos

Os dados de expressdo génica apontaram para genes relacionados com diferentes fungdes
celulares como replicacdo de DNA e regulacdo da expressao génica. A partir das analises, foram
selecionados 11 genes com funcdes celular distintas (6 com expressdo aumentada, 4 com
expressao inibida e 1 ndo diferencialmente expresso) para a validagdo por RT-gPCR nos quatro
tempos de tratamento de esquistossomulos com iHDAC. EZH2 apesar de ndo ser
diferencialmente expresso no microarray, foi selecionado para ser validado por fazer parte de
uma importante rede de interacdo génica onde se mostrou com sua atividade catalitica
possivelmente inibida (Figura 10). A correlacdo de Spearman entre os valores de RT-qPCR e
microarray foi calculada obtendo-se correlacdes acima de 90 % com p-value < 0,05. O RT-
gPCR por ser uma técnica mais sensivel conseguiu detectar nove genes diferencialmente
expressos nas trés réplicas bioldgicas em 72 h, ao contrario do microarray que s6 detectou o
gene HistK com expressao induzida apesar da correlacdo de Spearman entre os dados ser de
0,92. Este fato se deve a alta variabilidade entre réplicas biolégicas encontrada no experimento

de microarray, o que influenciou o teste estatistico SAM.
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Figura 10: Validacdo por RT-qPCR de genes diferencialmente expressos em
esquistossomulos tratados com iHDAC por 12, 24, 48 e 72 horas. Painel de genes escolhidos
para validacdo por RT-gPCR com trés réplicas bioldgicas para esquistossdmulos tratados com
TSA (cinza) ou Etanol (branco), com célculo da razéo entre tratado/controle. A barra de erro
mostra a variacdo entre as trés réplicas bioldgicas para cada tempo distinto. Foi aplicado teste-
t comparando as amostras de parasitas tratados versus controle, e genes diferencialmente
expressos com p-value < 0,05 estéo representados com *.

Entre os genes selecionados para a validacdo estda EZH2 (Smp_078900) que nédo se
apresentou diferencialmente expresso nos microarrays, e genes que estdo presentes na analise
da predicdo de sua atividade, como EED (Smp_165220), que codifica a proteina que faz parte
do PRC2 apresentando expressdao reprimida e SGPL1 (Smp_154950) com expressao
aumentada. O gene de SGPL1 codifica uma Esfingosina 1-fosfatase liase que degrada a
esfingosina 1-fosfato, e 0 acimulo deste metabdlito em eucariotos tem efeito anti-apoptético e
mitogénico (Spiegel and Milstien 2003), ou seja, com 0 aumento da expressdo desta enzima,
estard sendo desregulado o metabolismo de ceramida e esfingosina desencadeando apoptose
(Kolesnick and Hannun 1999). Outros genes analisados com a expressao aumentada foram
guinases como a Serina/Treonina quinase (Smp_077180), a Tirosina quinase (Smp_197050) e
a Histidina quinase (Smp_130760). Os outros genes selecionados para validacdo codificam
proteinas que fazem parte de complexos remodeladores de cromatina, ou possuem dominio
leitor de histona como CBX5 (Smp_174840), WD40 (Smp_049520) e WD-repeat
(Smp_194900), ou codificam enzimas modificadoras de histonas como SET (Smp_160700) e

Sirt2 (Smp_084140).

4.5 Histonas modificadas em regido promotora de genes diferencialmente

expressos apos tratamento de esquistossomulos com iHDAC

Apbs a andlise dos genes diferencialmente expressos induzidos e reprimidos por TSA
foi investigado se a regulagdo da transcri¢do destes genes esta relacionada diretamente com o

aumento da acetilagéo das histonas localizadas em seus loci gendmicos. Para isso foi realizada



61
RESULTADOS

imunoprecipitacdo de cromatina (ChIP) com anticorpos especificos para as marcas de histonas,
seguida de PCR com primers que anelam nas possiveis regibes promotoras de genes
diferencialmente expressos. Como descrito na metodologia, apenas para o gene CBX5 o0s
primers foram desenhados para o primeiro éxon codificador, pois hd uma sequéncia repetitiva
na regido upstream ao éxon inicial. Os experimentos foram realizados com trés réplicas
bioldgicas independentes de esquistossomulos, e para normalizar os valores analisados por
gPCR utilizamos primers para a regido promotora do gene Venom allergen-like Vall9
(Smp_123090) que ndo se mostrou expresso nos microarrays, indicando ndo sofrer alteracéo
na acetilacdo ou metilacdo apos o tratamento com TSA. Ao avaliar a ocupacéo por histona H3
(Figura 11) da regido promotora de 8 genes selecionados (genes diferencialmente expressos
validados por RT-gPCR no tempo de tratamento de 12 h) com expressdo induzida (CBXS5,
Chk1, TyrK, HistK, WD-repeat) ou inibida (EED e WD40), notamos que ndo ha diferenca entre
amostras controles e tratadas com TSA, indicando ndo haver alteracdo na quantidade total de

deposicédo de histonas.
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Figura 11: Imunoprecipitacdo de cromatina com anticorpo para H3K9ac, H3K14ac,
H3K27me3 e H3 total seguida de gPCR em regido promotora de genes diferencialmente
expressos em esquistossdmulos tratados com TSA. Os experimentos foram realizados com
cromatina isolada de esquistossomulos tratados (cinza) e ndo tratados (branco) com TSA por
12 horas. ChIP foi realizado com anticorpos H3K9ac, H3K14ac, H3K27me3 e H3 total e 0
DNA presente no imunoprecipitado foi analisado com qPCR usando primers para a sequéncia
da regido promotora especifica de cada gene. Os resultados representam a porcentagem de input
recuperado (% IR) para a regido promotora dos genes alvo normalizado por % IR do promotor
do gene de referéncia Vall19. Os resultados sdo a média de trés réplicas biologicas, e o teste-t
estatistico foi aplicado mostrando enriquecimento significativo, com p-value < 0,05
representado por *.

A acetilacé@o das histonas na regido promotora dos genes foi avaliada com anticorpos
para as marcas de H3K9ac e H3K14ac. Foi possivel quantificar aumento significativo da marca
de H3K9ac da regido promotora dos genes Chkl, EED, TyrR, HistK, SGPL e WD-repeat
(Figura 11). Os genes que se mostraram enriquecidos com histona H3K9ac na regido promotora
sdo induzidos por iIHDAC apds 12 horas de tratamento, assim como esperado para o papel da
H3K9ac, exceto EED que estad com a expressao inibida. Este resultado mostra que a regulacdo
da transcricdo de EED apds o tratamento com droga inibidora de HDAC néo é dependente
somente da acetilacdo da cromatina, e sim possivelmente depende de outros fatores de
transcricdo nao regulados por HDAC (néo identificados). Para o gene CBX5 nao foi possivel
detectar nenhum enriquecimento; como os primers foram desenhados na regido codificadora
do gene, esta deve ser a razdo pela qual o ensaio ndo consegue detectar a deposicdo destas
marcas de inicio de transcri¢cdo. O ChIP-gPCR para a H3K14 acetilada (Figura 11) mostrou que
o tratamento com IHDAC ndo alterou a ocupagdo desta marca em nenhuma das regides
promotoras testadas.

Assim como as marcas de ativagdo da transcricdo (H3K9ac e H3K14ac) foram
quantificadas por ChIP-qPCR, foi avaliado se poderia haver alteracdo da marca de repressédo

H3K27me3, introduzida pelo complexo PRC2. O resultado observado no western blotting, onde

ndo houve alteracdo da metilacdo de H3K27 apos o tratamento com iHDAC, se manteve nos
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ensaios de ChIP-qPCR (Figura 11), ndo sendo detectada nenhuma alteracdo quantitativa de

H3K27me3 na regido promotora dos genes selecionados.

Outra modificacdo de cromatina analisada foi H3K4me3, sendo esta uma marca de
inicio de transcri¢do (TSS) ndo espalhada ao longo da regido promotora. Como foi utilizada a
técnica de PCR para detectar o enriquecimento de DNA na imunoprecipitacdo de cromatina, a
escolha da regido de DNA a ser detectada depende de dados como definicao precisa do sitio de
inicio de transcricdo (TSS) dos genes para predizer a regido promotora, 0 que até o presente
momento ndo foi amplamente explorado. Assim, se torna dificil prever com exatiddo a regido
do TSS dos genes de S. mansoni e os resultados com H3K4me3 se apresentaram sem

enriquecimento, com valores proximos ao controle negativo IgG.

4.6 Efeito sinérgico de inibidor de HDAC (TSA) com inibidor de EZH2 (GSK343)

As analises de microarrays de esquistossdbmulos tratados com TSA mostraram que 0
gene EED esta com a expressdo inibida nos tempos 12, 24 e 48 h, e este gene codifica uma
proteina que possui importante papel na manutencéo da atividade catalitica de EZH2, ambas
fazendo parte do complexo PRC2. Além disso, por andlise in silico foi possivel predizer que a
atividade de EZH2 poderia estar reduzida a partir da inibicdo de HDACSs devido ao tratamento
com TSA. Apesar de TSA ser uma das poucas drogas a inibir todas as HDACSs, ela nédo
desencadeia alta taxa de mortalidade em esquistossomulos (Dubois, Caby et al. 2009), e por
isso foi levantada a hipdtese de que se outra droga inibisse diretamente a atividade de EZH2
juntamente com o efeito de inibicdo de HDAC, poderia haver aumento da taxa de mortalidade
de parasitas. Esta hipdtese foi testada utilizando a droga GSK343, um inibidor de EZH2
desenvolvido pela GlaxoSmithKline (Verma, Tian et al. 2012), ainda em fase de testes clinicos
para tratamento de cancer. Testamos o efeito de GSK343 em esquistossémulos ao longo de 4
dias de tratamento, em doses isoladas de GSK343 e de forma combinada com TSA. Para este

ensaio foi utilizado o marcador de células mortas, iodeto de propideo (PI), marcando em
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vermelho esquistossdmulos mortos. Outras caracteristicas podem ser avaliadas em
esquistossdmulos como opacidade, motilidade e coloracdo, porém estes critérios sdo subjetivos
ao analisador do experimento. A escolha por iodeto de propideo permite acessar a quantificacdo
de esquistossdomulos mortos de forma mais confiavel, mas apesar disto, o desenho experimental
requer cuidados adicionais (Figura 12). Apos adicdo de Pl no meio de cultura para contabilizar
a mortalidade de esquistossdomulos, nao é possivel retirar este composto do meio o que pode
interferir na viabilidade de parasitas ainda vivos. Para retirar esta variabilidade experimental,
0s esquistossdmulos apds serem corados com Pl e contabilizados, eram descartados, havendo

assim um novo conjunto de parasitas para cada contagem em cada tempo.

A quantificacdo de mortalidade de esquistossdmulos mostrou que TSA apds quatro dias
de tratamento induziu somente 4 % de morte, e GSK343 nas mesmas condig¢des induziu 10 %
de morte de esquistossdmulos (Figura 13). Porém as duas drogas em combinac¢do induziram a
mortalidade de aproximadamente 30 % de esquistossébmulos com significancia de p = 0,001
comparado a somente parasitas tratados com GSK343, indicando um efeito sinérgico entre o
IHDAC e iEZH2 no quarto dia de tratamento, aumentando a mortalidade em 3 vezes. Apesar
da mortalidade né&o atingir 100 % dos esquistossdmulos, vale considerar que este ensaio foi
realizado com a adicdo de droga somente no tempo zero, ndo havendo troca de meio com

reposicdo de droga.
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Figura 12: Ensaio de mortalidade de esquistossomulos tratados com inibidores de HDAC
(TSA) e de EZH2 (GSK343). Esquistossomulos tratados por 72 horas e corados com lodeto
de Propideo (marcador de células mortas) em diferentes condicGes: veiculo da droga (DMSO e
Etanol); 1 uM de TSA, 20 uM de GSK343; 20 uM de GSK343; combinacéo das drogas 1 pM
de TSA mais 20 uM de GSK343; 50 uM de GSK343. Na foto da esquerda a microscopia de
campo claro de um campo representativo do tratamento, e a direita a foto do mesmo campo
com fluorescéncia, contabilizando em cada imagem a porcentagem dos esquistossdmulos
corados com iodeto de propideo.
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Figura 13: Viabilidade de esquistossomulos tratados com iHDAC e iEZH2 ao longo de
quatro dias. Porcentagem de esquistossdmulos viaveis (ndo corados com iodeto de propideo)
ao longo de quatro dias de tratamento. Para cada condigdo testada foram utilizados
aproximadamente 4800 esquistossomulos divididos em seis réplicas bioldgicas e em quatro
tempos analisados. Para os diferentes tempos analisados dentro do mesmo grupo experimental
foram utilizados esquistossdmulos diferentes, pois a adicdo de iodeto de propideo para a
contagem de viabilidade poderia interferir no aumento de mortalidade para o proximo tempo
analisado. Os asteriscos indicam significancia p-value < 0,01 com o teste two-way ANOVA.

4.7 Modelagem de EZH2 de S. mansoni e docking com GSK343

Até o presente momento ha poucos estudos sobre GSK343, mostrando a sua alta
seletividade para EZH2 humana, bem como o efeito de diminuicdo da proliferacdo de células
de linhagem de cancer cm alteracdo epigenética (Verma, Tian et al. 2012). Como GSK343 se
mostrou uma droga capaz de induzir a mortalidade em esquistossomulos e de agir

sinergicamente com TSA, foi analisado com abordagem computacional de modelagem por
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homologia e docking se esta droga poderia estar se ligando especificamente com a EZH2 de S.

mansoni.

A enzima EZH2 humana (hEZH2) possui 746 aminoacidos com diferentes dominios
estruturais e funcionais, porém somente o dominio SET de metiltransferase tem sua estrutura
secundaria e terciaria resolvida (Wu, Zeng et al. 2013). A enzima SmEZH2 Smp_078900 por
sua vez possui 1026 aminoacidos preditos, com o dominio SET conservado, e possui identidade
de 66 % com cobertura de 48 % em relacdo a hEZH2 utilizando a sequéncia completa de
aminoéacidos. Com a estrutura de dois modelos (4MI0 e 4MI5) do dominio SET humano, foi
possivel fazer a modelagem in silico do mesmo dominio em SmEZH2, dado que a sequéncia
primaria de aminoacidos dos moldes da proteina humana e do dominio SET de S. mansoni
possui identidade acima de 60 %. O programa Molprobity (Chen, Arendall et al. 2010) ao
avaliar o modelo gerado de SmEZH2 Modeller detectou 93,1 % de residuos em regides
favoraveis, e 99,1 % de residuos em regides permitidas no grafico de Ramachandran, com dois
residuos outliers, e 0 ERRAT detectou 68 % da SmEZH2 em regides confiaveis por avaliacéo
de interacdo entre &tomos. Apds refinamentos de estrutura com SCWRL e KobaMIN o modelo
foi reavaliado pelo programa obtendo-se um modelo com 95,7 % de residuos em regido
favoravel no grafico de Ramachandran e 99,1 % de residuos em regiGes permitidas, porém
ainda contendo dois aminoacidos fora das posi¢cdes permitidas do grafico de Ramachandran, e
0 ERRAT indicou 93 % da estrutura modelada em regides confiaveis. E interessante notar que
SMEZH2 possui uma insercdo de 19 aminoacidos no dominio SET, para a qual ndo foi possivel
predizer a estrutura visto que 0os modelos utilizados ndo possuem este trecho de aminoacidos

(Figura 14).
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Figura 14: Modelo do dominio SET de SmEZH2 refinado sobreposto com hEZH2. Em
vermelho esté a estrutura modelada in silico do dominio SET de SmEZH2, sobreposta com 0s
modelos de hEZH2 (4MI0 e 4MI5) em azul. Em amarelo esta o grupo SO4 e em cinza os dois
grupos formados por trés ions de Zn.

A enzima EZH2 possui atividade catalitica quando complexada com EED e SUZ12, e
estas interacdes modulam o dominio SET favorecendo a conformacao catalitica (Wu, Zeng et
al. 2013). Além disso, a estrutura cristalizada de hEHZ2 revelou que quando a enzima néo esta
complexada com as proteinas associadas, a por¢do C-terminal se dobra para dentro do sitio
catalitico bloqueando a ligacéo ao substrato (Antonysamy, Condon et al. 2013). A regido com
0s aminoacidos do dominio SET de hEZH2 que tem contato com o cofator SAM (Antonysamy,
Condon et al. 2013) foi utilizada para sinalizar ao programa AutoDock Vina (Trott and Olson
2010) a area que deveria ser usada para o calculo do acoplamento da droga GSK343 ou do
cofator SAM com a SmEZH2. O docking apontou que GSK343 e SAM se ligam na SmEZH2

na mesma regido do dominio SET, e os aminoacidos que foram identificados como envolvidos

nesta ligagdo a uma distancia de 3,5 A estdo indicados na sequéncia primaria do dominio, onde
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estdo sublinhados os aminoacidos participantes da interacdo com SAM (Figura 15, laranja) ou
com GSK343 (Figura 15, vermelho). Nota-se que a maioria dos aminoacidos que participam
desta interacdo com cada um dos dois ligantes sdo idénticos nos dois casos (SAM ou GSK343),
sugerindo que a droga poderia agir de forma competitiva (Figura 15). As estruturas
tridimensionais do dominio SET de SmEZH2 com SAM ou GSK343 ligados, que foram obtidas
pelo docking, estdo mostradas na Figura 16 abaixo. O acoplamento de SAM a hEZH2 por nos
calculado usando docking ocorre no dominio SET na mesma regido descrita por Antonysamy e
colaboradores (Antonysamy, Condon et al. 2013) (ndo mostrado), e 0s aminoacidos de hEZH2
que participam da interacdo estdo sublinhados na Figura 15, azul. Nota-se pelo alinhamento
multiplo entre SMEZH2 e hEZH2 que apenas 2 aminoacidos sdo diferentes em S. mansoni
(V9041 e Y908T) no trecho envolvido com a interacdo com os ligantes na EZH2 humana (V904
até Y908). Apesar disso, a maioria dos aminoacidos preditos como interagindo com os ligantes
na hEZH2 (nosso trabalho e (Antonysamy, Condon et al. 2013)) é diferente daqueles preditos
como interagindo com SmEZH2 (Figura 15), havendo porém dois aminoacidos em comum

(S910 e L912).



RESULTADOS

SmEZH2
4MIe
4MI5

SmEZH2
4MIe
4MIS5

SmEZH2
4MIe
4MIS5

SmEZH2
4MIe
4MIS5

SmEZH2
4MIe
4MIS5

SmEZH2
4MIe
4MIS5

SmEZH2
4aMIe
4MIS5

701
RLKKSMLLGP

L VLN VLN VY

751

CDHPGQRCDD
CDHPRQPCDS
CDHPRQPCDS

801

CVLAVRECDP
CYLAVRECDP
CYLAVRECDP

851

VAIQRGWRKH
CSIQRGSKKH
CSIQRGSKKH

901
RGKIVDKTMS
RGKVYDKYMC
RGKVYDKYMC

951

GDHRIGIFAK
GDHRIGIFAK
GDHRIGIFAK

1001
CVLNTSGGDL

L N N VLY

PTRRLDDDED

N LV L VL L VL VI

N LV

SCSCRIAGTF
SCPCVIAQNF
SCPCVIAQNF

DLCLSCGAHS
DLCLTCGAAD
DLCLTCGAAD

LLMAPSDVAG
LLLAPSDVAG
LLLAPSDVAG

SFLFNLNRDF
SFLFNLNNDF

SFLFNLNNDF

RAILPGEELF
RAIQTGEELF
RAIQTGEELF

NPLCSNIPLN

AN AN A AN

SQTNACHQNA

L L N VL L VLV VY

AR A A

CEKFCQCPPD
CEKFCQCSSE
CEKFCQCSSE

SFRSFASGNS
HWDS......
HWDS......

WGIFIKEAAE
WGIFIKDPVQ

WGIFIKDPVQ

VVBATRKGNK
VVDATRKGNK

VVDATRKGNK

FDYRYGPTEQ
FDYRYSQADA
FDYRYSQADA

1826
NCIEIP

A A A A

A A A

TNGNSNGVVA

L N VL VL VL VY]

B N N N L VY

CPNRFLGCRC
CQNRFPGCRC
CQNRFPGCRC

MDLLSLLQTT

KNDFIYEYCG
KNEFISEYCG
KNEFISEYCG

IRFANHSVNP
IRFANHSVNP
IREANHSVNP

LKYVGIERDT
LKYVGIEREM
LKYVGIEREM

750
SGCFAHHYHP
~vmnmnnYQP
~nnnnGSLQP

800
RGQCNTKLCP
KAQCNTKQCP
KAQCNTKQCP

850
LPPVTGTCRN
. . . KNVSCKN
. . . KNVSCKN

900
EIISQDEADR
EIISQDEADR
EIISQDEADR

950
NCHAKVIMVN
NCYAKVMMVN
NCYAKVMMVN

1000
DAASVINNPL
EIPHHHHHH~
EIP~~~nann

71

Figura 15: Alinhamento da sequéncia de aminoécidos do dominio SET de SmEZH2 com
as duas sequéncias de hEZH2, indicando regido predita de interacdo com GSK343 e SAM.
Alinhamento multiplo da sequéncia SmEZH2 com as duas sequéncias de hEZH2 (indicadas
como 4MI0 e 4MI5) usando-se Clustal Omega, com numeracdo de aminoacidos referente a
sequéncia de SmEZH2. As linhas em vermelho indicam os amino&cidos de SmEZH2 que foram
preditos pelo docking dos ligantes na estrutura tridimensional do dominio SET como tendo
proximidade de 3,5 A com GSK343; as linhas em laranja indicam os aminoacidos de SmEZH2
que tem proximidade de 3,5 A com SAM; as linhas em azul indicam os aminoacidos de hEZH2
que tem proximidade de 3,5 A com SAM, de acordo com as estruturas cristalinas com resolugo

atdbmica da hEZH2 depositadas no banco PDB com os numeros de acesso 4MI10 e 4MI5.
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Figura 16: Acoplamento de GSK343 e SAM ao modelo de SmEZH2. (A) Regido de
acoplamento no dominio SET de SmEZH2 modelado por homologia, mostrando os
aminodcidos interagindo a 3,5 A com GSK?343 (verde a esquerda) e SAM (laranja, & direita)
(B) Meédia entre os calculos de menor energia livre obtidos a partir de 20 simulagdes de
acoplamento da proteina SmMEZH2, 4MI0 e 4MI5 com cada ligante (GSK343 ou SAM).

O célculo da energia livre de ligacdo entre SMEZH2 e GSK343 ou entre SmEZH2 e
SAM mostrou que ela é mais negativa no primeiro caso (Figura 16, B), sugerindo uma maior
afinidade da enzima pela droga comparada ao cofator natural, apesar do cofator interagir com
maior nimero de amino&cidos. Valores semelhantes foram encontrados para a interacdo de
hEZH2 com GSK343 ou SAM, porém a predi¢cdo de acoplamento mostrou que esta interacéo
ocorre com alguns aminoacidos diferentes comparado com SmEZH2. Esta ligagdo de SmEZH?2
com GSK343, além de mostrar que a droga pode estar agindo por inibi¢cdo competitiva, também
abre a perspectiva de desenvolvimento de uma droga com maior afinidade para a enzima de S.
mansoni do que para a enzima humana, visto que ha interacdo com diferentes aminoacidos do
dominio SET.
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5. Discusséo

Este trabalho descreve a acdo de uma droga inibidora de histona deacetilases que altera
diretamente o remodelamento da cromatina em S. mansoni, contemplando analise das histonas
(alvo das HDACs), andlise de expressdo génica e inibicdo de um novo alvo com acao sinérgica
de uma droga que age sobre outra enzima modificadora de histonas, a histona metiltransferase
EZH2.

Inicialmente decidimos fazer catalogacdo dos genes codificadores de histonas de S.
mansoni, identificando no genoma quais genes foram preditos e classificando-os nas familias
de histonas. A andlise in silico das predi¢es génicas do parasita apontou quais codificam cada
variante de histona, indicando a possivel existéncia de 29 genes de histonas. Apesar de
podermos classificar todas as predi¢Bes génicas, a busca por evidéncia de transcricao utilizando
0 banco publico de ESTs permitiu confirmar que apenas 21 predi¢bes génicas sao transcritas
com mRNA correspondendo total ou parcialmente a sequéncia do gene predito. H4 uma grande
dificuldade em se encontrar transcritos de mRNA de histonas em bibliotecas de ESTs, ndo pelo
fato da limitacdo das técnicas disponiveis, mas provavelmente pela meia-vida curta destes
RNAs de aproximadamente 10 minutos, além de serem transcritos entre a fase G1 e S do ciclo
celular, acumulando de 15 a 30 vezes na fase S (Osley 1991). A busca por ESTs compreendeu
todos os estagios de vida do parasita, porém como os transcritos sao derivados de diferentes
células em diferentes fases do ciclo celular, acreditamos que este fato possa diminuir a chance
de encontrar evidéncia de transcricdo para todas as histonas. Apesar de ndo encontrar transcrito
para todas as variantes de histona, a deteccdo de ESTs para alguns destes genes indicou
possiveis falhas na arquitetura do gene predito, apontando para erro na sequéncia codificadora
resultante (Anderson, Pierce et al. 2012), como detalhado a seguir.

A deteccdo de transcritos derivados de um gene permite a checagem da predi¢éo génica,

e ao realizar esta analise com ESTSs de histonas de S. mansoni foi possivel realizar a curagem
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manual de dois genes (Smp_176670 e Smp_035980), onde houve o rearranjo da arquitetura
com alteracdo do codon inicial e cddon final. Destacamos que estas curagens manuais de genes
permitem uma maior confiabilidade da anotacdo do genoma. Recentemente o banco de dados
de genébmica WormBase discutiu sobre a necessidade de integracao entre dados curados pela
comunidade cientifica com dados semi-automaticos, visto que com o aumento no volume e
complexidade de dados gerados para diferentes vermes, a automacdo da analise se faz
necessaria, porém nao torna dispensavel a checagem manual de predicdo de funcdo de um gene
ou sua estrutura (Howe, Bolt et al. 2016).

A observacdo de insercdo de introns no gene de histona atraiu nossa atencdo pois esta
caracteristica € incomum entre genes codificadores de histonas em eucariotos, sendo observado
em alguns casos em espécies de fungo (Yun and Nishida 2011). Além disso, o fato da sequéncia
peptidica predita por estes genes gerar uma proteina com massa molecular superior quando
comparado as histonas de outros organismos, indicou um possivel erro da predicdo de genes a
partir da sequéncia genémica. A curagem manual da histona H4 Smp_149600 utilizando
somente a sequéncia genémica sem gap permitiu adicionar os 9 primeiros codons na por¢ao
amino-terminal da predicdo, visto que a sequéncia possui open reading frame (ORF) até o
cddon inicial (ATG) (Anderson, Pierce et al. 2012). Desta forma esta predi¢do génica corrigida
codifica uma proteina com massa molecular concordante com as outras histonas H4 de
diferentes espécies sendo, portanto, compativel com a formacao do nucleossomo.

Estas analises com as predicdes génicas de histonas foram realizadas antes da
publicacdo cientifica da versdo 5.0 do genoma e transcriptoma por Protasio e colaboradores,
em 2012, quando algumas melhorias foram realizadas nas predi¢des génicas do parasita
(Protasio, Tsai et al. 2012). Apesar disso, estas curagens das histonas descritas por nosso grupo,
bem como a anotagdo de variante de histona, infelizmente ndo foram incorporadas ao

repositorio de informacgdes do genoma de S. mansoni (Protasio, Tsai et al. 2012). A anotacéao
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de genes de S. mansoni esta sendo aperfeicoada constantemente por diversos grupos, a partir de
novos sequenciamentos de DNA e RNA, porém ainda ha uma grande dificuldade em conseguir
organizar os 885 scaffolds de sequéncia genémica nos 8 pares de cromossomos, apesar de que
81 % das bases ja sejam organizadas em cromossomos (Protasio, Tsai et al. 2012). Esta
dificuldade se deve a grande quantidade de transposons e sequéncias repetitivas no genoma, se
tornando um grande quebra-cabeca na montagem de sequéncias mais longas. Este fato se reflete
diretamente na anotacdo de predi¢des génicas, pois com a grande quantidade de gaps presente,
os algoritmos falham na montagem da arquitetura do gene, ja que devem atender a critérios de
éxons sem sobreposicdo, manter o quadro de leitura dos éxons e encontrar o cédon de inicio e
fim (Mathe, Sagot et al. 2002).

Outro aspecto importante observado nos genes codificadores de histonas foi a
identificacdo in silico de elementos regulatérios do mMRNA em S. mansoni como presenca de
sequéncia capaz de formar o 3"-hairpin responsavel por interagir com a proteina SLBP
Smp_137390. A identificacdo deste elemento conservado do mRNA que se liga e recruta
proteinas responsaveis por processamento e transporte do nucleo para o citoplasma, revelou
que este mecanismo também esta preservado no parasita (Anderson, Pierce et al. 2012).

Com a identificacdo dos genes codificadores de histonas em S. mansoni, passamos a
estudar o mecanismo de remodelamento de cromatina no parasita, visto que tem sido apontado
nos ultimos anos como relevante alvo para o desenvolvimento de novas drogas dado que é o
cerne da regulagéo da expresséo génica. Para isso, utilizamos o inibidor de HDAC Trichostatin
A (TSA) o qual pertence a classe dos hidroxamatos, assim como SAHA (Vorinostat) que ja
passou por testes clinicos e esta aprovado pela Food and Drug Administration — FDA o seu uso
para tratamento de linfoma cuténeo de células T. Apesar das duas drogas serem da mesma classe
e terem atividade antitumoral, o TSA se mostrou altamente toxico e com muitos efeitos

colaterais para ser testado clinicamente (Rodriguez-Paredes and Esteller 2011). Ainda que em



. 76
DISCUSSAO

humanos tenha alta toxicidade, em S. mansoni o0 TSA se mostrou eficaz em induzir mortalidade
em esquistossémulos in vitro por ativacao de caspases e aumento da acetilacdo global de histona
H3 e H4 em vermes adultos e esquistossomulos (Dubois, Caby et al. 2009), revelando seu
potencial como droga para estudo de novos alvos terapéuticos. Com isso, escolhnemos TSA para
estudo do efeito na inducdo de morte no parasita, explorando aspectos de regulacdo de
cromatina e alteracdo na expressao génica.

Primeiramente, para estudar o efeito da droga no parasita, analisamos como as histonas,
alvos das HDACs, alteraram seu padrdao de modificacdes pds-traducionais. Anteriormente,
Dubois e colaboradores (2009) quantificaram a acetilacdo global de histonas H3 e H4 de
parasitas tratados com TSA, porém se sabe que cada modificacao especifica gera um codigo de
histonas, responsavel por desencadear efeitos distintos na cromatina. No presente trabalho nos
detectados que houve um aumento significativo de acetilacdo nas posi¢cdes H3K9, H3K14 e
H4K5 das histonas de vermes adultos tratados com TSA. A acetilacdo de histona esta
intimamente associada com relaxamento da cromatina rompendo o contato entre histona e
DNA, tornando o DNA acessivel para a transcricdo génica ou replicacdo do DNA.

Analisamos a expressdo génica em larga-escala de parasitas tratados com o inibidor de
HDAC (TSA) utilizando microarrays. Atualmente a técnica de microarray estd sendo
substituida por sequenciamento de RNA em larga escala (RNA-Seq) (Anderson, Amaral et al.
2015), sendo que ambas as técnicas podem ser utilizadas para a quantificacdo de niveis de
expressao de genes. Apesar da analise de expressdo por sequenciamento em larga-escala de
RNA a principio ndo necessitar do conhecimento prévio do genoma ou dos genes, ha ainda uma
grande dificuldade em aplicar os diferentes métodos e algoritmos de analise existentes e se obter
o perfil de expressédo diferencial entre as diversas condi¢cdes em estudo, especialmente pela
existéncia de splicings alternativos dos transcritos, que dificultam o assembly das sequéncias

de RNA (Fang, Martin et al. 2012, Huang, Niu et al. 2015). J& a técnica de microarray possuli
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a limitacdo de exigir a sintese prévia das sondas para os transcritos que serdo medidos,
dependendo portanto do conhecimento prévio de todos 0s genes ou transcritos que serdo
medidos. Porém as ferramentas de analises de dados de microarray foram bem estabelecidas
ao longo da ultima década (Dudoit, Gentleman et al. 2003, Reimers and Carey 2006, Zhang,
Szustakowski et al. 2009), com inumeros trabalhos em diferentes areas apontando para sua alta
reprodutibilidade e acuracia, permitindo uma visao detalhada sobre o transcriptoma em estudo.
De fato, a confiabilidade dos dados de microarray aqui mostrados se baseia em uma taxa de
validacdo por RT-gPCR acima de 90 % para um conjunto de genes selecionados, o que esta
acima de 70 % encontrado na literatura (Morey, Ryan et al. 2006).

Outro aspecto interessante das analises aqui obtidas é a relacdo direta entre
hiperacetilacdo de histonas e expressdo de genes. A imunoprecipitacdo de cromatina seguida
de sequenciamento ChIP-Seq permite gerar o perfil global das proteinas associadas ao DNA ou
MPT de histonas, acessando a regulacdo de genes e 0s mecanismos epigenéticos na célula (Park
2009). Da mesma forma o ChIP-PCR para regides promotoras de genes selecionados permite o
acesso a que tipo de regulacdo estd associada a transcricdo no locus. Entre os oito genes
selecionados que tem a expressdo alterada pelo tratamento com iHDAC, foi detectado
enriquecimento de acetilacdo da H3K9 na regido promotora de seis genes (Chkl, EED, TyrR,
HistK, SGPL e WD-repeat), sendo que somente um apresenta transcri¢cdo inibida ap6s o
tratamento, o0 que ndo condiz com o esperado. Porem como a regulacdo da transcricdo em
eucariotos € um mecanismo muito complexo, envolvendo fatores de transcri¢do, enzimas que
alteram o estado da cromatina e até mesmo proteinas que estabilizam o RNA, ndo se pode
atribuir somente a hiperacetilacdo de histona a regulacdo da transcricdo. Além do mais, como
discutido anteriormente, proteinas de complexos remodeladores de histona tem também a sua
expressao alterada com o tratamento de iHDAC, podendo desta forma inibir a expressao de

genes.
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Utilizando os microarrays, observamos que nos tempos iniciais de tratamento com TSA
houve desregulacdo na expressdo de mais de 40 % dos genes do parasita, sendo que parte dos
genes teve sua expressao induzida e outra parte teve sua expressao reprimida. Este fato chamou
a nossa atencdo pois se sabe que o acumulo de acetilacdo em histonas leva a abertura da
cromatina e possivelmente ao aumento da expressdo de genes, 0 que ndo ocorreu em nosso
estudo como foi possivel observar na Figura 7, onde ha uma parte dos genes com expressao
induzida e outra parte dos genes com expressao inibida. Este dado sugere que a expressao esta
sendo alterada por efeitos secundarios, sobre outras vias de regulacdo, desencadeados pela
hiperacetilacdo de histonas. Além disso, a comparacdo do perfil de expressao génica em
esquistossomulos tratados com TSA mostrou haver um grande numero de genes
diferencialmente expressos exclusivos para cada tempo, principalmente apos 24 e 48 horas de
tratamento onde mais de mil genes alterados sdo Unicos em cada tempo.

A classificacdo por ontologia génica (GO) dos genes diferencialmente expressos em
cada tempo de tratamento permite acessar quais processos biolégicos sdo afetados no parasita
sob efeito do IHDAC, e possivelmente tenham um papel importante na resposta de morte do
esquistossdbmulo ou mesmo na resposta antagbnica a morte. As categorias que se mostraram
enriquecidas estdo intimamente relacionadas com processos metab6licos na célula como
ligacdo de ATP, atividade catalitica, protedlise, atividade oxidoredutase ou ainda categorias
relacionadas com estrutura celular como membrana plasmatica, complexo de microtibulos e
organizagédo nuclear.

A partir destas categorias enriquecidas, exploramos individualmente quais funcdes as
proteinas codificadas pelos genes com expresséo alterada desempenham na célula, e qual seria
um possivel mecanismo para o iHDAC estar desencadeando a morte no parasita. De modo
notavel, genes relacionados a regulacéo da forquilha de replicacdo se mostraram com expressao

induzida como apontado pela categoria enriquecida de replicacdo de DNA (GO:0006260) nos
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tempos de 24 e 48 horas de tratamento com o iIHDAC, e categoria do complexo MCM (GO:
0042555) apds 48 horas de tratamento. Entre os genes diferencialmente expressos, estdo genes
do complexo de organizacdo da replicacdo, como complexo de reconhecimento e origem
(ORC1, ORC2, ORC3), CDC6 (proteina de controle de divisdo celular 6), CDT1 (fator de
replicacdo de DNA) e complexo de manutencdo do mini-cromossomo (MCM3, MCM4,
MCM5, MCM6, MCM7, MCM10, HBO1 e FACT). Sabe-se que a acetilacdo de histona esta
intimamente ligada a origem de replicacdo do DNA, estimulando o reconhecimento do
complexo de reconhecimento de origem (ORC) (Mechali 2010). Depois que o complexo ORC
se liga ao DNA, os fatores CDC6 e CDT1 sdo recrutados facilitando o acoplamento do
complexo MCM composto por proteinas MCM2-7 com atividade de helicase, formando um
anel ao redor da origem de replicacdo e finalmente todas estas proteinas compde o complexo
de pré-replicacdo (Pre-RC) (Alabert and Groth 2012). Por sua vez, a proteina CDTL1 recruta a
histona acetiltransferase ligante de ORC1 (HBOL1) para o Pre-RC, que possui atividade sobre
histona H4K5, K8 e K12, facilitando a acessibilidade das proteinas MCM2-7 (lizuka, Matsui
et al. 2006). A forquilha de replicacdo também envolve a chaperona de histona FACT que
interage diretamente com os dimeros de histonas H2A-H2B e H3-H4 promovendo a montagem
e desmontagem do nucleossomo (Abe, Sugimura et al. 2011). A proteina MCM10 se liga ao
complexo permitindo a ligacdo de Polimerase-a Primase para a sintese da sequéncia de RNA
iniciadora da replicacdo (Alabert and Groth 2012).

Estes genes relacionados a replicagdo do DNA encontram-se diferencialmente
expressos principalmente apos 24 horas de tratamento (Figura 17), e alguns permanecem com
este mesmo padrdo de expressao apos 48 horas de tratamento. Com isso levantamos a hipotese
de que o IHDAC esteja induzindo de forma indireta a replicacdo de DNA no parasita, por alterar
a expressdo de genes com importante papel na regulacdo da forquilha de replicacéo e inicio da

replicacdo, bem como por alterar a deposicao de histonas acetiladas na cromatina.
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Complexo MCM Complexo ORC

Figura 17: Representacdo de proteinas da maquinaria de replicacdo de DNA com
expressao génica alterada em esquistossomulos apos tratamento com iHDAC. Genes que
pertencem a maquinaria de replicacdo do DNA, como complexo MCM, complexo ORC e
Polimerases tiveram a expressao induzida com inibicdo de HDACs em 24 horas de tratamento.
O estado de acetilacdo da cromatina regula a replicagdo do DNA, modulando a associacéo de
nucleossomos e proteinas de complexos.

A deposicédo de histonas na cromatina recém-sintetizada est4 associada a diacetilacéo
da histona H4 na K5 e K12, e estas marcas sdo também encontradas associadas com a chaperona
de histona ASF1, responsavel pelo transporte para o ntcleo da H3 e H4 (Sobel, Cook et al.
1995, Jasencakova, Scharf et al. 2010). Esta chaperona de histona, ao contrario das outras
proteinas descritas anteriormente, esta com a expressdo inibida apds 48 horas de tratamento
com o iIHDAC em esquistossdomulos. Outras marcas de histonas associadas ao DNA sdo H3K14
e K18 acetiladas que evitam a monometilacdo da H3K9 o que poderia levar a cromatina ao seu
estado de repressao (Alvarez, Munoz et al. 2011). Além disso, se sabe que a falha na remocéo
de marcas de histonas relacionadas a deposicdo também estdo associadas a perda do
silenciamento de loci assim como rompimento da heterocromatina pericentromérica (Ekwall,
Olsson et al. 1997). Com a quantificacdo de histona modificada em residuos especificos no

esquistossdmulo foi possivel observar um aumento acentuado de acetilagcdo em H3K9 e H4K5

apos o tratamento com iHDAC, o que pode estar sinalizando a replicacdo do DNA. Além de
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tudo, o aumento na expressdo génica de proteinas de origem do complexo de replicacéo,
progressdo da forquilha e dindmica de histonas, além da hiperacetilacdo de marcas especificas
de histonas, s@o todos indicativos que fomentam a hipdtese de haver abertura de cromatina
devido ao tratamento com iHDAC induzindo a célula a replicacdo de DNA.

O mecanismo de deacetilacdo é importante para a maturacdo da cromatina nascente, e
necessario para a progressdo da forquilha de replicacdo e estabilidade. Se sabe que a
desregulacdo das funcdes das HDACs por efeito do iHDAC diretamente afeta a replicacéo e
gera reducdes das forquilhas de replicacdo (Conti, Leo et al. 2010). O homotrimero PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) como componente central da forquilha de replicacédo por
orquestrar a sintese de DNA e montagem dos nucleossomos, também recruta HDACs para a
maturacdo da cromatina, assim como outros fatores de maturacdo (Alabert and Groth 2012).
Detectamos o gene PCNA com sua expressao aumentada com o tratamento de iHDAC em
esquistossomulos, e possivelmente este aumento pode estar afetando os anéis de coesina na
passagem da forquilha. Outra funcdo importante de PCNA ¢é estimular a atividade da DNA
Polimerase Delta que tem a funcdo de extensdo na replicagédo. As trés polimerases envolvidas
na replicacdo da cromatina, Pol alpha, Pol épsilon e Pol delta, tiveram sua expressao alterada
com o tratamento de iIHDAC, sendo que a Pol alpha e Pol delta foram detectadas com a
expressdo aumentada em diferentes tempos, e a Pol épsilon teve a expressao reprimida no
primeiro tempo de tratamento. Portanto, a inibicdo de HDACs pode estar influenciando
diretamente na replicacdo da cromatina por aumentar a expressao de genes componentes da
maquinaria da replicacdo celular.

Na literatura também se discute que a inibicdo de HDAC na replicagdo da cromatina
leva a diminuicdo da velocidade da forquilha de replicacéo, criando a possibilidade de dano ao
DNA pelo estado de hiperacetilacdo da cromatina e exposi¢do do DNA (Conti, Leo et al. 2010).

Como ja discutido anteriormente, observamos um aumento significativo de acetilacdo em
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algumas marcas especificas de histonas em parasitas tratados com o iHDAC, e além de alterar
a expressdo génica de importantes genes, a hiperacetilacdo de histona pode estar afetando
diretamente outras funcdes celulares como reparo do DNA. O reparo de DNA por quebra de
fitas duplas (Double-strand break — DBS) é coordenado por acetilagdo de histonas H2A.X, H3
e H4 (Gong and Miller 2013). Algumas modificacdes de histonas sdo especificamente afetadas
por quebra de DNA, e podem participar do processo de resposta ao dano de DNA, como a
H3K56 que é deacetilada por HDAC1 e HDAC?2 recrutadas nos sitios com dano no DNA, e
com isso permitindo o reparo por unido terminal ndo-homadloga (Non-Homologous End-Joining
- NHEJ) (Miller, Tjeertes et al. 2010). Também ja foi observado na literatura que 0 aumento da
acetilacdo em H2A e H4 permitem a abertura rapida da cromatina nas regides de dano ao DNA,
e esta acetilacdo se entende por centenas de kilobases além do ponto inicial (Downs, Allard et
al. 2004, Murr, Loizou et al. 2006). Todos os complexos de reparo do DNA possuem HATS e
HDACS, regulando os niveis de acetilacdo nas marcas de histonas (Gong and Miller 2013).
Assim, com a inibicdo de HDACs possivelmente levando a inducdo de replicacdo de DNA e
exposicdo a danos, os processos de reparo também estdo sendo diretamente afetados por
desorganizacdo da sinalizagcdo de marcas de histonas no parasita, podendo desencadear o
processo de morte celular.

Outro grupo de genes interessante com a expressao afetada pelo tratamento com iHDAC
foi o dos genes codificadores de proteinas que possuem motivos histone readers. Estas
proteinas reconhecem especificamente as MPTSs e recrutam componentes de sinaliza¢ao nuclear
da cromatina, que medeiam processos como transcri¢éo, replicacdo do DNA, resposta ao dano
de DNA e remodelamento de cromatina (Musselman, Lalonde et al. 2012). Entre as proteinas
histone readers, destacamos EED Smp_165220 com dominio WD40 capaz de identificar
H3K27me3 e H3K9me3 e CBX Smp_174840 com cromo-dominio capaz de reconhecer

H3K9me3 e me2, H3K27me3 e me2 (Musselman, Lalonde et al. 2012). EED faz parte do
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complexo PRC2 juntamente com SUZ12, e sua interagdo com EZH2 permite a atividade
catalitica de metiltransferase do dominio SET de EZH2 (Pasini, Bracken et al. 2004, Han, Xing
et al. 2007). EZH2 ao modular a cromatina induz em humanos o silenciamento de genes
relacionados a ciclo celular, senescéncia, diferenciacdo celular e cancer, e sua expressdo
elevada esta intimamente ligada a malignidade de tumor e mau prognostico (Sauvageau and
Sauvageau 2010). Desta forma EZH2 se tornou um alvo para drogas de tratamento de cancer,
e alguns inibidores estdo em desenvolvimento e em fase de testes (McCabe and Creasy 2014).

Com a expressdo de SmEED inibida por TSA, a analise de interacGes de genes e
proteinas usando a ferramenta Ingenuity apontou para uma possivel inibicdo da atividade
enzimatica de SmEZH2, evidenciada pela alteracdo da regulacédo dos genes downstream. Desta
forma, o parasita na presenca do iIHDAC TSA, ap0s a inducédo de hiperacetilacdo de histonas e
abertura de cromatina, estaria com a atividade de PRC2 reduzida, nao silenciando os seus genes
sabidamente alvos. Com essa observacdo em maos, levantamos a hipdtese de que ao se
adicionar um iEZH2 juntamente com o iHDAC poderiamos reduzir ainda mais a atividade do
complexo PRC2, desencadeando um efeito maior de desregulacdo da cromatina e induzindo a
morte. A partir desta hipotese, testamos o inibidor GSK343, que j& havia sido descrito em
humanos como sendo um competidor do cofator SAM de hEZH2 no dominio SET
(Antonysamy, Condon et al. 2013), e observamos que somente o iIEZH2 n&o induzia grande
mortalidade em esquistossémulos. Porém ao adicionar o iHDAC (TSA), notamos um aumento
significativo da mortalidade, indicando um possivel sinergismo entre TSA e GSK343,
supostamente pelo mecanismo proposto acima. Assim, acreditamos que inibidores de enzimas
modificadoras de cromatina podem atuar por alterar a expressdo de genes e desregular
mecanismos da cromatina, além de agir sinergicamente para desencadear a morte celular no

parasita.
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Ao contrario do TSA que ndo possui afinidade por uma unica HDAC, GSK343 foi
desenvolvido para inibir especificamente a hEZH2 (Verma, Tian et al. 2012, Antonysamy,
Condon et al. 2013). A alta similaridade entre SmEZH2 e hEZH2 permitiram gerar um modelo
in silico da estrutura da histona metiltransferase de S. mansoni. Com o modelo do dominio SET
testamos se GSK343 poderia se ligar a SmEZH2, e verificamos que a droga pode estar inibindo
a enzima por competicdo com o cofator SAM, e com isso aumentando a mortalidade dos
esquistossomulos como mostrado no ensaio de sinergismo de drogas. Na literatura ha indicacédo
de quais aminoacidos de hEZH2 interagem com SAM (Figura 15) (Antonysamy, Condon et al.
2013), e ao analisarmos in silico a ligacdo de SAM com SmEZH2 notamos que alguns
aminoacidos sdo 0s mesmos que interagem com SAM em hEZH2, porém a maioria dos
aminoéacidos sdo distintos, indicando que SAM interage na mesma regido da proteina mas
mantém interacfes com residuos diferentes. Ao realizarmos esta mesma analise com GSK343
vimos que ha um grande compartilhamento de aminoacidos de SmEZH2 que interagem com a
droga e com o cofator, indicando a possivel inibicdo competitiva. Os dados de sinergismo de
droga entre o iIHDAC e iEZH2 juntamente com os dados de acoplamento de GSK343 em
SmEZH2 agindo por inibicdo competitiva, sugerem esta HMT como novo alvo epigenético a

ser explorado no desenvolvimento de drogas para tratamento da esquistossomose.
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6. Concluséo

A andlise de histonas de S. mansoni permitiu identificar quais variantes estdo presentes
no genoma do parasita, identificando predi¢cGes génicas com evidéncia de transcri¢cdo, porém
com arquitetura equivocada. Assim, foi possivel corrigir algumas predicdes génicas e cataloga-
las por similaridade como homodlogas a outras histonas. Adicionalmente identificamos a
sequéncia responsavel por formar hairpin no 3’"UTR do mRNA de histonas em S. mansoni.

A inibicdo de HDACSs nos vermes adultos se mostrou capaz de aumentar os niveis de
acetilacdo global da histona H3 nos residuos de lisina 9 e 14, e histona H4 na lisina 5, sendo
estas marcas de histonas relacionadas diretamente a ativacdo da transcricdo. A marca de
repressao da transcricdo H3K27me3 ndo foi afetada com o tratamento, indicando que apesar
desta modificacdo ndo ser alvo de HDACSs, o parasita ndo estd induzindo uma resposta
compensatéria para inibicdo da transcricdo. Entre as centenas de genes afetados com o
tratamento com iHDAC de esquistossdmulos, o perfil de modificacdo da expressao de genes se
mostrou bimodal, com inducéo e inibicdo da transcrigdo, indicando um efeito possivelmente
indireto, induzido pela hiperacetilacdo de histonas. A hiperacetilagéo de histonas por inibicéo
de HDACSs induziu o aumento da expressao de genes relacionados a replicacédo de DNA, tais
como complexo MCM e ORC, porém estes fatores orquestrados de forma desorganizada
possivelmente induziram um estresse celular e morte.

Além de alterar a expressdo de genes de replicacdo de DNA, foi possivel predizer que
apos o tratamento com iIHDAC a atividade enzimatica do complexo PRC2 estaria reduzida, a
partir da andlise in silico da expressdo de genes downstream de EHZ2; ja que ndo houve
alteracdo da marca H3K27me3 apos o tratamento com iHDAC, esta diminuicdo da atividade
deve estar relacionada a diminuicao da expressao de EED, o regulador do complexo PRC2, que
foi detectada na presenca de iHDAC. O tratamento dos esquistossémulos com o inibidor de

EHZ2 GSK343 mostrou um sinergismo com a inibicdo de HDAC, causando um aumento
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significativo na mortalidade de esquistossomulos. Este possivel novo alvo de drogas, a enzima
SmEZH?2, foi analisado computacionalmente e por ensaio in silico de acoplamento se mostrou
capaz de ligar com GSK343 e com o cofator SAM na mesma regido e com afinidades proximas
as da enzima humana, sugerindo que GSK343 é um inibidor competitivo, e apontando assim

para o interesse de desenvolvimento de novas drogas especificas para SmEZH2.
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