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RESUMO

Schistosoma mansoni € o parasita responsavel pela esquistossomose no Brasil e possui um ciclo
de vida complexo com alteragdes morfologicas. O ciclo deste parasita € composto por miracidios,
esporocitos, cercarias e vermes adultos. Estas alteracdes morfoldgicas entre os estagios sao
reguladas por modificacbes pos-traducionais de histonas e co-reguladores transcricionais. Estes
co-reguladores juntamente com modifica¢bes pos-traducionais sdo responsaveis por manter ou
ativar diferentes estados da cromatina e modificar sua paisagem. Em S. mansoni ja foram
descritos co-reguladores transcricionais, além de modifica¢fes de histonas que estdo envolvidas
no silenciamento transcricional do estagio cercaria. Dentre os co-reguladores transcricionais
conhecidos, a proteina da heterocromatina 1 (HP1) desempenha funcbes de silenciamento da
cromatina a partir de ligacGes a marcas epigenéticas relacionadas a heterocromatina, H3K9me3 e
H3K27me3. As funcbes de HP1 sdo bem estabelecidas em diversos organismos e ja foi descrita
em S. mansoni como uma proteina co-reguladora relacionada a diferenciacdo sexual e influenciar
na taxa de oviposicdo. Esta proteina foi descoberta em Drosophila e possui avancados neste
organismo para HP1, assim, Drosophila é um excelente modelo comparativo para os resultados.
O objetivo deste estudo foi verificar o papel de SmHP1 na regulacdo transcricional nas fases de
esporocisto e cercarias em S. mansoni, o estabelecimento da metodologia de RNA interferente
para 0 gene SmHP1 e a influéncia do silenciamento transiente na oviposi¢cdo do parasita. A
metodologia consistiu em obter bibliotecas de ChlP-seq a partir da técnica de ChIPmentation,
estudo in vivo com camundongos infectados com esquistossomulos 3 dias knockdown,
imunoprecipitacdo seguido de espectrometria de massas com extratos de cercarias e western blot
do imunoprecipitado para avaliar a ligacdo de SmHP1 com as marcas epigenéticas H3K9me3 e
H3K27me3. Para o experimento de ChIP-seq foi necessario utilizar Drosophila como modelo
comparativo, pois ndo ha dados de sequenciamento disponiveis de SmHP1 para S. mansoni, além
da necessidade de avaliar a qualidade do anticorpo anti-HP1. Os nossos resultados possibilitaram
mostrar que o enriguecimento da cromatina nos estagios testados, esporocistos e cercarias ocorre
de forma ndo-candnica, ou seja, nas regides finais no transcrito (TES) e ndo na regiéo inicial da
transcricdo (TSS), conforme verificado em D. melanogaster, utilizando o mesmo anticorpo. E
isso se verifica nos dois estagios do ciclo testados, sugerindo uma tendéncia a esse tipo de
regulacdo no ciclo de vida do parasita. Os experimentos de knockdown do gene SmHP1
mostraram que, a transcricdo desse gene e provavelmente o enriquecimento dessa proteina na
cromatina esta relacionada ao sistema reprodutor do parasita, visto que uma pequena mudanca na
expressdao do gene SmHP1 foi capaz de aumentar a capacidade de oviposicdo do parasita, de
forma estatisticamente significante, sugerindo uma modificacao no fitness do parasita, comparado
com os parasitas controles. Os experimentos realizados envolvendo a imunoprecipitacéo,
utilizando o anticorpo anti-HP1 e a analise por espectrometria de massas, mostraram proteinas
candidatas a imunoprecipitarem concomitantemente com HP1 em extratos protéicos de cercarias
do parasita. Embora isso aconteca, ndo foi possivel provar que exista uma interacdo com marcas
de histonas que desempenham a funcéo de regulagédo da expressdo génica do parasita.

Palavras-chave: S. mansoni; HP1; ChlPmentation; dsSRNA; co-reguladores; modificacdes pos-

traducionais



ABSTRACT

Schistosoma mansoni is the main parasite responsible for schistosomiasis in Brazil and has a
complex life cycle with morphological changes during its life cycle. The life cycle of this parasite
Is composed of the stages of miracidia, sporocytes | and Il, cercariae and adult worms. These
morphological changes between stages are regulated by post-translational modifications of
histones and transcriptional co-regulators. These co-regulators together with post-translational
modifications are responsible for maintaining or activating different chromatin states and
modifying its landscape. In S. mansoni, transcriptional co-regulators have been described, in
addition to histone modifications that are involved in the transcriptional silencing of the cercaria
stage. Among the known transcriptional co-regulators, the heterochromatin protein 1 (HP1) plays
a role in chromatin silencing by binding to heterochromatin-related epigenetic marks, H3K9me3
and H3K27me3. The functions of HP1 are well established in several organisms and have been
described in S. mansoni as a co-regulatory protein related to sexual differentiation and
influencing the oviposition rate. This protein was discovered in Drosophila and has advanced
expression levels in this organism for HP1, thus Drosophila is an excellent comparative model for
the results. The aim of this study was to verify the role of SmHP1 in transcriptional regulation in
the sporocyst and cercariae stages in S. mansoni, the establishment of the RNA interference
methodology for the SmHP1 gene and the influence of transient silencing on the oviposition of
the parasite. The methodology consisted of obtaining ChlIP-seq libraries from the ChlPmentation
technique, in vivo study with mice infected with 3-day knockdown schistosomula,
immunoprecipitation followed by mass spectrometry with cercariae extracts and western blot of
the immunoprecipitate to evaluate the binding of SmHP1 to the epigenetic marks H3K9me3 and
H3K27me3. For the ChIP-seq experiment, it was necessary to use Drosophila as a comparative
model, since there is no sequencing data available for SmHP1 for S. mansoni, in addition to the
need to evaluate the quality of the anti-HP1 antibody. Our results showed that chromatin
enrichment in the tested stages, sporocysts and cercariae, occurs in a non-canonical manner, i.e.,
in the final regions of the transcript (TES) and not in the initial region of transcription (TSS), as
verified in D. melanogaster, using the same antibody. And this is verified in both stages of the
cycle tested, suggesting a tendency towards this type of regulation in the parasite's life cycle. The
SmHP1 gene knockdown experiments showed that the transcription of this gene and probably the
enrichment of this protein in chromatin is related to the parasite's reproductive system, since a
small change in the expression of the SmHP1 gene was able to increase the parasite's oviposition
capacity, in a statistically significant manner, suggesting a modification in the parasite's fitness,
compared to the control parasites. Experiments involving immunoprecipitation using the anti-
HP1 antibody and mass spectrometry analysis showed candidate proteins to immunoprecipitate
concomitantly with HP1 in protein extracts of parasite cercariae. Although this occurs, it was not
possible to prove that there is an interaction with known histone marks that play the role of
regulating parasite gene expression.

Keyworls: S. mansoni; HP1; ChlPmentation; dsRNA; co-regulators; post-translational
modifications.
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O parasita trematddeo S. mansoni pertencente a familia Schistosomatidae e foi
introduzido na América do Sul através do trafico de escravos. O sucesso no estabelecimento e
desenvolvimento do parasita nesta regido foi possivel devido ao fato de existir um molusco
susceptivel as formas parasitarias (Knight et al.,, 2016). Alteracbes epigenéticas estdo
relacionadas a susceptibilidade do molusco B. glabrata ao parasitismo de S. mansoni, pois ha
modulacdo da plasticidade que proporciona maior adaptabilidade entre parasita e hospedeiro
(Knight et al., 2016). Além das alteracGes epigenéticas, as de variaveis ambientais como pH,
temperatura e osmolaridade, ha as variaveis advindas do hospedeiro como sinais bioquimicos, e
fisicos e imunoldgicos, que desencadeiam respostas especificas para cada etapa do ciclo de vida
do parasita. Um exemplo elucidativo estd na diferenca de osmolaridade, que € um fator
determinante para a eclosdo do miracidio, mas este mesmo fator ndo interfere na mudanca de
cercarias para vermes adultos (Cosseau et al., 2016).

AlteracOes epigenéticas sdo capazes de modificar a paisagem da cromatina, alterando a
organizacdo nuclear e controlando a transcricdo genética por meio de modificacbes pods-
traducionais de histonas, metilagdo de DNA e micro-RNAs. Estas modificagbes permitem ao
organismo adaptar-se as mudancas que ocorrem no ambiente (Stephens et al., 2013). O meio
pode interferir no fen6tipo de um organismo, pois pode, a partir do desencadeamento de
modificacdes de histonas com consequentes transformac@es na expressao génica (Duncan et al.,
2014).

As histonas estdo sujeitas a varias modificacdes pos-traducionais como ubiquitinagdo,
sumoilacdo, fosforilagdo, metilacdo e acetilacdo. Estas mudancas adicionam ou retiram
grupamentos quimicos que podem tornar a cromatina ativa ou inativa, assim, regulando a
expressdo dos genes (Karlic et al., 2010). Em S. mansoni, as modificagdes de histonas exercem
importantes papéis na diferenciacéo dos estagios do ciclo de vida do parasita e estéo relacionadas
ao estado transcricionalmente silenciado das cercarias (Roquis et al., 2015). Neste estagio, ha um
equilibrio entre marcas epigenéticas repressivas e permissivas, tornando esta fase importante
para o estudo das alteracdes epigenéticas (Roquis et al., 2015; Dillon et al., 2006). Os estados da
cromatina sdo regulados e mantidos por co-reguladores transcricionais através da formacao de
complexos proteicos que recrutam proteinas para se ligarem ao DNA da cromatina e silenciar ou

ativar determinadas porgoes do DNA (Valadao et al., 2002).
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Importantes co-reguladores ja foram descritos em S. mansoni e estudos anteriores
sugerem que HP1 exerce papel importante no parasita (Trindade et al., 2021; Geyer et al., 2018).
HP1 é uma proteina ndo histona associada a heterocromatina descoberta em D. melanogaster e a
principal funcdo descrita para esta proteina & manter o estado silenciado da cromatina (James;
Elgin, 1986), no entanto, HP1 regula a expressdo génica através de uma variedade de
mecanismos moleculares (Schoels; Enigma, 2022). Devido a uma vasta gama de funcdes
desempenhadas por HP1 e o estudo desta proteina em outros organismos (Bui et al., 2021;
Bosch-Presegueé et al., 2017; Shareef et al., 2001), é esperado que HP1 seja um bom alvo de
estudos em S. mansoni.

Para proceder a estudos de analises de interacbes DNA-proteina, sdo necessarios técnicas
e protocolos que consigam isolar os complexos proteicos que se ligam ao DNA. A andlise de
Imunoprecipitacdo da cromatina- sequenciamento de nova geracdo (ChlP-seq) permite uma
visualizacdo sistémica da paisagem da cromatina, assim, esta técnica € uma aliada muito
importante para investigacdes epigendmicas (Nakato; Sakata, 2021). Embora esta técnica seja
muito utilizada, os altos custos e as longas etapas do protocolo devem ser considerados, nesse
sentido, ChlPmentation surgiu como uma alternativa para contornar essas questdes. Este método
¢ uma combinacdo de imunoprecipitacdo da cromatina com a preparacdo da biblioteca de
sequenciamento pela insercdo da transposase Tn5 (Schmidl et al., 2015).

Por outro lado, como parte fundamental para a compreensdo do interactoma, é
interessante 0 mapeamento das interacdes proteina-proteina. Para esta finalidade, a
Imunoprecipitacdo- espectrometria de massas (IP-MS) produz insigths que podem elucidar partes
incompreendidas acerca da funcdo da proteina (Vasilescu; Guo; Kast, 2004; Ewing, et al., 2007).

Portanto, é notorio enfatizar que a epigenética desempenha papéis de regulagdes do ciclo
de vida em S. mansoni. Vale a pena ressaltar, dessa forma, que este parasita possui grande valor
para estudos cientificos e sociais, visto que a esquistossomose estd relacionada a areas em
condicbes precérias de saneamento basico. Assim, a compreensdo dos fatores que exercem
grandes influéncias para o estabelecimento da doenca e progressdo do ciclo de vida do parasita

tornam-se cada vez mais importantes.
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CAPITULO |
Schistosoma mansoni E ESQUISTOSSOMOSE
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1. Panorama da Esquistossomose

A esquistossomose foi incluida no novo roteiro para doengas negligenciadas 2021-2030
da OMS, com o objetivo de elimina-la. No entanto, devido a sua epidemiologia complexa
oriunda de populagdes fragilizadas e carentes de saneamento basico e agua potavel, atingir esta
meta pode ser complicado (OMS, 2024; Diaz et al., 2023). A doenca esta presente em 78 paises
tropicais e subtropicais, com destaque para a Asia, Africa, América do Sul e sul da Europa.
Entretanto, os nimeros da Africa Subsaariana sdo alarmantes, chegando as 24 mil mortes por ano
(Diaz et al., 2023). Segundo a OMS, em 2021 aproximadamente 251,4 milhGes de pessoas
precisaram de tratamento preventivo (OMS, 2024).

A meta de eliminacdo da esquistossomose como problema de saude publica até 2030,
inclui todos os paises endémicos (42 na Africa, 10 nas Américas, 3 no Sudeste Asiéatico, 6 no
Pacifico ocidental, 16 no Mediterraneo oriental e 1 na Europa), além da interrup¢do da
transmissdo em 25 dos 78 paises endémicos (Diaz et al., 2023).

No Brasil, a esquistossomose estd presente em quase todos os estados brasileiros,
principalmente nas regiGes Nordeste e Sudeste. Nesse sentido, sdo consideradas areas endémicas
os estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Sergipe, Espirito
Santo, Maranhdo e Minas Gerais (Boletim Epidemiolégico 43, 2022). Entre os anos de 2010 e
2022, foram realizados 10.731.884 exames para esquistossomose nas areas endémicas e, em
3,8% das amostras, foram detectados ovos. Apesar do cenario preocupante, houve uma reducao
de exames positivos para a doenca e no percentual de infecgdes severas (Figura 1) (Boletim
Epidemioldgico 43, 2022).

Figura 1 — Distribuicdo anual da populacdo examinada em unidades da Federacdo, que sdo endémicas, do
percentual de positividade e de infec¢Bes severas por esquistossomose mansoni, Brasil, 2010-2022.
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Fonte: Boletim Epidemioldgico 43, 2022. Disponivel em: https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-
conteudo/publicacoes/boletins/epidemiologicos/edicoes/2022/boletim-epidemiologico-vol-53-no43/view.

O numero total de internagBes por esquistossomose diminuiu, no entanto, 0s ndmeros
foram maiores em regides endémicas. Houve 2.389 internacGes entre 2010 e 2022, com média de
184 anuais e 6.130 6bitos no mesmo periodo, com média de 472 anuais (Figura 2) (Boletim
Epidemioldgico 43, 2022).

Figura 2 — Distribuicdo da taxa de mortalidade por esquistossomose mansoni, segundo ano e nimero de
6bitos e municipio de residéncia, Brasil, 2010-2022.


https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/boletins/epidemiologicos/edicoes/2022/boletim-epidemiologico-vol-53-no43/view
https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/boletins/epidemiologicos/edicoes/2022/boletim-epidemiologico-vol-53-no43/view
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Fonte: Boletim Epidemioldgico 43, 2022. Disponivel em: https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-
conteudo/publicacoes/boletins/epidemiologicos/edicoes/2022/boletim-epidemiologico-vol-53-no43/view.

Apesar das taxas de positividade e severidade estarem abaixo dos nimeros recomendados
impostos pela OMS para a erradicacdo da esquistossomose até 2030, ha altas preocupantes em
regides pontuais. Dessa forma, medidas conjuntas devem ser tomadas para o alcance da meta
imposta (Boletim Epidemiolégico 43, 2022). Além disso, ha uma sinalizagdo para a
implementacdo do Plano Nacional de Eliminacdo da Esquistossomose como forma de
continuacdo dos esforcos produzidos desde 1975, com o Programa Especial de Controle da
Esquistossomose (PCE) (Boletim Epidemiolégico 43, 2022; Vigilancia Da Esquistossomose
Mansoni, 2014).

1.1 Ciclo de Vida do parasita Schistosoma mansoni

O ciclo de vida do parasita S. mansoni esta ilustrado a seguir (Figura 3). O ciclo completo
necessita dos hospedeiros intermediario e definitivo. A reproducdo assexuada ocorre no molusco
de agua doce, hospedeiro intermediario, e a reproducdo sexuada no hospedeiro definitivo, o
homem. Os moluscos, geralmente, sdo do género Biomphalaria e a espécie predominante no
Brasil é o B. glabrata. Os miracidios sdo responsaveis pela infecgdo destes gastropodes, apos, ha
a mudanca de fase para esporocisto e, em seguida, para cercérias. Com as condi¢des ambientais
favoraveis, as cercarias sdo liberadas no meio aquético e ficam livres para penetrarem na pele do
hospedeiro definitivo. Neste momento, as cercarias perdem as caudas e tornam-se

esquistossdmulos, migram pela corrente sanguinea e alojam-se no sistema porta-hepatico. No
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mesentério e no sistema porta-hepatico, os vermes macho e fémea encontram-se pareados,
maturam sexualmente e iniciam a oviposicdo (Nelwan, 2019). As fases estdo descritas mais

detalhadamente a seguir.

Figura 3 - Ciclo de vida do parasita do Schistosoma mansoni.
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Fonte: (Gomes; Domingues; Barbosa, 2017). Disponivel em:
https://www.researchgate.net/publication/320615656 Esquistossomose manejo_clinico e epidemiologic
0 _na_atencao_basica.

1.1.1 Ovo e Miracidio

Os esquistossomos, como 0 S. mansoni, sdo vermes parasitas digenéticos. As fémeas de
S. mansoni liberam aproximadamente 350 ovos diariamente, 0 equivalente a um ovo a cada 5
minutos. O processo de formagdo do Ovulo comecga no ovario, onde o ovocito é liberado no
oviduto para fertilizagdo. O esperma do reservatdrio de espermatozoides fertiliza 0 ovdcito no
oviduto antes de passar para o ducto vitelino, onde as células vitelinas da glandula vitelina

circundam o ovacito fertilizado. O od6cito, junto com as células vitelinas circundantes, move-se
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entdo para o o6tipo através da glandula de Mehlis, que desempenha um papel na formacao da
casca do ovo, liberando proteinas precursoras da casca do ovo (Walick et al., 2012).

Uma vez no o6tipo, as contra¢fes estimulam a liberacdo de granulos contendo proteinas
precursoras da casca do ovo das células vitelinas, iniciando a formacdo da casca do ovo. A
atividade da tirosinase fortalece a casca do ovo através da ligacdo cruzada das proteinas
precursoras liberadas. O ovulo totalmente formado, consistindo deem casca de ovo reticulada,
6vulo e células vitelinas, estdo entdo prontos para passar pelo Utero e ser liberado na circulagao,
onde o miracidio dentro da casca do ovo amadurece ainda mais (Walick et al., 2012; Constain et
al., 2018).

O ovo fertilizado ja € cromossomicamente determinado, macho e fémea, homozigoto
(ZZ) e heterozigoto (ZW), respectivamente (Ribeiro-Paes; Rodrigues, 1997). Os ovos passam
por modificacBes fisioldgicas e morfoldgicas, resultando em aumento significativo e medem em
média 150 pm de comprimento por 65 pm de largura, quando maduros, ou seja, hd a formacao
de miracidio, além de possuirem espinho lateral. No entanto, esse tamanho pode sofrer alteracdes
quando o hospedeiro definitivo é o homem (Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008). Os ovos sao
eliminados nas fezes e estdo sujeitos as variagdes ambientais para determinar a viabilidade dos
miracidios. Fatores como osmolaridade do meio, temperatura e luminosidade influenciam na
eclosdo do miracidio, devido a mudancgas dos movimentos larvais (Matsuyama et al., 2004). Os
miracidios sdo cilindricos, ciliados e possuem intensa atividade natatéria. Apds a eclosdo, 0s
miracidios nadam em busca do hospedeiro, o0 molusco. Na parte posterior, estdo células
germinativas que dardo continuidade ao desenvolvimento dentro do molusco, dando origem ao
esporocisto (Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008). A transicdo de miracidio para esporocisto dentro
do hospedeiro intermediario é marcada por alteracbes na morfologia e fisiologia do parasita.
Dessa forma, é plausivel supor que ha alteracdes na expressdo génica que regulam essa transicao
(Xiao-Jun Wu., et al., 2009).

1.1.2. Esporocisto
Para se adaptarem ao novo ambiente, 0s miracidios passam por rapidas mudancas

morfoldgicas e fisiologicas e apds um periodo de 2 horas ha a perda do revestimento ciliado e

estruturas externas, como glandulas de adesdo e penetragdo. Em um periodo de 48 horas, a larva
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perde o epitélio ciliado, o terebratério, a musculatura subepitelial e, por Gltimo, o sistema
nervoso, que pode persistir por alguns dias adicionais. Durante esse processo, a larva se
transforma em um saco com paredes cuticulares contendo células germinativas, iniciando um
intenso processo de multiplicagdo. As células germinativas, em numero de 50 a 100, se
reproduzem vigorosamente, resultando na formacdo do esporocisto primario (Silva; Neves;
Gomes, 2008).

O esporocisto primério (1) é formado apds 2 dias e é recoberto por uma camada externa,
formando um tegumento (Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008). O esporocisto ndo possui boca e nem
sistema digestivo, dessa forma, os nutrientes sdo absorvidos pelo tegumento, este também é
responsavel pelas respostas imunopatoldgicas do hospedeiro (Carvalho; Coelho; Lenzi, 2008).

O desenvolvimento continua até que o esporocisto secundario (I1) seja formado a partir
de sucessivas divisdes das células germinativas da parede interna do esporocisto I. Estes
esporocistos apresentam uma estrutura organizada, incluindo uma dupla camada muscular
associada a formacdo de espinhos na cuticula, fundamentais para a migracdo intratecidual das
larvas. A migracdo dos esporocistos secundarios nos tecidos do molusco comega ao redor do 18°
dia, levando-os das glandulas digestivas, onde se desenvolvem até os espacos intertubulares
destas glandulas. As modificagdes anatémicas nos esporocistos secundarios podem levar a
formacdo de esporocistos terciarios, originando multiplas geracdes sucessivas de esporocistos, o
que pode explicar a prolongada eliminacdo de cercérias durante o ciclo de vida do Schistosoma
(Coelho et al., 2008). O tempo necessario para o alcance da maturidade é em torno de 4 semanas.

Ap0s esse periodo, as cercarias estdo prontas para serem liberadas (Mouahid et al., 2018).

1.1.3. Cercéria

A formacdo das cercérias de Schistosoma tem inicio com a disposicdo das células
germinativas em uma morula, na qual uma grande célula basoéfila central origina as glandulas de
penetracdo. As células externas formam as camadas celulares da cercéria, enquanto uma cuticula
acelular e as ventosas sdo desenvolvidas simultaneamente. Esse processo pode durar de 27 a 30
dias, sob condicgdes ideais de temperatura. Cada miracidio é capaz de gerar cerca de 300 mil
cercarias, sendo que o0 sexo das cercarias € determinado previamente. A regulacdo do

desenvolvimento das formas parasitarias no molusco esta relacionada a carga infectante dos
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miracidios, sugerindo um mecanismo para evitar uma carga parasitaria excessiva (Lenzi et al.,
2008).

Apbs a penetragdo no hospedeiro definitivo, as cercarias passam por uma série de
transformacdes, incluindo a evolugdo para esquistossomulos de pele, esquistossomulos
pulmonares, vermes imaturos e, finalmente, vermes adultos machos ou fémeas (Lenzi et al.,
2008). As cercarias medem 500 um, possui cauda bifurcada que auxilia na atividade natatoria,
corpo alongado e receptores sensoriais que respondem aos estimulos ambientais, tais como
luminosidade, temperatura e pH (Knudsen et al., 2005). As cercarias sdo estimuladas pelos
lipideos presentes na superficie da pele do hospedeiro e iniciam a penetracdo. Para a efetivacdo e
sucesso desta etapa, € necessario que as ponte intercelulares entre as células epidérmicas
membrana basal e matriz extracelular da derme sejam degradadas. Esse processo permite as
cercarias perderem a cauda e tornarem-se esquistossdomulos (Knudsen et al., 2005).

Apbs a penetracdo no hospedeiro definitivo, as cercarias passam por uma série de
transformacdes, incluindo a evolucdo para esquistossomulos de pele, esquistossomulos
pulmonares, vermes imaturos e, finalmente, vermes adultos machos ou fémeas (Lenzi et al.,
2008). As adaptagdes bioquimicas e morfoldgicas sdo essenciais para a sobrevivéncia dos
parasitas no novo ambiente. A transformacdo de cercaria para esquistossdmulo é acompanhada
pela perda da maioria do glicocalix, alteragdes no tegumento e no metabolismo para uma forma
anaerobica. Estas adaptacdes respondem rapidamente ao novo ambiente, incluindo um aumento
na area de superficie da membrana plasmatica para absorcéo ou secrecdo de materiais (Lenzi et
al., 2008).

Apesar do sexo ja estar definido, as cercarias ndo apresentam 6rgdos genitais especificos.
Os machos apresentam maior infectividade enquanto as fémeas se desenvolvem melhor em
moluscos maiores. A longevidade das cercérias é diretamente proporcional as suas reservas
energéticas, pois ndo se alimentam enquanto buscam seu hospedeiro. Os movimentos de
alongamento e encurtamento fazem com que ocorra a fixacdo na pele do hospedeiro (Silva;
Neves; Gomes, 2008).

Em esquistossdmulos, as alteraces génicas estdo associadas ao aumento na sintese de
proteinas. Nas primeiras 24 horas, a proteina HSP 70 responde corretamente as mudangas de

temperatura no hospedeiro. Entretanto, apesar da disponibilidade de varios MRNAs, a sintese de
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proteinas em cercarias e esquistossdmulos é falha, sugerindo uma regulacdo pos-transcricional
(Lenzi et al., 2008).

1.1.4. Esquistossomulo e Verme Adulto

O esquistossdomulo apresenta o tegumento com grandes vacutolos, corpos alongados e
pequenos corpos membranosos, aléem da membrana externa heptalaminada. Outra transformacao
consideravel é a funcionalidade do tubo digestivo, que agora é ativo. E necesséario transpor
barreiras da epiderme e derme para alcancar a corrente sanguinea e/ou linfatica (Silva; Neves;
Gomes, 2008). Assim, quando atingem a circulagdo venosa, 0s esquistossomulos migram para
Orgdos como coracgdo e pulmdes. Apos, retornam e passam novamente pelo coragdo, em seguida
conseguem chegar ao figado para se diferenciarem sexualmente e crescerem. Neste 6rgdo, 0s
vermes amadurecem, encontram um parceiro e os pares migram do figado para os locais de
postura. Os vermes adultos, em pares, migram para a vasculatura venosa ao redor dos intestinos e

0s ovos vdo em direcdo ao lumen intestinal (Nation et al., 2020).

1.2. Patogénese

A resposta imunoldgica granulomatosa € induzida por ovos maduros através do
recrutamento de macréfagos, no entanto, 0s ovos imaturos ndo possuem capacidade de recrutar
macrofagos, e, portanto, ndo induzem granuloma (Takaki et al., 2021). Os ovos que ndo sdo
liberados nas fezes ficam retidos na parede intestinal ou em 6rgaos como o figado, gerando uma
potente resposta inflamatoria granulomatosa levando a hepatoesplenomegalia (Llanwarne;
Helmby, 2020). Inicialmente, a resposta imune é mediada por Thl e citocinas como IL-1, IL-12,
TNF-a e interferon (IFN)-y e dura entre de seis e oito semanas. Ap0s, se inicia a deposi¢ao de
0VvO0s e ocorre mudanca na resposta imune para Th2, aumento das interleucinas IL-4, IL-5, 1L-13
e producdo de imunoglobulina (Ig)E. Dessa forma, ha formacao de granulomas e fibrose tecidual
(Llanwarne; Helmby, 2020)

O granuloma também foi descrito para desempenhar a funcdo protetora do hospedeiro,
impedindo a translocacdo de bactérias para os tecidos a medida que o ovo rompe a parede

intestinal, assim, o granuloma ndo permite a exposicdo de antigenos toxicos do ovo ao
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hospedeiro (Takaki et al., 2021). Além disso, o0 parasita depende extremamente do hospedeiro
para montar uma reacdo granulomatosa aos ovos, pois essa resposta inflamatéria facilita a
excrecdo bem-sucedida dos ovos do hospedeiro (Hams et al., 2013). No entanto, os granulomas
ainda sdo os responsaveis pela patogénese e morbilidade da doenca.

O granuloma crénico causado pelo S. mansoni possui uma composicéao celular complexa,
caracterizada pela presenca abundante de células mieloides, linfdcitos, eosinofilos e fibroblastos.
Essas células trabalham em conjunto para desencadear a patologia tecidual associada a infec¢do
(Hams et al., 2013; Takaki et al., 2021).

O fato de apenas ovos maduros serem encontrados nas fezes, pode estar relacionado aos
ovos imaturos serem imunologicamente inativos, assim, ndo ha formacdo de granulomas que
auxiliam na expulsdo destes ovos. Dessa forma, os ovos podem manipular ativamente o
momento da formacdo do granuloma, de modo a prevenir a destruicdo imunolédgica do
hospedeiro (Takaki et al., 2021).

1.3. Tratamento e Terapias

Atualmente, as formas disponiveis para conter a esquistossomose se resumem em
quimioterapia, controle de caramujos, educacdo em saude, melhor acesso a agua potavel,
saneamento e higiene. A doenca € tratada com uma dose Unica do medicamento Praziquantel, seu
uso é indicado para todos, com excecdo de criancas menores de 2 anos de idade. Este
medicamento é um anti-helmintico de amplo espectro desenvolvido na década de 1970 e tem
sido amplamente distribuido, gracas aos esforcos da farmacéutica MerkMerck que se
comprometeu em doar anualmente 250 milhGes de comprimidos para criancas em idade escolar
(Summers et al., 2022). Com o objetivo da OMS de eliminar a esquistossomose até 2030, a
quimioterapia preventiva, realizada com Praziquantel, tem sido eficiente em reduzir casos graves
da doenca em regides endémicas. O uso incessante deste medicamento pode produzir fenétipos
resistentes, além de dados sugerirem reducdo na eficacia em &reas endémicas. No entanto, a
auséncia de novos medicamentos traz importantes reflexdes acerca do uso do Praziquantel
(Summers et al., 2022; Tesfie et al., 2020).

O desenvolvimento de uma vacina profilatica contra o Schistosoma mansoni tem sido

dificultado pela complexidade bioldgica do parasita, no entanto, vacinas que utilizam cercarias
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atenuadas por radiacdo e vacinas de subunidades recombinantes estdo sendo consideradas como
candidatas a vacinas (Woellner-Santos et al., 2024). A Fiocruz apresentou a vacina Schistovac
(Egesa et al., 2017), a qual entrard no calendario do SUS em 2025. Esta vacina tem como alvo o
antigeno presente na pele do parasita (Egesa et al., 2017). Diante do exposto, poucas sdo as
opcOes de tratamento e controle da esquistossomose, porém, muitos avancos cientificos
importantes foram e estdo sendo realizados. Todavia, a busca por cenarios mais promissores

deve ser constante.
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CAPITULO 1l
DNA E O CODIGO DE HISTONAS
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2. DNA e Regulacao Génica

A estrutura e funcdo molecular da molécula de DNA estdo relacionados a hereditariedade
entre os organismos (Travers, Muskhelishvili, 2015). O processo responsavel pela heranca
genetica € a replicacdo do DNA (Chagin, Stear, Cardoso, 2010), no entanto, 0s processos de
transcricdo e traducdo sdo importantes, pois estdo condicionados ao processamento das fitas
moldes de DNA. A transcri¢do consiste em transferir a informacdo presente no DNA para o
RNA mensageiro (MRNA) (Cramer, 2019) e a tradugdo € responsavel pela formacdo de uma
cadeia polipeptidica a partir da molécula de mMRNA (Kornblihtt, Schor, Allg, 2013).

Durante a transcricdo, a enzima RNA polimerase liga-se ao DNA na regido promotora e
sintetiza uma molécula complementar de RNA a partir de uma das fitas do DNA. Esse mMRNA
recém sintetizado contém o cddigo genético que seré traduzido em proteinas durante a etapa de
traducdo (Kornblihtt, Schor, All, 2013; Cramer, 2019).

Na traducdo o mMRNA migra do nacleo para o citoplasma, onde os ribossomos, moléculas
responsaveis pela sintese proteica, ligam-se a0 mRNA (Kornblihtt, Schor, All6, 2013). Os
processos de transcricdo e traducdo sdo essenciais para a expressao génica e a sintese de
proteinas que desempenham papéis vitais no funcionamento celular e na manutencao da vida
(Agirrezabala, Frank, 2010).

O DNA estad empacotado dentro das células, formando os cromossomos. Dentro de um
cromossomo, 0 DNA e as proteinas associadas formam unidades estruturais chamadas
nucleossomos. Cada nucleossomo é composto por um segmento de DNA que se enrola em torno
de um complexo de proteinas chamadas histonas, que desempenham um papel crucial na
compactacdo do DNA e na regulacdo da expressdo génica (Cutter, Hayes, 2015). As histonas
estdo no centro da regulacdo epigenética e sdo reguladores cruciais na proliferacdo celular
(Andreas Lennartsson, Karl Ekwall, 2009).

2.1. Cddigo de Histonas

Os nucleossomos sdo 0s componentes basicos da cromatina e sdo formados pelo
complexo de DNA e histonas. Cinco tipos de histonas (H1, H2A, H2B, H3 e H4) compbem o
nucleossomo na forma de octameros, sendo um tetramero H2A-H2B e dois dimeros H3-H4

(Zhang et al., 2020). O dominio globular é responsavel pela interagéo das histonas e esta ligado
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ao DNA nucleossomico, enquanto a histona H1, estabiliza o nucleossomo ligando-se ao DNA
gue ndo interage diretamente com o octamero de histonas (Aboud et al., 2023) (Figura 4). A
histona H1 tem sido descrita para além de uma proteina estrutural importante para a cromatina,
pois foram identificadas muitas modificacbes pds-traducionais de histonas (Posttranslational
Histone Modifications PTMs) (Andrés et al., 2020). A partir dos dominios globulares das
histonas, projetam-se os dominios carboxi-terminais curtos, que possuem menos de 40
aminoacidos de comprimento. Estas sequéncias sdo ricas em residuos basicos e estdo sujeitas as
multiplas PTMs (Campos; Reinberg, 2009).

A cromatina € o conjunto complexo de DNA, proteinas histonas e outros componentes
protéicos ndo-histonas e pode se encontrar em dois estados, condensada (heterocromatina) e
descondensada (eucromatina) (Trojerm; Reinberg, 2007). A heterocromatina é geneticamente
inativa, ao passo que, a eucromatina é geneticamente ativa, ou seja, quando a cromatina esta
descondensada hé transcricdo devido a acessibilidade ao DNA (Berger, 2007; Trojerm;
Reinberg, 2007, Vaquero et al., 2003). H& dois mecanismos disponiveis, nos quais a cromatina
utiliza para modificar sua paisagem. O primeiro mecanismo, envolve alteragdes diretas na
cromatina através de mudancas nas cargas eletrostaticas, interferindo na ligagdo dos fatores de
transcricdo ao DNA. O segundo mecanismo, envolve modificacdo do nucleossomo atraves de

ligacBGes quimicas que permitem associacdo de proteinas de ligacdo a cromatina (Berger, 2007).
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Figura 4 - Estrutura de um cromossomo e seus componentes. O cromossomo é formado por DNA e
proteinas associadas que ddo origem & cromatina. Esta € composta por nucleossomos e cada um é
formado por um octdmero de histonas envoltos pelo DNA. As histonas projetam caudas na superficie do
nucleossomo que sdo passiveis de modificagdes pos-traducionais através de ligagGes de grupamentos
guimicos. Essas modificacdes tornam a cromatina mais ou menos condensada, impedindo ou permitindo a
transcricdo génica, respectivamente.
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Cromossomo

Marca spigenética
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Cromatina

A cromating estd fechada (heterocromatina) e & A cromating estd sberta (eucromating) &
transcricio ndo ocorre transcrigho pode scontecer

Fonte: Imagem traduzida do Instituto Nacional de Pesquisa do Genoma Humano. Disponivel em:
https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/Nucleosoma

O cddigo de histonas refere-se as modificacdes quimicas que ocorrem nas proteinas
histonas, que estdo envolvidas na compactacdo do DNA e na regulagdo da expressdo génica. A
epigenética esta relacionada aos mecanismos de regulacdo génica que ndo alteram a sequéncia de
DNA, pois a regulacdo ocorre a partir de modificacOes covalentes (Sueoka et al., 2018). Esse
codigo explica as correlagdes entre PTMs de histonas e processos bioldgicos, ou seja, uma
funcéo bioldgica é determinada por combinagdes de histonas. No entanto, as reagdes enzimaticas

especificas na cromatina dependem de processos celulares como transducdo de sinaisl,
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progressdo do ciclo celular, remodelacdo de nucleossomos e interconversées enzimaticas de
PTMs de histonas (Campos; Reinberg, 2009). Assim, o cddigo de histonas teoriza a importancia
das histonas para a transcri¢cdo e outros processos da cromatina. A compreensdo de PTMs torna-
se indispensavel para o entendimento da heranca epigenética. A seguir, serdo descritos trés tipos

de PTMs importantes para o entendimento e elucidacdo do presente trabalho.
2.2. Modificagfes Pos-traducionais de Histonas

2.2.1 Fosforilacdo

Todas as caudas de histonas podem ser fosforiladas e desfosforiladas por proteinas
quinases e fosfatases, respectivamente. Os residuos das histonas que podem ser fosforilados séo
serina, treonina e tirosina (Rossetto; Avvakumov; C6été, 2012). Essa fosforilagdo parece estar
relacionada a resposta aos danos ocasionados no DNA. Essa observacéo foi relatada para histona
H2A, pois promove a retencdo e o acimulo de proteinas de reparo do DNA nos locais de dano.
Além disso, a fosforilagdo de sitios da histona H2A recruta modificadores de histonas e
remodeladores da cromatina (Van Attikum; Gasser, 2005).

A expressdo genética esta relacionada a um vasto sitio de residuos fosforilados nas
histonas, por exemplo, a fosforilagdo das serinas 10, 28 e 32 das histonas H3 e H2B,
respectivamente, influenciam no processo de transcricdo, assim como a fosforilacdo da tirosina
11 da histona H3 (Rossetto; Avvakumov; Coté, 2012). E fato que a fosforilacio atua como uma
etapa intermediaria critica na condensacdo cromossémica durante a divisdo celular, além de

interagir com outras PTMs para regular a expressao génica (Banerjee; Chakravarti, 2011).

2.2.2 Acetilacao

A acetilacdo é catalisada por duas classes de enzimas, lisina acetiltransferase e lisina
desacetilase, que transfere um grupamento acetil para um residuo de lisina e remove o
grupamento acetil, respectivamente. Ha mais de 40 sitios de acetilacdo nas quatros histonas
centrais, no entanto, esse PTMs néo ocorre somente em histonas. A acetilacdo de proteinas nao
histonas inclui proteinas envolvidas na degradacdo de proteinas, organizacdo da cromatina,

traducéo e processamento de RNA (Shvedunova; Ahtar, 2022).
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Em termos gerais, a acetilacdo estd associada ao estado ativo da cromatina, enquanto a
desacetilacdo esta associada ao estado inativo da cromatina (Shen; Wei; Zhou, 2015). A
acetilacdo de histonas segue os dois mecanismos postulados no cédigo de histonas para
regulacdo da expressdo génica, ou seja, ocorre alteracdo direta da estrutura da cromatina ou pode
agir como marcadores que recrutam complexos modificadores da cromatina (Choi; Howe, 2009).

Os genes transcritos ativamente possuem acetilacdo nas caudas amino-terminais das
histonas e é frequentemente encontrada nos promotores. A hiperacetilacdo de histonas pode
aumentar a ligacdo de fatores de transcricdo ao DNA nucleossémico, sugerindo um importante
envolvimento da acetilacdo de histonas em diferentes etapas da transcricdo (Choi; Howe, 2009).

O direcionamento de enzimas acetiltransferases a cromatina depende de fatores de
transcricdo ou de PTMs pré-existentes, assim, foi sugerido que a metilacdo das histonas seja um
possivel determinante para que ocorra a acetilacdo de histonas (Shvedunova; Ahtar, 2022).

2.2.3. Metilacéo

A metilacdo ocorre pela adicdo de um grupamento metil a um residuo de lisina ou
arginina e pode ser monometilada, dimetilada e trimetilada no residuo de lisina, enquanto no
residuo de arginina a metilacdo ocorre somente nas formas monometilada ou dimetilada. As
enzimas que catalisam a adicdo e remocdo dos grupamentos metil sdo histonas metiltransferase e
histonas desmetilases, respectivamente. As histonas metiltransferases podem ser divididas e
incluem o dominio SET contendo enzimas e proteinas do tipo Dotl que atuam nas lisinas, além
de enzimas arginina N-metiltransferase que metilam argininas. Estas metilam histonas
incorporadas a cromatina, mas proteinas nao histonas também podem ser substratos (Gong;
Miller, 2017).

No ano de 2000, foi descoberta a primeira metiltransferase, identificada como SUV39H
(Rea et al., 2000). Esta enzima catalisa a insercdo de di e trimetilacdo na lisina 9 da histona H3
(H3K9me2/3) e desempenha importantes fungbes na manutencdo da heterocromatina e na
repressao génica. Esta enzima consiste em um dominio SET e um dominio cromo que se liga a
H3K9me2/3. O direcionamento heterocromatico das enzimas SUV39H é ainda melhorado pela
interacdo com proteinas HP1 e RNA associado a repeticdo (Weirich, Khella e Albert Jeltsch,



35

2021). Esta enzima mostrou-se conservada entre as espécies e parece desempenhar a mesma
funcédo nos organismos (Black; Rechem; Whetstine, 2012).

Os padrdes de metilacdo podem alterar a paisagem da cromatina e definir seus estados.
H3K4me3 estd presente no TSS e é altamente enriquecido neste sitio. Esta marca pode ser
encontrada em promotores inativos e ativos, assim, ele marca ndo apenas um gene
transcrito/ativo, mas também genes que podem se tornar ativos. O enriquecimento de H3K4me3
préximo ao TSS pode desempenhar um papel funcional no inicio da transcricdo. Promotores
ativos estdo associadas ao enriquecimento em H4K20mel, H2BK5mel e H3K36me3, enquanto
0s promotores inativos sdo frequentemente marcados por H3K27me3 ou H3K9me3 (Black,
Rechem e Whetstine, 2012). Um subconjunto especial de promotores inativos, 0s genes
bivalentes, sdo marcados pela metilacdo tanto para H3K4me3 quanto para H3K27me3 (Bernstein
et al., 2006).

2.3. Modificagfes Pos-traducionais em Parasitas

Parasitas sdo Otimos modelos para o estudo das alteracbes genéticas, pois estes
organismos precisam se adaptar rapidamente aos diferentes hospedeiros para completarem seus
ciclos de vida e passam por consideraveis transi¢des de desenvolvimento, assim sdo necessarias
modificacbes especificas na expressdo génica (Dixon et al.,, 2010). O escape do sistema
imunoldgico do hospedeiro permite aos parasitas causarem doencas prolongadas e esta
relacionado ao silenciamento dos membros de familias de genes que codificam os principais
antigenos contra o parasita. Este silenciamento envolve modificacdes reversiveis e pontuais que
podem ser transmitidas aos descendentes (Wyse et al., 2013).

O sucesso no estabelecimento da leishmaniose estd relacionado aos mecanismos de
sobrevivéncia intracelular e a resisténcia medicamentosa. A plasticidade da Leishmania sp pode
ser causada por mecanismos epigenéticos que sdo mediados por estimulos ambientais externos
(Kamran et al., 2023). A regulacdo da expressao génica neste parasita envolve processamento e
estabilidade do RNA (Clayton; Shapira, 2007), além disso, quando comparadas as formas
evolutivas do parasita, amastigota e promastigota, observaram uma regulacdo negativa da
producdo de RNA (Kamran et al., 2023).
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Em adicdo as observacGes de processamento do RNA em Leishmania, foram descritas
PTMs como fosforilacdo, acetilagdo, metilacdo e glicosilacao, atuando como influenciadores na
diferenciacdo axénica em amastigotas através de proteinas modificadas (Kamran et al., 2023). As
MAP quinases regulam processos importantes em Leishmania como morfologia, ciclo de vida e
resisténcia a medicamentos através da fosforilacdo de seus substratos (Kamran et al., 2023).

No parasita Plasmodium falciparum, a transcricdo dos genes var, responsaveis pela
variagdo antigénica e viruléncia, depende de processos epigenéticos (Cortés; Deitsch, 2017).
Entretanto, processos como progressdo no ciclo de vida e respostas transcricionais adaptativas
estdo relacionadas a cromatina nestes parasitas. Assim, a regulacdo da expressdo génica por
mecanismos epigenéticos em Plasmodium véo além dos genes var (Cortés et al., 2012).

Os genes variantes clonais de Plasmodium sdo encontrados na eucromatina e
heterocromatina, ou seja, sdo caracteristicos da cromatina bivalente que pode ser mantida entre
as geracdes (Cortés et al., 2012). A estabilidade e herdabilidade dos estados da cromatina
envolvem modificacbes dos nucleossomos que recrutam enzimas que modificam o0s
nucleossomos proximos (Dodd et al., 2007). Marcas epigenéticas como H3K9ac e H3K4me2/3
estdo envolvidas no estado ativo da cromatina, no entanto, quando a metilagéo ocorre na lisina 9
(H3K9me3), ha mudancas na paisagem da cromatina, pois esta marca & encontrada na
heterocromatina e é caracteristica do estado silenciado (Cortés et al., 2012).

Em Plasmodium, j& foi descrita uma desmetilase que possui afinidade com H3K9me3
(Cui et al., 2008) e possivelmente ha outras marcas relacionadas a compactacdo da cromatina
atuando neste parasita. H3K27me3 é uma marca epigenética encontrada em eucariotos
multicelulares relacionada a heterocromatina, mas nao foi encontrada em Plasmodium (Cortés et
al., 2012).

O controle epigenético também ja foi descrito para tripanossomas, com mais de 350
PTMs. As marcas epigenéticas mudam durante o ciclo de vida do parasita e/ou ciclo celular,
mesmo quando o controle de transcri¢do especifico do gene da proteina codificada é ausente. Por
exemplo, a acetilacdo de H4K10 e H4K14 participa da replicacdo e transcricdo do DNA,
enquanto a metilacdo H3K76 & essencial para a progressdo do ciclo celular, segregacao
cromossémica e diferenciacdo de parasitas e o nivel de metilacdo difere entre os estagios de vida
do T. cruzi (Menezes et al., 2023).
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2.4. ModificacOes Pds-traducionais em Schistosoma mansoni

Um estudo inicial realizado por Fantappié (2000) demonstrou que o genoma do S.
mansoni ndo era metilado, entretanto, estudo posterior revelou padrdes de metilagdo no genoma
deste parasita, porém em niveis variaveis (Geyer et al., 2011). Este estudo indicou SmDnmt2
como uma DNA metiltransferase funcional, além de demonstrarem que componentes de
metilacdo do DNA sdo co-regulados durante o desenvolvimento (Geyer et al., 2011). Dnmt2 é
um membro da familia de enzimas DNA metiltransferase e muito conservada entre 0s
organismos (Schaefer; Lyko, 2010), assim, a descoberta em S. mansoni foi importante para
vislumbrar novos insights a respeito das PTMs neste parasita. Em parasitas tratados com
inibidores de metiltransferases, foram observados efeitos na oviposicdo e morfologia ovariana
em pares de vermes adultos decorrentes da auséncia de metilacdo (Geyer et al., 2011).

Os diferentes estagios de vida do parasita parecem ser regulados por PTMs, além de
exercer importante papel para a patogénese (Liu, 2016). A transcricdo génica difere entre os
estagios de vida do parasita, com destaque ao estagio cercaria. Em 2006, o trabalho de Dillon e
colaboradores trouxe resultados interessantes que suportavam a teoria da regulacdo pds-
traducional no parasita, demonstrando que o estagio cercaria é transcricionalmente silenciado, no
entanto, a transcri¢do é prontamente ativada quando ha mudanca para o estagio esquistossdmulo
(Dillon et al., 2006). As cercéarias possuem uma combinacdo de marcas epigenéticas em torno
dos TSS, ou seja, a trimetilagdo bivalente de H3K27 e H3K4 sdo caracteristicas deste estagio.
H3K27me3 aparece em regiGes heterocromaticas e esta associada a repressdo da transcricao,
enquanto a H3K4me3 estd associada a ativacdo da transcricdo (Roquis et al., 2015). Outra
observacdo do grupo que corrobora com o estado transcricionalmente silenciado da cercaria é
que H3K9me3 esté ligeiramente a montante e H3K9ac esta ligeiramente a jusante, porém, perto
do TSS. H3K4me3 e H3K9ac aumentam enquanto H3K9me3 e H3K27me3 diminuem durante a
transicao de cercérias para adultos. (Roquis et al., 2015).

O dimorfismo sexual fenotipico é aparente somente apds a infeccdo no hospedeiro
definitivo, assim, um estudo evidenciou que existem diferencas de enriquecimento da marca
H3K27me3 dentre 0s sexos no estagio cercaria. Dessa forma, os reguladores epigenéticos
possivelmente desempenham importantes funcdes na determinacdo e diferenciacdo sexual

(Picard et al., 2016). Todavia, as PTMs se mostram cruciais para o ciclo de vida do parasita, no
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entanto, essas modificacdes também estdo presentes nas interacdes patdgeno-hospedeiro (Liu et
al., 2016). O tratamento com inibidores de HDAC bloqueia reversivelmente a transicdo de
miracidios para esporocistos (Azzi; Cosseau; Grunau, 2009) e o tratamento das larvas podem
levar a novas variantes fenotipicas com expressdo de antigenos de superficie variantes do tipo
mucina (SmPoMuc), que sdo importantes para a interacdo patdgeno-hospedeiro (Rogério et al.,
2008). A paisagem da cromatina nos estagios de vida do parasita difere, remetendo a metilacao
de histonas como um importante processo regulatério durante o desenvolvimento, ou seja, sao

necessarias para a progressdo do ciclo de vida do parasita (Roquis et al., 2018).
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CAPITULO 11l
CO-REGULADORES E HP1
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3. Co-reguladores Transcricionais

Os co-reguladores regulam a expressao génica através de ligacao a fatores de transcri¢éo
ou de complexos multiproteicos, assim, os sinais celulares séo integrados e as enzimas com
atividades relacionadas a unidade de transcricdo atuam no processo a fim de ativar ou reprimir a
transcricdo (O'Malley; Qin; Lanz, 2008). Essa sinalizacdo permite que complexos de
remodelacdo da cromatina atuem no relaxamento permitindo o acesso e a ligagdo dos complexos
co-reguladores aos genes alvo (Kumar et al., 2017).

As interagOes regulatdrias entre PTMs moldam as interacfes entre PTM em histonas e
co-reguladores (Kumar et al., 2017). Essas interac@es criam sitios especificos de reconhecimento
para proteinas remodeladoras de histonas que alteram a cromatina no gene alvo, além disso, a
integracdo das vias de sinais também fica a cargo dos remodeladores da cromatina (Kumar et al.,
2017). PTMs sdo responsaveis pela regulacdo dos co-reguladores e a forma de a¢do depende das
enzimas de sinalizacdo que estdo envolvidas no processo (O'Malley; Qin; Lanz, 2008).

Assim, a remodelacdo da cromatina, a ativacdo do fator de transcricdo e co-reguladores
sd0 necessarios para a regulacdo transcricional. Os co-reguladores podem ser divididos em co-
ativadores e co-repressores (Kumar; Wang; Barnes, 2004). As intera¢cdes proteina-proteina com
os fatores de transcricdo do gene alvo recrutam os co-ativadores, estes se ligam as proteinas de
ligacdo ao DNA e enzimas modificadoras de histonas, possibilitando alteracfes na cromatina. De
modo oposto, 0s co-repressores interagem diretamente com fatores de transcricdo de ligacdo ao
DNA e inativam complexos proteicos transcricionalmente ativos, além de recrutarem enzimas
modificadoras de histonas que tornam a cromatina mais condensada (Kumar; Wang; Barnes,
2004).

Em S. mansoni as histonas H3 e H4 mostraram-se conservadas durante o processo
evolucionério, assim, € provavel que ambas desempenhem as mesmas func¢des no parasita. Estas
histonas sdo conhecidas por serem 0s principais substratos para o complexo histona
metiltransferase. O homologo da proteina arginina metiltransferase de S. mansoni (SMPRMT1)
demonstrou um alto grau de similaridade com proteina de vertebrados, no entanto, SMPRMT1
metilou apenas os peptideos H4 (Fantappié et al., 2008). Outros resultados interessantes incluem
histona acetil transferase, SMGCN5, que acetila a histona H3 e possui um dominio HAT e

CBP/p300, uma familia de co-ativadores de transcricdo que sdo responsaveis pela ativacéo de
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diversos genes. Além de proteinas do dominio LIM, geralmente associadas a funcdes
regulatorias e estdo principalmente envolvidas em interagdes proteina-proteina (Fantappié et al.,
2008).

Neste contexto de regulacao da transcricdo em S. mansoni, h& muito ainda a ser estudado,
entretanto, avancos ja foram obtidos a fim de elucidar este complexo processo. Assim, o estudo
de co-reguladores transcricionais em outros organismos pode ser extrapolado para S. mansoni.
Nesse sentido, temos HP1, um co-regulador bem descrito anteriormente e que esta presente em
S. mansoni (Trindade et al., 2021).

3.1HP1

3.1.1. Visdo Geral

HP1 é uma proteina descoberta inicialmente em D. melanogaster (James; Elgin, 1986)
associada a supressao dominante da variegacdo de efeito de posicdo (Eissenberg et al., 1990).
Esta proteina € altamente conservada entre as espécies (Trindade et al., 2021; Schoelz e Riddle,
2022) e consiste em dois dominios, CD localizado na por¢do N-terminal e CSD na porg¢do C-
terminal, separados por uma regido variavel. CD € necessério para a ligacdo na cromatina e CSD
medeia as interacBes proteina-proteina. A regido que conecta 0s dois dominios possui
comprimento varidvel e a sequéncia de aminoacidos ndo € conservada entre 0s organismos
(Trindade et al., 2021), porém, exerce papel importantes nas diversas interagdes incluindo
ligacdo com histona H1, ligacdo ndo especifica de DNA e RNA e ligagdo de cromatina, além de
ser suscetivel a modificagdes pds-traducionais, assim, € uma regido de controle central na
regulacdo das proteinas HP1 (Piacentini et al., 2003; Lomberk; Wallrath; Urrutia, 2006).

Em trabalho anterior, demonstramos a conservacdo dos dominios de HP1 durante a
evolucdo (Trindade et al., 2021). Dada essa conservacdo (Figura 5), € plausivel supor que a
funcéo se manteve conservada durante o processo de evolugdo. O CD de HP1 reconhece e se liga
as caudas metiladas das histonas. Essa interacdo € importante para o recrutamento de HP1 para
regibes heterocromaticas do genoma (Nielsen et al., 2002). O CSD de HP1 tem sido implicado
numa ampla variedade de interacGes proteina-proteina com fatores que incluem componentes de

cromatina, reguladores de transcri¢cdo, modificadores de cromatina, fatores relacionados com o
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ciclo de replicacdo celular, e proteinas nucleares. Além de ser responsavel por mediar a homo e
heterodimerizacao (Brasher, 2000; Schoelz; Riddle, 2022).

Figura 5 - Alinhamento de SmHP1 com organismos ortélogos. Os dominios CD e CSD estdo em
destaque. E possivel notar a conservacdo das sequéncias de aminoacidos nos dois dominios e as
sequéncias variaveis da regido de ligagdo entre dominios.
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Todas as proteinas que possuem o dominio CD, podem alterar a paisagem da cromatina.
Este dominio foi encontrado na proteina Polycomb, um silenciador génico. A comparagéo entre
os dominios CD de HP1 e Polycomb, revela que HP1 compartilha 60% de identidade com o
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dominio CD de Polycomb. Esse dominio demonstrou ser importante na ligacao ao sitio-alvo e na
preferéncia do alvo (Lomberk; Wallrath; Urrutia, 2006).

A familia de proteinas de HP1 se diferencia das proteinas cromobox pela presenca do
dominio CSD. Este dominio dimeriza em solucédo, sendo o oposto do dominio CD nas mesmas
condicdes. A dimerizacao cria um sulco apolar, que pode acomodar proteinas que interagem com
HP1 contendo a sequéncia de consenso PXVXL (Lomberk; Wallrath; Urrutia, 2006).

HP1 tem sido associada a uma variedade de funcbes (Figura 6) como segregacao
cromossOmica, condensacdo da cromatina, replicagdo e reparo do DNA, manutencdo de
telomeros, modulador da dindmica da cromatina, diferenciacdo celular, ciclo celular e controle
da divisao celular. Essa versatilidade de funcdes implica em grandes redes de interacbes com

DNA, RNA, proteinas e modificagdes pos-traducionais (Kumar; Kono, 2020).

Figura 6 - Resumo das fungdes de HP1.
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(@) Em regibes heterocromaticas, HP1 mantém uma posicdo de ligacdo a lisina 9 da

histona H3 e através metiltransferase ou desacetilases mantém represséo génica por formagéo de
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heterocromatina. (b) O complexo HP1-repressor transcricional pode formar estruturas na
eucromatina para repressdo genética. (c) A repressdo génica pode ser a nivel de um dnico
nucleossomo. (d) A interacdo de HP1 com fator de ligagdo a proteina de ligacdo a TATA de 130
kD pode impedir a associagcdo da maquinaria transcricional geral ou fatores com o ativador
transcricional, resultando em parada transcricional/repressdo genética. (€) Os genes que foram
silenciados pela ligacdo de HP1 a H3K9, podem ser sequestrados para a periferia nuclear pela
interacdo de HP1 com componentes do envelope nuclear. (f) HP1 interage com a subunidade
grande do fator de montagem da cromatina 1 (CAF1), p150. CAF1 transporta um tetrdmero de
histona (H3/H4) para a forquilha de replicacdo através da interacdo com antigeno nuclear de
células em proliferacdo (PCNA). O recrutamento de HP1 para a forquilha de replicacéo na fase S
tardia do ciclo celular, pode ser importante para manter a integridade da heterocromatina e
possivelmente o status epigenético dos genes silenciados. (g) Durante a mitose, € necessaria a
interacdo entre HP1 ligado a cromatina e um componente do complexo de coesina. (h) HP1
pode estar envolvido também na ativacdo transcricional. O recrutamento do complexo
HP1/ativador transcricional pode ser dependente ou independente da metilacdo de H3K9. (i)
HP1 pode funcionar como um ‘estabilizador de mensagem’, ligando ao mRNA nascente no local

da transcricao.

3.1.2 HP1 em mamiferos

Os genes que codificam HP1s de camundongo (Chx5, Chx1 e Chx3) e HP1s humanos
(CBX5, CBX1 e CBX3), cada um compreende cinco exons separados por quatro introns
(Lomberk; Wallrath; Urrutia, 2006). Em mamiferos, sdo encontradas trés isoformas, HPla,
HP1B e HP1y (Jones; Cowell; Singh, 2000) e sdo localizadas em diferentes regides da cromatina.
Enquanto HP1a esta localizada apenas na heterocromatina, HP1p e HP1y sdo encontradas tanto
na heterocromatina quanto na eucromatina (Jones, Cowell e Singh, 2000). A diferenca de
distribuicdo genémica das isoformas infere desempenhos de papéis distintos, assim, as interacoes
especificas e as modificagbes pos-traducionais variam de acordo com cada isoforma (Bosch-
Presegué et al., 2017).

Todas as isoformas sdo capazes de homodimerizar ou heterodimerizar, associar-se a

cromatina por meio da lisina 9 da histona H3, sendo trimetilada ou ndo e servir como repressores
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de genes ou como ativadores de genes (Bosch-Presegué et al., 2017). O estabelecimento e
propagacdo da heterocromatina estd associada a ligacdo de HP1 a marca H3K9me3 e a
metiltransferase que catalisa essa modificagdo. Neste caso, HP1 se liga também a SUV39H1 que
tem por funcdo metilar a lisina 9, além de atuar como moléculas adaptadoras que ligam outros
fatores a heterocromatina, como Suv420h2 ou DNA metiltransferases (Bosch-Presegué et al.,
2017).

Foi relatado que HP1 de rato e humano se liga ao co-repressor transcricional TIF1p para
silenciamento transcricional através da formacdo de heterocromatina. O dominio CSD é
responsavel pela ligacdo a co-repressores e reguladores cromossémicos (Nielsen et al., 2001),
além de ser importante por interagir diretamente com a metiltransferase SUV39H1. Outra
metiltransferase chave na ligacdo de HP1 pode ser SETDBLI, pois HP1 se liga a proteina KAP-1,
responsavel pela ligacdo a metiltransferase SETDBL1 (Sales-Gil; Vagnarelli, 2020). KAP-1 tem
como funcéo regular a organizacdo dindmica de estrutura da cromatina através de sua capacidade
de influenciar padrdes epigenéticos e compactacdo da cromatina (lyengar; Farnham, 2011).

PTMs também podem ocorrer em HP1 e podem modular de forma eficiente a sua
capacidade de ligacdo a cromatina. Em mamiferos, foram relatadas 35 locais de modificacoes
para HPla, 34 para HP1B e 37 para HP1y. Por exemplo, a fosforilacdo da regido ligante dos
dominios esta relacionada ao direcionamento de HPla para regides centroméricas durante a
mitose. A superexpressao desta isoforma resulta em defeitos de coesdo, ao passo que, ha um
aumento na segregacao incorreta dos cromossomos quando hd um knockdown de HP1a (Sales-
Gil; Vagnarelli, 2020).

O estudo de Bosch-Presegué et al., (2017) mostrou que ndo ha sobreposicdo de funcdes
para as isoformas de HP1. HPla atua como organizador de regides de heterocromatina
constitutivas e sua perda aumenta o enriquecimento de H4K20me3 e H3K27me3 na
heterocromatina, enquanto HP1J media uma ligacao funcional direta com H4K20me3 e
Suv420h2 (Bosch-Presegué et al., 2017). H4K20me3 é encontrada na heterocromatina e parece
estar associada a diferentes fungbes, como estrutura da heterocromatina, regulagédo do ciclo

celular, dano do DNA, desenvolvimento e cancer (Agredo; Kasinski, 2023).

3.1.3. HP1 em leveduras
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O rearranjo da cromatina resulta em silenciamento de regides especificas do genoma e ¢
um processo de regulacdo génica universal em eucariotos. A estrutura da cromatina
autoperpetuante e herdada foi sugerida como explicacdo ao silenciamento dos loci do tipo de
acasalamento, que determinam o tipo de acasalamento que ocorre (Hanson; Wolfe, 2017), além
de teldmeros e centrdomeros (lvanova et al., 1998; Seman et al., 2023).

O gene clr4 é crucial para o processo de silenciamento e codifica uma proteina com alta
homologia ao produto de Su(var)3-9. Os dominios encontrados no produto deste gene sdo 0s
mesmos encontrados em proteinas que participam da modificacdo da cromatina. Este gene possui
o dominio cromo, responsavel pela ligacdo a cauda da histona H3 e o dominio SET, que catalisa
a metilacdo da lisina 9 (H3K9) (lvanova et al., 1998; Nakamura; Nakayama, 2023). A levedura
Cryptococcus neoformans ndo possui o dominio cromo de ligacdo a H3, assim, o papel deste
dominio em outras metiltransferases da familia Su(var)3-9 pode ser relacionado a outros fatores
de interacdo (Nakamura; Nakayama, 2023).

Clr4 tem capacidade de autometilar e os residuos de lisina K455 e K472 sdo os alvos
primarios dessa autometilagdo. O local de ligacdo da histona H3K9 € inibido pela formacdo de
um loop de autometilagdo dos residuos de lisina, assim, a atividade catalitica de Clr4 é inibida e
ocorre uma troca de conformacéo. Esse processo de mudanca conformacional é importante na
regulacdo do H3K9me para manter a estrutura da heterocromatina. No entanto, ndo ha
conservacdo da autometilacdo de K455 em S. cryophilus, S. octosporus e S. japonicus. A
conservacao ocorre apenas na autometilacdo de K472, sugerindo que seja a principal responsavel
pela troca conformacional (lglesias et al., 2018). A formacdo desse loop de autometilacdo
também foi descrito para EZH2, uma metiltransferase que possui papel importante catalitico para
a metilacdo de H3K27, (Duan; Du; Guo, 2020) como sendo crucial para a catélise de H3K27me3
(Nakamura; Nakayama, 2023).

Em S. pombe sdo encontradas duas proteinas HP1, Swi6 e Chp2, além da enzima Clr4p.
Para manter o estabelecimento da heterocromatina, Swi6 interage com uma histona desacetilase,
ClIr3, e promove a disseminacdo de H3K9me e regula a transcri¢do por meio de compactacao da
cromatina (Seman et al., 2023). Swi6 pode ser essencial para a heranca epigenética, pois se liga a
heterocromatina no locus do tipo acasalamento durante o ciclo celular (Nakayama, Klar e
Grewal, 2000). Além disso, a formagédo da heterocromatina envolve o recrutamento especifico de

Clr4 por fatores de RNAI (Seman et al., 2023). Ersl é uma proteina essencial para o
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silenciamento dependente de RNAI e necessaria para niveis adequados de metilacdo de H3K9.
Essa proteina interage diretamente com Swi6 e organiza 0s complexos enzimaticos
correspondentes a cromatina revestida de HP1 préximos ao substrato de RNA néo codificante
nascente (Rougemaille, et al., 2012).

O estudo Seman e colaboradores demonstrou que Clr4 é o determinante primario da
disseminacdo da metilacdo de H3K9 e a exclusdo de Swi6 interrompe seletivamente a heranca
epigenética. Assim, os resultados obtidos neste estudo sugerem que HP1 podem criar redes de
cromatina enriquecidas com H3K9me que facilitam o re-recrutamento de Clr4 para propagar
estados epigenéticos estaveis. Além disso, em leveduras HP1 recrutam varias proteinas
modificadoras de histonas durante o estabelecimento da heterocromatina. Em adicdo as funcbes
de HP1 em leveduras, foi sugerido atuacdo como ativadores transcricionais, atraves de interacoes
proteina-proteina e papel estrutural durante a manutencdo da heterocromatina (Seman et al.,
2023)

3.1.4 HP1 em Drosophila

A familia HP1 em D. melanogaster ¢ composta por cinco paralogos, HP1A-HP1E,
Su(var)205 (codifica a proteina HP1A), HP1b, HP1c, rhino (codifica HP1D) e HP1e (Vermaak e
Malik, 2009). Os genes se localizam em diferentes regides, sendo Su(var)205, HP1b e HP1lc
expressos ubiquamente, enguanto enquanto rhino e HPle estdo presentes principalmente em
células germinativas femininas e masculinas, respectivamente (Schoelz; Feng; Riddle, 2021).

Foi demonstrado que a deficiéncia do gene Su(var)205 produz fenétipos letais, enquanto
a perda da funcdo dos genes HP1b e HP1c ndo interfere na viabilidade dos fendtipos, indicando
que HP1A exerce funcdo essencial, alem de possivelmente HP1B e HP1C terem redundancia
funcional. HP1A é encontrada na heterocromatina pericéntrica, teldmeros, cromossomo quatro e
alguns loci eucromaticos. Enquanto HP1B estd presente em dominios heterocromaticos e
eucromaticos em cromossomos politénicos, e HP1C na eucromatina (Schoelz, Feng, e Riddle,
2021). HP1D esta localizada na heterocromatina, mas nédo foi visualizada sobreposicdo em testes
com anticorpo H3K9me, diferentemente de HP1A. Em oposic¢do, HP1E ndo esté localizada na

cromatina e sua localizacdo depende de fator encontrado em machos. Assim, HP1A-C séo
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expressos em diversos tecidos de moscas adultos, ao passo que HP1D e HP1E parecem ser
especificos de fémeas e machos, respectivamente (Vermaak; Malik, 2009).

HP1C tem funcdo de ativacdo da transcricdo, pois estd co-localizada com marcas PTMs
associadas a atividade transcricional permissiva, H3K4me3 e RNA pol Il (Font-Burgada et al.,
2008). Ensaios com HP1C mostraram que a proteina interage através do dominio CDS com dois
fatores de transcricdo, WOC e ROW. Essa interacdo direciona HP1C para locais especificos na
cromatina (Font-Burgada et al., 2008) e favorecem tanto a regulagdo positiva quanto a repressao
de genes eucromaticos (Font-Burgada et al., 2008; Vermaak; Malik, 2009).

Foram descritas trés metiltransferases H3K9 em Drosophila, Su(var)3-9, SetDB1 e G9a
(Toland et al., 2009; Aagaard et al., 1999). Su(var)3-9 é a principal metiltransferase e possui
homologia com SUV39H1 de mamiferos e Cl4dp de leveduras (Schotta et al., 2002). A acdo de
SU(VAR)3-9 ocorre dentro da heterocromatina do cromocentro e controla o silenciamento
génico. SU(VAR)3-9 interage diretamente com HPla e, entdo, se associa a cromatina. Na
auséncia de HP1, a metiltranferase se liga a heterocromatina e dispersa por regides eucromaticas
e metila H3K9 (Schotta et al., 2002). SetDB1 ajuda a metilar H3K9 presente na heterocromatina
pericentromérica, além de algumas regides H3K9 ao longo dos bracos cromossémicos
eucromaticos e heterocromatico. SetDB1 tem participacdo fundamental no estabelecimento da
metilacdo H3K9 no inicio da embriogénese. G9a metila H3K9 in vitro, no entanto, seu papel in

vivo ainda necessita de maiores estudos (Stutzman et al., 2024).

3.1.5. HP1 em parasitas

O ciclo do parasita P. falciparum € bem complexo e envolve a invasao a diferentes tipos
de células em diferentes ambientes. Estes ambientes influenciam nas mudancas morfolégicas e
na expressao génica do parasita. No entanto, a quantidade de fatores de transcri¢do codificados é
baixa. Assim, faz sentido que mecanismos epigenéticos tenham papel expressivo no controle da
expressao génica neste parasita. Embora a estrutura da cromatina seja organizada igualmente aos
organismos eucariéticos, ndo foi relatado nenhum gene que codifica a histona H1 em P.
falciparum, mas ja foram descritos PTMs para este parasita. Por exemplo, acetilacdo da histona
H3 nos residuos K9, K14, K18 e K27 e da histona H4 em K5, K8, K12 e K16, metilacdo da
histona H3 em K4, K9 e K36 e da histona H4 em K20 (Hernandez-Rivas et al., 2010).
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Desacetilases (PFHDAC1-Rpn3, PFIHDAC?2 e PfSIR2), acetiltransferase (PfGcn5), além de nove
genes que codificam metiltransferases. Uma metiltransferase pertencente a familia SET3
provavelmente metila H3K9 (Hernandez-Rivas et al., 2010).

O trabalho de Pérez-Toledo (2009) identificou uma proteina HP1 ortéloga em P.
falciparum (PfHP1). Este parasita possui um ciclo de vida complexo e mecanismos epigenéticos
estdo no controle da expressdo genética. O dominio CD de PfHP1 se liga a H3K9me2/3, no
entanto possui maior afinidade com a lisina 9 trimetilada. Este dominio possui a capacidade de
formar dimeros e formacgdo da heterocromatina. PfHP1 forma focos nucleares durante todo o
ciclo do parasita, inicialmente esta localizada no espago perinuclear, enquanto nos estagios de
trofozoito e esquizontes o nimero de focos aumenta e sdo redistribuidos no nucleoplasma. Em
adicdo, PfHP1 esté ligado a repressdo de genes subteloméricos, mas também de genes centrais
var (Pérez-Toledo et al., 2009) que também estdo associados a H3K9me3 (Brancucci et al.,
2014).

PfHP1 se liga a H3K9me3, mas ndo se liga em outras marcas metiladas relacionadas a
repressao génica. PfHP1 se associa com conjuntos de genes de viruléncia, incluindo genes var e
a maioria de genes que codificam proteinas envolvidas nas interacdes parasita-hospedeiro. O
estudo demonstrou que ha varios genes que nao foram enriquecidos em H3K9me3, no entanto, se
ligam a PfHP1. Esses genes codificam proteinas expressas durante a invasdao ou em diferentes
estagios do ciclo de vida (Fluek et al., 2009).

Brancucci et al., (2014) obtiveram resultados interessantes ao estudar a dependéncia de
PfHP1, por silenciamento, para a proliferacdo dos parasitas. A deplecdo de PfHP1 resultou em
niveis reduzidos de H3K9me3 em regides heterocromaticas, além de provocar uma
desaceleragdo na progressdao do transcriptoma. Todos o0s genes var foram ativados
simultaneamente e os trofozoitos assexuados entraram em um estado reversivel de parada do
ciclo celular, sugerindo defeitos na progressdo da fase S. Outro resultado curioso deste estudo
demonstrou que PfHP1 controla a diferenciacdo sexual por meio da regulacdo do locus que
codifica o fator de transcricdo ApiAP2 (Brancucci et al., 2014), embora um estudo mais recente
tenha classificado este fator de transcricdo como dispensavel no ciclo de P. berghei (Nirdosh;
Shukla; Mishra, 2024).

Dois estudos demonstraram a presenca de uma cépia de HP1 em S. mansoni (Geyer et al.,
2018; Trindade et al., 2021). Geyer et al (2018) mostrou que SmHP1 interage com SmMBD2/3,
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uma proteina de ligacdo ao dominio metil-CpG (Geyer et al., 2018). Anteriormente, foi mostrado
que SmMBD possui um dominio terminal de ligacdo de N-metil, assim, tanto SmMMBD quanto
SmDnmt2, uma metiltransferase, sdo co-regulados transcricionalmente durante o
desenvolvimento do esquistossomo (Geyer et al., 2011). Em S. mansoni 0 complexo proteico
SmMMBD2/3-SmHP1 foi capaz de interferir na proliferacdo de neoblastos e no processo de
oviposicdo (Geyer et al., 2018). Trindade et al., (2021) elucidaram através de IP-MS que SmHP1
interage com importantes proteinas, como repressor transcricional, remodeladores de cromatina,
reguladores da transcrigdo, metiltransferase da familia SETB1, e fator de transcricdo com ligacéo
ao motivo CCAAT. Outro imunoprecipitado interesse descrito neste estudo é a helicase com
dominio SWI-SNF (Da Trindade et al., 2021). HP1 pode se ligar a H3 por meio do CSD em uma
regido de entrada e saida do nucleossomo. Essa regido também é requerida pelas subunidades
cataliticas de SWI-SNF, assim, a ligagdo de HP1 e SWI-SNF ao dominio globular e H3 é
necessaria a formacdo de heterocromatina mediada por HP1 (Lavigne et al., 2009). A
caracteristica de formacédo de dimeros estudada em outros organismos também foi evidenciada

em S. mansoni (Trindade et al., 2021).

3.2. Métodos knockdown e knockout

O interesse por estudos funcionais é resultado das informacBGes obtidas com
sequenciamento de genomas, como sequéncias e expressdo de genes desconhecidos, assim,
surgiram métodos eficientes para testar as hipéteses (Achenbach; Brunner; Heermeier, 2003).
Abordagens com os métodos knockdown e knockout tém trazido resultados promissores quanto a
funcdo dos genes. Knockdown trata-se de uma reducdo da quantidade de proteina funcional, com
possibilidade de interferir a nivel de DNA, RNA ou proteina. Enquanto no knockout a funcéo do
gene é completamente removida (Zimmer et al., 2019). Os principais métodos serdo descritos a

sequir.

3.2.1. Técnica Knockdown - RNA de interferéncia

O uso de RNAIi como técnica de interferéncia genética foi postulada em 1998 por Fire e

colaboradores e é uma via bem conservada entre 0s organismos. A supressdo da expressao
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génica é o resultado da ativacéo desta via, no entanto, dados sugerem que o RNAIi também pode
atuar na regulacdo génica através da metilacdo de citosinas e sequéncias CpG. O silenciamento
transcricional via metilacdo pode ocorrer quando a sequéncia alvo compartilhar homologia com
um promotor. Contudo, a metilacdo pode ser direcionada para sitios silenciadores quando ha
interacdo do RNA com dominios da cromatina (Fire et al., 1998; Mocellin e Provenzano, 2004).
O mecanismo de acdo do RNAI atua no mRNA a fim de provocar o silenciamento génico pés-
transcricional, assim, o dsSRNA juntamente a um complexo enzimatico se liga a0 mRNA por
meio de uma sequéncia complementar de nucleotideos. Essa ligacdo ocasiona inibicdo da

traducdo e/ou degradacdo do mRNA (Figura 7) (Franca et al., 2010).

Figura 7 - Mecanismo de acdo RNAI. Os eventos moleculares iniciam quando ocorre ligacdo do dsRNA
com a enzima Dicer e ha clivagem em fragmentos curtos de aproximadamente 20 pares de nucleotideos
(siRNA). Esses siRNAs se ligam ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), que usa uma
fita do siRNA para se ligar a moléculas de RNA fita simples (ou seja, mMRNA) de sequéncia
complementar. A atividade nuclease do RISC degrada o mRNA, silenciando assim a expressdo do gene
(Mocellin; Provenzano, 2004).
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O efeito desta maquinaria nos organismos pode resultar em diferentes fenotipos, por
exemplo, em fungos, pode ocorrer desestruturacdo da heterocromatina quando ha delecdo de
genes relacionados a via (Franga et al., 2010). Em insetos, o0 RNAI tem sido implementado como
recurso ao controle de vetores de pragas e doencas (Palli, 2023). Outra abordagem com
resultados promissores é o uso do RNAI para terapia direcionada ao tumor (Kara, Calin e Bulent,
2022). Além disso, o emprego do RNAI em tripanossomas africanos trouxe insights importantes
COMO mecanismos que sustentam a resisténcia a medicamentos e seu transporte, metabolismo de
pré-farmacos, replicagdo do genoma e o controle da expressdo génica (Horn, 2022).

Um estudo com S. mansoni obteve éxito ao realizar o silenciamento do gene da catepsina
B, uma enzima proteolitica envolvida na digestdo da hemoglobina do hospedeiro (Skelly,
Da’dara e Harn, 2003). Os parasitas foram cultivados por 6 dias na presenga de dsSRNA e quando
comparados ao grupo controle, houve uma redugdo da expressao génica (Skelly, Da’dara ¢ Harn,
2003). Stefanic et al (2010) realizaram um estudo em larga escala utilizando RNAI para 11 genes
de S. mansoni. Nesta pesquisa, foram definidos parametros operacionais para o0 uso de RNAi em
S. mansoni, como melhor meio de cultura e toxicidade do dsRNA. N&o foram encontradas
diferencas na efetividade do silenciamento génico nos esquistossomulos incubados com dsRNA
e esquistossdmulos eletroporadas com dsRNA, pois 0s parasitas sao capazes de absorverem o
dsRNA pelo intestino. Além disso, quando o RNAI ¢é seletivo quando direcionado para mais de
um transcrito (Stefanic et al., 2010). A maioria dos estudos com RNAI concentraram-se nos
estagios de vermes adultos, esquistossdomulos e miracidios com diferentes alvos (Lalawmpuiie;
Lalrinkima, 2023).

3.3 Métodos de anélise de interacdo DNA-proteina

Para o0 entendimento da regulagéo transcricional, é preciso compreender como ocorrem as
interacdes DNA-proteina e a importancia das marcas epigenéticas, assim, para estudar a
regulacdo transcricional é preciso mapear essas interaces, além do mapeamento das marcas
epigenéticas. Os estados da cromatina influenciam diretamente na acessibilidade das proteinas ao
DNA e sdo capazes de modificar a superficie do nucleossomo para aumentar ou impedir o
recrutamento de complexos de proteinas efetoras (Park, 2009). A principal técnica que avalia as

interacdes DNA-proteina e 0os mecanismos de regulacdo transcricional por modificacdo da
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cromatina é o ChlP-seq. Este método combina a imunoprecipitacdo da cromatina seguida de
sequenciamento (Park, 2009). Em contrapartida, com intuito de reduzir o tempo e tornar o
processo mais robusto, foi apresentado a técnica ChIPmentation. Este método introduz
adaptadores compativeis com sequenciamento em uma reacdo de etapa Unica diretamente na

cromatina ligada a esferas (Schmidl et al., 2015)

3.3.1 ChlP-seq

Para o experimento ChIP, é necesséario que os fragmentos de DNA associados a uma
proteina especifica sejam enriquecidos, assim, a proteina de ligacdo ao DNA ¢é tratada com
formaldeido e a cromatina é fragmentada, gerando fragmentos de 200 a 600 pares de bases. Para
imunoprecipitar o complexo DNA-proteina, é usado um anticorpo especifico para a proteina de
interesse (Park, 2009). A partir de analises computacionais, é possivel obter diversos resultados
partindo da distribuicdo de leitura normalizada (Nakato; Sakata, 2021) (Figura 8).

Figura 8 — Resumo protocolo de sequenciamento ChlP-seq - (A) As proteinas sdo ligadas covalentemente

ao DNA, em seguida a cromatina é fragmentada e os complexos DNA-proteina sdo isolados por

imunoprecipitacdo na presenca do anticorpo de interesse. Os fragmentos de DNA sdo sequenciados. (B)

Os dados obtidos do sequenciamento passam por diversas etapas que incluem analise da qualidade das

sequéncias, visualizagdo dos picos de enriquecimento (Peak calling) e analises dos estados da cromatina.
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As informacdes obtidas por experimentos ChlIP-seq, sdo necessarias para a montagem de
epigenomas e predicdo da expressdo génica. Além de predizer as interacbes que ocorrem na
cromatina (Nakato; Sakata, 2021). Um estudo com Drosophila mostrou a funcionalidade de
fatores de transcricdo com madltiplas proteinas de ligacdo ao RNA, a fim de conduzir o splicing
alternativo. Essas proteinas que compdem os complexos de splicing regulam tanto a transcri¢ao
guanto o splicing. Assim, com ChlP-seq conseguiram demonstrar que um fator materno controla
o splicing especifico do sexo durante o desenvolvimento embrionario (Mukulika et al., 2023).

Em S. mansoni, o uso do método ChIP-seq trouxe importantes avangos. Roquis et al
(2015) mostrou que a estrutura da cromatina pode controlar a expressdo genetica e definir
estados de transcricdo especificos, como no estagio cercaria, na qual é visualizado uma
combinacdo especifica de marcas epigenéticas nos TSS (Roquis et al., 2015). Outro estudo
importante demonstrou que ha uma compensacdo de dose em esquistossbmulos devido a
remodelacdo da cromatina na regido especifica do cromossomo Z, além disso, neste cromossomo
a cromatina encontra-se no estado permissivo em ambos os sexos (Picard et al., 2019). Os
avancos cientificos pelo método de ChIP-seq sdo inUmeros, entretanto, este método possui
algumas limitagbes como o nimero elevado de células necessérias e o tempo delongado dos

protocolos, assim, para contornar esses desafios tem-se aplicado o método ChIPmentation.

3.3.2 Chipmentation

A transposase Tn5 permite fragmentacao simultanea de DNA e marcacédo de adaptadores
(tagmentacdo) como uma alternativa para obter bibliotecas mais rapidas e sensiveis a partir de
DNA purificado (Figura 9). O protocolo ChlPmentation é rapido e conveniente, ndo da origem a
dimeros adaptadores de sequenciamento e requer apenas uma unica etapa de purificacdo de DNA
antes da amplificacdo da biblioteca (Schmidl et al., 2015). Os adaptadores de sequenciamento
sdo adicionados pela transposase Tn5 e a PCR para obter a biblioteca é realizada ap6s a
reticulacéo e purificacdo do DNA (Xu et al., 2020).



Figura 9 — Comparagdo técnicas ChlIP-seq e Chlpmentation
Imunoprecipitagcdo da cromatina. C- Preparacdo da biblioteca e sequenciamento. A principal diferenca

entre os métodos consiste na preparagdo da biblioteca, sendo uma etapa no método ChlPmentation.
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ChIPmentation utiliza 10* células para modificagdao de histonas e 10° células para fatores
de transcricdo, enquanto a quantidade de células utilizadas em ChlIP-seq para 0s mesmos
objetivos sdo 5x10° e 5x10°, respectivamente. Além da sensibilidade, outros fatores devem ser
considerados como a abundancia da proteina/modificacéo de interesse e a eficiéncia do anticorpo
(Xu et al.,, 2020). Em S. mansoni ChlPmentation foi testado em esquistossémulos para
automatizacdo do processo executado por um robd de pipetagem e padronizacdo da quantidade
minima de células necessarias para obter resultados robustos (Lasica et al., 2021). O estudo foi
efetivo em mostrar que a automatizacdo do protocolo reduziu tempo e o tornou mais simples,
além de estabelecer o limite como > 20.000 células de Schistosoma com 3x10* a 3x10° células
como ideal (Lasica et al., 2022). Dados de ChlPmentation tém sido utilizados para validar
resultados obtidos por ChIP-seq. Um estudo sobre células estruturais como reguladores-chave da
imunidade procedeu RNA-seq para verificar o perfil da expressdo génica ChlPmentation para
tracar o epigenoma com investigacdo da marca H3K4me2. Os resultados obtidos nos
experimentos mostraram a expressao e a regulacdo de genes, além do potencial de ativacéo
relacionada as modificacbes da cromatina (Rybkina; Farber, 2021). Assim, ChlPmentation tem

contribuido para o avanco de analises por permitir uma abordagem mais dinamica e simplificada.
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4. JUSTIFICATIVA
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A esquistossomose causada pelo parasita S. mansoni tem prevaléncia mundial e esta entre
as 20 doencas negligenciadas nas Américas. Para que o ciclo do parasita seja completo, sdo
necessarios dois hospedeiros, intermedidrio e definitivo, assim, sdo necessarias mudancgas
morfoldgicas durante o ciclo de vida. Essas modificacBes estdo relacionadas as alteragdes
reversiveis no epigenoma do parasita. Os mecanismos epigenéticos envolvem modificacGes de
histonas e estdo diretamente conectados aos estados da cromatina transcricionalmente ativas ou
repressivas, controlando a expressdo génica. Em outros organismos, ja foi descrito que esses
estados sdo mantidos pelos co-reguladores transcricionais. HP1 e descrito como um co-regulador
conservado durante a evolucdo com funcdo importante de manter estruturas silenciadas ou
heterocromaticas. Além disso, HP1 pode regular a expressdo génica a partir da formacao de
complexos protéicos capazes de interferir na transcri¢do. Todas as fun¢des imputadas a proteina
HP1 ja& foram descritas em mamiferos, leveduras e protozoarios, como o Plasmodium
falciparum. Essa proteina esta no banco de dados de S. mansoni e ja foi descrita em diferentes
estagios do ciclo de vida do parasita.

As diferencas morfoldgicas entre os estdgios do ciclo de vida sdo reguladas por
modificacOes de histonas, estas estdo associadas a estruturas de cromatina transcricionalmente
ativas ou repressivas. Em cercarias a transcricdo € inativa e ha marcas epigenéticas relacionadas
tanto a inativacdo quanto a ativacdo da transcricdo. Quando ocorre a transformacdo para
esquistossdmulos o epigenoma se modifica e a transcri¢do € ativada. Em outros organismos HP1
se liga as marcas epigenéticas relacionadas a heterocromatina, principalmente H3K9me3 e
H3K27me3. Dados revelaram a presenca de mRNA nos estagios de cercaria, esquistossémulo e
vermes adultos, com expressao sustentada da proteina nestes estagios. Assim, a hipotese é que
HP1 desempenha papel na inativacdo da transcricdo no estagio de cercéaria e possui papel
importante para a progressdo do desenvolvimento do parasita. Dessa forma, a avaliagdo do papel
de SmHP1 na regulacdo génica no desenvolvimento sera por meio de experimentos de
epigendmica e transcriptdmica. O papel na infec¢do sera avaliado através do silenciamento do
gene e posterior infeccdo de camundongos para averiguar a importancia dessa proteina no

desenvolvimento do parasita, além da progressao e estabelecimento da doenca.
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5. OBJETIVOS
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5.1 Objetivo Geral

Verificar o papel de Smp_HP1 na regulacdo transcricional nas fases de esporocisto e
cercérias em Schistosoma mansoni, o estabelecimento da metodologia de RNA interferente para
0 gene SmHP1 e a influéncia do silenciamento transiente na oviposi¢do do parasita.

5.1.2. Objetivos Especificos

Avaliacdo do papel de SmHP1 na regulacdo génica no desenvolvimento do parasita;
Investigar qual o papel de SmHP1 durante a infeccéo;
Avaliagdo das interacBes proteina-proteina que ocorrem com SmHP1 no estagio cercaria;

M w0 e

Avaliacdo da interacdo de SmHP1 com o DNA.
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6. METODOLOGIA
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6.1 Desenho de oligonucleotideos

Os primers foram desenhados com o programa online Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/).
O tamanho 6timo dos primers e a Temperatura de melting foram ajustados, 20 pb e 58,7°C,
respectivamente. O desenho dos primers iniciou pela busca da sequéncia de cDNA
(Smp_179650.1) no banco de dados WormBase ParaSite — Schistosoma mansoni

(https://parasite.wormbase.org/Schistosoma_mansoni_prjea36577/Info/Index). Em seguida, foi

utilizada a ferramenta online BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) para
andlise da identidade da sequéncia e verificar a regido do DNA a qual os oligonucleotideos
amplificam. A tabela 1 mostra as sequéncias dos oligonucleotideos. O amplicon obtido com os

primers € de 309 pb.

Tabela 1 — Oligonucleotideos utilizados para amplificagéo por PCR.

Primer Sequéncia oligonucleotideos

Forward TGTGGAAGAGTCAGCTGGT

Reverse AGGGTCGATTTTCAGGTGTG

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

Forward+T7 TAATACGACTCACTATAGGGTGTGGAAGAGTCAGCTGGT
Reverse+T7 TAATACGACTCACTATAGGGAGGGTCGATTTTCAGGTGTG
Forward (QRT-PCR) | CGTCACTCAGTTCAGACAGC

Reverse (QRT-PCR) = CTCTTCCACACTCACGGGTA

Fonte: Organizado pela autora.

6.2. Amplificacdo do gene SmHP1 (Smp_179650) por Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

O kit utilizado foi da empresa Cellco, seguindo as concentragfes determinadas no
protocolo do fabricante. Cada amostra foi realizada em duplicata, seguido do seu respectivo
controle negativo (amostras sem DNA), volume final 20 pL. Apos, as amplificacbes foram
visualizadas em gel de agarose 1% e as fragOes do gel correspondentes aos amplicons esperados

foram cortados.
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6.3. Purificacdo do produto de PCR do gel

O kit utilizado para digestdo e purificacdo do gel foi da Promega Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up e o protocolo seguido foi de acordo com o fabricante. Resumidamente, a solucao
Binding Solution foi adicionada até cobrir o gel, em seguida a mistura foi agitada em vortex
rapidamente e incubada a 56°C por 10 minutos. Centrifugamos por 1 minuto a temperatura de
25°C a 12000 rpm. A etapa de purificacdo consistiu em passar o gel dissolvido pela minicoluna,
em seguida, incubou a temperatura ambiente por 1 minuto, centrifugou a 14000 rpm por 1
minuto e descartou a solucdo do tubo coletor. Foram utilizados 700uL da solucdo de lavagem
com etanol para cada minicoluna. Centrifugou-se a 14000 rpm por 1 minuto e foi descartado o
volume contido no tubo coletor. A etapa de lavagem foi repetida com 500 pL de solucéo de
lavagem com etanol por 5 minutos. A minicoluna foi transferida para um tubo eppendorf,
adicionou-se 50 pL de &gua nuclease-free a minicoluna e incubou a temperatura ambiente por 1
minuto. O DNA foi recuperado através da centrifugacdo a 14000 rpm por 1 minuto. As amostras

foram mantidas a -20°C e quantificadas, para uso posterior.

6.4. Sintese do dsRNA

Protocolo seguido de acordo com o fabricante do do kit da Promega 77 RiboMAX™
Express RNAi System. Para todas as amostras de purificados de produtos de PCR do gene de
interesse foram necessarios 10 pL, 10uL do RiboMAX 2x buffer e 2uL Enzyme Mix, .
Posteriormente, homogeneizou e incubou a 37°C por 30 minutos. Esse procedimento foi
realizado para os produtos de PCR contendo a sequéncia T7 na fita direta (forward) e na fita
reversa. As reacOes diretas e reversas, foram misturadas para que ocorra a formagéo das fitas de
dsRNAs. Apds a formagdo do dsRNA a amostra foi incubada a 70°C por 10 minutos e depois foi
adicionada RNase Solution 1:200 e adicionou 1 pL da RNase Solution e 1 pL. RQ1 RNase free
DNase a cada 20uL de volume da reacéo total e incubou a 37°C por 30 minutos para a remogao
de resquicios de RNA e DNA. Em seguida, o dsSRNA foi precipitado através da adigéo de 4 pL
de 3M acetato de sodio (pH 5,2) e 40 pL de isopropanol, homogeneizou e deixou no gelo por 5

minutos. O precipitado foi centrifugado a velocidade de 16000 rpm por 10 minutos e lavado com
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500 pL de etanol 70% gelado e centrifugou por mais 5 minutos. O pellet foi seco a temperatura

ambiente por 15 minutos, diluido em agua Nuclease-Free e estocado a -80°C.

6.5. Infeccédo de caramujo com linhagem BH

Foram selecionados os camundongos infectados com S. mansoni ha mais de 45 dias. Os
mesmos foram dispostos em gaiolas sem maravalha, forradas com papel. Apés 2 horas, as fezes
foram coletadas e armazenadas em recipiente para o procedimento de Hoffman, Pons e Janer
(1934) que consiste na maceracgdo das fezes com agua declorada gelada. Em seguida, 0 macerado
foi passado por peneiras com poro mesh de 0,150mm e 0,038mm. O liquido contendo os ovos foi
transferido para placas de petri com exposicao a luz até a observacdo de miracidios na solucéo.
Foram selecionados de 8 a 10 miracidios por caramujo, seguido de exposi¢do a luz por 2 horas.
Ap0s, os caramujos foram alocados em aquarios com &gua declorada e alface. A 4gua e a
alimentacédo séo cuidadas constantes, e estardo aptos a liberarem cercérias apos 40 dias.

6.6. Cultura de parasitas esquistossémulos

A linhagem BH (Belo Horizonte) do ciclo biolégico do S. mansoni é rotineiramente
mantida no Departamento de Biologia Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual
de Campinas, por meio da passagem em camundongos fémeas da linhagem Swiss (Smithers;
Terry, 1965) e moluscos da espécie Biomphalaria glabrata. A liberacdo de cercérias foi por
exposicdo dos caramujos a luz artificial, que produz calor. As cercarias foram retiradas e
transferidas para tubos falcon e mantidos em gelo por 1 hora. Em seguida, foram centrifugados a
2000rpm, 4°C por 2 minutos. Descartou-se 0 sobrenadante e homogeneizou o pellet com meio
RPMI + Penicilina-streptomicina. Em seguida, o material foi agitado por um minuto e meio para
a quebra das caudas (Ramalho-Pinto et al., 1974). Todas as etapas de lavagens foram realizadas
no Fluxo Laminar (Pa40ECO Pachane). As caudas foram retiradas do meio através de lavagens
com meio de cultura RPMI +Penicilina Streptomicina, transferidos para uma garrafa de cultura e
mantidos na estufa a 37°C por 3 horas. Apds, os esquistossdmulos foram retirados e transferidos
para tubo falcon de 15 ml. Esperou-se 10 minutos para decantar, em seguida, foram realizadas 3

lavagens de 6 minutos, 3 lavagens de 5 minutos e 2 lavagens de 4 minutos. Ao final, 200
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esquistossdmulos foram contados e distribuidos igualmente em placas de cultura com 2ml de
Meio 169 (Atena, Biotecnologia), descrito por Basch (1981), suplementado com hormdonios e

soro fetal bovino, 30 pug de dsRNA e mantidos em estufa a 37°C por 3 dias.

6.7. Extracdo de RNA e PCR em tempo real

Cercérias e esquistossdbmulos foram centrifugados por 15 minutos a 12000 rpm. Ao
pellet, foi adicionado 750 pL de Trizol (Sigma) e homogeneizado com homogeneizador portatil
para fragmentacédo de tecidos (Tissue-Tearor Modelo 985370). Em seguida, adicionou 200 uL de
cloroférmio (Sigma) e agitou por 15 segundos. A incubacdo ocorreu em temperatura ambiente
por 15 minutos, seguida de centrifugacdo a 4°C a 12000 rpm por 15 minutos (Centrifuga Heal
Force Neofuge 15R). Apds, em um tubo limpo contendo a fase aquosa, foram adicionados 500
puL de 2-propanol (Sigma). Incubou a temperatura ambiente por 30 minutos, em seguida,
centrifugou por 45 minutos a 12000 rpm a 4°C e descartar sobrenadante. O precipitado foi
lavado com 1ml de etanol 75% e centrifugado por 5 minutos a 12000 rpm a 4°C. O pellet foi
seco naturalmente por 2 minutos, dissolvido em 20 pL 4gua RNAse free (Sigma) e incubado por
15 minutos a 56°C para a completa dissolugdo. O kit utilizado para a sintese de cDNA foi da
Bio-Rad e o protocolo foi de acordo com o fabricante. Resumidamente, utilizou-se 2ug de RNA
e agua ultrapura para completar 8uL. Em seguida, foram adicionados 1 pL de 10x Reaction
Buffer e 1 pL de DNAse I, Amplification Grade. Homogeneizou e incubou 15 minutos a
temperatura ambiente. Apdés, adicionou 1uL de Stop Solution e aqueceu a 70°C por 10 minutos.
4uL da amostra foi retirado para que fosse feito o RT- (sem transcriptase reversa). Para uma
reacdo de 20pL foram adicionados 4 pL de 5x iScript Reaction Mix e 1 pL de iScript Reverse
Transcriptase e incubados nas seguintes temperaturas: 5 minutos a 25°C, 20 minutos a 46°C, 1
minuto a 95°C, 4°C. A PCR em tempo real foi realizada no Quantstudio 3 (Thermo Fisher) em
trés réplicas bioldgicas, usando o0s seguintes oligonucleotideos: SmHP1 forward:
CGTCACTCAGTTCAGACAGC e SmHP1 reverse: CTCTTCCACACTCACGGGTA. O
tamanho do amplicom resultante é 98 pb. O kit utilizado foi 0 SYBR® Green da Bio-Rad, para
um volume final de 10 pL. O controle enddgeno foi o gene SmEIF4E (Putativo Fator de
iniciacdo da traducdo 4E Eucariotico-Smp 001500) (Pereira et al., 2015). Os valores de ACt

foram utilizados para os célculos de 2" “* (Livak; Schmittgen, 2001) para calcular a express&o
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génica relativa dos genes em estudo e, posteriormente, analisados no software GraphPad Prism

(https://www.graphpad.com/features).

6.8.Imunoprecipitacao

O protocolo utilizado esta disponivel em www.abcam.com. Resumidamente, para o

tampdo de lise ndo desnaturante foram utilizados os seguintes reagentes com volume final de
15ml: 20mM Tris HCI pH 8, 137mM NaCl, 1% Triton X-100 e 2mM EDTA. O tampdo de
lavagem foi feito para volume final 15 ml com os reagentes: 10mM Tris pH 7,4, 1mM EDTA,
1mM EGTA pH 8, 150mM NacCl, 1% Triton X-100, inibidor de proteases, conforme o protocolo
da Abcam. Para as amostras foram utilizadas cercarias, estas foram obtidas de caramujos da
linhagem BH e tratadas como descrito anteriormente neste relatério. Com as amostras sempre no
gelo, foram adicionados 300pl do tampéo de lise e homogeneizadas com o auxilio do politron.
Em seguida, as amostras foram mantidas sob agitacdo por 2 horas a 4°C. Ap0s, centrifugadas por
20 minutos a 12000 rpm a 4°C, foram retirados os sobrenadantes e descartados os pellets.
Adicionou 100pl de resina proteina A sepharose (Sigma) (beads) e incubou por 20 minutos a 4°C
sob agitacdo. Em seguida, centrifugou a 14000x g 4°C por 10 minutos descartou o pellet.
Incubou as amostras com 6l de anticorpo anti-HP1 na propor¢do 1:50 por 12 horas a 4°C sob
agitacdo. Para proceder com a lavagem, centrifugou-se os tubos a 2000x g por 2 minutos a 4°C,
descartou o sobrenadante. As beads foram lavadas com tampdo de lavagem trés vezes e
centrifugadas para descartar o sobrenadante. A elui¢do foi realizada com o tampdo de corrida
SDS (2x). Adicionou-se 50l de SDS loading buffer 2x sem DTT por 10 minutos a 50°C. Ap0s,
centrifugou e transferiu o sobrenadante para eppendorf novo e adicionou 50ul de SDS loading
buffer 2x com DTT. Apds, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
SDS-page 12% sob a voltagem de 100V.

6.9. Western Blot

Apbs a eletroforese a 100V, o cassete contendo esponjas, papel, gel e membrana foram
montados e dispostos na cuba com tampdo de transferéncia, sob voltagem de 90V por 3 horas.
Em seguida, a membrana foi incubada por 1 hora sob agitacdo com o tampdao de bloqueio (5%
leite desnatado + PBS 1x + Tween 20 0,1%). Em seguida, o tampdo foi desprezado e 0s


http://www.abcam.com/
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anticorpos primarios Anti-H3K9me3 (EPR16601) e H3K27me3 (Ab6002) foi adicionado na
proporcao 1:500, esta etapa ocorreu overnight sob agitacdo na geladeira a 4°C. A etapa seguinte,
consistiu na incubacdo a temperatura ambiente por 3 horas, apos, foram realizadas 3 lavagens de
5 minutos com PBS-Tween 0,1%. Em seguida, o anticorpo secundario recombinante anti-rabbit
na proporcao 1:1000 e foi incubado por 1 hora e meia seguido de 3 lavagens com PBS-Tween
0,1%.

6.10. Stripping das membranas de western blot

O tampao utilizado para realizar o stripping das membranas foi para volume total de um litro
com pH 2,2. Foram 15g de glicina, 1g de SDS e 10 ml de Tween 20. Completar 4gua até a marca
de 1 litro. O tampédo foi aquecido por 15 segundos no microondas. As membranas foram
incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente sob agitacdo. Apos, o tampao foi substituido e
repetiu o passo anterior por 10 minutos. Em seguida, as membranas foram agitadas por 2 vezes
em PBS 1x em temperatura ambiente por 10 minutos. Apos, retirar o PBS 1x e adicionar PBS 1x
Tween 20 0,1% e agitar por 5 minutos, repetir essa etapa 2 vezes. Bloquear as membranas
novamente com solucdo 5% leite + PBS 1x + Tween 20 0,1% por 1 hora sob agitacdo. Em
seguida, colocar o anticorpo primario e deixar overnight sob agitacdo a 4°C. Repetir 0s passos

para o protocolo de incubacao de western blot.

6.11. Digestdo do Gel — Espectrometria de massas

As bandas dos géis resultantes da eletroforese SDS-page 12% foram cortadas e
descoradas com 500 pl da solucdo descorante (metanol 50% em &gua purificada) e incubadas por
2 horas a temperatura ambiente, conforme protocolo cedido pelo Laboratério de Espectrometria
de Massas, Laboratério Nacional de Biociéncias - CNPEM. Em seguida, retirou a solugéo e
adicionou mais 500 pl de descorante e incubou por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida
houve a desidratacdo do gel com 200 ul de acetonitrila pelo periodo de 5 minutos. Esta etapa foi
repetida. Foi permitida a evaporagdo da acetonitrila por 3 minutos e adicionou 30 pl de DTT
10mM para a reducédo das pontes dissulfeto da amostra. Centrifugou rapidamente e removeu a

solucdo de DTT. Apos a reducgdo, para a etapa de alquilagdo adicionou 30 pl de iodoacetamida
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50mM e incubou por 30 minutos a temperatura ambiente. Centrifugou rapidamente e removeu a
solucdo. 100 pl de bicarbonato de aménio 100mM foi utilizado para lavar o gel por 10 minutos.
Ap6s remover a solucdo, desidratou o gel com 200 pl de acetonitrila e deixou em solugdo por 5
minutos. A reidratacdo ocorreu por 10 minutos com 200 pl de bicarbonato de aménio 100mM.
Centrifugou rapidamente e removeu a solucdo. Apos, o gel foi desidratado com 200 ul de
acetonitrila por 5 minutos, repetiu essa etapa. Adicionou 50l de tripsina 20ng/ul e incubou em
gelo por 30 minutos. Centrifugou rapidamente, retirou a tripsina, adicionou 20ul de bicarbonato
de amoénio 50mM e deixou overnight a 37°C. Na manha seguinte foi realizada a etapa de
extracdo dos peptideos digeridos em gel. Para isso, sem remover a solucdo de bicarbonato de
amonio, adicionou-se 30pl da solucdo de extracdo (acido férmico 5%), foi incubado por 10
minutos a temperatura ambiente, centrifugou e transferimos o sobrenadante para outro tubo. Em
seguida, adicionou 12ul de acido férmico 5% + acetonitrila 50%, incubou por 10 minutos a
temperatura ambiente. Centrifugou e o sobrenadante foi coletado no tubo separado

anteriormente. Repetiu esse processo. Evaporou a amostra por 40 minutos e armazenou a -20°C.

6.12.Espectrometria de massas e andlise de dados

Protocolo seguido de acordo com Trindade et al., (2021). As amostras secas foram
dissolvidas em 10 pL de solucdo de acetonitrila a 1% e cada uma foi cromatografada trés vezes
na classe Waters Acquity UPLC | com gradiente de 2-90% de acetonitrila em 45 min usando
acido formico a 0,1% como modificador. Os dados brutos foram adquiridos no espectrdmetro de
massa Waters Xevo TQ-S em modo de pesquisa com massas para picos variando de 200 a 1800 e
para picos filhos de 200 a 1600 com tenséo de cone de 50V e energia de colisdo de 20eV. Os
arquivos foram convertidos para o formato Mzxml utilizando o software masswolf e a anélise foi
realizada na plataforma do servidor LabKey com o mecanismo de busca de peptideos Comet,

onde a sequéncia proteica do arquivo FASTA (www.uniprot.org/schistosoma.) e a digestdo com

tripsina foram escolhidas para analise. A carbamidometil foi inserida como modificagdo fixa e a

oxidacgdo da metionina e do triptofano foram inseridas como modificagdes variaveis.

6.13. Infeccdo de camundongos


http://www.uniprot.org/schistosoma.)
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O desenho do experimento foi submetido anteriormente ao Comité de Etica e aprovado,
protocolo 6064-1/2022. O estudo in vivo foi realizado com 15 camundongos fémeas Balb
divididos em 3 grupos. O experimento foi realizado de acordo com a figura 10. Cada grupo
continha 5 animais, e cada animal foi infectado com 100 esquistossdmulos de 3 dias. O grupo 1 é
composto por animais infectados com esquistossdmulos selvagens, e 0s grupos 2 e 3 com
esquistossdmulos incubados com dsRNA mCherry e SmHP1, respectivamente. A quantidade de
esquistossdmulos por animal foi determinada segundo o estudo de Vilar e colaboradores (Vilar;
Pinto, 2005). A infecgéo os grupos 1-3 foi subcutanea.

Figura 10 - Experimento in vivo com infec¢do de esquistossomulos de 3 dias . Grupo 1 - infeccdo via
subcutanea com esquistossomulos de 3 dias sem adigdo de dsRNA; Grupos 2 e 3 - infecgdo via
subcutdnea com esquistossdbmulos de 3 dias incubados com dsRNA mCherry e dsRNA HP1,
respectivamente.

Esquistossdmulo 3 dias Esquistossomulo 3 dias Esquistossémulo 3 dias
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

dsRNA mCherry dsRNA HP1

¢ S animais p

ara cada grupo;

Fonte: Imagem criada pela autora com BioRender.com.

Os animais infectados com o tipo selvagem e dsRNA foram pesados e Kato Katz foram
feitos uma semana antes da perfusdo. A perfusao foi feita conforme descrito por Smithers e Terry
(1965). Para histologia, os tecidos do figado foram fixados em formaldeido a 10% e fixados em
bloco de parafina e fatias de tecido foram cortadas e coloridas pelo tricromico de Masson. Todos

0s granulomas presentes em 10 campos aleatorios da secdo histoldgica de cada animal foram
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quantificados. As imagens foram capturadas usando um fotomicroscopio usando o software

Leica® LAS EZ4 HD. A érea total do granuloma foi medida usando o software ImageJ 1.53t.

6.14. Método Kato-Katz

As fezes foram coletadas de todos os animais infectados dos grupos 1-3 tiveram suas
fezes coletadas. Apos, as fezes foram comprimidas com a tela de metal que possui uma malha,
esta malha permite apenas a passagem dos ovos. As fezes que passaram pela tela foram retiradas
e transferidas para um cartdo retangular que possui um orificio de 6mm de didmetro que se
encontrava em cima da lamina comum de microscopia. As fezes foram depositadas no orificio de
modo a preenché-lo completamente. Apos, as fezes sdo cobertas com papel celofane imerso em
verde malaquita, pressionando a lamina e invertida em papel toalha absorvente. Apds 1 hora as
laminas foram examinadas no microscopio e 0 humero de ovos contados foram multiplicados por

24, assim, obtemos o nimero de ovos por grama de fezes (Katz, Chaves, Pellegrino, 1972).

6.15. Extracdo de esporocistos e cercarias

Os esporocistos foram obtidos da cepa Bg GUA de Biomphalaria glabrata, 6 meses
infectada coma cepa Sm DFO deS. mansoni. A disseccdo foi realizada em temperatura
ambiente. Os caracois foram colocados individualmente em grandes placas de Petri e 4gua foi
adicionada. Com a ajuda de placas de vidro menores, os caracOis foram esmagados e 0s
fragmentos e tecidos foram removidos. Os esporocistos foram transferidos para novas placas de
Petri e a membrana que os envolvia foi removida. Em seguida, o pancreas hepatico foi removido
e duas amostras foram obtidas para cada caracol, esporocistos livres de tecidos de
Biomphalaria e esporocistos que podem estar contaminados com tecidos de Biomphalaria. As
amostras de esporocistos foram armazenadas a -20°C. A cepa Cercaria Sm VEN foi obtida de
caramujos B. glabrata. Os caramujos foram colocados em vasos com agua e expostos a luz
artificial por 2 horas. Em seguida, as Cercéarias foram contadas e divididas em aliquotas com

1000 Cercarias cada. Elas foram entdo armazenadas a -20°C.
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Os experimentos foram feitos de acordo com os padrdes nacionais de ética. O centro de
animais do IHPE possui o nimero de acordo F6613601 e tem autorizacdo APAFIS #39910-
2022121915564694 v2 para a producdo de rotina e uso compartilhado de larvas de S. mansoni.

6.16. ChIPmentation Schistosoma mansoni (cercérias e esporocistos) e Drosophila melanogaster

Os parametros utilizados foram previamente determinados por testes e o protocolo
completo esta descrito em Diagenode (2021), disponivel em
https://www.diagenode.com/en/categories/chromatin-ip-chipmentation. Os ajustes no protocolo e
0 desenvolvimento do mesmo foram realizados na Universidade de Perpignan - Franca sob a
orientacdo do Dr. Christoph Grunau. O protocolo foi realizado com D. melanogaster com o
objetivo de comparacdo, pois estudos da proteina HP1 ja estdo bem estabelecidos neste
organismo. Resumidamente, foram utilizados 4 pL de anticorpo HP1 AbCam (ab109028) ¢ a
enzima Tn5 foram utilizados na proporcéo de 1/10 Essa proporcdo foi determinada avaliando os
resultados dos fragmentos gerados pelo sonicador. Aproximadamente 10° células de
esporocistos, cercarias e Drosophila foram utilizadas para o protocolo. As amostras foram
descongeladas, ressuspensas em 500 pL de HBSS, trituradas por 1 minuto com pilao estéril e
depois deixadas em temperatura ambiente por 3 minutos. Em seguida, foram adicionados 13,5
puL de formaldeido a 37% e homogeneizados suavemente por 10 minutos em temperatura
ambiente. Para interromper a fixag¢do foram adicionados 57 pL de glicina e deixados sob agitacao
por 5 minutos. Centrifugou a 500 xg durante 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado. Os
pellets foram ressuspensos em 1 ml de tampé&o de lise iL1 gelado e transferidos para um Dounce.
Cada amostra foi homogeneizada por 5 minutos e deixada em repouso por 5 minutos.
Centrifugacdo a 500 xg durante 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado. O sedimento foi
ressuspenso em 1 ml de tampdo de lise iL2 gelado e incubado a 4°C durante 10 minutos sob
agitacdo. Centrifugacdo a 500 xg durante 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado. 100
uL de tampao de cisalhamento iS1 completo foram adicionados a cada tubo e transferidos para
tubos de sonicagdo. A cromatina foi interrompida por sonicagdo usando o Bioruptor Pico®: 5
ciclos 30s ON e 30s OFF. Os parametros de ChlPmentation foram definidos de acordo com o

protocolo pre-estabelecido (Diagenode, 2021) com modificacdo do tempo de lavagem para 20
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minutos. Em seguida, os primers foram retirados das bibliotecas e a qualidade das amostras foi

verificada com o bioanalisador.

6.17. Andlises de Bioinformaticas

As analises foram realizadas em uma instancia local do Galaxy ( http://bioinfo.univ-

perp.fr). Primeiro, a qualidade das sequéncias foi verificada pelo FastQC/MultiQC, as
sequéncias adaptadoras foram removidas com o Trim Galore! e as leituras foram alinhadas a
Verséo 9 do genoma do S. mansoni
(schistosoma_mansoni . PRJEA36577 . WBPS17 . genomic . fa) com permissao

de https://parasite.wormbase.org/ ) 27 usando Bowtie2 evocando ponta a ponta sensivel. Leituras

alinhadas exclusivamente foram retidas usando a tag Bowtie: “XS:”. Duplicatas de PCR foram
removidas com SamTools RmDup. O nimero de leituras exclusivas alinhadas foi reduzido para
4,7 milhGes de leituras por biblioteca usando Picard Tools (Tabela 2 do Suplemento). A analise
diferencial foi feita com ChromstaR 28, com tamanho de bin de 1000 pb e tamanho de passo de
500 pb. As anotacBes vieram de schistosoma_mansoni . PRJIEA36577 . WBPSL17 . genes . gff3 .
Para analises de metagene, a caracteristica do gene foi retida e 4898 genes da fita direta foram
usados. Estados diferenciais de cromatina foram detectados com pardmetros padrdo do
ChromstaR. Peakcalling foi realizado também com MACS2 e parametros padrdo, seguido por
MACS2 bdgbroadcall, com 2 e 5 como valor de corte. Enriquecimento diferencial de HP1 foi
detectado por DiffBind. 29 IGV foi usado para inspecdo visual. Os mesmos procedimentos
foram aplicados aos dados de D. melanogaster com base
emdmel_r6.06 FB2015 03 gtf dmel-all-r6.06.gff3 e o arquivo fasta do genoma

correspondente.


http://bioinfo.univ-perp.fr/
http://bioinfo.univ-perp.fr/
https://parasite.wormbase.org/
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2024.03.15.585160v1.full#ref-27
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2024.03.15.585160v1.full#ref-28
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2024.03.15.585160v1.full#ref-29
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7. RESULTADOS
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7.1. Utilizacéo do Anticorpo Abcam ab109028 e testagem para ChlP-seq

Para 0s experimentos de testagem do anticorpo, foram utilizados os estagios de
esporocisto e cercaria de S. mansoni e embribes de D. melanogaster como controle positivo.
Embora o estabelecimento da técnica ChlPmentation para S. mansoni tenha sido descrita por
Lasica et al., (2022) foi necessario testar se o anticorpo Abcam ab109028, pois € necessario que
0 anticorpo seja capaz de gerar dados de ChIP-seq de alta qualidade, assim, a testagem seguiu o
protocolo descrito por Cosseau e Grunau (2011). A pesquisa para 0 anticorpo ab109028
retornou 32 resultados (Tabela 2), no qual apenas 1 utilizou este anticorpo para ChIP-seq, no

entanto, ndo foi relatado informacdes sobre a qualidade do anticorpo para esta técnica.

Tabela 2 - Busca para uso anterior do anticorpo Abcam ab109028

Referéncia Técnica Cat# (Abcam)
https://doi.org/10.1186/512935-

CBX5 020-1157-7 Western Blot ah109028
https://doi.org/10.1007/s43032-

HP1 021-00500-x Western Blot ab109028

HP1 gttps://dm.orq/10.1093/nar/qkab24 Western Blot Ab109028
https://doi.org/10.1016/j.theriogen = Coloracéo

HPlo ology.2024.01.003 imunofluorescéncia el
https://doi.org/10.1038/s41556-

HPla 022-01008-5 eCLIP-seq ab109028

HPla https://doi.org/10.3390/cancers121 et Rt Ab109028
02833
https://doi.org/10.1186/512885-

CBX5 023-11108-6 Western Blot Ab109028
https://doi.org/10.7554/eL.ife. i

HPlo P g Immunoblotting and Ab109028
63972 immunostaining

HPla https://doi.org/10.1101/2024.02.07. Cell Tension Ab109028
579285

HP1 hitps://doi.org/10.1016/].bp.2020. Immunofluorescence Ab109028
04.001
https://doi.org/10.1038/s41467- .

HPla 023-38118-7 immunofluorescence Ab109028
https://doi.org/10.1186/s13059- .

HPlo 021-02455-3 immunofluorescence Ab109028

HPla DOI: 10.1126/sciadv.abg4831 immunofluorescence Ab109028

HPlg https://doi.org/10.1096/fj.2017007 = immunofluorescence and Ab109028

53R Western Blot


https://doi.org/10.1186/s12935-020-1157-7
https://doi.org/10.1186/s12935-020-1157-7
https://doi.org/10.1007/s43032-021-00500-x
https://doi.org/10.1007/s43032-021-00500-x
https://doi.org/10.1093/nar/gkab249
https://doi.org/10.1093/nar/gkab249
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2024.01.003
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2024.01.003
https://doi.org/10.1038/s41556-022-01008-5
https://doi.org/10.1038/s41556-022-01008-5
https://doi.org/10.3390/cancers12102833
https://doi.org/10.3390/cancers12102833
https://doi.org/10.1186/s12885-023-11108-6
https://doi.org/10.1186/s12885-023-11108-6
https://doi.org/10.7554/eLife.63972
https://doi.org/10.7554/eLife.63972
https://doi.org/10.1101/2024.02.07.579285
https://doi.org/10.1101/2024.02.07.579285
https://doi.org/10.1016/j.bpj.2020.04.001
https://doi.org/10.1016/j.bpj.2020.04.001
https://doi.org/10.1038/s41467-023-38118-z
https://doi.org/10.1038/s41467-023-38118-z
https://doi.org/10.1186/s13059-021-02455-3
https://doi.org/10.1186/s13059-021-02455-3
https://doi.org/10.1126/sciadv.abq4831
https://doi.org/10.1096/fj.201700753R
https://doi.org/10.1096/fj.201700753R
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Dada a falta de dados acerca da qualidade do anticorpo para 0 uso em experimentos

ChlP-seq, procedemos ao protocolo segundo Cosseau e Grunau (2011). Uma quantidade

constante de cromatina correspondente a 160.000 células foi incubada com 0, 2, 4, 8 e 16 ul de

ab109028 durante o procedimento ChlPmentation e a recuperacdo de entrada foi medida usando

gRT-PCR em 2 loci escolhidos arbitrariamente: Sm-alfa-tubulina e Sm-28S-rDNA. Os resultados

mostraram saturacao do anticorpo com o uso 8ul do anticorpo (Figura 11).
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Figura 11 - Titulagcdo do anticorpo ab109028 (anti-HP1). O eixo X indica a quantidade de anticorpo em
ul, o eixo Y indica a recuperagdo de entrada em %. Painel superior para Sm-alfa-tubulina, painel inferior
para Sm-28S-rDNA. A saturagdo é obtida com 8 pul de anticorpo.
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Fonte: Organizado pela autora.

7.2 O controle de qualidade do alinhamento mostra uma porcentagem muito boa de
alinhamento esperado de mapeamento exclusivo

O controle de qualidade das leituras de sequenciamento é o primeiro passo para
prosseguir com as analises, pois garantem que os dados sejam de alta qualidade (Nakato; Sakata,
2023). Utilizamos a ferramenta FastQC para analisar a qualidade das amostras de esporocistos,
cercarias e Drosophila (Figura 12). O controle de qualidade ap6s o sequenciamento mostra

excelente qualidade.
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Figura 12 - Controle de qualidade apds o sequenciamento utilizando a ferramenta FastQC. Qualidade
média das sequéncias de Drosophila (A), cercérias e esporocistos (B) baseadas na escala Phred.

A FastQC: Indice de qualidade médio de Drosophila

B FastQC: indice de qualidade médio de cercérias e esporocistos

Fonte: Organizado pela autora.

A qualidade das sequéncias alinhada exclusivamente mostrou alta qualidade (Figura 13)
com alinhamentos exclusivos acima de 45,7% para Drosophila, 51,1% para cercarias e 29,9%
para esporocistos. Os dados de esporocistos mostram um alinhamento com o hospedeiro B.

glabrata, devido ao método de obtencdo dos esporocistos.



78

Figura 13 - Alinhamento das sequéncias de cercarias (Cel, Ce2 e Ce3), esporocistos (Spl, Sp2 e Sp3) e
input sequenciadas com a ferramenta Bowtie2. Representados em azul estdo as sequéncias alinhadas
exclusivamente com o genoma de S. mansoni. Em vermelho estéo as sequéncias que ndo foram alinhadas.
Em esporocistos, 0 aumento de sequéncias ndo alinhadas é resultado da presenca de material de B.
glabrata.
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Fonte: Organizado pela autora.

7.3. Enriquecimentos encontrados em torno do TES em S. mansoni

N&o foram encontradas diferencas nos perfis metagénicos de cercérias e esporocistos. O
enriquecimento dos picos em ambos 0s estagios ocorre em torno do TES (Figura 14). Os perfis
metagénicos foram produzidos em torno de genes codificadores de proteinas. Dois genes tiveram
diferengas de enriquecimento, Smp_330520 e Smp_344610. Smp_330520 foi encontrado em
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tanto em esporocistos quanto em cercarias, no entanto, possui maior enriquecimento de SmHP1
em esporocistos. Smp_344610 foi encontrado com maior enriquecimento de SmHP1 em
cercarias com baixa expressao em ambos o0s estagios. O mMRNA de Smp_330520 estava presente
em cercarias. Ambas as proteinas ndo possuem fungdes descritas disponiveis no WormBase

(https://parasite.wormbase.org/index.html) e UniProt (https://www.uniprot.org/), mas sdo partes

de redes de interagdes proteina-proteina no banco de dados STRING (https://string-db.org/).

Embora a maioria das proteinas presentes nessas redes de intera¢cbes ndo sejam caracterizadas,
Smp_330520 interage com proteinas tirosina-quinases e Smp_344610 interage com Citocromo ¢
oxidase. As proteinas tirosina-quinases sdo responsaveis pela transducdo de sinal extracelular
para o citoplasma através da fosforilacdo de residuos de tirosina (Hubbard; Till, 2000).
Citocromo ¢ oxidase ¢ o complexo terminal da fosforilacdo oxidativa eucaridtica (Watson;
McStay, 2020). Tanto Smp_330520 quanto Smp_344610 parecem estar relacionadas ao processo

de fosforilacao.

Figura 14 - Perfil metagénico e heatmap de SmHP1 em torno dos locais finais da transcrigdo dos estagios
de desenvolvimento do ciclo de vida do S. mansoni, cercaria (A) e esporocisto (B).


https://parasite.wormbase.org/index.html
https://www.uniprot.org/
https://string-db.org/
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Os resultados encontrados para SmHP1 foram comparados com os resultados obtidos no
controle positivo Drosophila, utilizando o mesmo anticorpo e submetido ao mesmo protocolo.

Como esta abordagem nunca havia sido realizada para S. mansoni, foi necessario a confirmacéao



81

do perfil ndo candnico obtido para este parasita. Assim, houve a necessidade de comparacdo com
outro organismo, no qual o perfil da cromatina relacionada a proteina HP1 estivesse melhor
caracterizada. O organismo de escolha foi a Drosophila, pois o estudo de HP1 neste organismo é
aprofundado e, portanto, um excelente organismo modelo para estudos comparativos. Os
resultados encontrados por Zenk e colaboradores (2021) foram determinantes para compararmos
os perfis de cromatina gerados por HP1 nos dois organismos. O perfil candnico encontrado em
Drosophila por Zenk et al (2021) foi obtido a partir do anticorpo especifico C1A9, diferindo do
anticorpo utilizado para S. mansoni. Para que o anticorpo ab109028 pudesse ser validado, era
necessario que os resultados encontrados para este anticorpo em Drosophila corroborassem com
o perfil encontrado para este organismo utilizando outro anticorpo. Assim, procedemos as
andlises para Drosophila utilizando o anticorpo ab109028 e comparamos o perfil gerado com os
resultados encontrados por Zenk et al (2021). O enriquecimento para Drosophila foi visualizado
em torno dos sitios iniciais da transcricdo (TSS) (Figura 15) e o perfil metagénico de HP1
encontrado em Drosophila em nosso estudo corrobora com resultados encontrados anteriormente
por Zenk et al (2021). Os resultados mostraram que o perfil metagénico obtido com o anticorpo
ab109028 né&o difere de resultados encontrados por outro grupo de pesquisa independente.

Figura 15 - Perfis metagénicos e Heatmap de Drosophila. O perfil metagénico do presente estudo
utilizando o anticorpo ab109028 (linha continua) e perfil metagénico obtido em estudo anterior (Zenk et
al., 2021) com anticorpo C1A9 (linha pontilhada). Os picos de enriquecimento mostrados para
Drosophila estdo em torno do TSS. Heatmap de Drosophila mostrando a distribui¢do dos genes e pico de
enriquecimento em torno do TSS utilizando o anticorpo ab109028 comparados com os dados do input.
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7.4. SmHP1 esta em quase todo o genoma e ha diferencas entre esporocistos e cercarias

SmHP1 foi encontrado praticamente em todo genoma de ambos 0s estagios de
desenvolvimento de S. mansoni. Entretanto, apesar da maioria dos genes que se ligam a SmHP1
serem encontrados em ambos os estagios, foram verificados genes diferencialmente expressos

exclusivos de cada estagios (Figura 16).

Figura 16 - Heatmap do enriquecimento de genes nos estagios de desenvolvimento de S. mansoni,
esporocistos (Spl, Sp2 e Sp3) e cercarias (Cel, Ce2 e Ce3) nas trés replicatas. Cada linha no heatmap
representa um gene. Em rosa estéo representados 0s genes que estdo presentes em ambos os estagios. Em
azul escuro sdo 0s genes que ndo estdo presentes em nenhum dos estagios investigados. Em amarelo estdo
representados 0s genes que estdo presentes apenas em cercarias e em azul claro 0s genes presentes apenas
em esporocistos.
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Fonte: Organizado pela autora.

A distribuicdo do enriquecimento de SmHP1 é homogénea e reprodutivel nas trés
replicatas. N&o foram encontradas fortes diferencas na distribuigdo dos picos de enriquecimento
ao longo dos cromossomos dos estagios de desenvolvimento estudados de S. mansoni. No
entanto, a principal diferenca encontrada no enriquecimento dos picos foi no cromossomo Z com
maiores picos em cercarias (Figura 17). O gene enriquecido em cercarias no cromossomo Z foi
Smp_344610.

Figura 17 - Visualizacdo da distribuicdo dos picos de enriquecimento no cromossomo Z com 0 programa
IGV. Em verde estdo as réplicas de cercérias (Cel, Ce2 e Ce3), em rosa as réplicas de esporocistos (Sp1,
Sp2 e Sp3) e em vermelho est4 o input.
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7.5. Padronizacéo do ciclo de PCR para amplificacdo dos primers para o experimento de
RNA de interferéncia

Os primers contendo a sequéncia T7 apresentaram diferenca na temperatura de anneling,
10°C acima dos primers que ndo continham essa sequéncia. Devido a essa diferenca nas
temperaturas dos primers foi necessario padronizar o ciclo de PCR. Assim, padronizamos a
temperatura de annealing de 58°C para a amplificacdo de HP1. As sequéncias dos primers
utilizados para sintese do dsRNA estdo descritas na Tabela 1. O amplicon esperado foi de 309
pb, assim, procedemos a testagem dos primers utilizando cDNA de cercaria. Foi realizada PCR
seguida de eletroforese em gel de agarose 1%, o gel resultante foi visualizado por
fotodocumentador (Molecular Imager® Gel Doc™ XR+Cystem Biorad). Apds verificarmos 0
correto funcionamento dos primers, procedemos as novas amplificagdes com o intuito de
purificar o DNA do gel, no entanto, com volume de 25ul (Figura 18). As bandas correspondentes
ao amplicon foram cortadas e submetidas aos protocolos descritos de purificacdo e sintese do

dsRNA. Os mesmos passos foram seguidos para o controle mCherry.

Figura 18 — Gel agarose 1% corado com brometo de etideo. Os amplificados de HP1 de 309 pb foram
excisados e purificados. Os pocos 5 e 10 correspondem aos controles negativos (sem adicdo de cDNA).
Etapas: desnaturagdo: 30 segundos & 95°C, annealing: 90 segundos a 58°C e extensdo: 60 segundos a
72°C, por 35 ciclos. (T7R+F - primer T7 reverse e primer forward SmHP1; T7F+R - primer T7 forward e
primer reverse SmHP1).
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7.6. Cultura de Parasitas

Apdbs obtermos o amplicon esperado, cortamos as bandas correspondentes e procedemos ao
protocolo de purificacdo de DNA presente no gel de agarose 1%, seguido do protocolo para
sintese de dsRNA. O dsRNA foi incubado em culturas de esquistossomulos pelo periodo de 3
dias. As culturas foram analisadas visualmente, a fim de verificar mudancas morfoldgicas no
corpo dos esquistossomulos incubados com dsRNA (Figura 19). Comparando as culturas
incubadas com dsRNA-HP1 (Recorte A) e dsSRNA-mCH (Recorte B) com o controle ndo tratado
(Recorte C), ndo foram observadas mudangas morfologicas. De acordo com o estudo de Stefanic
et al., (2010), a quantidade de esquistossomulos e a concentracdo de dsRNA podem alterar a
efetividade da resposta ao dsRNA. Inicialmente, foram 50 esquistossomulos e 7,5 pug de dsRNA,
entretanto, essas variaveis foram modificadas seguindo o protocolo de Stefanic 2010 (Stefanic et
al., 2010). Sabe-se que uma maior variabilidade das amostras reduz erros, dessa forma, a
quantidade de esquistossdmulos e a concentracdo de dsRNA foi padronizada em 200 e 30 g,

respectivamente.

Figura 19 - Culturas de esquistossomulos de 3 dias. Esquistossdmulos incubados com (A) dsSRNA-HP1 e
(B) dsRNA-mCH. (C) Cultura controle sem adicdo de dsRNA. Os esquistossdmulos foram mantidos em



86

estufa a 37°C, com meio M-169, suplementado com hormdnios, antibiético e antimicético suplementado
como descrito anteriormente.

Fonte: Organizado pela autora.

Ao final dos trés dias, todas as culturas tiveram o RNA total isolado pelo método do Trizol e
0 cDNA sintetizado a partir de 1 pg de RNA pelo protocolo descrito anteriormente. Em seguida,

o silenciamento génico foi medido por qPCR.

7.7. Silenciamento génico por dsRNA

Estudos anteriores com RNAIi em S. mansoni (Coelho et al., 2023; Moescheid et al.,
2023; Wang et al., 2020; Mourao et al., 2009; Rinaldi et al., 2009; Skelly, Da’dara, Harn, 2003)
ndo postularam uma taxa ideal para o silenciamento ser considerado efetivo e apresentaram
diferentes taxas de silenciamento para S. mansoni. Assim, ndo podemos concluir que nosso
estudo ndo apresentou taxa de silenciamento efetiva, pois apesar de baixa, foram notadas
diferencas entre as culturas incubadas. As culturas de esquistossdomulos de 3 dias incubadas com
dsRNA HP1 quando comparadas ao controle dSRNA mCherry sugerem silenciamento génico
com reducdo de 26% da expressao génica (Grafico 1). Todas as culturas foram analisadas por

gPCR para verificar se houve reducdo da expressdo génica. No total, foram 5 replicatas
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bioldgicas, cada uma contendo triplicatas tecnicas, assim, cada ponto no grafico estd

representando a média das triplicatas.

Gréfico 1 - Expressdo génica relativa de culturas de dsRNA de esquistossdmulos comparada & expressao
de esquistossdmulos sem tratamento. A expressdo génica foi calculada pelo método 2%, usando
esquistossdbmulos ndo tratados como calibrador de expressdo génica e o gene endégeno foi SmEIFAE
(Smp_001500).
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Fonte: Organizado pela autora.

7.8. Oviposic¢ao duas vezes maior em parasitas knockdown para SmHP1

O questionamento se SmHP1 desempenha algum papel no parasita in vivo ganhou forca
apos os resultados do ChlIP-seq mostrarem uma distribuicdo inesperada de SmHP1 ao longo do
genoma e a auséncia de diferencas importantes entre esporocistos e cercarias. Assim, o estudo in
vivo foi desenvolvido com 15 camundongos divididos em 3 grupos (grupo 1 — esquistossémulos
de 3 dias ndo incubados com dsRNA; grupo 2 - esquistossébmulos de 3 dias incubados com
dsRNA-mCherry e grupo 3 - esquistossomulos de 3 dias incubados com dsRNA-SmHP1). Os
esquistossdmulos foram inoculados subcutaneamente nos camundongos e 0s animais foram

acompanhados por 49 dias. Apos, cada gupo foi analisado quanto as cargas parasitarias e a
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resposta imunologica granulomatosa. Os grupos 2 e 3 tiveram maiores cargas parasitarias quando
comparados ao grupo 1 (Gréafico 2A). Os animais do grupo 2 apresentaram maior debilidade com
perda de 3 animais, enquanto 1 animal morreu no grupo 1. O grupo 3 néo teve perda de animais

e a quantidade de ovos encontrados nas fezes neste grupo foi maior (Grafico 2B).

Gréfico 2 - Anélise estatistica dos grupos 1-3 para (A) carga parasitaria e (B) quantidade de ovos nas
fezes. Os dados foram analisados estatisticamente usando GraphPad Prism 8 (versdo 8.4.3) para
Windows. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade dos dados. As diferencgas
estatisticas entre os grupos foram analisadas por meio de ANOVA unidirecional, teste post hoc LSD de
Fisher, onde p<0,05 foi considerado significativo.
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Fonte: Organizado pela autora.

A resposta inflamatoria foi avaliada por contagem e medicdo das areas dos granulomas
formados nos grupos 1-3. Apesar de ndo encontrarmos diferencas estatisticas entre 0s grupos, o
grupo 3 apresentou maior numero de granulomas (Grafico 3A), mas sem alterar as areas dos
granulomas (Grafico 3B e Figura 20). Embora o grupo 2 tenha nimero reduzido de

camundongos, a quantidade de granulomas encontrados estava bem elevada.

Grafico 3 - Andlises estatisticas do (A) nimero de granulomas por animal e a (B) area de cada granuloma.
A érea foi obtida pela medig¢do dos granulomas através do software ImageJ e os valores obtidos foram
analisados estatisticamente no GraphPad Prism 8 (versdo 8.4.3). O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado
para avaliar a normalidade dos dados. As diferencas estatisticas entre os grupos foram analisadas por
meio de ANOVA unidirecional, teste post hoc LSD de Fisher, onde p<0,05 foi considerado significativo.
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Fonte: Organizado pela autora.

Os granulomas em S. mansoni provocam uma reacdo de hipersensibilidade tardia
mediada por células e a composicdo celular do granuloma varia de acordo com o tempo de
infeccdo. No entanto, as células recrutadas para o granuloma incluem principalmente,
neutrofilos, eosinodfilos, mondcitos, linfocitos e células epitelioides (Llanwarne, Helmby, 2020).
A maioria das células encontradas nos granulomas de S. mansoni sdo os eosindfilos e em menor
proporcao estdo os neutrofilos (Llanwarne, Helmby, 2020). Nossos resultados histologicos dos
figados dos animais contidos nos grupos 1-3 revelam uma diferenca de células presentes nas
respostas imunoldgicas dos grupos (Figura 20). No grupo 3, a coloracdo das células presentes ao
redor dos granulomas sugere uma diferenca na resposta imune do hospedeiro. Entretanto, estudos
com objetivo de investigar as diferencas na resposta imune dos grupos nao foi o foco deste

trabalho.

Figura 20 - Histologia do figado de camundongos infectados com esquistossdmulos de 3 dias (Grupos 1-
3). Da esquerda para direita estdo os granulomas obtidos por histologia dos grupos 1, 2 e 3,
respectivamente.



90

3Dschistosomula | 3 Q_smCherryA S

Fonte: Organizado pela autora.

7.9. SmHP1 interage com proteinas importantes para a regulacao da transcricédo

Os experimentos Chip-seq e in vivo mostraram que SmHP1 parece exercer funcgdes
importantes, no entanto, sem seguir um padrdo canoénico, quando comparado com o modelo de
Drosophila. Para agregar na busca pelo conhecimento de SmHP1 decidimos realizar
imunoprecipitacdo seguida de espectrometria de massas (IP-MS) do estagio cercariano. Esta
analise teve como objetivo compreender se SmHP1 faz interacGes de modo a contribuir com o
estado transcricionalmente silenciado de cercarias. Entretanto, antes de procedermos a IP-MS
fizemos uma busca no banco de dados STRING utilizando a proteina SmHP1 como entrada Unica
para conhecermos as possiveis interacfes desta proteina. A analise resultou em proteinas
importantes que provavelmente interagem com SmHP1 (Smp_179650) (Figura 21). Nesta
analise, podem-se destacar as proteinas histona H3 (Smp_150540, Smp_074610 e Smp_082240),
metiltransferase (Smp_027300) e proteina putativa de ligagdo ao DNA da helicase do
cromodominio (AOA3QOKIA2). De fato, essas interacdes sdo de suma importancia para a
regulacdo da transcricdo e estdo envolvidas em processos como metilagdo de histonas. Diante
destes resultados decidimos que a IP-MS poderia ser importante para compor as analises e
entendimento acerca do papel de SmHPL1.

Figura 21 - Rede de interagdes proteina-proteina gerada a partir do banco de dados STRING. A rede
possui 11 nos e cada no representa uma proteina. As arestas representam interac@es proteina-proteina, néo
necessariamente fisicas, mas sdo interacdes que contribuem conjuntamente para a funcdo da proteina.
Arestas azul claro sdo interacbes de bancos de dados selecionados, roxa foram determinadas
experimentalmente, vermelha representa fusdo genética, azul escuro significa co-ocorréncia genética e
preto sdo proteinas co-expressas.
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Em outros organismos a proteina HP1 é conhecida por manter estados silenciados da
cromatina através de ligagdes as marcas epigenéticas H3K9me3 e H3K27me3 e visto que um
silenciamento transcricional em cercarias, supomos que SmHP1 interagisse com estas marcas.
Para confirmar ou excluir essa hipotese, foi realizada a imunoprecipitacdo com extratos de
cercarias (Figura 22) e foram cortados os fragmentos do gel SDS-PAGE entre 45 e 60 kDa, onde
aparece uma banda fraca apds a imunoprecipitacao e, posteriormente seguido da digestdo do gel
para analise por espectrometria de massas.

Figura 22 - Gel de poliacrilamida SDS-page resultante da eletroforese com extratos de cercarias
imunoprecipitados com anticorpo humano monoclonal anti-HP1, em triplicata técnica e duplicata
experimental. As porgdes entre 45 e 60 kDa foram analisadas por espectrometria de massas.
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A espectrometria de massas resultou em 33 proteinas (Tabela 3) que provavelmente

interagem com SmHP1. Na tabela 3 estdo as proteinas que apareceram em pelo menos duas

injecOes, no entanto, é possivel notar proteinas com score abaixo do esperado, por isso, somente

as proteinas com score acima de 0,8 foram selecionadas (Tabela 4). Notamos que ha possiveis

interacbes com SmHP1 relacionadas as funcges candnicas ja descritas para outros organismos
como: quinases (AOA3QOKEX1), fator de transcricdo (AOA5K4EGG5), DNA polimerase
(AOASKA4EL72), e metiltransferase (AOA3QOKBNO9). Estas proteinas podem ser vistas nas

tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Proteinas encontradas em pelo menos 2 injecdes (Total de 33 proteinas).

Uniprot

AOA3QOKBN9

AOA3QOKBN9

AOA3QOKBR6
AOA3QOKBR6

Score

0.7292

0.9193

0.7635
0.8932

Nome

Methyltransferase type 11 domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni
0X=6183 PE=4 SV=1

Methyltransferase type 11 domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni
0OX=6183 PE=4 SV=1

DEP domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=4 SV=1
DEP domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=4 SV=1




AOA3QOKEX1
AOA3QOKEX1

AOA3QOKF45

AOA3QOKF45

AOA3QOKI58
AOA3QOKI58

AO0A3QOKQ63

AOA3QOKQ63

AOA3QOKSG9

AOA3QOKSG9

AOA3QOKT98
AOA3QOKT98
AOA5SK4EGGS
AOA5SK4EGGS
AOASKAELT72
AOASKAELT72

AOA5K4F0AS

AOA5K4F0AS

AOA5K4F239
AOA5K4F239
AOA5K4F610
AOA5K4F610

G4Vv620
G4Vv620
G4VvC21
G4vC21

G4VS90

G4VS90

0.9986
0.998

0.9607

0.8606

0.9986
0.9982

0.7971

0.844

0.7404

0.998

0.6874
0.9468
0.744
0.998
0.8177
0.9982

0.6537

0.6582

0.787
0.7178
0.716
0.998

0.963

0.9982

0.9982

0.998

0.8346

0.6005
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Serine/threonine kinase OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=4 SV=1

Serine/threonine kinase OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=4 SV=1

UDP-n-acetylglucosamine pyrophosphorylase OS=Schistosoma mansoni OX=6183
PE=4 SV=1

UDP-n-acetylglucosamine pyrophosphorylase OS=Schistosoma mansoni OX=6183
PE=4 SV=1

Putative cullin-2 (Cul-2) OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=3 SVV=1
Putative cullin-2 (Cul-2) OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=3 SV=1

Ciliary outer arm dynein beta heavy chain-related OS=Schistosoma mansoni OX=6183
PE=3 SV=1

Ciliary outer arm dynein beta heavy chain-related OS=Schistosoma mansoni OX=6183
PE=3 SV=1

Integrator complex subunit 3 N-terminal domain-containing protein OS=Schistosoma
mansoni OX=6183 PE=3 SVV=1

Integrator complex subunit 3 N-terminal domain-containing protein OS=Schistosoma
mansoni OX=6183 PE=3 SV=1

FSA_C domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=4 SV=1
FSA_C domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=4 SV=1
Transcription initiation factor 11B OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=3 SV=1
Transcription initiation factor 11B OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=3 SV=1
DNA polymerase |1 subunit 2 OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=3 SV=1

DNA polymerase Il subunit 2 OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=3 SV=1

choline-phosphate cytidylyltransferase OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=3
Sv=1

choline-phosphate cytidylyltransferase OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=3
sv=1

Integrin OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=3 SVV=1
Integrin OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=3 SV=1
SERPIN domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=3 SV=1
SERPIN domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=3 SV=1

Putative proline-serine-threonine phosphatase interacting protein OS=Schistosoma
mansoni OX=6183 PE=3 SVV=1

Putative proline-serine-threonine phosphatase interacting protein OS=Schistosoma
mansoni OX=6183 PE=3 SV=1

PPM-type phosphatase domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni OX=6183
PE=3 Sv=1

PPM-type phosphatase domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni OX=6183
PE=3 SV=1

C2H2-type domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=4
Sv=1

C2H2-type domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=4
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Sv=1

Fonte: Organizado pela autora.

Tabela 4 - Proteinas filtradas com score acima de 0.8 (Total de 20 proteinas).

Uniprot
AOA3QOKBN9

AOA3QOKBR6
AOA3QOKEX1
AOA3QOKEX1

AOA3QOKF45

AOA3QOKF45

AOA3QOKI58
AOA3QOKI58

AOA3QOKQ63

AOA3QOKSG9

AOA3QOKT98
AOA5K4EGG5
AOASKA4ELT72
AOASKA4ELT72
AOA5K4F610

G4Vv620
G4Vv620
G4VvC21
G4vCzl

G4VvS90

Score

0.9193

0.8932
0.9986
0.998

0.9607

0.8606

0.9986
0.9982

0.844

0.998

0.9468
0.998
0.8177
0.9982
0.998

0.963

0.9982

0.9982

0.998

0.8346

Nome

Methyltransferase type 11 domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni
0OX=6183 PE=4 SV=1

DEP domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=4 SV=1
Serine/threonine kinase OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=4 SV=1

Serine/threonine kinase OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=4 SV=1

UDP-n-acetylglucosamine pyrophosphorylase OS=Schistosoma mansoni OX=6183
PE=4 SV=1

UDP-n-acetylglucosamine pyrophosphorylase OS=Schistosoma mansoni OX=6183
PE=4 SV=1

Putative cullin-2 (Cul-2) OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=3 SV=1
Putative cullin-2 (Cul-2) OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=3 SVV=1

Ciliary outer arm dynein beta heavy chain-related OS=Schistosoma mansoni OX=6183
PE=3 SV=1

Integrator complex subunit 3 N-terminal domain-containing protein OS=Schistosoma
mansoni OX=6183 PE=3 SVV=1

FSA_C domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=4 SV=1
Transcription initiation factor 11B OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=3 SV=1
DNA polymerase |1 subunit 2 OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=3 SV=1

DNA polymerase Il subunit 2 OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=3 SV=1
SERPIN domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=3 SVV=1

Putative proline-serine-threonine phosphatase interacting protein OS=Schistosoma
mansoni OX=6183 PE=3 SVV=1

Putative proline-serine-threonine phosphatase interacting protein OS=Schistosoma
mansoni OX=6183 PE=3 SVV=1

PPM-type phosphatase domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni OX=6183
PE=3 SV=1
PPM-type phosphatase domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni OX=6183
PE=3 SV=1

C2H2-type domain-containing protein OS=Schistosoma mansoni OX=6183 PE=4
Sv=1

Fonte: Organizado pela autora.

Proteinas importantes foram encontradas ap6s a imunoprecipitacdo de SmHP1 de extratos
de cercérias (Tabela 5), como AOA3QOKBNY (metiltransferase), AOA3SQOKBR6 (regulacdo
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transcricional), AOA3QOKEX1 (fosforilacdo), AOA3QOKSGY (reparo de DNA), polimerase Il
(ligacdo de DNA) e G4VS90 (regulacéo da transcricdo). Particularmente interessante, a proteina
AOA3QOKBR6 esta descrita como remodeladora da cromatina, trazendo insigths importantes a
despeito da funcdo de SmHP1l. O fato de termos encontrado proteina metiltransferase co-
imunoprecipitada com SmHP1 corrobora com a hipotese de ligacdo de SmHP1 com
metiltransferases para remodelacdo da cromatina com o objetivo de suprimir a transcricdo. Os
resultados obtidos sdo de fato, parte essencial para a compreensdo da importancia e magnitude de
SmHP1, portanto, IP-MS nos trouxe o questionamento se esta proteina interage fisicamente com
as marcas epigenéticas H3K9me3 e H3K27me3. Assim, para aceitar ou refutar esta hipdtese

realizamos western blot para estas marcas.

Tabela 5 - Funcdes das proteinas encontradas por IP-MS

Referéncia

Codigo Proteina

Proteina Imunoprecipitada
Proteina contendo dominio

Funcéo

AOA3QOKBN9 metiltransf 11 Metila¢do Copeland, 2018
. . Regulacéo transcricional, controle
Prot t . - K hlundt,
AOA3QOKBR6 roteina contendo dominio do ciclo celular e remodelacéo da orn e Schiund
ARID . 2022
cromatina
. . Ligacéo de ATP, fosforilag&o, .
roteina quinase Manning e Hunter,
AOA3QOKEX1 P . I qm_ > . - regulacdo do processamento de ing e Hu
serina/treonina ndo especifica 2010
MRNA
UDP-N-acetilglucosamina Atividade da UDP-N- Hultsch, Reutter e
AOA KF4 . . . . . .
0A3QO ° difosforilase acetilglucosamina difosforilase Decker, 1972
A0A3QOKI58 Cullin-2 putativo (Cul-2) Ubiquitinacéo de proteinas Cai e Yang, 2016
Brago externo ciliar S P
. R . L ATP, h |
A0A3QOKQ63 relacionado a cadeia pesada igado de idrolise de Inaba, 2019
. ATP
beta da dineina
AOA3QOKSGY | |rowinacontendodominio oo o e pyA Li et al., 2021
Ints3_N
Proteina contendo dominio «
AOA3QOKT98 FSA C N&o encontrada
S Atividade do fator de inicia¢do da .
F . Ha, L R
AOA5KAEGG5 ator d.e ~|n|C|a<;ao da transcricdo geral da RNA 8 Lane e Reinberg,
transcricéo 11B . 1991
polimerase Il
i 2 da DNA .
AOASKAELT2 Subunidade 2 da Ligaco de DNA Wang e Yang, 2009
polimerase Il
Proteina contendo dominio I . .
AOA5KA4F610 I n Inibidores de serina protease S. Filleur et al., 2009
SERPIN
Proteina putativa que interage
G4Vv620 com a prolina-serina-treonina | N&o encontrada

fosfatase
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GAVC21 Proteina contendo dominio de | Atividades de serina/treonina Wilkes e Doerig,
fosfatase do tipo PPM fosfatase 2008
G4VS90 Proteina de dedo de zinco Regulacédo da transcricéo Tan et al., 2003

Fonte: Organizado pela autora.
7.10. SmHP1 parece interagir inespecificamente com H3K9me3 e H3K27me3

Para a comparacdo dos resultados de espectrometria e para o estabelecimento da
correlacdo das modificacdes pos-traducionais de histonas com as bandas entre 45 e 60 kDa o
mesmo imunoprecipitado foi transferido para membrana de PVDF e submetido ao western blot
utilizando como anticorpo primério os anticorpos anti-H3K9me3 e anti-H3K27me3 (Figura 23).

Em ambas as incubac@es, foram visualizadas marcacdes entre 45 e 60 kDa.

Figura 23 - Western Blot da imunoprecipitacdo. As réplicas dos géis foram transferidas para membrana de
PVDF, incubados com anticorpo anti H3K9me3 e H3K27me3 e apresentaram uma banda de 45 kDa.

Fxtralo de Cergang |
Fxtrudo de Cergana 2
Bratrwto de Curclets 3
Fxtrato de Cerving
Eatralo du Cervana 2
Pxtrato de Cercaria 3

KDa

- 100
D 60

B 4%

e 3¢
2
.20
1P: anti-HP1 IPanti-HPI
WB! anti-H3K27ineld WEB: mti-HIK%me3

Fonte: Organizado pela autora.

Os resultados do western blot, sugerem que ha uma interacdo entre as modificacGes pos-
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traducionais de histonas e SmHP1. Para realizar uma prova de conceito no sentido de provar se
essas interacOes de fato sdo especificas e ndo um artefato da interacdo antigeno-anticorpo,
escolhemos um anticorpo ndo-relacionado a cromatina e as modifica¢fes pds-traducionais de
histonas. Portanto, para isso foi realizado o stripping das membranas de western blot, que foram
usadas anteriormente e, entdo, foi seguida de incubacdo com anticorpo primario S6 (Proteina
Ribossomal - 32kDa), nao relacionado a cromatina (Figura 24).

O resultado da Figura 24 mostrou que, apos o stripping das membranas e incubagdo com
0 anticorpo primario anti-S6, as marcas visualizadas anteriormente foram removidas, mostrando
que a incubacdo com o anticorpo nao relacionado a cromatina nédo resultou em novas marcacoes
com os imunoprecipitados de SmHP1 de cercarias. Entretanto, ainda é possivel notar algumas
marcagdes nas membranas, que podem ser devido ao protocolo de stripping ndo ter sido
totalmente eficiente ou a ligagdes inespecificas do anticorpo.

Figura 24 - Resultado do stripping das membranas incubadas anteriormente com (A) H3K9me3 e (B)
H3K27me3 seguida de incubagdo com o anticorpo primario anti-S6.

Stripping da membrana H3K9med: membrana incubada com anticorpo anti-S6 Stripping da membrana H3K27Tme): membrana incubada com anticorpo anti-S6

A

Fonte: Organizado pela autora.

Em seguida, o anticorpo anti-S6 foi retirado por um novo stripping e as membranas
foram incubadas novamente com os anticorpos anti-H3K9me3 e anti-H3K27me3 (Figura 25). A
Figura 25, mostrou que o anticorpo reconhece novamente a banda de 45 kDa. Embora,
provavelmente, haja interacfes entre SmHP1 e complexos de histonas, ndo € possivel afirmar
quais interagdes ocorreram, pois ndo foi possivel demonstrar com as metodologias empregadas

que estas ligacOes sdo especificas.
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Figura 25 - Membranas incubadas com os anticorpos primarios (A) anti-H3K9me3 e (B) H3K27me3 ap6s
0 segundo stripping para retirada do anticorpo anti-Sé.

Membrana incubada com anticorpo anti-HIK9me3 Membrana incubada com anticorpo anti-H3K9me3

r

Fonte: Organizado pela autora.
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A qualidade dos conjuntos de dados ChlP-seq pode variar quanto a qualidade, assim, é
imprescindivel o controle de qualidade, além de verificar quais fatores podem contribuir para a
variacao dos resultados no ChiIP-seq (Keller et al., 2021). Verificar a especificidade e a qualidade
do anticorpo é essencial para a continuidade do experimento. Nesta etapa, 0 anticorpo ab109028
demonstrou ser adequado para ChIP-seq. Em estudo anterior, Trindade et al., (2021)
demonstraram o uso deste anticorpo para analises de western blot para amostras de S. mansoni
(Trindade et al., 2021). Da mesma forma, a qualidade das sequéncias sequenciadas foi excelente
e correspondeu aos padres de qualidade esperados para 0 prosseguimento das analises. Em
esporocistos, foram identificadas sequéncias do hospedeiro B. glabrata devido ao método de
extracdo, entretanto, sem interferir na qualidade das sequéncias exclusivas.

Surpreendentemente dados do ChIP-seq mostraram uma distribuicdo ndo candnica de
SmHP1 para S. mansoni. A escolha de Drosophila como controle positivo se deve ao fato dos
estudos ja serem bem estabelecidos e suas funcGes bem definidas. Assim, nossos dados
mostraram que o perfil metagénico de HP1 em Drosophila segue um padrdo candnico com
distribuicdo dos genes em torno do TSS, enquanto para S. mansoni o perfil metagénico esta em
torno do TES. O perfil candnico encontrado em Drosophila neste estudo com o anticorpo
ab109028 corrobora com os resultados obtidos em estudo anterior com o anticorpo C1A9 (Zenk
et al., 2021). Ambos os estudos encontraram 0s mesmos perfis metagénicos para Drosophila
excluindo a possibilidade do anticorpo ab109028 ndo ter especificidade suficiente para a técnica
de ChlP-seq. Tanto em Drosophila quanto em mamiferos a marca epigenética H3K9me3 esta
localizada em torno do TSS e coincide com o perfil metagénico de HP1 (Zenk et al., 2021;
Burton et al., 2020).

E de conhecimento que as interacdes entre modificacdes pos-traducionais de histonas e
co-reguladores transcricionais sao moldados por interacfes regulatérias entre PTMs (Kumar;
Wang; Barnes, 2004). Os complexos de remodelacdo da cromatina sdo influenciados pelo cédigo
de histonas, pois este cria sitios especificos de reconhecimento a motivos em proteinas
modificadoras de cromatina, assim a sinalizacdo de proteinas histonas e ndo histonas sao
dependentes de enzimas de adicdo e remogdo de PTMs (Kumar; Wang; Barnes, 2004). Neste
contexto, partindo do principio de que a proteina HP1 é um co-regulador transcricional e exerce
sua fungdo mediante recrutamento de co-ativadores e co-repressores transcricionais, faz sentindo

que as proteinas de ligacdo a SmHP1 atuem nestes processos. Assim, as proteinas co-
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imunoprecipitadas com SmHP1 como metiltransferase, reguladores da transcricdo e
processamento de mRNA, além de remodeladores de cromatina corroboram com a hipdtese de
que esta proteina atue como co-reguladora transcricional em S. mansoni. Dados de trabalho
anterior de IP-MS para S. mansoni utilizando o anticorpo Ab109028 (Trindade et al., 2021)
mostrou resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho. No estudo anterior, Trindade e
colaboradores (2021) mostraram possiveis interatores para SmMHP1 como proteina dedo de zinco
(AOA3QOKR71), histona lisina metiltransferase com dominio SETB1 (AOA3QOKPQ6), fator de
transcricdo de ligagdo ao CCAAT (AOA3QOKTKS8) e helicase que estd relacionada a
remodelacdo da cromatina dependente de ATP. As enzimas metiltransferases sdo importantes,
pois direcionam a metilacdo na histona H3 e ja foi descrito como fundamentais para o
recrutamento de HP1 (Schotta et al., 2004). Embora estas enzimas ja tenham sido descritas em S.
mansoni e nossos resultados de IP-MS sugiram que SmHP1 participe de processos relacionados a
metilacdo de histonas e controle transcricional, no entanto, ndo ha evidéncias que suportem a
participacdo de SmHP1 na supressdo da transcricdo em cercarias.

A conservagdo dos dominios de HP1 entre os organismos é um forte indicio de
conservagdo da funcéo e, apesar de SmHP1 ser conservada e possuir similaridade com outras
proteinas HP1, é fatidico que em S. mansoni esta proteina exerce funcgdes diferentes. Em outros
parasitas como Plasmodium, PfHP1 se liga a H3K9me3 e esta relacionada a heterocromatina,
além de ser encontrada em todos os cromossomos deste parasita (Fluek et al., 2009). Em S.
mansoni SmHP1 pode ser encontrada em quase todo genoma exibindo alguns genes
diferencialmente expressos nos estagios estudados. Além de HP1 se ligar a H3K9me3 em muitos
organismos, esta proteina também se liga a marca epigenética H3K27me3 para produzir efeitos
repressores na transcricdo génica. Assim, o estudo de SmHP1 foi baseado na teoria de que
SmHP1 tivesse participacdo no silenciamento da transcricdo em cercarias e, para efeitos de
conservacdo evolutiva da funcdo da proteina, sugerimos que SmHP1 tivesse 0 mesmo
mecanismo de acdo ja estudada em outros organismos.

Os dados obtidos por Zenk et al (2021) mostram que HP1 de Drosophila se liga a
H3K9me3 e participa de processos regulatorios através da modificagdo da cromatina para
inativar a transcri¢do génica. No entanto, nossos dados para esporocistos e cercarias mostraram o
oposto, SmHP1 n&o se liga a H3K9me3. Roquis et al (2015) demonstrou que tanto a metilagdo de

H3K27 e H3K9 ocorre a montante do TSS, entretanto, os autores discutem que alteracGes
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especificas de H3 sdo evolutivamente conservadas e de fato, estdo presentes em S. mansoni. O
perfil ndo candnico de SmHP1 pode ter explicacdo nas marcas bivalentes em S. mansoni. Roquis
et al (2018) mostraram que marcas bivalentes sdo encontradas em cercérias com o objetivo de
paralisar a transcri¢do e quando ha remocao de H3K27me3, a transcricdo é ativada. Neste estagio
a marca bivalente H3K4me3-H3K27me3 possui certa especificidade em TSS, entdo, a presenca
da bivaléncia pode ser estimulo suficiente para manter o estado inativo em cercarias sem a
necessidade de SmHP1 se ligar a H3K9me3. Brasher (2000) suporta a teoria de que na auséncia
de H3K9me3 o dominio CSD seja responsavel pelo direcionamento continuo de HP1 a
heterocromatina (Brasher, 2000).

Nossos resultados de western blot de imunoprecipitados de extratos de cercarias mostram
marcagOes entre 45 e 60 kDa para as marcas H3K9me3 e H3K27me3. Mesmo considerando o
stripping das membranas como indicador de possiveis interacdes, ndo podemos afirmar, baseado
neste resultado, que SmHP1 se liga a estas marcas. Baseando a pesquisa nos resultados de ChIP-
seq, podemos dizer que os resultados obtidos pelo western blot sdo ligacdes inespecificas.

Diferencas interessantes em cercérias foram vistas no cromossomo Z com picos de
enriquecimento para SmHP1. Picard et al (2019) mostraram que durante o ciclo de vida de S.
mansoni ha uma superexpressdo robusta neste cromossomo com mudancas na compensacao de
dose em parasitas fémeas, alternando de global para compensacdo parcial apds a penetracdo do
hospedeiro e o inicio da diferenciacdo sexual (Picard et al., 2019). Nossos dados do estudo in
vivo trazem insights interessantes a respeito da oviposicdo em esquistossomulos knockdown. As
fezes de camundongos infectados com esquistossdmulos de 3 dias knockdown para SmHP1
apresentaram duas vezes mais ovos quando comparados aos controles. Esse resultado difere do
resultado encontrado por Geyer et al (2018). Neste estudo, os autores silenciaram SmHP1 em
vermes adultos fémeas e analisaram a taxa de oposicao in vitro, concluindo que o silenciamento
de SmHP1 diminuiu a taxa de oviposicdo (Geyer et al., 2018). Os resultados divergentes podem
ser devido aos métodos utilizados. Todavia, os dois estudos sugerem que SmHP1 tem
participacdo na oviposi¢do e na diferenciacdo sexual. As cargas parasitarias se mostraram altas,
no entanto, as quantidades de ovos estavam baixas, assim, € possivel que os ovos tenham
permanecido retidos no figado e intestino, provocando a reagdo inflamatoria. Os granulomas nédo
apresentaram diferencas de tamanhos e ndo vimos uma relagéo direta com a gravidade da doenca

nos animais.
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A eficiéncia de silenciamento de SmHP1 foi de 26%, um pouco abaixo de resultados
encontrados em outros estudos com RNAI para S. mansoni (Mouréo et al., 2009; Stefanic et al.,
2010). Nosso estudo ndo se concentrou em analises fenotipicas para investigar diferencas
morfoldgicas nos parasitas, nosso foco foi determinar se SmHP1 tinha algum papel na
infectividade e progressdo da doenca. Assim, o estudo in vivo demonstrou um papel interessante
para SMHP1 capaz de influenciar na oviposicdo, mas ndo foi capaz de alterar ou impedir a
evolucdo do parasita. Dados do nosso grupo mostraram um aumento da expressdo dos genes que
codificam enzimas modificadoras de histonas em esquistossomulos de 3 dias (Galdini-Costa,
2024 néo publicado), corroborando com a mudanca da expressdo génica no parasita e suportando
0 controle epigenético de S. mansoni. Essas enzimas sdo importantes durante o ciclo de vida
deste parasita e estdo diretamente relacionadas ao recrutamento de HP1 em outros organismos,
assim, o silenciamento de SmHP1 poderia, em tese, interferir no desenvolvimento do parasita
durante o ciclo no hospedeiro vertebrado. No entanto, os resultados encontrados sugerem que

SmHP1 ndo possui funcao vital para progressdo do ciclo de vida em S. mansoni.
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9. CONCLUSAO
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O presente estudo demonstrou que SmHP1 pode atuar como um co-regulador da expresséo
génica em S. mansoni. Além disso, é necessario enfatizar que SmHP1 parece possuir um
papel no desenvolvimento do parasita e estabelecimento da doenca, sem impedir, no entanto,
a evolucéo do ciclo dentro do hospedeiro vertebrado.

O silenciamento de SmHP1 esta relacionado a um aumento da taxa de oviposicdo, além de
dados de ChlP-seq apresentarem forte enriquecimento no cromossomo Z em cercarias.
SmHP1 segue uma distribuicdo totalmente inesperada e diferente de outros organismos. O
enriquecimento de SmHP1 para os estagios de cercaria e esporocisto ocorre em torno do
TES, enquanto a distribuicdo das marcas epigenéticas H3K9me3 e H3K27me3 ocorre em
torno do TSS.

Apesar de SmHP1 ndo se ligar as marcas epigenéticas H3K9me3 e H3K27me3, SmHP1
parece atuar como co-regulador transcricional em S. mansoni devido as interacGes vistas por
espectrometria de massas que corrobora para a participacdo no processo de remodelacdo da
cromatina.

O dominio CDS pode ser responsavel por direcionar SmHP1 a heterocromatina na auséncia
de ligacdo a H3K9me3, possibilitando a esta proteina se ligar a outras proteinas reguladoras.
SmHP1 parece ndo ter participagdo no estado transcricionalmente silenciado em cercarias,
apesar de interagir com enzimas modificadoras de histonas neste estagio.

O padrao de distribuicdo ndo candnico encontrado para SmHP1 é um indicativo de que esta
proteina pode ser um excelente alvo de estudos epigenéticos, no entanto, € necessario que
mais estudos sejam realizados a fim de investigar essas diferencas apresentadas e elucidar o

papel de SmHP1 em S. mansoni.
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Abstract

Heterochromatin protein 1 (HP1) is widespread in several organisms playing a role in control of gene expression by
heterochromatin formation and maintenance of silent chromatin. Schistosoma mansoni is a human parasite that is responsible for
Schistosomiasis, a tropical neglected disease in the tropical and subtropical areas in the world, where the intermediate host
Biomphalaria glabrata is present. In this study we attempted to investigate if the SmHP1 is enriched in S. mansoni chromatin in
cercariae larvae stage, compared with another larvae stage sporocysts and it’s importance for S. mansoni life cycle progression
and parasite fitness. We used ChIPmentation with commercial antibody ab109028 that passed in-house quality control. Our data
show that S. mansoni HP1 enrichment is non-canonical with a peak at the transcription end sites of protein coding genes. We did
not find strong differences in SmHP1 chromatin landscapes between sporocysts and cercariae. Knock-down of SmHP1 in
schistosomula and in vivo experiments in mice unexpectedly increased parasite fitness. Our results suggest that SmHP1 may
influence chromatin structure in a non-canonical way in S. mansoni stages and may play a role in regulation of parasite fitness.

Keywords: Heterochromatin protein 1, HP1, ChlPmentation, cercariae, sporocysts, Schistosoma mansoni.
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Introduction

Schistosomes are trematode parasite responsible for causing schistosomiasis. It is estimated that in 2021, approximately 251.4
million people required treatment®. Intestinal schistosomiasis is caused by S.mansoni. The parasite has a complex life cycle that
includes two hosts, snails of the genus Biomphalaria and humans, which are intermediate and definitive hosts, respectively?.
During its life cycle, the parasite goes through significant stage changes, and it is known that histone post-translational
modifications play important roles at each stage of the life cycle. The molecular complexity of S. mansoni life cycle has been
revealed along years and efforts to elucidate the S. mansoni epigenome has given some insights about epigenetic regulation of the
life cycle>® However, it is expected that coregulators will also be required for the maintenance of each stage. In several
organisms, the heterochromatin protein 1 (HP1) acts as co-regulators and performs fundamental functions such as maintaining the
silenced state of chromatin, DNA repair, among other diverse functions.

This protein is composed of the chromodomain (CD) and chromoshadow (CDS) domains and a linker region between them. CD
recognizes and binds to methylated histone tails, while CDS is responsible for homo- and heterodimerization’. The region
between the domains makes connections to nucleic acids and is quite variable between organisms. In contrast, the domains
present well-conserved amino acid sequences among different species. HP1 is an important component essential for
heterochromatin gene silencing. This function was described in model organisms such as cancer progression in Homo sapiens,
Drosophila melanogaster, Plasmodium falciparum, fission yeast and Arabidopsis thaliana® 2. Histone modifications are
associated with different chromatin states and play important roles in regulating gene expression. Particularly, it is described that
in P. falciparum methylation of histone H3 at lysine 9 (H3K9) forms binding sites for the HP1 protein and is an important means
of controlling gene expression*®*3,

In a previous study'® we showed that HP1 is co-immunoprecipitated with other important DNA associated proteins such as
helicases, transcription factors and methyltransferases. These results suggest an important role for HP1 in regulating gene
transcription in S. mansoni. Geyer and colleagues also described, through in vitro experiments with adult worms that SmCBX
(Smp_179650, SmHP1, Sm Chromobox protein homolog 5) plays a role in the parasite biology regulating oviposition®. We
hypothesized that HP1 homolog of S.mansoni is associated with DNA and play a role in chromatin structure biology in the
parasite life cycle. To test this hypothesis about the involvement of HP1 in the chromatin formation and maintenance in larvae
stages, cercaria and sporocyst, were performed the ChIPmentation using an antibody against HP1 homolog used previously™. In
addition, for investigation of the role of HP1 in parasite development, migration, fitness, and inflammatory response, we
generated SmHP1 in vivo Knock-outs. Our results suggested that SmHP1 may have a function to regulate epigenetic plasticity in
the parasite through the increasing of parasite’s fitness without affect host inflammatory response.

Results

AntiHP1 antibody abh109028 can be used for ChIP in S.mansoni

Antibody quality is an important criterion for the success and reliability of ChIP-Seq. HP1 is a conserved protein and we had
shown before that antiHP1 Abcam ab109028 can be used in Western Blots with S.mansoni. A literature search for the use of
ab109028 resulted in 32 publications (Suppl. Table 1) but only in one case it was used for ChlP-seq, and the efficiency of the
antibody was not tested there. Thus, initial experiments were necessary to evaluate if the antibody was suitable for ChlP-Seq. We
used a previously developed pipeline to test whether ab109028 (lot numbers GR38873387336-6 and -9) can be used for ChIP-
Seq™®. Essentially, the method consists of (i) performing a Western blot to assure that only the band of the expected size can be
observed and (ii) doing a chromatin IP titration experiment with a constant amount of input chromatin and increasing amounts of
antibody to test if saturation of available epitopes can be achieved.

We performed Western Blots on S.mansoni cercariae and sporoscysts and used D.melanogaster embryos as a positive control.
Expected molecular weight of D.melanogaster HP1 is 23.194 kD (https://www.uniprot.org/uniprotkb/B6UVQ8/entry). The dimer
is therefore predicted to have a molecular weight of 46 kD, Such a band is observed in all samples in the Western blot (Figure 1)
but supplementary bands can be distinguished. Apparently, under our relatively gentle extraction conditions and without beta-
mercaptoethanol the dimers remained intact. We noticed that this behavior is not without precedent (e.g.
https://www.antibodies.com/fr/hpl-alpha-antibody-a88817 ; https://www.abcam.com/en-hu/products/primary-antibodies/hpl-
alpha-antibody-epr5777-heterochromatin-marker-ab109028 ) even for Knock-out validated antibodies
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(https://www.antibodies.com/fr/hpl-alpha-antibody-a88778 ). The results shown in Figure 1 agree also with previous western

blotting®* which had demonstrated that SmHP1 can form dimers in solution, showing a band of approximately 56 kD.
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Figure 1: Western blot on crude protein extracts of S.mansoni cercariae and sporocysts (left and middle), and D.melanogaster

embryos (right). All lanes in duplicates. Left lane molecular weight marker.

We then proceeded to ChlPmentation titration of the antibody using chromatin from S.mansoni cercariae. ChIPmentation is a
streamlined method of crosslink Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) that uses Tn5 for integration of adaptor for library
amplification (Tagmentation). A constant amount of chromatin corresponding to 160,000 cells was incubated with 0, 2, 4, 8 and
16l of ab109028 during the ChiPmentation procedure and input recovery was measured using qPCR on 2 arbitrarily chosen loci:
Sm-alpha-tubuline and Sm-28S-rDNA. Results are shown in figure 2, indicating that above 8 pl antibody saturation is achieved.
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Figure 2: Results of titration of antiHP1 antibody. X-axis indicates amount of antibody in pl, Y-axis input recovery in %. Upper
panel for Sm-alpha-tubuline, lower panel for Sm-28S-rDNA. Saturation is achieved with 8 pl of antibody.

Based on this initial testing we decided to proceed to ChIPmentation with 8l of antibody.
ChIP-Seq metagene profiles in S.mansoni peak around transcription end sites (TES)

After having firmly established that ab109028 was suitable for ChIP we proceeded to ChlPmentation on cercariae and sporocycts
of S.mansoni. We hypothesized that HP1 could establish a heterochromatic structure in the cercariae that are transcriptionally
inactive. To investigate the distribution of HP1 with relation to known genomic features we produced metagene profiles around
protein coding genes. In contrast to what was observed in other species, SmHP1 shows enrichment around the TES (figure 3) in
both, cercariae and sporocysts.
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Figure 3: Metagene profiles of S.mansoni sporocysts (solid line) and cercariae (dotted line). X-axis : relative position around
genes, Y-axis : average log(RPKM) of two replicates, TSS: Transcription start site, TES: transcription end site

This unexpected result and the fact that the current study is the first analysis of HP1 distribution and there are therefore no
precedents to compare with, prompted us to test the ChIPmentation procedure with antiHP1 ab109028 on the well characterized
model species D. melanogaster.

AntiHP1 antibody ab109028 delivers canonical ChlP-Seq results in D.melanogaster

It might be argued that the observed metagene profiles in S.mansoni are due to a peculiar nature of the antibody that remained
unnoticed. We therefore performed ChlPmentation experiments with D.melanogaster embryos, a species for which data of ChlP-
Seq experiments are available. We used the query terms “hp1 chip drosophila” to search the NCBI SRA and obtained 186 results
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belonging to 55 BioSamples. We downloaded ChIP-Seq data for WT embryo replicate 1 and 2 (NCBI SRA: SRS6795886,
SRS6795887) corresponding to ENA SRX8497063 and SRX8497065 and data for input (NCBI SRA SRS6795884, ENA
SRX8497062). The NCBI SRA entry states that 2 ug antiHP1, Developmental Studies Hybridoma Bank C1A9 had been used. %’
We also downloaded ChIP-Seq data for fly heads that had been produced with the same antibody'® (NCBI BioProject
PRINA490276): ENA SRR7817540, SRR7817541, SRR7817542 for 3 ChlP-Seq replicates and ENA SRR7817573 for the input.
We then performed ChlPmentation with antibody ab109028 on fruit fly embryos under the same conditions as for our S.mansoni
samples. After sequencing, we processed the published data and our experimental data as described for the S.mansoni samples.
For SRA data of embryos, ChromstaR *°did not manage to construct a differential model probably due to relatively low
enrichment of the reads. We resorted therefore to read counts distributions around metagenes (log(RPKM) instead of
log(obs/exp), shown in figure 4). While it is interesting to note that there is a small decrease in adult flies compared to embryos at
the TES (figure 5), we did not observe strong differences between the profiles generated based on the data of the two independent
earlier studies and our experiment.

== gmibryo C1A9 = embryo ab109028

26

Figure 4: Metagene profiles of D.melanogaster embryos (solid line) produced in this study with antibody ab109028, and
previously published data on embryos (dotted line) with antibody C1A9. X-axis : relative position around genes, Y-axis : average
log(RPKM) of two replicates (the values can therefore not be compared directly to y-axis of figures 3 and 4)
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Figure 5: Metagene profiles of D.melanogaster embryos (solid line) produced in this study with antibody ab109028, and
previously published data from another laboratory on adult flies (dotted line) with antibody C1A9. X-axis: relative position
around genes, Y-axis log(observed/expected) of two replicates

Therefore, we conclude that antibody ab109028 delivers canonical ChlP-seq profiles around genes with the fruit fly as a model.
Consequently, we have no reason to believe that the non-canonical HP1 chromatin landscape around genes in S.mansoni is due to
the antibody quality or the ChIPmentation procedure.

There are few regions with differential enrichment of HP1 between cercariae and sporocysts

We used ChromstaR to identify 154 regions with differences in HP1 enrichment between cercariae and sporocysts (Suppl. File 1)
. However, these regions are small and visual inspection of HP1 landscape suggested that HP1 enrichment occurs over broader
regions. We therefore applied MACS bdgbroadcall on combined uniquely aligned ChiP-Seq reads, independently for sporocysts
and cercaria. Results are in table 1.

Table 1: Number of broad peaks in cercariae and sporocyst larvae using different pvalue scores from MACS2, score 5 means
pvalue 1le-5.

MACS MACS
bdgbroadcall - = bdgbroadcall -
-cutoff 2 -cutoff 5
Sporocysts 6406 89
Cercariae 7485 222

We then used DiffBind for the identification of differential enrichment between sporocysts and cercariae. Based on the
conservative peakcall at score 5 we identified 36 differentially enriched regions that separated sporocysts and cercariae into 2

clusters (figure 6).
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Figure 6: Clustering of Cercariae and sporocyst larvae based on differential HP1 chromatin enrichment

Since this number is relatively low, we wondered whether the number of identified differences could have been obtained by
chance alone. We used bootstrapping through random segments that matched the 222 broad cercariae HP1 peaks in number and
total span and used DiffBind for identification of differential enrichment. Bootstrapping through these analyses found in average
61.5+6.8 differential peaks. Consequently, we conclude that the differences identified by DiffBind identified on broad regions
lack the statistical power to be confident about their occurrence other than by accident.

We then pursued with visual inspection on IGV, to search for regions with HP1 enrichment. Results are shown in figure 7. We
observed peaks of HP1 spanning the gene Smp_330520 in sporocysts and cercariae with higher enrichment of HP1 in Sporocysts.
This region overlaps also a differential peak identified by ChromstaR (figure 7a). We also identified a large region of roughly 22
kb spaning the gene Smp_344610 in which HP1 is enriched in cercariae (figure 7b). It is noteworthy that this enrichment is not
observed in the input (genomic DNA) excluding therefore genetic differences between the samples in these regions. Expression in
https://v7test.schisto.xyz/smansoni-v7/ revealed mRNA presence of Smp_330520 in cercariae but not in sporocysts, and very low
expression of Smp_344610 in both stages.
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Figure 7: Genomic regions identified by visual inspection with differential enrichment of SmHP1 in cercariae and sporocyst
larvae. IGV Screeenshots of two genomic fragments that contain diferentially enriched regions: A. SM_V9_5 15,108-15,122 kb
spanning Smp_330520; B. SM_V9_ZSR 16,420 — 16,560 kb spanning Smp_344610. Lanes from top: GFF annotation (blue),
Input sporocysts (light green), HP1 enrichment in 3 replicates for sporocysts (green), enrichment of combined sporocysts
replicates (dark green),MACS broad peak call sporocysts (green), enrichment of combined cercariae replicates (dark magenta),
MACS broad peak call cercariae (red), Input cercariae (pink), HP1 enrichment in 3 replicates for cercariae (magenta), ChromstaR
detected differential enrichment (blue)

In summary, our finding cannot formally exclude that there are differences between sporocyst and cercariae in HP1 enrichment,
but differences are small.

In vivo knock-down of SmHP1 increases parasite’s fitness in mice

Given the unexpected distribution of SmHP1 over the genome and absence of important differences between two developmental
stages we wondered if SmHP1 played any role in the parasite in vivo. We designed a experiment to perform the knockdown of
SmHP1 by RNA interference in schistosomula. Decrease of expression was small (Suppl. Figure 1) compared with control
dsmCherry and wild type schistosomula. The in vivo results are shown in the Figure 8. Parasite burden showed that parasite was
able to migrate, develop and to achieve the correct destination that is portal hepatic and mesenterial veins, despite dSRNA
employed and schistosomula injection. To evaluate infection success and parasite fitness, we measured granuloma and egg count/
feces gram using Kato-Katz method®. The number of granulomas and area were the same for all tested conditions, suggesting that
knock-down of SmHP1 does not affect the granulomatous response from host. Surprisingly, the parasite number of eggs/feces
gram were roughly 2 times higher in the knock-down.
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Figure 8: Functional in vivo studies in mice injected with (i) dSRNA incubated HP1 3 days schistosomula (blue) compared to (ii)
mock treated dsRNA gene (dsmCherry), and (iii) wild type. Parasite burden, fecal egg count, granuloma number and area were
measured. Significant differences were only found for fecal egg count which increased for the knock-down parasites.

Discussion

Recent years have seen an important increase in our understanding of chromatin structure of S.mansoni. However, this knowledge
stems almost exclusively from work on histone modifications and DNA methylation. To widen our view to other chromatin
proteins we focused here on the HP1 homologue.

Our results of antibody titration show you that antibody ab109028 is suitable for ChIP-seq experiments on S.mansoni. Our report
shows for the first time the HP1 profile for this species.

There are several works that have focused on transcription and translation in cercariae, absence of transcription but use of mMRNA
from previous stages, low rates of translational until infection and schistosomula migration when transcription is activated. 2~
ZSince cercariae is transcriptionally silent and poised for transcription , we reasoned that they might have a tighter
heterochromatin formation and differential HP1 occupancy, but our results suggest the opposite: HP1 presence (and presumably
heterochromatinization) might not be advantageous if it is necessary to rapidly activate transcription after infection.

HP1 is a conserved member of the large family of chromatin proteins, and it is believed to fulfil conserved functions in different
organisms. For example, in Drosophila there are 5 isoforms of HP1 and it is mainly located in heterochromatic regions rich in
H3K9me3'". however, in Drosophila HP1 is found preferentially associated with heterochromatin, polytene chromosomes and the
X chromosome. The study also suggested that the formation of heterochromatin occurs in parallel with the transcriptional
activation of the nuclei and expression of different genes®. Previous work using RNA interference technology have found that
HP1 silencing was directly related to chromosomal defects®. 2*The distribution of HP1 throughout the S. mansoni genome does
not follow a pattern observed for other organisms suggesting that its function is also different.

Our in vivo findings indicate an increase of fitness through an increase of oviposition. Even with a moderate decrease of SmHP1
expression it was possible to observe an increase of oviposition. This goes in line with earlier results where alteration of
oviposition was shown in in vitro adult worms” culture with siRNA against SMCBX/SmHP1 (Smp_179650). In this work, it was
also demonstrated that SmCBX/SmHP1 interacts with Smmbd2/3 colocalizing together with schistosome neoblasts and

reproductive tissues, suggesting a role on reproductive organs of parasite®
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Our results are another step towards the better understanding of the role of SmHP1 in chromatin structure, gene expression and
parasite fitness. It shows that results from model organisms, albeit tremendously useful in many cases, cannot be simply
extrapolated to any other organism. SmHP1 seems to play according to rules that are yet to be discovered.

Materials And Methods

Extraction of sporocysts and cercariae

Sporocysts were obtained from Biomphalaria glabrata strain BgGUA, 6 months infected with S.mansoni strain SmDFO.
Dissection was performed at room temperature. The snails were placed individually in large petri dishes and water was added.
With the help of smaller glass plates, the snails were crushed, and fragments and tissues were removed. The sporocysts were
transferred to new petri dishes and the membrane surrounding them was removed. Then, the hepatic pancreas was removed, and
two samples were obtained for each snail, sporocysts free of Biomphalaria tissues and sporocysts that may be contaminated with

Biomphalaria tissues. Sporocyst samples were stored at -20°C

Cercariae strain SMVEN were obtained from snails B. glabrata. The snails were placed in pots of water and exposed to artificial
light for 2 hours. Next, the Cercariae were counted and divided into aliquots with 1000 Cercariae each. They were then stored at -
20°C.

Experiments were done according to the national ethics standards. The IHPE animal facility holds agreement number F6613601
and has authorization APAFIS #39910-2022121915564694 v2 for the routine production and shared used of S.mansoni larvae.

ChlIPmentation S.mansoni cercariae, sporocysts and drosophila

ChlPmentation Kit for Histones (Diagenode, Cat. No. C01011009) was used. Approximately 1000 cercariae, 1 sporocyst and a
corresponding amount of drosophila embryos were used for each ChIPmentation reaction. Samples were thawed, resuspended in
500 pL of HBSS, crushed for 1 minute with a sterile pestle, and then left at room temperature for 3 minutes. After this, 13.5 pL of
37% formaldehyde was added and gently homogenized for 10 minutes at room temperature. To stop the cross-link reaction, 57 pL
of glycine from the Diagenode kit was added and left under agitation for 5 minutes. We then proceeded according to the suppliers
manual. Chromatin was disrupted by sonication using the Bioruptor Pico with 5 cycles of 30s ON and 30s OFF. ChlPmentation
were done on an IP-Star pipetting robot according to the pre-established protocol with the modification of washing time to 20
minutes. Antibody titration was done as described in*® with 0, 2, 4, 8 and 16ul antibody to obtain the saturating quantity and
finally 8 pL of antibody HP1 AbCam (ab109028, lot GR38873387336-9) were used for each reaction. Input libraries were
generated as described earlier and optimal number of library amplification cycles was determined by qPCR as described in the
same protocol?®.

Primers and low molecular weight fragments were removed from the libraries with AMPure beads on the IP-Star and the quality
and quantity of the sequencing libraries were checked with a BioAnalyzer High Sensitivity DNA Assay. Sequencing was done by
the BioEnvironnement core facility on an lllumina NextSeq 550 as 75 bp single-end reads.

Bioinformatic Analyzes

Analyzes were carried out on a local Galaxy instance (http://bioinfo.univ-perp.fr). First, the quality of the sequences were checked
by FastQC/MultiQC, adapter sequences were removed with Trim Galore! and reads were aligned to version 9 of the S. mansoni
genome (schistosoma_mansoni.PRIEA36577.WBPS17.genomic.fa) with permission from https://parasite.wormbase.org/)?" using
Bowtie2 evoking sensitive end-to-end. Uniquely aligned reads were retained using the Bowtie tag": "XS:”. PCR duplicates were
removed with SamTools RmDup. The number of aligned unique reads was downsampled to 4.7 Mio reads per library using
Picard Tools (Suppl. table 2). Differential analysis was done with ChromstaR Zwith bin size 1000 bp and step size 500 bp.

Annotations came from schistosoma_mansoni.PRIJEA36577.WBPS17.genes.gff3. For metagene analyses, the gene feature was
retained and 4898 genes of the forward strand were used.

Differential chromatin states were detected with ChromstaR default parameters.

Peakcalling was performed also with MACS2 and default parameters, followed by MACS?2 bdgbroadcall, with 2 and 5 as —cutoff
value. Differential HP1 enrichment was detected by DiffBind.?® IGV was used for visual inspection.
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The same procedures were applied to D.melanogaster data based on dmel_r6.06_FB2015_03_gtf_dmel-all-r6.06.gff3 and the
corresponding genome fasta file. Details in Suppl. table 2.

In vivo studies

In vivo study was carried out with 15 female Balb mice divided into 3 groups. Ethical statement at the University of Campinas
was under number CEUA protocol (Comissio de Etica no Uso de Animais # 6064-1/2022). Each group contained 5 animals and
each animal was infected with 100 3-day-old schistosomula (Groups 1-3). The quantity of schistosomula and cercariae per animal
was determined according to the study by Vilar and collaborators®®. The infection of the groups was subcutaneous, however, in
groups 1 and 2, represented by SmHP1 and dsmCherry, respectively, the schistosomula were previously incubated in culture for 3
days with dsRNA. The third group was also kept in culture for 3 days, however, in the absence of dsRNA. For each group, 100
schistosomula were inoculated per animal. Schistosomula was conducted as previously described®. Briefly, BH (Belo Horizonte)
lineage of the S. mansoni was used and schistosomula were transformed by tail break and several RPMI washes for tail removal.
After 3 washes, 200 schistosomula were counted and distributed equally in culture plates with 2ml of Medium 169 (Atena,
Biotechnology, Campinas, Brazil), described by*2, supplemented with hormones and fetal bovine serum, 30 pg of dsRNA and
kept in CO, atmosphere at 37°C for 3 days.

All dsRNAs were done using the T7RiboMAX Express RNAI System (Promega, Belo Horizonte, Brazil). Specifically, the
oligonucleotides for amplification HP1 gene (T7 + Forward TAATACGACTCACTATAGGGTGTGGAAGAGTCAGCTGGT
and T7 + reverse TAATACGACTCACTATAGGGAGGGTCGATTTTCAGGTGTG), containing T7 promotor for dsRNA
synthesis. Gene expressions were evaluated in the QuantStudio gPCR System (Thermo), using the HP1 primers (Primer Forward
(CGTCACTCAGTTCAGACAGC) e primer reverse (CTCTTCCACACTCACGGGTA)) and endogenous SmEIF4E
(Smp_001500) as described previously™, and using the 3 days-schistosomula condition as gene expression calibrator*,

Infected animals with wild type and dsRNA were weighted and Kato Katz?® were done one week before perfusion. Perfusion was
done as described by®. For histology, liver tissues were fixed in 10% formaldehyde and fixed in paraffin block and tissue slices
were cut and colored by Masson's trichrome. All granulomas present in 10 random fields of the histological section of each animal
were quantified. The images were captured using a photomicroscope using Leica® LAS EZ4 HD software. The total area of the
granuloma was measured using ImageJ 1.53t software.
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Supplementary Figure 1. Relative gene expression of dSRNA schistosomula cultures compared to expression of wild type schistosomula. The gene
expression was calculated by delta CT method®* using wild type schistosomula as gene expression calibrator and the endogenous gene was
SMEIF4E (Smp_001500) as described previously®
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