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RESUMO

O parasitismo por nematoides gastrintestinais, principalmente por Haemonchus
contortus, € o maior obstaculo a producdo de ovinos. O modo de controle mais
utilizado pelos produtores é com o uso de anti-helminticos, aos quais os parasitas
acabam adquirindo resisténcia. Atualmente, o anti-helmintico mais efetivo no
controle de verminose na maioria dos rebanhos de pequenos ruminantes € o
monepantel. Este trabalho investigou o0s eventos epigenéticos em H. contortus
envolvidos no seu desenvolvimento assim como no estabelecimento da resisténcia
anti-helmintica ao monepantel. Uma vez que a epigenética, como a metilacdo do
DNA e as modificacbes de histonas, contribui para a variacdo fenotipica, sua
importancia para a fisiologia de parasitas e para o desenvolvimento da resisténcia
ainda precisa ser esclarecida. Investigacdes in silico sugeriram que ndo ocorre
metilacdo de DNA em H. contortus, mas foram detectados indicios da ocorréncia de
metilacdo de tRNA e de modifica¢cdes pds-traducionais de histonas, confirmadas por
ELISA para larvas infectantes (L3). Em ensaios de PCR quantitativo (RT-gPCR),
verificou-se alteracdo da expressdo dos genes dnmt, hmt e tfjmj, potencialmente
relacionados a maquinaria epigenética, durante o ciclo de vida de H. contortus (ovos,
larvas L3 e adultos) e aumento da abundéancia de transcritos para os genes dnmt e
hmt em fémeas em comparacdo a machos adultos. Além disso, observou-se, em
larvas L3, que a expressao desses genes néo foi afetada pelo estado de resisténcia
ao monepantel. Na comparacdo entre isolados de H. contortus sensiveis e
resistentes ao monepantel, ndo foram detectadas alteracées na expressédo do gene
mptll e nem a presenca de duas mutacfes nesse gene (retencdo do intron 15 e
exclusdo do éxon 12) previamente associadas a resisténcia na literatura. Os
resultados obtidos neste trabalho séo relevantes para o ganho de conhecimento
sobre 0s eventos epigenéticos em parasitas. Além disso, uma vez que os niveis de
transcricdo dos genes da maquinaria epigenética sofreram alteragdes durante o ciclo
de vida de H. contortus e, assim, parecem ser determinante para seu
desenvolvimento e adaptacdo as alteracdes ambientais (dentro e fora do
hospedeiro), tais genes podem ser investigados como potencias alvos de novas
drogas para o controle desse nematoide.

Palavras-chave: Metilacdo do DNA, modificagbes de histonas, monepantel,
resisténcia anti-helmintica.



ABSTRACT

Parasitism by gastrointestinal nematodes, mainly by Haemonchus contortus, is the
major obstacle to sheep production. Anthelmintic treatment is the main method used
by farmers to control worms. However, parasites acquire resistance and, currently,
monepantel is the most effective available anthelmintic to control parasites in small
ruminant flocks. This study investigated the epigenetic events in H. contortus
involved on its development as well as in the establishment of monepantel
resistance. Since epigenetics, such as DNA methylation and histone modifications,
contribute to phenotypic variation, its importance for parasite physiology and
development of resistance still needs to be clarified. In silico analyses suggested that
DNA methylation does not occur in H. contortus, but we detected tRNA methylation
and post-translational histone modifications, which were confirmed by ELISA in
infective larvae (L3). By reverse transcription quantitative PCR (RT-gPCR) assays,
changes in gene expression were detected for dnmt, hmt and tfimj, which are genes
potentially related to the epigenetic machinery, during the life cycle of H. contortus
(eggs, L3 larvae and adults). An increase in transcript abundance for dnmt and hmt
genes in adult females compared to males was also observed. In addition, the
expression of these genes was not affected by the resistance status to monepantel,
in L3 larvae. In the comparison between monepantel susceptible and resistant H.
contortus isolates, no changes in mptll gene expression nor the presence of two
mutations described in literature (intron 15 retention and loss of exon 12 in mptll)
were detected. The results obtained here are relevant to gain knowledge related to
epigenetic events in parasites. In addition, since the transcription levels of genes
from the epigenetic machinery were changed during the life cycle of H. contortus,
they appear to be determinant for worm development and adaptation to
environmental conditions (inside and outside the host), and can be further
investigated as potential new drug targets for nematode control.

Key words: DNA methylation, histone modifications, monepantel, anthelmintic
resistance.
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1. INTRODUCAO

O principal obstaculo a producdo de ovinos € 0 parasitismo por nematoides
gastrintestinais (GIRAO; MEDEIROS; GIRAO, 1992), por trazer prejuizos
econOomicos relevantes. Dentre os parasitas de maior importancia econdmica na
exploracdo de pequenos ruminantes, o Haemonchus contortus se destaca devido a
sua alta prevaléncia, associada a grande patogenicidade (HANSEN; PERRY, 1994;
OLIVEIRA et al., 2001; ATHAYDE et al., 2004).

O principal modo de controle de helmintos é pelo uso de drogas anti-
helminticas. Porém, os parasitas desenvolveram resisténcia aos farmacos
disponiveis no mercado de forma muito rapida (MOLENTO, 2005), o que se tornou
um problema crescente. O anti-helmintico monepantel surgiu como uma solucao
para rebanhos que apresentavam multiresisténcia (KAMINSKY et al., 2008a), por ser
o anti-helmintico mais efetivo no combate a verminose na maioria dos rebanhos de
pequenos ruminantes. Infelizmente, ja existem varios relatos de resisténcia ao
monepantel (SCOTT et al.,, 2013; MEDEROS; RAMOS; BANCHERO, 2014; VAN
DEN BROM et al, 2015; CINTRA et al, 2016; SALES; LOVE, 2016;
ALBUQUERQUE et al., 2017; FLAVIA DA SILVA et al., 2018), o que mostra a
importancia de estudar melhor o desenvolvimento de resisténcia aos anti-helminticos
para esse nematoide gastrintestinal.

O H. contortus adquiriu resisténcia a todas as clases de anti-helminticos ja
desenvolvidas (KOTZE; PRICHARD, 2016) e est4d sendo alvo de estudos de
pesquisadores que almejam entender melhor os mecanismos de aquisicdo da
resisténcia anti-helmintica. Este trabalho propds a investigacdo do envolvimento da
epigenética, tanto no controle do desenvolvimento desse parasita, como no
estabelecimento da resisténcia parasitaria ao anti-helmintico monepantel, uma vez
gue a epigenética influencia e regula a expressao dos genes. Ela é definida como o
estudo de alteracbes estaveis no DNA, ndo mediadas pela sequéncia de
nucleotideos, que influenciam a expressao génica e a diferenciagéo celular (LIEB et
al., 2006; BERGER et al., 2009; FINGERMAN et al., 2013). A epigenética, apesar de
estavel e herdavel, € modificavel de maneira reversivel e Unica a cada tipo celular
(OHGANE; YAGI; SHIOTA, 2008).

As principais modificacdes epigenéticas sdo a metilacio do DNA e as
modificacdes de histonas. A metilagdo do DNA participa na regulacdo da expressao
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génica levando ao silenciamento genético transcricional e a inativagdo génica
(MATHEWS; JANUSEK, 2011; HARDY; TOLLEFSBOL, 2011; NICIURA, 2015), no
silenciamento de elementos repetitivos, na estabilidade cromoss6mica e como um
sinal epigenético de memoaria transmitido durante a replicacdo do DNA (PAULSEN;
TIERLING; WALTER, 2008; BLOMEN; BOONSTRA, 2011). Esse evento epigenético
ocorre pela acdo das metiltransferases de DNA (DNMTs) 1 e 3. As modificagcdes de
histonas, como acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo, biotinilacdo e ubiquitinagéo,
ocorrem tipicamente na extremidade N-terminal das histonas e s&do essenciais
durante o desenvolvimento, sendo as duas primeiras as mais estudadas. As
metiltransferases (HMTs), desmetilases (HDMs), acetiltransferases (HATS) e
desacetilases (HDACs) de histonas sdo as enzimas que catalisam as principais
modificacdes. De forma geral, a metilacdo das histonas pode causar tanto ativacao
guanto represséo da transcricdo, e a hiperacetilagdo resulta na ativacdo de genes
normalmente reprimidos (MATHEWS,; JANUSEK, 2011; HARDY; TOLLEFSBOL,
2011; NICIURA, 2015).

Gao e seus colaboradores (2012) demonstraram que as mudas que ocorrem
durante o ciclo de vida do parasita Trichinella spiralis estdo sob controle epigenético.
Por ser uma area de pesquisa relativamente nova, sdo escassos os trabalhos de
epigenética em parasitas e também dos seus efeitos sobre a resisténcia parasitaria.
Apesar de suposi¢cdes sobre sua importancia (BEECH et al., 2011), ainda ndo ha
estudos em H. contortus que relatem associacdo da epigenética a resisténcia a anti-
helminticos. Dessa maneira, a investigacdo da ocorréncia de metilacdo de DNA e de
modificacdes de histona em H. contortus ira permitir o avan¢co no conhecimento para
posterior elucidacdo de sua participacdo no mecanismo de desenvolvimento de
resisténcia anti-helmintica no parasita.

Os resultados apresentados no presente trabalho podem contribuir para
acrescer conhecimento sobre a regulacdo epigenética no parasita gastrintestinal
Haemonchus contortus e orientar a busca por tratamentos alternativos ou por alvos

de novos farmacos para o controle desse nematoide de pequenos ruminantes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Ovinocultura no Brasil

A ovinocultura é uma atividade econdmica em ascensdo no Brasil devido ao
crescimento do mercado consumidor de carne ovina e a viabilizacdo social e
econdbmica de pequenas e meédias propriedades rurais (GALLO, 2007;
GIANLORENCO, 2013). Essa atividade teve inicio, no Brasil, com a colonizagédo
pelos portugueses. Pequenas ovelhas foram trazidas com interesse basicamente na
producdo de 14 e de carne, para suprir a necessidade dos colonizadores (COSTA;
SIMOES; RIET-CORREA, 2011). De acordo com o IBGE, em 2017, o rebanho ovino
brasileiro era composto por 17.976.367 animais, sendo que a regido Nordeste possui
0 maior numero de cabecas, seguido pela regido Sul, como mostra a Tabela 1
(IBGE, 2017). No Brasil, a producao a partir do rebanho ovino em 2017 foi de 78.105
toneladas de carne (FAO, 2017) e 9.367.451 quilogramas de 1a (IBGE, 2017).

O parasitismo por nematoides gastrintestinais é o principal obstaculo a
producdo de ovinos, por provocar perdas econdmicas, produtivas e sanitarias
(GIRAO; MEDEIROS; GIRAO, 1992), com prejuizos estimados, por ano, em 2
milhdes de reais na regidao sul do Rio Grande do Sul - Brasil (OLIVEIRA et al., 2017),
42 milhdes de dolares na América do Sul (WALLER, 2006), 436 milhGes de dolares
australianos na Australia (LANE et al., 2015) e 2 bilh6es de ddlares na América do
Norte (GILLEARD, 2013). As helmintoses podem causar reducdo nas taxas de
ganho de peso e no peso e valor de carcaca em cordeiros pelo uso de anti-
helminticos com baixa eficacia (MILLER et al., 2012), podendo levar a anemia e até
a morte dos animais, somado aos gastos gerados com medicamentos e
antiparasitarios. Além disso, quando infectados, 0s ovinos ndo conseguem
aproveitar adequadamente o0s nutrientes dos alimentos ingeridos e,
consequentemente, ndo convertem em peso, leite ou 1& o0 que consomem
(URQUHART et al., 1998; ATHAYDE et al., 2005).

Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis,  Strongyloides
papillosus e Oesophagostomum colubianum s&o os endoparasitas que apresentam
maior prevaléncia e maior intensidade de infec¢cdo, sendo considerados o0s

nematoides de maior importancia econdmica na exploracdo de pequenos ruminantes
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(COSTA; VIEIRA, 1984). A elevada prevaléncia associada a grande patogenicidade
(HANSEN; PERRY, 1994; OLIVEIRA et al., 2001; ATHAYDE et al., 2004) faz de H.
contortus a principal espécie endoparasita de ovinos e caprinos em areas de clima
tropical e temperado (URQUHART et al., 1998; BESIER et al., 2016; EMERY; HUNT;
JAMBRE, 2016).

Tabela 1. NUmero de cabecas de caprinos e ovinos no Brasil, grandes regides e
Unidades Federativas, em 2017.

Brasil, Grande Regido e UF Rebanho Caprino Rebanho Ovino
Brasil 9.592.079 17.976.367
Norte 164.597 656.251
Rondonia 13.382 101.858
Acre 11.679 88.957
Amazonas 15.210 41.016
Roraima 10.827 29.029
Para 83.234 252.514
Amapa 2.279 3.048
Tocantins 27.986 139.829
Nordeste 8.944.461 11.544.939
Maranhao 356.302 276.795
Piaui 1.227.508 1.212.003
Ceara 1.075.850 2.249.769
Rio Grande do Norte 469.900 851.160
Paraiba 613.919 572.688
Pernambuco 2.157.149 2.193.303
Alagoas 59.710 264.268
Sergipe 23.680 161.221
Bahia 2.960.443 3.763.732
Sudeste 161.412 622.959
Minas Gerais 74.482 177.045
Espirito Santo 10.761 44.268
Rio de Janeiro 13.476 45.097
Sdo Paulo 62.693 356.549
Sul 230.932 4.258.309
Parana 121.906 561.712
Santa Catarina 31.189 259.290
Rio Grande do Sul 77.837 3.437.307
Centro-Oeste 90.677 893.909
Mato Grosso do Sul 29.359 344.413
Mato Grosso 29.917 399.163
Goias 28.385 129.066
Distrito Federal 3.016 21.267

Fonte: IBGE, 2017.
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2.2. O parasita Haemonchus contortus

H. contortus € um verme hematéfago altamente prolifico (cada fémea produz
de 3 a 15 mil ovos por dia) que parasita 0 abomaso de ruminantes, como ovinos e
caprinos (OLIVEIRA et al., 2001; ATHAYDE et al., 2004).

2.2.1. Ciclo de vida

O ciclo de vida de H. contortus é direto e esta representado na Figura 1. O
periodo de pré-paténcia, tempo que decorre da penetracdo do agente etiolégico até
0 aparecimento das primeiras formas detectaveis do agente etiolégico, € de duas a
trés semanas em ovinos (URQUHART et al., 1998; ATHAYDE et al., 2005; CASEY,
2014). Os vermes adultos vivem apenas alguns meses e reproduzem-se
sexualmente no hospedeiro. As fémeas produzem milhares de ovos por dia que séo
eliminados nas fezes do hospedeiro. Em condicbes ideais de temperatura e
umidade, os ovos eclodem e as larvas surgem. Essas larvas sdo do primeiro estagio
(L1) e alimentam-se de bactérias presentes nas fezes do hospedeiro. Entre 8 e 12
horas, essas larvas sofrem muda e perdem a cuticula. Ap6s a muda, as larvas do
segundo estagio (L2) crescem rapidamente e continuam a se alimentar de bactérias
e ap0s uma segunda muda, as larvas entram no terceiro estagio (L3). Isso ocorre
cerca de 5 dias apés os ovos serem liberados nas fezes. Essas larvas retém a
cuticula do segundo estagio como uma bainha protetora ou de cobertura, o que
protege a larva L3 de condicbes climaticas desfavoraveis. A bainha também cobre a
cavidade bucal, impedindo que as larvas se alimentem e, dessa forma, elas
sobrevivem com a energia armazenada enquanto passam da massa fecal para a
vegetacdo. Uma vez na vegetacdo, essas larvas sao ingeridas por animais de
pastoreio, como ovelhas e cabras, sendo esse estagio, portanto, o estagio infectante
do ciclo de vida de H. contortus. Ao serem ingeridas, as larvas L3 vao para o trato
gastrintestinal, onde perdem a cuticula, entrando no quarto estagio (L4) cerca de 2
dias apods a infecgdo. As larvas L4 apresentam atividade hematofaga e capacidade
de reproducdo, iniciando a fase parasitaria. Durante essa fase, as larvas
desenvolvem uma capsula bucal que parece um cone truncado (CASEY, 2014). O

revestimento estomacal e intestinal, ou a mucosa, do hospedeiro torna-se irritado e
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inflamado, pois as larvas perfuram a mucosa e sugam O sangue dos vasos
(URQUHART et al., 1998; ATHAYDE et al., 2005).

Figura 1. Ciclo de vida do parasita hemat6fago Haemonchus contortus.

N\
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no rimen e sofre L& . desenvolve em ) ] machos e
muda, entrandao no | adulto no \ fémeas se
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abomaso para se K.J . = sangue do
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Legenda: em vermelho, fase parasitaria, dentro do hospedeiro; em verde, fase de vida livre, fora do
hospedeiro. Fonte: Adaptacéo de LAING et al, 2013.

Cerca de 4 a 6 dias apos a infeccdo, L4 machos apresentam a extremidade
posterior inchada e grossa e a cauda curta, conica e lisa enquanto as fémeas tém
cauda mais longa e afunilada. Mais tarde, ainda em L4, a cavidade bucal varia
ligeiramente de forma e adquire aparéncia mais arredondada e com paredes mais
espessas. O macho tem extremidade posterior mais distinta: romba e com o0s
espiculos e a bursa visiveis. Nas fémeas, a formagéo da vagina, Utero e ovario pode
ser observada. Entre 9 e 12 dias ap0s a infecgéo, as larvas mudam uma ultima vez
para o estagio pré-adulto (L5). A cavidade bucal parece com a de um adulto maduro
e contém a lanceta dorsal, que é curva e tem dois pontos em forma de espinhos. No
macho, os espiculos sao visiveis, e a bursa esta bem desenvolvida e, na fémea, a

abertura vulvar é mais distinta e os ovarios e o Utero também estdo bem
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desenvolvidos na fase pré-adulta. Apds crescimento, as larvas L5 desenvolvem-se
em adultos maduros. As fémeas adultas apresentam os tubos do ovario enrolados
em volta do intestino e o Gtero com ovos. Ja4 0os machos apresentam espiculos muito
distintos com ganchos e tubo genital bem definido, que frequentemente contém uma
massa de espermatozoides. Os adultos machos e as fémeas aparecem
normalmente 18 dias apos a infecgdo, mas podem demorar até 21 dias para serem
completamente adultos. Os vermes adultos encontram-se na regido posterior do
fundo do abomaso mais préximo ao piloro, enquanto as L4 encontram-se na regido
anterior (URQUHART et al., 1998; CASEY, 2014).

2.2.2. Hemoncose

A infeccdo por H. contortus leva a uma patologia, denominada hemoncose, e
sua patofisiologia e o0s sinais clinicos associados estdo relacionados a anemia
desenvolvida devido a atividade hematéfaga do parasita, que se inicia no quarto
estagio larval (L4). A anemia pode ser detectada 10 a 12 dias apds a infeccao e
estima-se que cada verme adulto provoque perda de 30 a 50 puL de sangue por dia
(URQUHART et al., 1998; EMERY; HUNT; JAMBRE, 2016; BESIER et al., 2016).

A taxa de ingestdo de larvas infectantes e a habilidade do hospedeiro em
repeli-las e recuperar a perda de sangue determinam a severidade da hemoncose.
Essa patologia pode ser caracterizada de trés formas, dependendo da intensidade
da infeccdo e da resposta do hospedeiro ao parasita: hiperaguda, aguda e crbnica
(BESIER et al., 2016).

A forma hiperaguda € relativamente rara e ocorre quando ha infecgbes de até
30.000 parasitas (URQUHART et al., 1998). E caracterizada pela perda massiva de
sangue, levando a gastrite hemorragica e anemia terminal. Em casos de morte,
ocorre repentinamente, sem sinal de enfermidade e, na necropsia, sdo evidenciados
grande nimero de vermes em diferentes estagios de desenvolvimento e hemorragia
na superficie da mucosa do abomaso, tornando incontestavel o diagnéstico (BESIER
et al., 2016).

A forma aguda é marcada pelo desenvolvimento de anemia significante em
periodo relativamente longo. Essa anemia € caracterizada por diminuicao
progressiva do volume globular durante as duas primeiras semanas de infeccéo e

estabilizacdo de hematdcrito em niveis baixos no decorrer das semanas seguintes,
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devido ao aumento da eritropoiese. Porém, a deficiéncia de ferro e a proteinemia
levam a reducédo do hematdcrito, e a morte pode ocorrer dentro de 4 a 6 semanas de
infeccdo, dependendo da taxa de ingestdo de larvas. Podem ser encontrados cerca
de 2.000 a 20.000 vermes por ovelha, e cerca de 50.000 ovos por grama de fezes.
Na necropsia, observa-se a carcaca pélida com ascite e edema submandibular,
resultado da proteinemia causada pela atividade hematdfaga do H. contortus. A
mucosa do abomaso apresenta sinais 6bvios de ataque parasitario com pequenas
lesbes hemorragicas. As alteracdes histopatologicas associadas incluem danos
trauméaticos a superficie da mucosa e evidéncia de resposta imunolégica celular
(URQUHART et al., 1998; BESIER et al., 2016).

Por fim, a forma crénica é caracterizada por infec¢des persistentes, mas com
namero menor de parasitas de H. contortus. Ndo se percebe a infeccao crbénica até
qgue a nutricdo se torne insuficiente, como em épocas de seca em que ha deficiéncia
de nutrientes no pasto ou falta de alimento. A capacidade do hospedeiro de se
recuperar da anemia e de tolerar os efeitos patogénicos torna-se reduzida, e os
sinais clinicos estdo mais associados a perda de peso, fraqueza e inapeténcia do
gue a anemia (URQUHART et al., 1998; BESIER et al., 2016). Esse tipo de infeccéo
€ usualmente acompanhado por infeccdes com outros helmintos (BESIER et al.,
2016).

2.2.3. Genética

O genoma de H. contortus foi sequenciado a partir de dois isolados
susceptiveis aos anti-helminticos: MHco3(ISE).N1, com montagem do genoma de
370 Mb e predicdo de 21.799 genes codificadores de proteinas (LAING et al., 2013);
e McMaster, com predicdo de genoma de 320 Mb e 23.610 genes codificadores de
proteinas (SCHWARZ et al., 2013). O genoma do parasita H. contortus é diploide e
apresenta composi¢cdo cromossomica 2n = 11, XO em machos e 2n = 12, XX em
fémeas (REDMAN et al., 2008).

Esse nematoide possui reproducéo dioica e poliandrica, em que cada fémea
acasala-se com pelo menos 4 machos. Devido a poliandria e ao grande tamanho
efetivo da populacdo, esse nematoide possui alta diversidade genética (GILLEARD,
2013; EMERY; HUNT; JAMBRE, 2016; DEY et al., 2018). Gilleard (2013) estimou

gue, considerando taxa de 2,1 mutagbes por genoma por geracao, prolificidade de
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2.000 ovos por fémea parasita por dia, parasitismo de cada hospedeiro por 500
fémeas e rebanho ovino com 500 animais infectados, serdo produzidos 500 milhdes
de ovos de H. contortus por dia. Dessa maneira, existe a possibilidade de que uma
nova mutacdo ocorra em cada nucleotideo do genoma do parasita a cada dia, nesse
rebanho. Se aliado a alta capacidade de gerar mutagdo, os parasitas estiverem sob
pressao de selecdo pelo uso de anti-helminticos, as muta¢cdes de resisténcia podem

aumentar em frequéncia e fixarem-se na populagcédo (GILLEARD, 2013).

2.3. Anti-helminticos

O principal modo de controle de helmintos é pelo uso de anti-helminticos. No
Brasil, ha cinco classes de anti-helminticos comerciais: benzimidazois,
imidazotiazois, salicilanilidas, lactonas macrociclicas e derivados de
aminoacetonitrila (AADs). No mercado internacional, h4 ainda os espiroinddis
(KAMINSKY et al., 2013), os quais ndo foram licenciados para a venda no Brasil até
o momento. A escolha do anti-helmintico para uso nos rebanhos baseia-se em
custo, disponibilidade, controle concomitante de outros parasitas e eficacia, mas, ha
alguns anos, foi reportado predominio do uso das lactonas macrociclicas nos
rebanhos ovinos do estado de S&o Paulo (VERISSIMO et al., 2012).

Os primeiros anti-helminticos utilizados foram o sulfato de cobre, em 1881, e o
tetracloreto de carbono, em 1926. Posteriormente, em 1940, a fenotiazina e a
piperazina comecaram a ser utilizadas para o controle de nematoides
gastrointestinais. Duas décadas depois, iniciou-se o0 desenvolvimento de anti-
helminticos de amplo espectro de atividade, que eram bastante vantajosos em
relacdo aos primeiros existentes, por serem mais seguros e eficazes contra uma
ampla variedade de helmintos nematoides, pela possibilidade de administracdo em
esquemas versateis e por apresentarem menor toxicidade (ADAMS, 2003;
SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2014). Surgiram ent&o anti-helminticos de amplo
espectro de trés grupos farmacolégicos com diferentes mecanismos de acdo: os
benzimidazodis, os imidazotiazois e as lactonas macrociclicas (MARTIN, 1997). Nas
duas ultimas décadas, foram desenvolvidos dois medicamentos novos: 0
monepantel (do grupo dos AADs) e o derquantel (do grupo dos espiroinddis). Eles
sdo eficazes mesmo em rebanhos com resisténcia aos demais grupos de anti-
helminticos (KAMINSKY et al., 2008b; LITTLE et al, 2011). Antes do
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desenvolvimento desses novos produtos, o estado de resisténcia era alarmante no
mundo todo (KAPLAN; VIDYASHANKAR, 2012), e, em muitas propriedades,
nenhum produto quimico era eficaz no controle dos helmintos gastrintestinais de
ovinos (VERISSIMO et al., 2012).

Os anti-helminticos de amplo espectro sédo classificados de acordo com o seu
mecanismo de ac¢éo, sendo que, de forma geral, estdo divididos em dois grupos: 0s
gue agem nos canais i6nicos da membrana celular (atuando de forma rapida) e os
que agem nos processos bioquimicos celulares (atuando lentamente) (LECOVA et
al., 2014). De forma geral, podem interferir na producdo de energia, ha coordenacao
neuromuscular e na dindamica microtubular, causando eliminagcdo dos parasitos
devido & inanicdo ou a paralisia (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2014).

2.3.1. Benzimidazo6is (BZs)

Os anti-helminticos do grupo dos benzimidazéis surgiram com o0
desenvolvimento do tiabendazol, em 1961 (ADAMS, 2003; HOLDEN-DYE;
WALKER, 2007). O mecanismo de acao desse grupo consiste na afinidade a uma
proteina estrutural, a B-tubulina. O anti-helmintico, ao se ligar a B-tubulina, impede
sua dimerizagdo com a a-tubulina, interferindo no seu padrédo de polimerizacdo para
formacdo dos microtibulos (ADAMS, 2003; SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI,
2014). Uma vez que os microtubulos sdo essenciais para varios processos celulares,
0s benzimidazoéis interrompem processos vitais para funcdo celular e,
consequentemente, provocam déficit energético por destruicdo das células
intestinais e inibicdo da producdo de ovos (ADAMS, 2003; SPINOSA; GORNIAK;
BERNARDI, 2014).

2.3.2. Imidazotiazodis

Os imidazotiazois foram comercializados a partir de 1965. O tetramisole foi o
primeiro principio ativo desse grupo, seguido pelo levamisole. Essas substancias
sdo absorvidas pela cuticula do helminto e atuam em seus receptores nicotinicos
sinapticos e extrassinapticos das membranas das células musculares, induzindo a
abertura dos canais i6nicos. Essa abertura leva ao aumento da conducéo de sédio e

provoca a despolarizacdo da membrana. S&o, portanto, considerados agonistas
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colinérgicos, e provocam contracdo muscular e paralisia espastica dos parasitas,
que sao posteriormente eliminados do hospedeiro (MARTIN, 1997; HOLDEN-DYE;
WALKER, 2007; SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2014).

2.3.3. Lactonas macrociclicas (MLSs)

As lactonas macrociclicas constituem a mais importante familia de anti-
helmiticos, devido a sua grande utilizacdo. S&o bastante aceitas no mercado por
razBes econbmicas e devido a alta eficacia, ao amplo espectro de acdo e a baixa
toxicidade. Além disso, € 0 Unico grupo de anti-helminticos que pode ter acéo
endectocida (MCCAVERA; WALSH; WOLSTENHOLME, 2007; PRICHARD;
ROULET, 2007). Elas penetram nos parasitas supostamente por absorcao
transcuticular ou por via oral nos helmintos hematéfagos (SPINOSA; GORNIAK;
BERNARDI, 2014).

Esse grupo de medicamento atua especificamente em receptores de canais
idnicos de cloreto mediados por glutamato (GIuCIRs) expressos em neurdnios e
células musculares dos nematoides (CULLY et al., 1994; KOTZE et al., 2014),
potencializando esses canais de forma irreversivel. O aumento da permeabilidade
de ions Cloro (CI) leva a inibicAo da atividade neuronal e contragdo muscular,
promovendo paralisia e morte do parasita (KOTZE et al.,, 2014). Em baixas
concentragdes, potencializa o efeito do glutamato, e em altas concentragdes, abre
0s canais mediados diretamente pelo glutamato (MARTIN, 1997).

As lactonas macrociclicas também atuam, de forma secundaria, nos receptores
de canais id6nicos de cloreto mediados por acido gama-aminobutirico (GABA) e
glicina (Gly), quando em concentragcbes muito altas (ADELSBERGER; LEPIER;
DUDEL, 2000; KOTZE et al., 2014).

2.3.4. Derivados de aminoacetonitrila (AADs)

O grupo de anti-helminticos derivados de aminoacetonitrila surgiu
recentemente como uma solucdo para rebanhos que apresentavam multiresisténcia
(KAMINSKY et al., 2008a), o que representa um problema global crescente. O
monepantel € o representante desse grupo, e foi introduzido no mercado na Nova
Zelandia, em 2009 (HOSKING et al., 2010) e, no Brasil, em 2012.
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2.3.4.1. Monepantel

O medicamento monepantel (formula quimica mostrada na Figura 2) é eficiente
contra nematoides multi-resistentes, devido ao seu diferente modo de acao
(RUFENER et al., 2009; KOTZE et al., 2014).

Figura 2. Estrutura quimica do monepantel: [N-[(2S)-2-cyano-1-[5-cyano-2-
(trifluoromethyl)phenoxy]propan-2-yl]-4-(trifluoromethylsulfanyl)benzamide].
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Fonte: ABONGWA et al., 2017.

Essa molécula no receptor nicotinico nAchR da subfamilia DEG-3, encontrado
apenas em nematoides. Em H. contortus, o monepantel liga-se a subunidade MPTL-
1 desse receptor e leva a sua abertura de maneira irreversivel (BAUR et al., 2015). A
Figura 3 mostra a interacdo do monepantel com o receptor-alvo em H. contortus, o
Hco-MPTL-1 (KOTZE et al.,, 2014), agindo como agonista desse canal ibnico,
levando a hipercontracdo e consequente paralisia espastica do nematoide
(SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2014). Ap6s estudo com outras espécies de
nematoides, Rufener e seus colaboradores (2010) sugeriram que, além do MPTL-1,

a subunidade DES-2 pode ser um alvo secundario do anti-helmintico.
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Figura 3. Esquema da interacdo do anti-helmintico monepantel com o receptor-alvo
em Haemonchus contortus.
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Fonte: Adaptacéo de KOTZE et al., 2014.

Como citado anteriormente, os imidazotiazéis também agem como agonistas
de nAChR. Porém, esse grupo atua em subunidades distintas do receptor
(RUFENER et al., 2010).

Foi verificado que o monepantel possui baixa toxicidade e boa tolerabilidade
para ruminantes, com meia vida terminal de 215 horas (KAMINSKY et al., 2008a). O
fabricante do medicamento (Novartis Saude Animal) recomenda caréncia de 7 dias
para abate e ndo recomenda a utilizacdo em animais produtores de leite para

consumo humano.

2.4. Resisténcia anti-helmintica

A resisténcia é um evento evolutivo no qual alguns individuos sobrevivem aos
tratamentos, reproduzem-se e transmitem seus genes a proxima geracdo
(ECHEVARRIA, 1996; GRIFFITHS et al., 1998). Como consequéncia, ap0s poucas
geracbes, a frequéncia de individuos resistentes aumenta na populacéo
(BLACKHALL; PRICHARD; BEECH, 2008) e leva a falha nos tratamentos anti-
helminticos (BEECH, 2008).
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Cavalcante e colaboradores (2009) definiram resisténcia parasitaria como o
fendmeno que impede um farmaco de manter a mesma eficacia contra os parasitas,
se utilizado nas mesmas condi¢bes e apds um determinado periodo de tempo. Ja
Coles e colaboradores (1992) sugeriram que a resisténcia esta presente quando a
eficdcia da dose terapéutica normal esta abaixo de 95%.

A maioria dos produtores ndo adota o esquema de vermifugacdo seletivo ou
estratégico e nao realiza de forma adequada a alternancia dos grupos quimicos.
Com isso, os parasitas desenvolvem resisténcia aos farmacos disponiveis no
mercado muito rapidamente (MOLENTO, 2005). Como o processo de
desenvolvimento dos farmacos anti-helminticos leva muito mais tempo que o
processo de surgimento da resisténcia, e ainda a reversdo da resisténcia é
extremamente lenta ou até impossivel (ROOS et al., 2004), é imprescindivel retardar
0 aparecimento da resisténcia, a fim de que os anti-helminticos permanegam
efetivos por periodos mais longos. Dessa maneira, além da utilizacdo correta dos
anti-helminticos, estratégias devem ser buscadas para o controle da verminose e
para a deteccéo precoce da resisténcia. Coles et al. (2006) publicaram uma revisao
contendo véarios métodos utilizados para deteccéo de resisténcia anti-helmintica, tais
como: teste de reducao na contagem de ovos nas fezes, teste de eclodibilidade de
ovos, teste de desenvolvimento larval, testes moleculares, testes de eficacia
controlados e testes in vitro.

Os primeiros relatos do surgimento de resisténcia anti-helmintica foram feitos
em 1964, logo apds a comercializacdo do tiabendazole (PRICHARD, 1994). Gopal,
Pomroy e West (1999) fizeram o primeiro relato de resisténcia a ivermectina em um
isolado de T. colubriformis na Nova Zelandia.

Sczesny-Moraes, Bianchin e Silva (2010) relataram que os primeiros registros
de resisténcia a anti-helminticos no Brasil surgiram nos anos 60, tendo o primeiro
caso ocorrido no Rio Grande do Sul, em 1967, com resisténcia de H. contortus ao
tiabendazole. Amarante et al. (1992) constataram resisténcia multipla ao oxfendazol,
levamisol e ivermectina na maioria das propriedades estudadas no Estado de Sé&o
Paulo, sendo Trichostrongylus resistente ao levamisol e Haemonchus aos trés anti-
helminticos testados (oxfendazol, ivermectina e levamisol).

H. contortus tem propensdo muito alta para desenvolver resisténcia a anti-
helminticos. E a espécie parasita que desenvolveu resisténcia mais rapidamente e
em que a resisténcia é mais difundida (KAPLAN, 2004; GILLEARD, 2013). O H.
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contortus ja adquiriu resisténcia a todas as clases de anti-helminticos desenvolvidas
(KOTZE; PRICHARD, 2016) e gracas a essa propensao e também a sua importancia
econbmica, seus mecanismos, genética, diagnostico e manejo da resisténcia anti-
helmintica sdo bastante estudados (PRICHARD, 2001; GILLEARD, 2006;
WOLSTENHOLME; KAPLAN, 2012).

2.4.1. Resisténcia anti-helmintica ao monepantel

O monepantel foi desenvolvido em 2008 na Nova Zelandia e era o
medicamento mais efetivo contra nematoides multi-resistentes as classes de anti-
helminticos disponiveis no mercado (HOSKING et al., 2010; KAMINSKY et al., 2011,
GEORGE et al., 2012; SAGER et al.,, 2012). Porém, assim como para as antigas
classes de anti-helminticos (JAMES; HUDSON; DAVEY, 2009), recentemente foram
relatados os primeiros casos de resisténcia ao monepantel em caprinos na Nova
Zelandia (SCOTT et al., 2013) e em ovinos no Uruguai (MEDEROS; RAMOS;
BANCHERO, 2014) e na Holanda (VAN DEN BROM et al., 2015). Atualmente,
existem outros relatos de resisténcia ao monepantel na Australia (SALES; LOVE,
2016), no Brasil (CINTRA et al., 2016; ALBUQUERQUE et al., 2017; FLAVIA DA
SILVA et al., 2018) e no Reino Unido (HAMER et al., 2018).

Scott et al. (2013) observaram, em caprinos e ovinos, eficacia de 0% do
monepantel para Teladorsagia circumcincta, 9,0% para Trichostrongylus
colubriformis e 48% para Oesophagostomum venulosum. Ainda, n&o foi
demonstrada nenhuma eficacia contra Capillaria spp, Trichuris spp e Strongyloides
spp. Porém, ndo existem relatos de atividade do monepantel contra esses parasitas.

J4 Mederos, Ramos e Banchero (2014), no Uruguai, realizaram o teste de
reducdo de ovos nas fezes para investigar a suspeita de ineficiéncia do anti-
helmintico em duas criacBes de ovinos. Nesse caso, o principal helminto envolvido
foi Haemonchus spp.

O terceiro relato de resisténcia ao monepantel ocorreu na Holanda (VAN DEN
BROM et al., 2015) em uma criacdo de ovinos. Nesse pais, o monepantel foi
introduzido em 2011 e em 2014 essa propriedade ja estava tendo problemas com
cordeiros doentes e mortalidade de 131 animais apés 10 dias do tratamento. Apos
teste de reducgéo de ovos nas fezes foi observada eficacia de 0%, e, na coprocultura,
100% das larvas obtidas eram de Haemonchus spp.
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Nos trés trabalhos que pesquisaram e confirmaram resisténcia anti-helmintica
do monepantel em helmintos parasitas de animais a campo (SCOTT et al., 2013;
MEDEROS; RAMOS; BANCHERO, 2014; VAN DEN BROM et al., 2015) ndo foram
realizados estudos moleculares para melhor entendimento do mecanismo genético
da resisténcia.

A resisténcia ao monepantel foi registrada em condi¢cdes experimentais em
Caenorhabditis elegans e H. contortus, antes da sua introdugdo em 2009. Foi
induzida a resisténcia in vitro com exposicao das larvas a subdosagens do
medicamento e 0 mecanismo de acéo proposto estava relacionado aos genes das
subunidades do receptor nAChR. Assim, foi sugerido que mesmo que esse
medicamento tenha demonstrado ser altamente efetivo, seria importante utiliza-lo de
forma consciente e associado a outras medidas de controle para evitar o
aparecimento da resisténcia (KAMINSKY et al., 2008a).

Recentemente, o gene mptl-1 foi examinado em isolados susceptiveis ou
altamente resistentes ao monepantel e foi encontrada uma mutagdo muito frequente
em larvas L3 resistentes: a retencéo do intron 15, levando a formacdo de um stop
codon prematuro e a producdo de uma proteina truncada. O sequenciamento do
intron 15 a partir do DNA gendémico de larvas L3 mostrou poucos SNPs nos isolados
susceptiveis. Ja nos isolados resistentes, 66% dos parasitas também apresentaram
poucos SNPs, e o restante apresentou, no minimo, 17 SNPs. Além desta, outras
mutacdes foram encontradas: exclusdo dos éxons 4 e 12, delecéo de 2 nucleotideos
na juncdo éxon 15 — éxon 16, um SNP no éxon 7 e uma delecdo de um Uunico
nucleotideo no éxon 7 (BAGNALL et al., 2017).

Os estudos moleculares que objetivam entender melhor os mecanismos de
aquisicao da resisténcia anti-helmintica sdo muito importantes, pois permitem a
producdo de drogas com novos alvos para o controle parasitario e identificacdo de

marcadores moleculares para o monitoramento da resisténcia.

2.5. Epigenética

As modifica¢des epigenéticas sdo responsaveis pelo controle da expressao dos
genes e pela diferenciacdo celular e tecidual. O termo epigenética foi inicialmente
utilizado por Conrad Waddington, em 1942, para descrever as interagcdes de genes

com o meio ambiente (TOST, 2008). Atualmente, a epigenética é definida como o
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estudo de alteracdes estaveis, que produzem um fenoétipo herdavel, que influenciam
a expressao génica, mas que ndo sdo mediadas pela sequéncia de DNA (LIEB et
al., 2006; BERGER et al., 2009; FINGERMAN et al., 2013). A epigenética, apesar de
estavel e herdavel, € modificavel de maneira reversivel e Unica a cada tipo celular
(OHGANE; YAGI; SHIOTA, 2008). Assim, apesar de todas as células de um
individuo possuirem a mesma informagdo genética, elas sdo capazes de se
diferenciar e dar origem aos mais diversos 0Orgaos e tecidos. Isso se deve as
diferencas nos padrfes de expressao génica em cada linhagem celular regulado por
fatores de transcricdo especificos e pelo estabelecimento de marcas epigenéticas
(REIK, 2007).

As modificacdes epigenéticas sdo classificadas em quatro grandes classes:
conformacdo da cromatina e posicionamento dos nucleossomos; modificacées do
DNA (metilagdo de citosina); modificacbes pods-traducionais das histonas; e
regulacdo génica associada aos RNAs nédo-codificantes (ncRNAs) (FINGERMAN et
al., 2013).

A metilacio do DNA participa na regulacdo da expressao génica, no
silenciamento de elementos repetitivos, na estabilidade cromossémica e como um
sinal epigenético de memoria transmitido durante a replicacdo do DNA (PAULSEN,;
TIERLING; WALTER, 2008; BLOMEN; BOONSTRA, 2011). A metilacdo ocorre pela
adicao, por ligacdo covalente, de um grupamento metil (-CH3) na posicédo 5 do anel
pirimidico de uma citosina, transformando-a em 5-metil-citosina (5mC), pela acao
das metiltransferases de DNA (DNMTs): DNMT1 e 3 (Figura 4). Essas
metiltransferases catalisam a transferéncia de um grupo metil de S-adenosil-L-
metionina (SAM), um precursor de metil, para as citosinas em dinucleotideos CpG. A
DNMT 1 tem funcdo de manutencdo da metilacdo do DNA, realizando a adi¢cdo do
grupamento metil a citosinas presentes em fitas de DNA hemimetiladas (Figura 4A).
A DNMT 3 apresenta funcao de metilacdo de novo do DNA, sendo responséavel pela
metilacdo da dupla-fita de DNA ndo metilada (Figura 4B). A metilacdo do DNA tem
muitos papéis em varios processos celulares e, normalmente, resulta em
silenciamento genético transcricional e inativacdo génica (MATHEWS; JANUSEK,
2011; HARDY; TOLLEFSBOL, 2011; NICIURA, 2015).
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Figura 4. Funcao das metiltransferases de DNA: DNMT 1 e DNMT 3.

Replicagao

Metilagao de novo

Legenda: Em roxo esta representado a fita-dupla de DNA e em circulos laranjas, os
grupamentos metil. Em (A) esta ilustrada a funcdo da DNMT 1 de manutengédo da metilagdo
apos a replicacao do DNA e em (B), a funcdo da DNMT3 de metilagdo de novo. Fonte:
NICIURA, 2015.

A DNMT 2 foi assim denominada devido a sua clara homologia de sequéncia
as metiltransferases de DNA. Porém, ela funciona como metiltransferase de RNA
transportador (tRNA) e parece ter pouca funcdo de metilacdo do DNA (GOLL et al.,
2006; PAULSEN; TIERLING; WALTER, 2008; JELTSCH et al., 2016).

As modificacbes de histonas ocorrem tipicamente como modificacdes poés-
traducionais na extremidade N-terminal das histonas. Essas modificagdes incluem
acetilacao, metilacédo, fosforilagéo, biotinilacdo e ubiquitinacéo, dentre outras, e séo
essenciais durante o desenvolvimento. As metiltransferases (HMTs), desmetilases
(HDMs), acetiltransferases (HATs) e desacetilases (HDACSs) de histonas sédo as
enzimas que catalisam as principais modificacbes. As HMTs adicionam grupos metil
aos residuos de lisina e/ou arginina em histonas, e as HDMs removem esses grupos
metil. Ja as HATs catalisam a adi¢cdo de grupos acetil para os residuos de lisina de
histonas, enquanto as HDACs séo responsaveis pela remocdo desses grupos. A
metilacdo altera a hidrofobicidade e a basicidade do aminoacido sujeito a essa
modificacdo. A metilacdo de lisina pode causar ativacdo ou repressao da
transcricdo, enquanto a metilagcdo de arginina normalmente ativa a transcricdo. Ja a

hiperacetilacdo das histonas resulta na ativagdo de genes normalmente reprimidos,
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pois a carga positiva das lisinas fica neutralizada, o que leva ao “relaxamento” da
ligacdo DNA-histona, permitindo o acesso da maquinaria de transcricdo e
favorecendo, assim, a expressao génica. Aléem disso, a acetilacdo de lisinas propicia
0 recrutamento e a ligacdo de proteinas regulatdrias. Ao contrario, a hipoacetilacédo
resulta no silenciamento de genes (MATHEWS; JANUSEK, 2011; HARDY;
TOLLEFSBOL, 2011; NICIURA, 2015).

Apesar de suposi¢des sobre sua importancia (BEECH et al., 2011), ainda ndo
h& estudos em H. contortus que relatem associacdo da epigenética a resisténcia a

anti-helminticos.

2.5.1. Epigenética em nematoides

A auséncia de metilacdo do DNA ja foi reportada em C. elegans e outros nove
nematoides (GAO et al.,, 2012; PERFUS-BARBEOCH et al., 2014). Dessa forma,
assumia-se a inexisténcia dessa modificagdo nesse grupo de organismos.
Entretanto, foi confirmada a ocorréncia desse mecanismo epigenético nos
nematoides Trichinella spiralis (GAO et al., 2012) e Heterodera schachtii (HEWEZI et
al., 2017). Isso tornou interessante a investigacdo da ocorréncia de metilagdo do
DNA em H. contortus, o que ird permitir avancos no conhecimento para posterior
elucidacdo de sua participagcdo no mecanismo de desenvolvimento de resisténcia
anti-helmintica no parasita.

Diferentemente, ja foi relatada a ocorréncia de modificacdes de histonas em
alguns nematoides, como em C. elegans (KISHIMOTO; UNO; NISHIDA, 2018;
TABUCHI et al., 2018; WEINHOUSE et al., 2018), Meloidogyne incognita (PERFUS-
BARBEOCH et al., 2014) e Pristionchus pacificus (SOMMER et al., 2017; WERNER
et al., 2018).

O avanco no conhecimento de eventos epigenéticos de parasitas permite que
tais mecanismos tornem-se alvos de novas drogas para o controle parasitario, assim
como esta sendo feito para a esquistossomose (PIERCE et al., 2012; GUIDI et al.,
2018; PADALINO et al., 2018), a malaria (DIEDRICH et al., 2018; BOUCHUT et al.,
2019) e a tripanossomiase americana ou doenca de Chagas (CAMPO, 2016; ZUMA,
DE SOUZA, 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo central

O objetivo principal foi investigar os eventos epigenéticos em Haemonchus

contortus envolvidos no controle do desenvolvimento do parasita assim como no

estabelecimento da resisténcia ao anti-helmintico monepantel.

3.2. Objetivos especificos

Determinar in silico a ocorréncia de metilacdo de DNA e de modificacdes
de histonas em H. contortus;

Determinar por ELISA alteragcbes no perfil global de modificacdes de
histonas em larvas L3 de H. contortus;

Analisar a expresséo de genes envolvidos na maquinaria epigenética em
H. contortus em diferentes estagios do desenvolvimento (ovos, larvas L3
e adultos);

Comparar a expressdo de genes envolvidos na maquinaria epigenética
em H. contortus machos e fémeas adultos;

Analisar a expressao de genes envolvidos na maquinaria epigenética em
larvas L3 de H. contortus com fenotipos extremos de resisténcia ao
monepantel (sensivel e resistente);

Caracterizar os isolados resistentes de H. contortus quanto a retencéo
do intron 15 e a exclusédo do éxon 12 no processamento do mRNA do
gene mptl1;

Analisar a expressdo do gene mptll em larvas L3 de H. contortus com

fendtipos extremos de resisténcia ao monepantel (sensivel e resistente).
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4. METODOLOGIA

4.1. Investigacdes in silico de ocorréncia de metilacdo do DNA e de
modificagdes de histonas em Haemonchus contortus

4.1.1. Analise darazao CpG observada/esperada (GpGy/e) N0
transcriptoma de Haemonchus contortus

Foi determinada a distribuicdo da razdo CpG observada/esperada (CpGge) NO
transcriptoma de H. contortus para inferir o padrao de metilagdo do DNA de seu
genoma. Essa andlise da razdo CpGye € amplamente utilizada para medir
indiretamente o grau de metilacdo do DNA durante a evolugcdo (SAXONOV; BERG;
BRUTLAG, 2006; SUZUKI et al., 2007; WEBER et al., 2007; ELANGO et al., 2009;
GAVERY; ROBERTS, 2010; GLASTAD et al., 2011; FNEICH et al., 2013; PERFUS-
BARBEOCH et al., 2014). Ela é baseada no principio de que as citosinas metiladas
sofrem desaminacdo espontanea em timinas, o que leva a deplecdo gradual dos
dinucleotideos CpG ao longo do tempo (BIRD, 1980). Dessa forma, na observacgao
em gréafico da distribuicdo das razbes CpG,e de sequéncias analisadas, espécies
gue possuem genomas metilados apresentam distribuicdo bimodal, ou seja, dois
picos: um pico com sequéncias de baixa razdo CpGye, que corresponde a regides
hipermetiladas; e um pico com sequéncias com alta razdo CpGge, indicando as
regides hipometiladas. Por outro lado, espécies com genomas nao-metilados
apresentam pico Unico, ou unimodal, da razdo CpGge (ELANGO et al., 2009). Na
literatura (GAVERY; ROBERTS, 2010; GLASTAD, et al., 2011; FNEICH et al., 2013;
PERFUS-BARBEOCH et al., 2014), essa andlise da distribuicdo CpGge ja foi
utilizada para a predicéo, posteriormente confirmada com evidéncias experimentais,
da ocorréncia de metilacdo do DNA no genoma de diversas espécies. Como
exemplos, pode-se citar C. elegans (PERFUS-BARBEOCH et al., 2014),
Meloidogyne incognita (PERFUS-BARBEOCH et al., 2014) e Drosophila
melanogaster (GLASTAD, et al.,, 2011; PERFUS-BARBEOCH et al., 2014) que
possuem genomas ndo metilados e conteddo CpG unimodal normal; e Apis mellifera
(ELANGO et al., 2009; GLASTAD, et al., 2011, PERFUS-BARBEOCH et al., 2014),
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Biomphalaria glabrata (FNEICH et al., 2013) e Crassostrea gigas (GAVERY;
ROBERTS, 2010), que possuem genomas metilados e contetdo CpG bimodal.

Para tanto, no banco publico de expressed sequenced tags (EST) do NCBI
(NCBI-dbEST) para H. contortus
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/?term=haemonchus+contortus), foram
identificadas as ESTs do parasita que, em seguida, foram filtradas para as
sequéncias com tamanho = 500 pb (500:5000[Sequence Length];
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/?term=(Haemonchus+contortus%5BOrganism%?5
D)+AND+500%3A5000%5BSequence+Length%5D). A  razdo CpGge hessas
sequéncias foi determinada no CpG Island Promoter Detection (CpGProD;
http://doua.prabi.fr/software/cpgprod). Para sequéncias maiores de 1.000 pb, o
calculo da razdo CpGge foi feito no Sequence Manipulation Suite
(http://www.bioinformatics.org/sms2/cpg_islands.html), no EMBOSS Newcpgreport
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_newcpgreport/) e por meio da férmula

descrita por Shimizu, Takahashi e Tomita (1996) na Equacéo 1.
Equacao 1:

Ntmero de CpG w? , ;
CrGoe = — P X , sendo W o numero de nucleotideos
Numerode C X Nimerode G  W-1

A distribuicdo das razbes CpGge nO transcriptoma de H. contortus foram
analisadas no SAS por meio dos testes de normalidade de Kolmogorov —Smirnov (K-
S).

E importante destacar que essa metodologia foi baseada na literatura
(GAVERY; ROBERTS, 2010; FNEICH et al., 2013; PERFUS-BARBEOCH et al.,
2014), em que o uso de ESTs, naquele momento, justificava-se pela maior confianca
na qualidade dos dados de sequenciamento desse tipo de sequéncia em
comparacao a qualidade do sequenciamento de todo o genoma. Atualmente, o
sequenciamento apresenta maior rendimento, precisdo e profundidade e, portanto,
futuros estudos devem ser realizados para validar essa abordagem a partir da
observacédo da distribuicdo CpGoe NO genoma e ndo somente nas ESTs, separando

as sequéncias segundo sua anotacao (regides intergénicas, regides 5’ e 3’ e genes).
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4.1.2. Busca por proteinas com potencial fun¢cdo de metilacdo do DNA e
de modificacao de histonas em Haemonchus contortus

A busca por proteinas com potencial fungcdo de metilacdo do DNA e de
modificacao de histonas em H. contortus foi feita de duas formas. Inicialmente, foram
realizadas buscas no banco de dados UniProt pelas palavras-chave: “DNMT1”,
‘DNMT2”, “DNMT3”, “HMT”, “HDM”, “HAT” e “HDAC” para H. contortus, com o
objetivo de identificar sequéncias ja anotadas para o parasita. Posteriormente, foram
buscadas proteinas em H. contortus ortélogas as enzimas DNMT1, 2 e 3 e
modificadoras de histonas (HMTs, HDMs, HATs e HDACs) de outros organismos por
meio de BLAST reciproco (BLASTp), considerando os critérios descritos por Gao et
al. (2012) e Perfus-Barbeoch et al. (2014) de E-value<10™ e, no minimo, 30% de
alinhamento. Isso visou a identificacdo de outras potenciais sequéncias que ainda

nao estavam anotadas para H. contortus.

4.2. Procedimentos parasitolégicos

4.2.1. Caracterizacdo dos isolados de Haemonchus contortus utilizados

nas analises

As analises moleculares realizadas neste trabalho envolveram a obtencéo de
H. contortus em trés estagios do ciclo de vida (ovos, larvas L3 e adultos) e de larvas
L3 com fendtipo extremo de susceptibilidade ao anti-helmintico monepantel
(sensiveis e resistentes). Os isolados de H. contortus utilizados para a infeccao
artificial dos ovinos do rebanho da Embrapa Pecuéaria Sudeste, permitindo a
recuperacdo dos ovos e larvas L3 utilizados neste trabalho, estdo descritos neste
toépico. Ja os parasitas adultos foram obtidos a partir de ovinos abatidos em
frigorifico comercial e ndo foi possivel obter informagdes sobre o histérico de

vermifugacao desses hospedeiros.
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4.2.1.1.1solados sensiveis ao monepantel

Um dos isolados de H. contortus analisado foi o Embrapa2010 (CHAGAS et al.,
2013), originalmente coletado no rebanho ovino da Embrapa Pecuaria Sudeste,
mantido desde 2006 e isolado em 2010. E caracterizado como resistente ao
benzimidazol (20% de eficacia), a ivermectina (52%), a moxidectina (85%) e ao
levamisol (93%) e susceptivel ao closantel (100%) e ao monepantel (100%). Esse
isolado esté registrado no Consortium for Anthelmintic Resistance and Susceptibility
(CARS).

Outro isolado analisado foi Echevarria, com origem no estado do Rio Grande
do Sul, susceptivel a todos os anti-helminticos (ECHEVARRIA; ARMOUR; DUNCAN,
1991).

4.2.1.2.1solados resistentes ao monepantel

Um isolado de H. contortus resistente ao monepantel utilizado nas andlises foi
o Botucatu (ALBUQUERQUE et al., 2017). Esse isolado foi obtido a campo e cedido
pelo Prof. Dr. Alessandro Amarante da UNESP de Botucatu.

Além disso, devido a outro experimento realizado por nosso grupo de estudo
(NICIURA et al., 2018), cujo objetivo era induzir a resisténcia ao monepantel atraves
do cruzamento entre parasitas com fenotipos extremos de resisténcia (REDMAN et
al., 2012), foi realizado o intercruzamento entre o isolado sensivel Embrapa2010
(CHAGAS et al., 2013) e o isolado resistente Botucatu (ALBUQUERQUE et al.,
2017). Na terceira geracao de descendentes desse cruzamento, foram recuperados
parasitas resistentes ao monepantel que também foram utilizados nos ensaios

moleculares realizados no presente estudo.

4.2.2. Infeccao artificial e contagem de ovos por grama de fezes (OPG)

Para recuperacgéo de ovos e de larvas no estagio L3, foi necessaria a infecgédo
artificial de ovinos hospedeiros, provenientes do rebanho da Embrapa Pecuaria
Sudeste, com os isolados descritos na secdo 4.2.1. Antes do inicio dos
experimentos, o projeto foi submetido & avaliacéo e aprovacdo pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Pecuaria Sudeste (protocolos no. 06/2015 e
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03/2017 - ANEXO 1), e os ovinos hospedeiros utilizados foram monitorados pelo
Médico Veterinario responsavel técnico pelo rebanho.

A infeccdo artificial foi realizada oralmente com, aproximadamente, 4.000
larvas infectantes (L3) de H. contortus. Para acompanhar o processo de infecgcao
experimental e constatar o estabelecimento da infeccao, foi realizada a contagem de
ovos por grama de fezes (exame de OPG) (UENO; GONCALVES, 1998). Esse
exame (Figura 5) consiste na maceracdo de 2 gramas de fezes (coletadas
diretamente da ampola retal dos ovinos) em 28 mL de solucdo saturada de cloreto
de sodio e avaliagdo em Camara McMaster. O OPG foi obtido pela multiplicacdo do

namero total de ovos de estrongilideos por 50.

Figura 5. Exame de contagem de ovos por grama de fezes (OPG).

28 mL
- e Preencher 2 células
» Camara McMaster
e
| o o ‘
1L Sol. Saturada 2g fezes Homogeneizar Coar Numero de ovos x 50 = OPG
(3759 sal)

Fonte: MOLENTO; NICIURA; CHAGAS, 2011, p. 120.

4.2.3. Coleta de Haemonchus contortus nos estagios de ovos, larvas

infectantes (L3) e adultos

4.2.3.1. Recuperacdao e quantificacdo de ovos

Para a recuperacao de ovos de H. contortus, fezes dos ovinos foram coletadas
diretamente da ampola retal ou utilizando bolsas coletoras. As fezes recuperadas
foram maceradas, umedecidas com agua morna (~40°C) e filtradas em quatro
peneiras consecutivas de malha de 1 mm, 105 ym, 55 ym e 25 pym. Os ovos ficaram
retidos na ultima peneira (de 25 pym) e foram lavados com agua destilada, com
auxilio de uma pisseta. A seguir, foram transferidos para tubos de 50 mL,
centrifugados a 1.100 xg por 5 minutos e, apds descarte do sobrenadante, foi
adicionada solucédo salina saturada para a suspensao dos ovos. Foram realizados

vérios ciclos de centrifugacdo seguidos de recuperacdo do sobrenadante, até que a
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suspensao ficou limpa. Apos a ultima centrifugacdo, o sobrenadante foi despejado
na peneira de 25 ym, e os ovos foram lavados com agua destilada e transferidos
para um béquer. A seguir, os ovos foram quantificados em microscopio Optico
(Figura 6), por meio da contagem do numero de ovos presentes em 10 aliquotas de
10 pL da suspenséao. O volume contendo cerca de 30.000 ovos foi transferido para
um célice de decantacdo, no qual ficaram por cerca de 30 minutos a temperatura
ambiente (até 22°C). Os ovos decantados foram coletados e transferidos para
criotubos (em pools de 30.000 ovos), imediatamente congelados em nitrogénio

liguido e armazenados a -80°C até o procedimento de extracdo de RNA.

Figura 6. Ovos de Haemonchus contortus apds a recuperacao Vistos por
microscépio (aumento 100x).

[+]
| E 3
- g. %

Fonte: Autor.

4.2.3.2. Recuperacao e quantificacao de larvas infectantes (L3)

Para a recuperacdo de larvas infectantes (L3) de H. contortus, foi realizada a
coprocultura (ROBERTS; O’SULLIVAN, 1950). Esse procedimento (Figura 7)
consiste no cultivo das fezes de ovinos por 7 a 8 dias em estufa BOD a 27°C, para
gue os ovos eclodam e as larvas se desenvolvam do primeiro ao terceiro estagio
larval. As larvas L3 foram coletadas em agua, quantificadas em microscopio 6ptico
(Figura 8), pelo mesmo procedimento realizado para a quantificacdo de ovos, e
coletadas em pools de 30.000 em criotubos. Esses tubos foram imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até os procedimentos de

extracdo de RNA ou de histonas.
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Figura 7. Coprocultura para recuperacao de larvas infectantes (L3) de Haemonchus
contortus.

agua

B.0.D. 2a3
7a8dias horas

Macerado de Saida das larvas para a placa de
fezes Petri e recuperagio com auxilio
de pipeta

Legenda: Em marrom, as fezes de ovinos; em azul, agua; em pontilhado preto, o fluxo das larvas

(para o exterior do copo). Fonte: Autor.

Figura 8. Larvas no estagio infectante (L3) de Haemonchus contortus recuperadas
apos 7 a 8 dias de coprocultura vistas por microscépio (aumento 100x).

Fonte: Autor.

4.2.3.3. Recuperacao e sexagem de adultos

Parasitas adultos foram coletados do abomaso de ovinos ap6s 6bito ou abate.
Para a necropsia parasitolégica (MOLENTO; NICIURA; CHAGAS, 2011), a cavidade
abdominal do ovino foi aberta com cuidado, as extremidades do abomaso foram
amarradas, e esse o0rgao foi retirado, acondicionado em saco plastico e enviado ao
laboratério para processamento imediato. O abomaso foi aberto na sua curvatura
maior, o conteudo foi disposto em um balde e lavado em agua corrente com baixa
pressdo. A seguir, o conteudo foi transferido para uma bandeja com agua morna
para a recuperacdo dos espécimes com auxilio de pincel ou espatula. Os adultos
foram, entdo, separados entre machos e fémeas (Figura 9) com o auxilio de uma

lupa.
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Figura 9. Parasitas adultos macho e fémea de Haemonchus contortus vistos por
lupa (aumento 30x).

Abertura vulvar

Bursa copulatdria

e
Espicula——>

:
N

Legenda: Em (A) esta sendo mostrada a bursa copulatéria e as espiculas de H. contortus macho e
em (B), a abertura vulvar da fémea. Fonte: Autor.

Para que nao fossem extraidas biomoléculas de ovos contidos no Gtero das
fémeas adultas, essas foram cortadas ao meio, e a extremidade contendo o utero foi
descartada. Esses parasitas foram coletados em pools de 15, imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até os procedimentos de

extracdo de RNA ou de histonas.

4.3. Procedimentos laboratoriais

4.3.1. Investigagdo molecular de ocorréncia de modificagdes de histonas
em Haemonchus contortus

4.3.1.1. Extracdo, quantificacéo e eletroforese de proteinas

Extracdo de proteinas

Para extracdo das histonas (SHECHTER et al., 2007), a partir de H. contortus

nos estagios de L3 e adultos, foi realizada maceracdo em nitrogénio liquido, até que
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fossem reduzidos a p6é (WANG et al., 2016). O macerado foi recuperado com 1 mL
de tampé&o de lise hipotonico, que consistia em Tris-HCI pH 8,0 a 10mM, KCl a 1mM,
MgCl, a 1,5 mM, DTT a 1 mM e inibidores de proteases (AEBSF a 2mM, aprotinina a
0,3 puM, bestatina a 130 uM, EDTA a 1 mM, E-64 a 14 uM e leupeptina a 1 uM -
SIGMAFAST™ Protease Inhibitor Tablets da Sigma-Aldrich®, Cat. S8820),
fosfatases (Phosphatase Inhibitor Cocktail 1 e 2 da Sigma-Aldrich®, Cat. P2850 e
P5726, respectivamente) e desacetilases (butirato de sédio a 10 mM da Sigma-
Aldrich®, Cat. B5887), e incubado a 4°C com agitacdo por 30 minutos.
Posteriormente, a solucdo foi centrifugada a 10.000 xg por 10 minutos a 4°C, para
precipitacdo de nucleo celular. O sobrenadante foi descartado totalmente e o
precipitado foi ressuspendido em 400 uL de H,SO4 a 0,4 N. Essa solucao foi agitada
até que nao restassem aglomerados e incubada a 4°C com agitacdo por 2 horas. A
solucéo foi centrifugada a 16.000 xg por 10 minutos a 4°C, para precipitacdo dos
residuos nucleares, e o sobrenadante foi recuperado e transferido para novo tubo,
ao qual foram adicionados 132 pL de acido tricloroacético (TCA) 100%, gota a gota.
A homogeinizacéo foi feita por inverséo do tubo e a solucéo tornou-se leitosa, o que
indicou a presenca de histonas. Apés homogeinizacdo, a solucéo foi incubada em
gelo por 30 minutos, seguida de centrifugacdo a 16.000 xg por 10 minutos a 4°C, e 0
sobrenadante foi descartado com cuidado. O precipitado, contendo histonas, foi
lavado duas vezes com acetona gelada e por fim, ficou incubado em temperatura
ambiente até a secagem. A eluicdo foi feita com agua Milli-Q autoclavada.

As histonas de larvas no estagio L3 (amostra Al) foram extraidas a partir de
um pool de 60.000 individuos resistentes ao monepantel, recuperadas a partir de
dois ovinos diferentes, e de 60.000 sensiveis ao monepantel, recuperadas a partir de
dois ovinos diferentes, totalizando 120.000 larvas. J& as histonas de adultos
(amostra A2) foram extraidas a partir de um pool de 15 machos e 15 fémeas,

totalizando 30 parasitas.

Quantificac&o de proteinas

A quantificagdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976), cujo principio & de que o corante Coomassie Brilliant Blue G-
250 é vermelho em meio 4cido, verde em meio neutro e azul em meio basico. O

reagente de Bradford utilizado para a quantificacdo é uma solucdo acida de
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Coomassie Blue, que esta, portanto, na forma vermelha. Quando em contato com
proteinas, o Coomassie Blue liga-se a elas de forma estavel e torna-se azul. Essa
alteracdo da cor vermelha para azul é medida por espectrofotometro. Na auséncia
de proteinas, o corante € vermelho e a absorbancia maxima € de 470 nm, e na
presenca de proteinas, o corante € azul e a absorbancia maxima € de 595 nm.

Para a quantificacdo, foram adicionados 159 pL de agua, 40 pL do reagente de
Bradford (Bio-Rad®, Cat. 5000006) e 1 uL de amostra em cada poco de uma placa
de 96 pocos. Ao branco foram adicionados 160 pL de agua e 40 pL do reagente de
Bradford. Amostras e controles foram quantificados em triplicata. A placa foi
submetida a leitura da absorbancia em espectrofotbmetro iMark™ Microplate
Absorbance Reader, e a concentragdo foi calculada a partir da curva padréo
construida previamente (Equacédo 2) utilizando albumina sérica bovina (BSA), no
software MPM6 (Bio-Rad®).

Equacao 2:
Y =0,2 (£0,002) X X + 0,026 (£0,002) , sendo Y=absorbancia e X=concentragio.

A Equacéo 2 acima apresenta R? igual a 0,998.

Eletroforese de proteinas

Para a eletroforese de proteinas, com intuito de verificacdo de integridade, as
amostras proteicas foram preparadas com tampao laemmli, composto por glicerol,
dodecil sulfato de sédio (SDS) e azul de bromofenol. O glicerol atua deixando as
proteinas pesadas, de forma que ndo vazem do poc¢o durante a aplicacdo no gel; o
SDS confere carga negativa as proteinas; e o azul de bromofenol permite a
visualizacdo das amostras durante a eletroforese. No momento do uso, foi
adicionado DTT que é o um agente redutor de ligacdes dissulfeto.

As amostras foram incubadas a 100°C por 5 minutos para desnaturacdo e
submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE 15%. No primeiro poco foi colocado o
marcador Precision Plus Protein™ Standards Dual Color (Bio-Rad®). No segundo
poco foram colocados 8 pg de extrato de histonas de uma amostra teste (amostra
ATeste) (histonas extraidas a partir de 110.000 larvas L3 de H. contortus). No

terceiro poco foram colocados 3 pg de proteinas do extrato de histonas da amostra
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Al (120.000 larvas L3 de H. contortus). O extrato de histonas da amostra A2 nao foi
submetido a eletroforese, pois havia pouca quantidade de material. Devido a

pequena quantidade de proteinas, o gel foi corado com nitrato de prata.

4.3.1.2. ELISA de modifica¢cdes de histona H3

O EpiQuik Histone H3 Modification Multiplex Assay Kit (Epigentek, Cat. P-
3100-96) foi utilizado para detectar e quantificar até 21 padrdes modificados de
histona H3, mostrados na Figura 10. Essa figura fornece a informacéo de qual
anticorpo especifico para cada uma das modificacbes de histona H3 reveste cada

um dos pocos da placa.

Figura 10. Disposicéo de cada anticorpo especifico para cada uma das
modificacdes de histona H3 na placa do Epiquik™ Histone H3 Modification Multiplex
Assay Kit (Colorimetric) (Epigentek).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Assay Blank H3K4me2 H3K9me1 H3K9me3 H3K27me2 H3K36me1 H3K36me3 H3K79me2 H3KSac H3K18ac H3ser10P
control 5
ng
B Assay Blank H3K4me2 H3K9me1 H3K9me3 H3K27me2 H3K36me1 H3K36me3 H3K79me2 H3KSac H3K18ac H3ser10P
contral 5
ng
Cc Assay Blank H3K4me2 H3KSme1 H3K9me3 H3K27Tme2 H3kK36me1 H3K36me3 H3K79me2 H3KSac H3K18ac H3ser10P
control
25ng
D Assay Blank H3K4me2 H3K9me1 H3K9me3 H3K27me2 H3K36me1 H3K36me3 H3K79me2 H3KSac H3K18ac H3ser10P
control
25ng
E | TotalH3 HiK4me1 H3Kd4me3 | H3KOmeZ | H3K2Tmel H3K27me3 H3K38me2 H3KT9me1 H3K75me3 H3K14ac H3KSEac H3ser2aP
F Total H3 H3K4me1 H3Kd4me3 | H3KOme2 | H3K2Tmel H3K27me3 H3K36me2 H3KT9me1 H3K79me3 H3K14ac H3KSBac H3ser2apP
G | TotalH3 H3K4me1 H3K4me3 | H3KO9me2 | H3K2Tme1 H3K2Tme3 H3K36me2 H3KT9me1 H3K79me3 H3K14ac H3KSEac H3ser2apP
H | TotalH3 H3K4me1 H3K4me3 | H3KOme2 | H3K2Tme1 H3K2Tme3 H3K36me2 H3KT9me1 H3K79me3 H3K14ac H3KSEac H3ser2apP

Fonte: Protocolo fornecido pelo fabricante Epigentek.

Controles positivos (solugcdes controle fornecidas pelo fabricante; pocos Al,
B1l, C1 e D1 da Figura 10) e brancos (aos quais ndo foi adicionado extrato de
histonas nem solug&o controle; pogcos A2, B2, C2 e D2 da Figura 10) foram incluidos
na placa. No restante dos pocgos foram adicionados os extratos de histonas na
concentracédo de 100 ng/uL, em duplicata. Apos ligacéo especifica das histonas H3
modificadas ao anticorpo fixado no poc¢o correspondente, a placa foi lavada com
Wash Buffer 1x e foi adicionado o anticorpo de detecc¢éo (Detection Antibody). Esse

anticorpo conjugado a uma enzima, liga-se inespecificamente as histonas fixadas
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nos poc¢os pelo primeiro anticorpo. Posteriormente, foi realizada nova lavagem e foi
adicionado um reagente de desenvolvimento de cor (Developer Solution), que, na
presenca da enzima conjugada ao anticorpo de deteccéo, fica azul. Apds 4 minutos,
foi adicionada a solugdo Stop Solution, que interrompe a reagdo enzimatica,
alterando a cor da solugéo para amarelo. A absorbancia foi lida no comprimento de
onda de 450nm no espectrofotdometro Model 550 Microplate Reader (Bio-Rad®).
Devido a baixa quantidade e auséncia de verificacdo de integridade da
amostra do grupo de H. contortus adultos (A2), os resultados obtidos para essa

amostra foram desconsiderados.

Andlise dos resultados

A quantidade de histona modificada € proporcional a intensidade de

absorbancia e foi calculada segundo a Equacao 3, fornecida pelo fabricante.

Equacéo 3:

Quantidade de modificacao de H3
ou quantidade total de H3 — __(ODamostra= ODbranco)/$ x1000,
(Tlg/ug de proteina) ODcontrole positivo_ODbranco /P

sendo S a quantidade de proteina da amostra em ng (no caso, 100 ng) e P a quantidade de
proteina do controle positivo (foi considerado o controle positivo com maior concentragio de

proteina).

A porcentagem de cada modificagcdo de H3 foi calculada pela Equacéo 4,
também fornecida pelo fabricante, utilizando os resultados obtidos a partir da
Equacéao 3.

Equacao 4:

quantidade de modificacdo de H3

o Modificacio H3 = "
% de Modificagao H3 quantidade total de H3 x 100
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Os dados obtidos foram apresentados na forma de graficos de barras com
média + desvio padrdo. Foram desconsiderados os dados com alto desvio padréo
(SD>0,15).

4.3.2. Expresséo de genes relacionados a maquinaria epigenética e a
resisténcia ao monepantel em Haemonchus contortus

4.3.2.1. Extracéo, quantificacao e eletroforese de RNA

Extracdo de RNA

Para extracdo de RNA, a partir de H. contortus nos estagios de ovos, L3
(sensiveis e resistentes ao monepantel) e adultos (machos e fémeas), foi realizada
maceracdo em reagente Trizol (Invitrogen, Cat. 10296010) utilizando o Tissue
Ruptor Il (Qiagen®, Cat. 9002710). Apés incubacdo por 5 minutos em temperatura
ambiente (20°C), foram adicionados 200 pL de cloroférmio 99,8% (Neon, Cat.
02613). A solugéo foi homogeneizada em vortex e incubada a temperatura ambiente
por 2 a 3 minutos, seguida de centrifugacdo a 12.000 xg a 4°C por 15 minutos. O
sobrenadante, ou fase superior, foi recuperado em duplicata de 250 pL (resultando
em 500 pL no total), e o RNA foi purificado utilizando RNeasy Mini kit (Qiagen®, Cat.
74106). A esses 250 pL de sobrenadante foram adicionados 350 pL de tampéo RLT,
homogeneizando-se por inversao do tubo. A essa solucdo foram adicionados 625 L
de etanol absoluto (Merk Millipore, Cat. 100983), e os tubos foram novamente
invertidos para homogeinizacdo. Posteriormente, 612,5 puL dessa solucdo foram
transferidos para uma coluna de silica e submetidos a centrifugacdo a 11.710 xg por
20 segundos a 4°C. Esse procedimento foi repetido quatro vezes, para que todo o
conteudo da solugdo (2450 pL) passasse pela coluna de silica. A seguir, foram
adicionados 500 pL de tampdo RPE a coluna, que, a seguir, foi submetida a
centrifugacéo a 11.710 xg por 20 segundos a 4°C. Esse passo foi repetido uma vez,
e o tubo coletor da coluna foi trocado. Foi realizada nova centrifugacdo a 11.710 xg
a 4°C, agora por 2 minutos, para que a coluna secasse bem. A coluna foi transferida

para um microtubo de 1,5 mL e foram adicionados 50 pyL de agua a coluna de silica.
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Com uma centrifugacéo a 11.710 xg por 1 minuto a 4°C, o RNA que estava retido na
coluna foi eluido para o fundo do microtubo. O RNA extraido foi armazenado a -
80°C.

Quantificacdo de RNA

A quantificacdo de RNA foi realizada em NanoDrop® (Thermo Scientific), que
também permitiu a avaliacdo da pureza desse acido nucleico pelo fornecimento das
razdes de absorbancia 260/280 e 260/230, sendo que a primeira deve se aproximar

de 2,0 e a segunda pode variar de 1,8 a 2,2.

Eletroforese de RNA

A eletroforese de RNA foi feita para verificacdo da integridade das amostras.
Foram aplicados cerca de 500 ng de RNA de cada amostra, e essas foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose de 1,0 a 2,0% em tampé&o Tris-Borato-
EDTA (TBE) corado com brometo de etidio (0,1 pg/mL no gel), a 100V por 40
minutos. O gel foi visualizado em transiluminador UV utilizando o software ImagelLab

e documentado em fotodocumentador Gel Doc™XR (Bio-Rad®).

4.3.2.2. Tratamento do RNA com DNase

Todas as amostras de extrato de RNA foram tratadas com DNase 1 (Sigma-
Aldrich®, Cat. AMPD1) para que ndao houvesse detec¢cdo de DNA gendmico (gDNA)
no ensaio de PCR em tempo real. Em um microtubo de 0,2 mL livre de RNase,
foram adicionados 8 pL de RNA puro, na concentracao obtida pelo procedimento de
extracdo do RNA (com excecao das amostras que apresentavam mais de 600 ng/uL,
qgue foram submetidas a diluicdo 1:2), 1 pL de 10X Reaction Buffer e 1 pL de DNase
1 (1 unidade/pL). Apos homogeneizagédo, essa solugéo foi incubada em temperatura
ambiente (23°C) e ap6s 15 minutos, foi adicionado 1 pL de Stop Solution, para
inativacdo da DNase. Essa solugao foi incubada a 70°C por 10 minutos em
termociclador T100™Thermal Cycler (Bio-Rad®) para desnaturacéo tanto da DNase
guanto de estruturas secundarias do RNA. Assim, o RNA pode ser usado
imediatamente para o procedimento de sintese do DNA complementar (cCDNA).
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Para verificar se houve degradacdo de todo o DNA gendmico carreado nas
amostras, foi realizado o teste “RT minus” que consiste em submeter 2 uL do RNA
tratado com DNase ao ensaio de gPCR para um dos genes de referéncia desse

estudo.

4.3.2.3. Sintese do DNA complementar (cDNA)

O cDNA foi sintetizado pelo procedimento de transcricdo reversa, utilizando
SuperScript® Ill First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen®, 18080-400). Em
microtubos de 0,2 mL foram transferidos 6 pL do RNA tratado com DNase e
adicionados 1 pL de Annealing Buffer e 1 pL de oligo(dT)2o primers, que se alinham
a extremidade poli(A) do RNA mensageiro (mMRNA). Essa solucdo foi incubada a
65°C por 5 minutos no termociclador T100™Thermal Cycler (Bio-Rad®) e depois
incubada em gelo por 3 minutos. Posteriormente, foram adicionados a cada tubo 10
pL de 2X First-Strand Reaction Mix e 2 yL da SuperScript 1lI/RNaseOUT Enzyme
Mix. Apos homogeinizacdo e breve centrifugacdo, as amostras foram colocadas no
termociclador T100™Thermal Cycler (Bio-Rad®), onde foram incubadas a 50°C por
50 minutos, para que ocorresse a transcricdo reversa, e depois a 85°C por 5
minutos, para inativacdo da enzima. As amostras de cDNA foram resfriadas em gelo

e posteriormente armazenadas a -20°C.

4.3.2.4. PCR quantitativa apés transcricéo reversa (RT-gPCR two steps)

Delineamento de primers

Os primers foram delineados no programa Primer3 - v.0.4.0
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) e analisados pelos programas Netprimer
(http://www.premierbiosoft.com/NetPrimer/AnalyzePrimerServiet) e Oligoanalyzer
(https://lwww.idtdna.com/calc/analyzer) para verificacdo das condi¢cbes de formacao
de estruturas secundarias como hairpins e dimeros. Para verificar a especificidade
dos primers, as sequéncias foram submetidas a alinhamento pelo programa BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
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Foram selecionados 5 genes-alvo e 4 genes de referéncia (Tabela 2), que
foram sintetizados pela Exxtend (Paulinia — SP). Esses oligos foram diluidos em
Tampao Tris-EDTA (TE) (Invitrogen, Cat. 12090-015), que mantém o pH da solucéo

constante (pH 8,0) e protege os oligos da digestado por nucleases.

Tabela 2. Informacfes sobre 0s genes e seus primers correspondentes, escolhidos
para os ensaios de RT-gPCR.

Nome

Nome da Justificativa do par
proteina (D) de escolha de

primer

Tamanho do
Sequéncia do par de primer Localizagao  fragmento de
amplificagao

Gene (ID)

Detectar

Acetylcholine o F: TGGTATCCGATAAAATGCCTTC Exon 11
receptor P ca do MPTL1-
mptll/ acr-23H éxon 12 descrito 110
monepantel-1 em BAGNALL E12 .
(ACO48329.1) R: AACCATTGAAGCTGCTAATGTC Exon 12
etal. (2017)
. Flanqueiam o .
Acetylcholine mﬂon 15 F: CAAGTGCCGAAGAAGAGTTGC Exon 15
receptor ; MPTL1-
mptl1/ acr-23H monepantel-1 descrito em 115 113
o (AC0O48329.1) BAGE\‘Z‘S%)E‘ al. R: GACGAGTTATCCTCATCCGACA Exon 16
> —
S T';ﬁggﬁ‘é%”nj:ﬁm Ortélogo a F: CTCACCACGCTTTGAAAGACTC Exon 7
8 HCON_00060880 containing prtein Iitdcm:frhgsae TFIMJ - - 102
3 (CDJ92265.1) R: AGTGACGGAAGGACCATAAAGC Exon 8
Histone-lysine F: CAAACTCGGTCACAGCGTAAAG Exon 1
HCON_ooogge3p ~ Metylransferase HMT - 112
(CDJ86632.1) R: ACCTCCACGGAACCTTTGATAC Exon 1
Ortél C-5 =
DNA methylase (0099 % e F: GGATGCACTACGCTCTGAAAGA Exon1/
HCOI_01766700* domai;rgfe?;ai”i”g DNAmethylase  DNMT exon 2 108
(CDJ94056.1) de varios R: GCGTATTCGGAAAGTTGTAGGC Exon 2
organismos
and Glyceraldehyde-3P- Rse;sz:g(i)av F: GACTCCACTCATGGTCGTTTCA Exon 20
" dehydrogenase LECOVA et al GPD = 111
(HCO1_01760600%) (CDI92718.1) 201 R: GTCTTTGCTGTTGTGGACCTTG XN 20/
. (2015) éxon 21
g opi Glucose-phosphate Rse;:ff:gga F: TTGAAGGGAACCGTCCTACAAC Exon 13
@ " isomerase RUFENER et al. GPI = 141
g (HCOI 005512007 (CDJ95735.1) v ea R: CTCCCCACTGGTCATAGCTGTT ~ EX0n13/
© (2009) éxon 14
(] . A . B
° Fatty acid and Referéncia, F: TGCCAAGGACTATGCCAAGT Exon 2
2 far retinol binding segundo FAR 128
* tei LECOVA et al. B
g (HCOI_00909100%) (CDIBGBE5.1) 2015) R: TGAGTGCGTCGATCTTTCCC Exon 3
nebp Nuclear cap-binding Rsegj:gf F: CCGAGCAGATACCGAAAATGC Exon 7
protein subunit 2-like A NCBP 89
(HCOI_01743600%) (CDJ82645.1) oty R: CGAAGCCTGCATCATAGTCCA Exon 7

*identifica¢@o antiga, pois ndo foram encontrados novos identificadores. Legenda: KDM = desmetilase

de lisina. Fonte: Autor.

Os primers MPTL1-E12 e MPTL1-I115 (Figura 11), foram escolhidos porque
permitem a avaliacdo da expressao do gene Hco-mptl-1 em duas regides diferentes.
Esse gene é importante para o estudo de resisténcia do H. contortus ao monepantel,
pois foi visto que esta esté relacionada a alteracdes na sequéncia do gene Hco-mptl-
1 ou no processamento de seu mMRNA (RUFENER et al., 2009; BAGNALL et al,
2017). Bagnall e colaboradores (2017) observaram que a retengdo do intron 15 no

processamento do mRNA desse gene era a mutagdo mais frequente nos clones de
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cDNA sequenciados, preparados a partir de uma amostra de larvas de isolados
resistentes ao monepantel. Outra mutacdo, menos frequente, encontrada por esses
autores foi a exclusdo do éxon 12. Considerando que diversas outras mutacdes ja
foram relatadas nesse e em outros genes e associadas a resisténcia ao monepantel,
para saber se os isolados resistentes em estudo neste trabalho apresentam a
mutagcdo de retengdo do intron 15 ou de exclusdo do éxon 12, foi delineado,
respectivamente, o par de primers MPTL1-115 que flanqueia o intron 15 (que
apresenta 383 pb), e o par de primers MPTL1-E12, cujo primer reverse se alinha ao

éxon 12 (Figura 11).

Figura 11. Esquema da localizacdo de cada primer delineado para a quantificacéo
relativa da expresséo do gene mptll em H. contortus.

: Exon 12 Exon 14 N intron 15 Exon 16
€N A e L ! |
Exon 11 — Exon 13 Exon 15 —

Legenda: Em azul, o cDNA obtido a partir do mMRNA do gene mptll de H. contortus; em vermelho, o par de

primers MPTL1-E12; em verde, o par de primers MPTL1-115. Fonte: Autor.

Os genes HCON_00060880 (tfimj) e HCON_00088930 (hmt) foram escolhidos
a partir de um experimento desenvolvido paralelamente em nosso laboratério
(NICIURA et al., 2018). Esse experimento consistiu no sequenciamento do DNA de
larvas L3 obtidas por meio do intercruzamento entre um isolado sensivel ao
monepantel, chamado de Embrapa2010 (CHAGAS et al., 2013), e um isolado de
campo resistente, cedido pelo Prof. Dr. Alessandro Amarante da UNESP de
Botucatu (ALBUQUERQUE et al., 2017). Essas L3 foram recuperadas antes (grupo
controle) e apo6s (grupo tratado) o tratamento dos ovinos com a dose maxima
recomendada do monepantel e, portanto, o grupo controle apresentava tanto larvas
sensiveis quanto resistentes a esse anti-helmintico, e o grupo tratado, somente
parasitas resistentes. A comparacao entre 0s grupos controle e tratado permitiu o
mapeamento de SNPs associados a resisténcia do H. contortus ao monepantel. Foi
encontrada vasta quantidade de SNPs (NICIURA et al.,, 2018), dos quais foram
selecionados aqueles localizados em regides codificantes de genes da maquinaria

epigenética: um SNP nao-sindnimo (no Scaffold 435, posicdo 12807, G>T), no gene
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HCON_00060880, que codifica o Transcription factor jumonji domain containing
protein (TFJMJ) (CDJ92265.1), ortdlogo a Kdm4A, 4B e 4C humana (APENDICE 1);
e dois SNPs néo-sinbnimos (no Scaffold 2249, posicdo 8494 G>C e posigcdo 8527,
T>A) no gene HCON_00088930, que codifica a proteina Histone-lysine N-
methyltransferase SETMAR (HMT SETMAR) (CDJ86632.1). A partir desses
resultados, os pares de primers TFIMJ e HMT, respectivamente, foram escolhidos
para analise do conteudo de transcritos por RT-gPCR.

O gene HCOI_01766700 (dnmt) foi selecionado a partir dos resultados obtidos
pela analise in silico da ocorréncia de metilacdo em H. contortus e estéo justificados
na secao 5.1.2.

Os genes far, gpd e ncbp foram identificados por Lecova e colaboradores
(2015) como genes de referéncia apropriados para estudos de expressao génica em
H. contortus adultos. J& o gene gpi, foi 0 gene de referéncia utilizado nos estudos de

expressdo génica em adultos desse parasita por Rufener e colaboradores (2009).

Padronizacgao e célculo da eficiéncia dos primers

A padronizacao das reacfes de RT-gPCR foi realizada utilizando cDNA obtido
a partir do RNA extraido de um pool de adultos de H. contortus, contendo machos e
fémeas com ovos. Cada reacdo apresentava 1X de SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Cat. 4309155), 3 uM de primer forward, 3 uM de primer
reverse, 4,9 pyL de agua ultrapura e 20 ng de cDNA (com excecao para 0s grupos de
larvas L3 resistentes e sensiveis ao monepantel, uma vez que o rendimento de
extracdo de RNA nao foi suficiente para obtencdo dessa quantidade de cDNA —
Tabela 3), resultando em volume final de 15 pL. As rea¢Bes foram montadas em
placas oticas de 96 pocos MicroAmp® (Applied Biosystems, Cat. N8010560),
seladas com filme adesivo 6tico MicroAmp® (Applied Biosystems, Cat. 4311971). A
guantificacdo em tempo real foi realizada no termociclador 7500 Real Time PCR

System (Applied Biosystems).
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Tabela 3. Quantidade de cDNA utilizada nas reacdes de RT-gPCR para 0s grupos
de larvas L3 de H. contortus resistentes e sensiveis ao monepantel.

Média da
Grupo quantidade de Minimo Maximo
cDNA = SD (em ng)
Resistente 10,78 £ 5,44 4.4 20
Sensivel 13,38 +4,78 8,2 20

Fonte: Autor.

Foi necessaria a padronizacdo da temperatura de anelamento, em que todos
os primers foram submetidos a um gradiente de temperatura de anelamento (55 a
65°C). A temperatura ideal foi aquela em que os genes obtiveram o menor valor de
Cq (ciclo de quantificacdo), maior ARn (variacao de fluorescéncia) e menor formagao
de dimeros ou hairpins, representada pelo aparecimento de mais de um pico na
curva de dissociacdo. A melhor temperatura de anelamento para os pares de
primers MPTL1-E12, MPTL1-115, TFIMJ, HMT, DNMT e NCBP foi 59°C e para o0s
pares de primers GPD, FAR e GPI foi 62°C. Dessa forma, a programac¢ao do ensaio
de qPCR foi 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos para desnaturacao inicial e 40
ciclos de desnaturacédo a 95°C por 15 segundos e anelamento mais extensao a 59
ou 62°C por 30 segundos. Ao final, foi realizada a curva de dissociagao para verificar
a especificadade dos primers.

Quanto a eficiéncia, para que a reacdo de RT-gPCR seja confiavel e
reprodutiva, sdo necessarias condi¢cdes 6timas de reacdo em que as amplificacbes
apresentem 100% de eficiéncia a cada ciclo, ou seja, que a quantidade de DNA da
amostra seja duplicada a cada ciclo. Apés a padronizacdo da temperatura de
anelamento e da concentracdo dos primers, foram realizadas 5 diluicdes seriadas
1:2 da amostra de cDNA obtido a partir do RNA extraido de um pool de adultos de
H. contortus, contendo machos e fémeas com ovos, que apresentam expressao de
todos os genes analisados. A eficiéncia de amplificagdo foi determinada por uma
regressao linear dos valores de Cg em relacdo a concentracédo de cDNA, utilizando a

Equacéo 5.

Equacéo 5:

-1 A .
E =10 (Slope) — 1, sendo E a eficiéncia do par de primer.
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Portanto, eficiéncia igual a 2 (ou 100%) resulta em curva padréo com slope de -
3,32. Outros parametros como RZ2 e Y-intercept (ponto em que a curva corta 0 eixo
Y) também foram obtidos e cuidadosamente avaliados. Para ser considerado
eficiente, um primer deve apresentar valor de eficiéncia entre 1,9 e 2,1 (ou seja, 95 a
105%), R* = 0,99 e slope proximo a -3,3. A curva de dissociacdo também foi
analisada para verificar a formacdo de amplificacdes inespecificas. Depois de
obtidos e analisados os parametros citados foi determinado um threshold, que foi

utilizado nas analises posteriores.

Validag&o do gene de referéncia

O gene de referéncia mais estavel para normalizacdo dos dados foi
determinado a  partr do  programa = Bestkeeper  (https://www.gene-
guantification.de/bestkeeper.html) a partir dos resultados obtidos por ensaios com 0s
genes far, gpd, ncbp (LECOVA et al., 2015) e gpi (RUFENER et al., 2009). Para a
escolha, foram considerados os seguintes fatores descritos por Pfaffl e
colaboradores (2004):

A. Desvio padrao dos valores de Cq: recomenda-se que seja menor que 1;

deve ser o menor possivel.

B. Desvio padréo de x-fold: recomenda-se que seja menor que 2; deve ser o

menor possivel.

C. Coeficiente de Pearson (r): recomenda-se que seja proximo de 1.

Célculo da expresséao génica

A expressdo de cada gene alvo foi obtida a partir das formulas abaixo

(Equacbes 6, 7 e 8), em que calibrador é o grupo ao qual se deseja comparatr.

Equacao 6:
ACq = ngene-alvo - ngene de referéncia

Equacao 7:
AACq = ACQamostra = ACQcalibrador
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Equacao 8:

Quantidade relativa = 2-44Cq

Analise estatistica

Foram comparadas as expressodes relativas dos genes hmt, dnmt e tfjmj dos
grupos de ovos, larvas L3 e adultos desse parasita, utilizando a média de ACq do
grupo de ovos como calibrador e entre o grupo de fémeas e o grupo de machos
adultos, utilizando a média de ACq do grupo de fémeas como calibrador. Também
foram comparadas as expressoes relativas dos genes mptll, hmt, dnmt e tfjmj do
grupo de larvas L3 de H. contortus sensiveis e resistentes ao anti-helmintico
monepantel, utilizando a média de ACq do grupo sensivel como calibrador.

Todos os resultados foram apresentados em diagrama de caixa, que indica 0s
limites superior e inferior, primeiro quartil, mediana e terceiro quartil). Para
comparacao de 2 grupos foi utilizados o teste t de Mann Withney (ndo paramétrico) e
para comparacdo de 3 grupos, o teste Kruskal-Wallis (ndo-paramétrico) seguido de
Dunns. Todas as analises foram conduzidas utilizando o GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, Inc.) e os valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1. Investigacéao in silico de ocorréncia de metilacdo do DNA e de

modificacdes de histonas em Haemonchus contortus

5.1.1. Andlise da razdo CpG observada/esperada (GpGy/e) N0
transcriptoma de Haemonchus contortus

Para a andlise de distribuicdo CpGj foram identificadas 23.100 ESTs. Apés

filtragem para tamanho = 500 pb, restaram 10.940 sequéncias, seis dessas com

tamanho superior a 1.000 pb. A Figura 12 mostra a distribuicdo normal ou unimodal

das frequéncias, com moda de 1,207 e média de 0,912664. Essa distribuicdo

unimodal do contetdo CpGg/e sugere que o genoma de H. contortus € ndo metilado.

Figura 12. Distribuicdo das razdes CpG observada/esperada (CPG_oe) nas ESTs
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Legenda: Em barra, a porcentagem de distribuicdo CpG,,e das 10.940 sequéncias analisadas

€ a curva normal. Fonte: Autor.
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5.1.2. Busca por proteinas com potencial funcédo de metilacdo do DNA e
de modificag&o de histonas em Haemonchus contortus

A Tabela 4 reune todas as proteinas ja anotadas como metiltransferases de
DNA ou enzimas modificadoras de histonas (HMTs, HDMs, HATs e HDACs) em H.
contortus.

Proteinas ainda ndo anotadas para H. contortus, mas potencialmente
pertencente a maquinaria das enzimas de modificacdo epigenética, foram
detectadas por ortologia as DNMTs e as principais enzimas modificadoras de
histonas de outros organismos e estdo reunidas no APENDICE 1. Dentre as
proteinas identificadas, foram selecionadas e organizadas na Tabela 5 somente as
que apresentam ortologia comum a maior nUmero de organismos.

As Tabelas 4 e 5 foram apresentadas separadamente, pois as ferramentas
utiizadas para sua deteccdo foram diferentes. Conforme mencionado na
metodologia, as proteinas reunidas na Tabela 4 ja estdo anotadas para H. contortus
e foram encontradas no banco de dados UniProt por meio de buscas por palavras-
chave. J4 as proteinas apresentadas na Tabela 5 e no APENDICE 1 foram obtidas a
partir de BLAST reciproco (BLASTp), considerando os critérios descritos por Gao et
al. (2012) e Perfus-Barbeoch et al. (2014) de E-value<10™ e, no minimo, 30% de

alinhamento.

Tabela 4. Proteinas de Haemonchus contortus anotadas no UniProt como enzimas
acetilases (HAT), desacetilases (HDAC) e metiltransferases (HMT) de histonas.

Proteina !D Nome do gene Namero de

Uniprot Acesso

U6P9M6 HCOI_01222500 CDJ89486

U6PAF4 HCOI_01387800 CDJ90945

WG6NGN6 HCOI_01654500 CDL95925

U6P685 HCOI_01222400 CDJ89485

HAT U6P6K8 HCOI_00961400 CDJ88391

WG6NAE7 HCOI_00530600 CDL94016

U6NRES HCOI_00510900 CDJ84270

UBNHX1 HCOI_00005400 CDJ80121

U6P1K8 HCOI_00706800 CDJ86117

HDAC U6PLO2 HCOI_01379700 CDJ92118

HMT UBNF99 HCOI_00003200 CDJ80099

Fonte: Autor.
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Tabela 5. Principais proteinas de Haemonchus contortus ortologas a

metiltransferase de DNA do tipo 2 (DNMT2) e acetilases (HAT), desacetilases
(HDAC), metiltransferases (HMT) e desmetilases (HDM) de histonas de outros
organismos e as espécies com as quais apresentam ortologia.

Proteina

DNMT2

Namero de
acesso da
proteina
ortéloga

CDJ86861.1

Organismos

Bos taurus, Homo sapiens, Rattus norvegicus, Gallus gallus, Mus musculus,
Schizosaccharomyces pombe

CDJ94056.1

Bos taurus, Homo sapiens, Rattus norvegicus, Gallus gallus, Mus musculus,
Schizosaccharomyces pombe

HAT

CDJ80121.1

Varias espécies de fungos, Homo sapiens, Mus musculus, Pongo abelii, Rattus
norvegicus, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Macaca fascicularis,
Oryza sativa subsp. Japonica, Arabidopsis thaliana

CDJ84270.1

Varias espécies de fungos, Homo sapiens, Mus musculus, Pongo abelii, Rattus
norvegicus, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Macaca fascicularis,
Oryza sativa subsp. Japonica, Arabidopsis thaliana

CDJ85321.1

Varias espécies de fungos, Homo sapiens, Mus musculus, Pongo abelii, Rattus
norvegicus, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Macaca fascicularis,
Oryza sativa subsp. Japonica, Arabidopsis thaliana

CDJ86117.1

Varias espécies de fungos, Homo sapiens, Mus musculus, Pongo abelii, Rattus
norvegicus, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Macaca fascicularis,
Oryza sativa subsp. Japonica, Arabidopsis thaliana

CDJ88391.1

Varias espécies de fungos, Homo sapiens, Mus musculus, Pongo abelii, Rattus
norvegicus, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Macaca fascicularis,
Oryza sativa subsp. Japonica, Arabidopsis thaliana

CDJ89485.1

Vérias espécies de fungos, Homo sapiens, Mus musculus, Pongo abelii, Rattus
norvegicus, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Macaca fascicularis,
Oryza sativa subsp. Japonica, Arabidopsis thaliana

CDJ89486.1

Vérias espécies de fungos, Homo sapiens, Mus musculus, Pongo abelii, Rattus
norvegicus, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Macaca fascicularis,
Oryza sativa subsp. Japonica, Arabidopsis thaliana

CDJ94575.1

Homo sapiens, Mus musculus, Oryza sativa subsp. Japonica, Arabidopsis thaliana

HDAC

CDJ82874.1

Arabidopsis thaliana, Bos taurus, Danio rerio, Gallus gallus, Homo sapiens, Macaca
fascicularis, Mus musculus, Oryza sativa subsp. Japonica, Pongo abelii, Rattus
norvegicus, Saccharomyces cerevisiae, Strongylocentrotus purpuratus, Tetraodon
nigroviridis, Xenopus laevis, Xenopus tropicalis, Zea mays

CDJ86285.1

Candida albicans, Cricetulus griseus, Dictyostelium discoideum, Gallus gallus, Homo
sapiens, Mus musculus, Pongo abelii, Pseudomonas aeruginosa, Rattus norvegicus,
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe

CDJ86287.1

Alcaligenes sp. (Bordetella sp.), Arabidopsis thaliana, Bos taurus, Candida albicans,
Cricetulus griseus, Danio rerio, Dictyostelium discoideum, Gallus gallus, Homo sapiens,
Mus musculus, Oryza sativa subsp. Japonica, Pongo abelii, Pseudomonas aeruginosa,

Rattus norvegicus, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
Strongylocentrotus purpuratus, Xenopus laevis, Xenopus tropicalis, Zea mays

CDJ90702.1

Arabidopsis thaliana, Bos taurus, Cricetulus griseus, Danio rerio, Gallus gallus, Homo
sapiens, Mus musculus, Oryza sativa subsp. Japonica, Pongo abelii, Rattus norvegicus,
Saccharomyces cerevisiae, Strongylocentrotus purpuratus, Tetraodon nigroviridis,
Xenopus laevis, Xenopus tropicalis, Zea mays

CDJ90815.1

Alcaligenes sp.(Bordetella sp.), Bos taurus, Candida albicans, Cricetulus griseus, Danio
rerio, Dictyostelium discoideum, Gallus gallus, Homo sapiens, Mus musculus, Pongo
abelii, Pseudomonas aeruginosa, Rattus norvegicus, Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Xenopus laevis

CDJ91130.1

Arabidopsis thaliana, Bos taurus, Cricetulus griseus, Danio rerio, Gallus gallus, Homo
sapiens, Macaca fascicularis, Mus musculus, Oryza sativa subsp. Japonica, Pongo
abelii, Rattus norvegicus, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
Strongylocentrotus purpuratus, Tetraodon nigroviridis, Xenopus laevis, Xenopus
tropicalis, Zea mays

CDJ92412.1

Candida albicans, Cricetulus griseus, Dictyostelium discoideum, Gallus gallus, Homo
sapiens, Mus musculus, Pongo abelii, Rattus norvegicus, Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe

CDJ93182.1

Alcaligenes sp. (Bordetella sp.), Bos taurus, Candida albicans, Cricetulus griseus, Gallus
gallus, Homo sapiens, Mus musculus, Pongo abelii, Pseudomonas aeruginosa, Rattus
norvegicus, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Xenopus laevis
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Danio rerio, Gallus gallus, Homo sapiens, Mus musculus, Xenopus laevis, Xenopus
tropicalis, Macaca fascicularis, Bos taurus, Pongo abelii, Drosophila melanogaster
Danio rerio, Homo sapiens, Mus musculus, Xenopus laevis, Xenopus tropicalis, Macaca
fascicularis, Bos taurus, Pongo abelii, Drosophila melanogaster
Danio rerio, Gallus gallus, Homo sapiens, Mus musculus, Xenopus laevis, Xenopus
tropicalis, Macaca fascicularis, Bos taurus, Pongo abelii
Danio rerio, Homo sapiens, Mus musculus, Xenopus laevis, Xenopus tropicalis, Macaca
fascicularis, Bos taurus, Pongo abelii, Drosophila melanogaster
Danio rerio, Gallus gallus, Homo sapiens, Mus musculus, Xenopus laevis, Xenopus
tropicalis, Macaca fascicularis, Bos taurus, Pongo abelii
Danio rerio, Gallus gallus, Homo sapiens, Mus musculus, Xenopus laevis, Xenopus
tropicalis, Macaca fascicularis, Drosophila melanogaster
Danio rerio, Gallus gallus, Homo sapiens, Mus musculus, Xenopus laevis, Xenopus
tropicalis, Macaca fascicularis, Bos taurus, Drosophila melanogaster, Pongo abelli
Danio rerio, Gallus gallus, Homo sapiens, Mus musculus, Xenopus laevis, Xenopus
tropicalis, Bos taurus, Drosophila melanogaster, Pongo abelli

CDJ80580.1

CDJ83100.1

CDJ84092.1

HMT CDJ85784.1

CDJ88240.1

CDJ89001.1

CDJ92627.1

CDJ96968.1

Homo sapiens, Mus musculus, Drosophila melanogaster, Oryza sativa subsp. Japonica,
Oryza sativa subsp. Indica, Arabidopsis thaliana

Homo sapiens, Mus musculus, Drosophila melanogaster, Schizosaccharomyces pombe,
Danio rerio, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Cryptococcus
neoformans var. neoformans serotype D, Kluyveromyces lactis, Ashbya gossypii,
Debaryomyces hansenii, Neosartorya fumigata

CDJ94444.1 Homo sapiens, Mus musculus, 'Drosophila me_Ianog_aster, Oryza sativz'a'subsp. Japonica,
HDM ) Oryza sativa subsp. Indica, Arabidopsis thaliana, Caenorhabditis elegans
Homo sapiens, Mus musculus, Drosophila melanogaster, Schizosaccharomyces pombe,
Danio rerio, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Cryptococcus
neoformans var. neoformans serotype D, Kluyveromyces lactis, Ashbya gossypii ,
Debaryomyces hansenii, Neosartorya fumigata
Homo sapiens, Mus musculus, Drosophila melanogaster, Schizosaccharomyces pombe,
Danio rerio, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Cryptococcus
neoformans var. neoformans serotype D, Kluyveromyces lactis, Ashbya gossypi,
Debaryomyces hansenii, Neosartorya fumigata

CDJ85158.1

CDJ86735.1

CDJ97695.1

CDJ98196.1

Fonte: Autor.

N&o foram encontrados genes ja descritos com funcdo de codificacdo de
proteinas responsaveis pelo processo de metilacdo de DNA (DNMT 1 e DNMT 3) no
genoma do H. contortus (Tabela 4), mas foram encontradas duas proteinas
ortdlogas & DNMT 1, CDJ89420.1 e CDJ97781.1 (Zinc finger domain containing
protein) (APENDICE 1). A identidade de sequéncia dessas proteinas com DNMT 1
de outros organismos € de aproximadamente 52%, porém a cobertura do query é
muito baixa (3 a 5%) (APENDICE 1). Dessa forma, foi feito um alinhamento BLASTp
dessas duas sequéncias a todas as sequéncias disponiveis no banco de dados
NCBI. Foi encontrado que os alinhamentos com E-value mais significativos
ocorreram para proteinas ortélogas a histona metiltransferase 2B, ou seja, uma
metiltransferase de histonas e ndo de DNA. Isso sugere que ndo existam proteinas
em H. contortus com funcdo de DNMT 1, o que corrobora com os resultados obtidos
pela analise da razéo CpGge (secdo 5.1.1.).

Ja em relagdo a DNMT2, enzima responsavel pela metilagdo de RNA
transportador (tRNA) e ndo de DNA, os resultados foram diferentes. Foram
encontradas 4 ortologas a essa enzima em H. contortus (CDJ84684.1, CDJ86861.1,
CDJ93297.1 e CDJ94056.1) (Tabela 5 e APENDICE 1). Com excecdo da
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CDJ84684.1 (Bacterial Fmu (Sun) eukaryotic nucleolar NOL1 Nop2p domain
containing protein), todas as proteinas apresentaram alta identidade (média de
38,43% para CDJ86861.1; 35% para CDJ93297.1; 40,43% para CDJ94056.1) e alta
cobertura do query (92% para CDJ86861.1; 88% para CDJ94056.1; 84,5% para
CDJ93297.1) com DNMT 2 de outros organismos (APENDICE 1). Este resultado
indica a presenca de proteinas com funcdo DNMT 2 em H. contortus. Dentre essas
proteinas ortélogas a DNMT 2, a DNA methylase domain containing protein
(CDJ94056.1) obteve destaque, uma vez que, apOs alinhamento BLASTp dessa
sequéncia a todas as sequéncias disponiveis no banco de dados NCBI, foi visto que
essa proteina apresentava aproximadamente 97% de identidade com C-5 cytosine-
specific DNA methylase de outros organismos (E-value significativo e alta cobertura).
Por isso, 0 gene gue codifica essa proteina foi selecionado para quantificacdo do
nivel de transcritos por RT-qPCR.

A auséncia de evidéncias que comprovem a existéncia de proteinas com
funcdo de DNMT 1 (responséavel pela metilacdo do DNA apoOs sua replicacéo) e
DNMT 3 (responséavel pela metilacdo de novo do DNA) indica que o mecanismo
epigenético de metilacdo do DNA néo ocorre em H. contortus. Porém, h& evidéncias
da ocorréncia de metilacdo de tRNA, uma vez que foram encontradas proteinas com
provavel funcdo de DNMT 2.

Em relacdo as modificacBes de histonas, foram encontrados no genoma de H.
contortus alguns genes que codificam acetilases, uma desacetilase e uma metilase
de histonas (Tabela 4), e a busca por proteinas ortélogas revelou varias enzimas
com ortologia as enzimas modificadoras de histonas (Tabela 5). Isso indica que H.
contortus apresenta a maquinaria responsavel pela regulacdo da expressao génica

por meio de modificacBes pos-traducionais de histonas.

5.2. Investigacdo molecular de ocorréncia de modificacfes de

histonas em Haemonchus contortus
5.2.1. Quantificacdo e avaliagdo da integridade das amostras de proteinas

A quantificacdo das proteinas extraidas a partir de larvas L3 (amostra Al) e
adultos (amostra A2) de H. contortus (Tabela 6) foi proxima de 0,75 pg/puL para
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ambas as amostras, e portanto, o rendimento da extracao foi baixo, considerando
gue o volume total de eluato foi 20 pL para a amostra Al e 10 pL para a amostra A2.

Tabela 6. Quantificacéo, pelo método de Bradford, de proteinas extraidas de
H. contortus nos estagios de larvas L3 e adulto.

Amostra Absorbancia média Concentracao (ug/uL)
Al 0,184 0,789
A2 0,172 0,731

Legenda: A1 = amostra de extrato de histonas de H. contortus no estagio de larva L3; A2 = amostra
de extrato de histonas de H. contortus no estagio de adulto. Fonte: Autor.

A imagem do gel resultante da eletroforese de proteinas (Figura 13) mostra
bandas bem definidas, o que indica que os extratos de histonas obtidos a partir de
larvas L3 estavam integros. O extrato de histonas obtido a partir de H. contortus
adultos ndo foi submetido a eletroforese devido a pouca quantidade de material

obtido.

Figura 13. SDS-PAGE dos extratos de proteinas de larvas
infectantes (L3) de H. contortus.

A

-

M ATee

Legenda: M = Marcador Precision Plus Protein™ Standards — Dual Color (Bio-Rad®),
ATeste = amostra de teste de protocolo (8 pg de proteina), A1 = amostra 1 (3 pug de proteina).
Fonte: Autor.
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Como j4 citado na secdo 4.3.1.2., a densidade Optica para todas as
modificacdes de histona H3 do grupo de H. contortus adultos foi muito baixa, sendo
gue os valores de absorbancia se aproximaram aos obtidos para o branco. Como a
integridade dessa amostra (A2) ndo foi analisada por SDS-PAGE, existe a
possibilidade de sua degradacdo. Dessa forma, os resultados do ELISA de
modificacdes de histona H3 obtidos a partir da amostra do grupo de adultos foram

desconsiderados.

5.2.2. ELISA para modificacdes de histona H3

A realizacdo do ELISA de modificacdes de histona H3 permitiu a deteccao do
padrdo de modificacdes de histona H3 em H. contortus no estagio de larva infectante
(L3) (Figura 14).

Figura 14. Porcentagem de cada modificacdo de histona H3 detectada por ELISA
em larvas L3 de H. contortus.

150+

1004

50+

Porcentagem (%)

Legenda: Porcentagens de cada modificagdo de histona H3 para a amostra de larvas L3
(em branco) em relacdo ao total de H3 (em preto); K = residuo de Lisina; ser = residuo de
Serina; mel = monometilacdo; me2 = dimetilagdo; me3 = trimetilagédo; ac = acetilacéo; P =
fosforilagdo. Fonte: Autor.

Esse resultado foi analisado com o intuito de encontrar modificagbes marcantes

do estagio de larva infectante de H. contortus. Para isso, foi feito um quadro
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comparativo (Figura 15) entre as porcentagens de cada modificagdo de histona H3 e
foi estabelecido que a modificacdo mais predominante em relacdo as demais foi a
H3K79mel. Também se destacaram as modificacbes H3K27me2, H3K27me3 e
H3K56ac, por sua menor propor¢cdo em relacdo as demais modificacées de histona

H3 avaliadas.

Figura 15. Quadro de comparacao entre as porcentagens de modificacdes de
histona H3 detectada por ELISA em larvas L3 de H. contortus.

Al m | 2| | e o

|| Y| d|le|2|e|e|l ||l il ol &

Y)IY| LI E|E|E|E|E|E|E|E|E|lm| 2|8
E|lE|lE|l=m|l=m|l=r|l|s|s|dc|lada|la|=|a|d
glg|lglg|g|ly@a|la|a sl olygld

e = b - = - - e = - b 4 = - L

m| WM | m ||| m | @@ @@ @ @@ m

= ol I < I o I = I < N < = = < = < = < = <l = < = < =

H3KSmel | 10 11 11 12 12 13 11 12 11 14 11 1.1 10 12 10
H3KSme2 11 10 1,0 10 14 1.4 10 11 10 13 10 10 11 11
H3KSme3 11 10 1,0 11 14 14 1,0 1.1 10 13 10 0 11 13 11
Hak27mel | 12 [ w | | w | | B o] ] w| | u|w|wu| 4]z
H3K27me2 | 12 | 14 | 148 [ 14 ) 10| 10 18 [ 15 | 14 13| 14| 13| 1) 12
H3K27me3 | 13 14 14 15 10 10 14 16 14 14 14 13 11 12
H3K3amel 11 10 1,0 11 14 14 1,0 11 1,0 13 10 10 11 13 11
H3k36me2 | 12| v | u | v s o] w| | ] u| | 12]1E] 13
H3K3ame3 11 10 1,0 1,0 14 14 1,0 11 10 12 11 10 11 13 12
H3K79mel | 14 13 13 12 - 13 11 12 10 12 ] 14 - 14
Hak79me2 | v | w | w] | 2| & w| | wu|w@|[w|w|w]E|u
H3k79me3 | u | w | w| w| 4] #] w| w|w|w@]|w|w]wu|E]|un
Hakldac| wo | v | w | uw || ulwz] u] @] w| u|w]z]| u
H3kseac| 12| 13| 3| 14| ]| u| 13 15] 12 12| 1|12 w]|u
H3ser2g8p | 10 11 11 12 12 12 11 12 12 14 11 11 11 11 10

Legenda: Representado em branco quando as porcentagens das modificacdes de histona H3 séo
iguais e em cinza, quando séo diferentes. A gradacéo de cinza fica mais forte quanto mais diferentes

as porcentagens. Fonte: Autor.

5.3. Expresséao de genes relacionados a maquinaria epigenética e a
resisténcia ao monepantel em Haemonchus contortus

5.3.1. Quantificacao e integridade das amostras de RNA

Pela quantificagcdo das amostras de RNA (Tabela 7), considerando volume total

de 50 pL de eluato, podemos observar que o rendimento do protocolo de extracao
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do RNA foi heterogéneo para as amostras coletadas em diferentes estagios do ciclo
de vida do H. contortus. Foi obtida maior quantidade de RNA extraido a partir de
vermes adultos (em pools de 15), sendo cerca de 323,6 ng/uL para o grupo de
machos e cerca de 1016,1 ng/uL para o grupo de fémeas. Esse alto rendimento
observado para o grupo de adultos deve-se, provavelmente, a maior quantidade de
tecido submetido a extracdo, pois, mesmo que a quantidade de parasitas seja menor
para esse grupo, nesse estagio, eles apresentam tamanho maior e, portanto, maior
guantidade de células. Ja para o grupo de ovos (em pools de 30.000), o rendimento
foi 161,16 ng/uL e para os grupos de larvas L3 (em pools de 30.000), tanto sensiveis
guanto resistentes ao monepantel, foi mais baixo, com média de 34,8 ng/uL. Essa
diferenca de rendimento obtido para ovos e larvas L3, para 0os quais a quantidade de
tecido submetido a extracéo foi aproximadamente a mesma, provavelmente, deve-se
a presenca da cuticula protetora do estagio infectante do H. contortus, o que dificulta
0 processo de extracdo de material genético. Todas as amostras apresentaram
razao de absorbancia 260/280 préxima de 2 (Tabela 7), o que indica alta pureza de
RNA.

Tabela 7. Rendimento da extracdo de RNA para cada um dos grupos de
H. contortus analisados por RT-gPCR.

Quantidade de RNA (ng/uL) Raz3o 260/280

Média + DP Minimo  Maximo Média + DP Minimo  Maximo
Ovos 161,16 = 52,21 79,3 233,8 2,194 + 0,03 2,14 2,25
L3 sensiveis ao monepantel 40,39 * 39,67 7,63 117,6 2,188 + 0,16 1,92 2,36
L3 resistentes ao monepantel 29,22 + 12,03 14,7 51,2 1,982 + 0,09 1,85 2,07
Adultos machos 323,6 + 34,35 268,1 369,7 2,174 + 0,01 2,15 2,18
Adultos fémeas 1016,1 *+ 124,6 866,4 1170 2,204 + 0,02 2,17 2,23

Fonte: Autor.

Além da pureza também foi avaliada a integridade de todas as amostras por
meio de eletroforese em gel de agarose 1,5% (Figura 16). A visualizacdo das
bandas 18S e 28S do RNA ribossomal (rRNA) no gel indica que as amostras
estavam integras. O rRNA é utilizado para analise da qualidade do RNA total por ser
0 mais abundante no meio intracelular e, estando esse integro, espera-se que a

mesma afirmacao seja valida para o mRNA, que é mais escasso.
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Figura 16. Gel de agarose 1,5% das amostras de RNA extraido a partir de
diferentes estagios do ciclo de vida de H. contortus.

L3 adultos
: \ \ —
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] ’
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Legenda: M = Marcador: Ladder 1 kb (Ludwig Biotec). Ao lado esquerdo do marcador estédo indicados
0s tamanhos dos fragmentos do marcador em mil pares de bases (pb). As flechas indicam as bandas
correspondentes as duas subunidades do rRNA. Fonte: Autor.

5.3.2. Tratamento com DNase e transcricao reversa

Um ensaio de qPCR com as amostras de RNA apos o tratamento com DNase
(teste RT Minus) utilizando os primers para amplificacdo do gene de referéncia far
(escolhido aleatériamente) mostrou a auséncia de contaminacao por DNA genémico,
uma vez que nao houve amplificacdo (Figura 17). Dessa forma, podemos afirmar
que as amplificacdes ocorridas nos ensaios de RT-gPCR realizados posteriormente,
para analise de expressao génica, foram produzidas somente a partir de cDNA.
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Figura 17. Auséncia de amplificacdo de amostras de RNA de H. contortus tratadas

com DNase.
Amplification Plot
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Legenda: Em roxo, a varia¢do de fluorescéncia (ARn) durante os ciclos de amplifica¢éo por gPCR. A

auséncia de uma curva de amplificacdo indica que néo ha contaminagdo por DNA gendmico. Fonte:

Autor.

A partir do RNA extraido e tratado com DNase, foi realizada a sintese de cDNA
através da reacédo de transcricao reversa. As amostras de cDNA foram testadas por
gPCR utilizando todos os primers. Houve amplificacdo de todas as amostras de
cDNA para todos os genes testados, o que confirmou a viabilidade das amostras.

Um exemplo de placa de teste de cDNA esta mostrado na Figura 18.

Figura 18. Curvas de amplificacéo por qPCR das amostras de cDNA de H. contortus
em diferentes estagios do ciclo de vida.
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Legenda: Variacdo de fluorescéncia (ARn) durante os ciclos de amplificacdo por de cDNA de H.
contortus no estagio de ovos (em vermelho), adultos (em rosa) e larvas L3 (em verde e amarelo). A
curva verde corresponde a uma amostra do grupo de larvas L3 resistentes ao monepantel, e a

amarela, do grupo de larvas L3 sensiveis ao monepantel. Fonte: Autor.
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Todos os pares de primers apresentaram-se especificos para a amplificacéo

dos fragmentos desejados, o que foi confirmado pela observacdo das curvas de
dissociacao (Figura 19) obtidas apos as reacfes de RT-gPCR. A especificidade &

evidenciada pela visualizacdo de um anico pico. Também foram analisadas as

curvas de dissociacdo no controle negativo (no template control — NTC) (Figura 19).

A visualizagdo de um pico, em temperatura mais baixa e com menor intensidade de
fluorescéncia para os primers MPTL1-E12, TFIMJ, HMT e GPD indicam a presenca

de dimeros de primers (Figura 19, indicados em laranja). A formacdo dessas

estruturas ndo interfere na andlise dos resultados, desde que o pico da curva de

dissociacdo observado para as amostras seja especifico (Unico e na temperatura

especifica).

Figura 19. Curvas de dissociacao da amplificacédo referente a uma amostra e ao
controle negativo para todos os genes analisados em H. contortus.
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Legenda: (A-D) Curvas de dissociacao da amplificacdo dos genes de referéncia e (E-l) dos genes-alvo. As setas e

temperaturas em preto séo referentes ao pico especifico ao fragmento de amplificacdo de interesse. As setas e

temperaturas em

laranja  séo

referentes

ao pico

de

dimeros de

primers. Fonte: Autor.
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5.3.3.1. Eficiéncia dos primers

Todos os primers apresentaram eficiéncia 6tima (entre 1,9 e 2,1), com excec¢ao
do MPTL1-115 (Tabela 8). Portanto, para o calculo da expressao relativa dos genes
correpondentes a esse par de primers, foi realizada uma alteragdo na Equacgéo 8,
em que o 2 foi substituido por 1,8. O coeficiente de correlacdo (R?) da curva de
eficiéncia variou de 0,943 a 0,993 (Tabela 8).

Tabela 8. Valores de threshold, coeficiente de correlacdo (R?), inclinacéo (slope) e
Y-intercept da curva padréo obtida para o calculo de eficiéncia de cada primer e a
porcentagem de eficiéncia obtida.

Gene Primer Threshold R2 Slope Y-intercept Eficiéncia (%)
mptl1 MPTL1-E12 0,109809 0,993 -3,346 29,801 99
° MPTL1-I115 0,082456 0,975 -3,603 28,608 89
g HCOI_01766700 DNMT 0,034208 0,943 -3,24 30,471 104
5 HCON_00088930 HMT 0,018503 0,992 -3,451 29,903 95
HCON_00060880 TFIMJ 0,027467 0,989 -3,451 25,567 95
ncbp NCBP 0,032739 0,961 -3,273 30,641 102
3% gpi GPI 0,023044 0,979 -3,401 23,617 97
5 g gpd GPD 0,040773 0,992 -3,434 20,089 9%
far FAR 0,0202 0,987 -3,298 20,095 101

Fonte: Autor.

5.3.3.2. Teste de estabilidade do gene de referéncia

O gene de referéncia mais estavel foi escolhido a partir da avaliacéo feita pelo
programa Bestkeeper (PFAFFL et al., 2004). Os genes far, gpd, gpi e ncbp foram
identificados na literatura como genes de referéncia para estudos de expressao
génica em H. contortus adultos. Como este trabalho visou a quantificacéo relativa de
expressdo génica em 3 estagios diferentes do ciclo de vida desse parasita, foi
importante a realizacdo desse teste de estabilidade para identificar qual desses
genes era 0 mais estavel para todos os grupos de amostras estudados.

Dentre os genes de referéncia candidatos far, gpd, ncbp (LECOVA et al., 2015)
e gpi (RUFENER et al., 2009), o mais estavel foi o ncbp por apresentar menor
desvio padrao dos valores de Cq e de x-fold (Tabela 9). Alem disso, também foi o
gene que apresentou coeficiente de Pearson (r) mais proximo de 1 (Tabela 9).
Dessa forma, o gene ncbp foi escolhido como gene de referéncia para a andlise de

expressao dos genes-alvo.
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Tabela 9. Valores da analise realizada pelo programa Bestkeeper para selecao do
gene de referéncia mais estavel de H. contortus em todos os estagios do ciclo de

vida.
Fatores NCBP GPI GPD FAR
m n 10 10 10 10
8?; geo Mean [CP] 26,33 21,81 1699 16,83
25, ar Mean [CP] 26,36 21,94 17,13 16,91
298 min [CP] 2454 1878 1477 14,68
53 max [CP] 2853 2534 2277 19,49
>2 std dev [+ CP] 1,05 2,22 1,73 1,51
2 CV [% CP] 3,99 10,13 10,13 8,96
= min [x-fold] -3,63 -7,49 -4,20 -4,59
2 max [x-fold] 4,86 10,39 42,42 6,58
= std dev [+ x-fold] 2,13 4,96 3,49 2,98
S, r 0969 0967 0951 0,966
(&3 [}
3 § = r2 0939 0935 0,904 0,933
=Rl
3° p-value 0,001 0,001 0,001 0,001

Legenda: Numero (n), média geométrica (geo Mean [CP]), média aritmética (ar Mean [CP]), minimo
(min [CP]), maximo (max [CP]), desvio padréo (std dev [+ CP]) e coeficiente de variagdo (CV [% CP])
dos valores de Cq fornecidos para cada gene de referéncia. Valores minimo (Min [x-fold]) e maximo
(Max [x-fold]) e o desvio padrdo (std dev [+ x-fold]) do nivel de expressdo descrito como x-fold.
Coeficientes de Pearson (r) e de determinacéo (r2) e o p-valor (p-value) da analise de correlagéo entre

os genes de referéncia. Fonte: Autor.

5.3.4. Expressao de genes da maquinaria epigenética em Haemonchus
contortus durante o seu ciclo de vida

Foi realizada a quantificacdo relativa da expressao dos genes dnmt, hmt e tfjmj,
potencialmente relacionados a maquinaria epigenética de H. contortus nos estagios
de desenvolvimento de: ovo, larva L3 e adulto (dados de fémeas e machos
unificados). Nesse caso, foi utilizado como calibrador a média dos valores de ACq
obtidos para o grupo de ovos. Os resultados estdo representados na Figura 20.
Foram observadas diferencas significativas de expresséo entre os grupos para todos
os genes (p-valor pyur = 0,024; p-valor gyt = 0,0017; p-valor tgyumy = 0,0006). Esses
resultados sugerem que a expressao desses genes € importante durante o
desenvolvimento do parasita estudado. Percebe-se diferenca significativa

principalmente na transicdo de ovos para larvas infectantes e dessas para adultos.
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Figura 20. Graficos de comparacao entre os niveis de expressao (fold-change) dos
genes potencialmente relacionados a maquinaria epigenética de H. contortus em
diferentes estagios do ciclo de vida.
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Legenda: Em vermelho, grupo de ovos; em verde, grupo de larvas L3; em azul, grupo de adultos de H.

contortus. Asterisco indica diferenga estatistica significativa: (*) p<0,05 e (**) p<0,01. Fonte: Autor.

Na comparacgao entre fémeas e machos adultos, foi utilizado como calibrador a
meédia dos valores de ACq obtidos para o grupo de fémeas. Os resultados (Figura
21) mostram diferencas significativas de expressao entre 0S grupos para 0s genes

dnmt e hmt (p-valor pywr = 0,0079; p-valor gyt = 0,00079; p-valor tgymy = 0,2222).

Figura 21. Gréficos de comparacao entre os niveis de expresséao (fold-change) dos
genes potencialmente relacionados a maquinaria epigenética de H. contortus entre
machos e fémeas adultos.
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Legenda: Asterisco indica diferenca estatistica significativa: (**) p<0,01. Fonte: Autor.

5.3.5. Relacao da expresséao de potenciais genes da maquinaria
epigenética de Haemonchus contortus com a resisténcia ao
monepantel

Também foi realizada a quantificacdo relativa da expressdo desses genes

bY

potencialmente relacionados a maquinaria epigenética de H. contortus, para o0s
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grupos de larvas L3 sensiveis e resistentes ao anti-helmintico monepantel. Neste
caso, foi utilizado como calibrador a média dos valores de ACq obtidos para o grupo
de larvas sensiveis. Os resultados estdo representados na Figura 22. Ndo foram
observadas diferencas significativas de expressao entre 0s grupos para nenhum
desses genes (p-valor pyut = 0,4; p-valor ywr = 1,0; p-valor trymg = 0,4127). Esses
resultados sugerem que a resisténcia ao monepantel ndo est4d associada a

expressao desses genes no estagio de larvas L3.

Figura 22. Graficos de comparacao entre os niveis de expressao (fold-change) dos
genes potencialmente relacionados a maquinaria epigenética de H. contortus em
larvas L3 de H. contortus sensiveis e resistentes ao monepantel.
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Legenda: L3S (azul) = Grupo de larvas sensiveis ao monepantel; L3R (verde) = grupo de larvas resistentes ao
monepantel. Em (A), a quantificagéo relativa de expressédo do gene dnmt, em (B), do gene hmt e em (C), do gene
tfimj. Fonte: Autor.

5.3.6. Caracterizacdo dos isolados resistentes estudados quanto a
retencao do intron 15 e exclusdo do éxon 12 no processamento do
MRNA do gene mptll e quanto a expressao desse gene em
Haemonchus contortus

Foi visto que o gene Hco-mptl-1 é de grande importancia para o estudo de
resisténcia do H. contortus ao monepantel. Ele é responsavel por codificar a
subunidade MPTL-1 do receptor nicotinico nAchR da subfamilia DEG-3, a qual esse
anti-helmintico se liga, levando a abertura do receptor de maneira irreversivel.
Alteracbes na sua sequéncia ou no processamento de seu mMRNA estédo
relacionados ao desenvolvimento de resisténcia ao monepantel (RUFENER et al.,
2009; BAGNALL et al., 2017). Ja foram relatadas varias mutacdes nesse gene
associadas a resisténcia ao monepantel, porém Bagnall e colaboradores (2017)

descreveram duas mutacdes, que também foram analisadas no presente trabalho: a
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retencdo do intron 15 (mais frequente) e a exclusdo do éxon 12 no mMRNA.
Considerando isso, foi feita a caracterizacdo dos isolados resistentes estudados
neste trabalho, com o propésito de saber se a resisténcia na populacdo em estudo
estava associada a uma dessas duas mutacoes.

A andlise da curva de dissociagdo dos produtos da amplificagdo por RT-gPCR
utilizando o par de primers MPTL1-115 (Figura 23), que flanqueia o intron 15 (383
pb), mostrou que ndo houve diferenca entre a temperatura de dissociacdo dos
fragmentos de amplificacdo obtidos para o grupo de larvas resistentes ao
monepantel (média de 78,82, variando de 78,62 a 79,06°C) em relacdo ao grupo de
larvas sensiveis ao monepantel (média de 79,09°C, variando de 78,96 a 79,22°C).
Caso esses isolados apresentassem a retencdo do intron 15, a temperatura de
dissociacao observada para o grupo resistente deveria ser maior, uma vez que 0
intron 15 possui 383 pb. Isso indica que a resisténcia dos isolados de H. contortus
estudados neste trabalho possivelmente ndo teve como causa a retencdo do intron

15 no mRNA do gene mptl1.

Figura 23. Curva de dissociacdo da amplificacdo de cDNA de larvas L3 de H.
contortus sensiveis e resistentes ao monepantel, utilizando um par de primers que
flanqueia o intron 15 do MRNA do gene mptl1.
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Legenda: Em laranja, amostras de larvas L3 sensiveis ao monepantel; em verde, amostras de larvas

L3 resistentes ao monepantel. Fonte: Autor.

A Figura 24 mostra a quantificacao relativa para o gene mptll utilizando os
pares de primers MPTL1-E12 e MPTL1-115. N&o foram observadas diferengas

significativas de expressao génica entre os grupos de larvas L3 de H. contortus
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sensiveis e resistentes ao monepantel (p-valor = 0,6286 para ambos 0s casos), 0

que leva a conclusdo de que a resisténcia observada nesses isolados ndo esti

associada a expressdo do gene mptll. Adicionalmente, verificou-se por esse

resultado, que a resisténcia também néo esta relacionada a exclusdo do éxon 12,

pois do contrario, ndo haveria amplificacdo no grupo resistente utilizando o par de

primers MPTL1-E12, uma vez que primer reverse foi delineado para alinhar-se a

esse éxon.

Figura 24. Graficos de comparacao entre os niveis de expressao (fold-change) do
gene mptll em larvas L3 de H. contortus sensiveis e resistentes ao monepantel.
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Legenda: L3S = Grupo de larvas sensiveis ao monepantel; L3R = grupo de larvas resistentes ao
monepantel. Em (A), a quantificacdo relativa obtida pelo par de primers MPTL1-E12 e em (B), pelo par de

primers MPTL1-115. Fonte: Autor.
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6. DISCUSSAO

6.1. Metilagdo do DNA em Haemonchus contortus

A metilacdo do DNA geralmente leva ao silenciamento genético transcricional e
inativacdo génica (MATHEWS; JANUSEK, 2011; HARDY; TOLLEFSBOL, 2011;
NICIURA, 2015) e ocorre pela acdo das metiltransferases de DNA (DNMTs) 1 e 3. A
DNMT 1 tem funcdo de manutencdo da metilacdo do DNA, realizando a adicdo do
grupamento metil a citosinas presentes em fitas de DNA hemimetiladas. A DNMT 3
apresenta funcdo de metilacdo de novo do DNA, sendo responsavel pela metilacédo
da dupla-fita de DNA ndo metilada (MATHEWS,; JANUSEK, 2011; HARDY;
TOLLEFSBOL, 2011; NICIURA, 2015).

Foi confirmada a ocorréncia desse mecanismo epigenético nos nematoides
Trichinella spiralis (GAO et al., 2012) e Heterodera schachtii (HEWEZI et al., 2017) e
com isso, investigamos a ocorréncia de metilagio do DNA em H. contortus. A
analise de distribuicdo da razdo CpGye no transcriptoma mostrou distribuicdo
unimodal, sugerindo a inexisténcia de mecanismo de metilacdo do DNA nesse
parasita. Esse achado reforca os resultados obtidos pela busca in silico, que resultou
na auséncia de evidéncias que comprovem a existéncia de proteinas com funcéo de
DNMT 1 e DNMT 3:

e nao foram encontradas proteinas ortélogas a DNMTS;

e as proteinas sugeridas como ortblogas a DNMT1, apresentaram
identidade de sequéncia de aproximadamente 52%, com cobertura de
qguery muito baixa (3 a 5%). Além disso, foi observado que essas
proteinas ortblogas a DNMT1 apresentam maior identidade de
sequéncia com a histona metiltransferase 2B, uma enzima responséavel
pela metilacdo da lisina 4 da histona H3 (LADOPOULOS et al., 2013).

Em conjunto, esses achados indicam a nao existéncia de maquinaria
responsavel por metilagcdo de DNA em H. contortus. A auséncia desse mecanismo
epigenético é esperada, pois ja havia sido reportada em C. elegans e em outros
nove nematoides (GAO et al., 2012; PERFUS-BARBEOCH et al., 2014). Porém,
ainda sdo necessarios experimentos que detectem a atividade das enzimas DNMT1

e DNMT3 para comprovacao.
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6.2. Metilagcdo de tRNA em Haemonchus contortus

A metilacdo de tRNA é desempenhada pela enzima DNMT2. Apesar de seu
nome, ainda ndo esta claro se essa enzima também apresenta funcdo de
metiltransferase de DNA (JELTSCH et al., 2016). Segundo revisao feita por Jeltsch e
colaboradores (2016), os efeitos relacionados a metilacdo do tRNA por DNMT2
compreendem no estimulo da traducédo de proteinas ricas em aspartato e protecéo
de tRNAs contra clivagem, sendo esses efeitos dependentes de nutricdo ou estresse
e, portanto, relacionados a adaptacdo do organismo as alteracdes ambientais.

Em H. contortus, foram descobertas 4 proteinas ortdlogas a DNMT 2
(CDJ84684.1, CDJ86861.1, CDJ93297.1 e CDJ94056.1), com destaque para a DNA
methylase domain containing protein (CDJ94056.1), uma vez que essa proteina
apresentou alta similaridade de sequéncia com C-5 cytosine-specific DNA methylase
de outros organismos. A partir desse resultado, selecionamos o gene que codifica
essa proteina (aqui referido como dnmt) para quantificacdo do nivel de transcritos
por RT-gPCR. Observaram-se alteracdes significativas da expressdo desse gene em
H. contortus durante o seu ciclo de vida. A diferenca da expresséao de dnmt foi mais
significativa na transicdo de larva infectante (L3) para adulto. Esse aumento
significativo observado deve-se provavelmente ao fato de que o parasita passa de
uma fase marcada por reducdo metabolica (fase larval L3), em que ndo ha consumo
de alimento e sim de reservas, para uma fase parasitaria, caracterizada pelo
aumento da atividade metabdlica e necessidade de procura por alimento no
hospedeiro. Schwarz e colaboradores (2013) elucidaram as variacfes transcricionais
de H. contortus durante todo seu ciclo de vida (ovos, L1, L2, L3, L4 e adultos
machos e fémeas) por analise RNA-seq. Foi visto que durante a passagem de ovos
para larvas L3 ocorre reducdo gradual da transcricdo de certo grupo de genes,
refletindo a adaptacéo progressiva das larvas ao ambiente e a reducédo do nivel de
estresse na procura por alimento. Também foi visto que a expressdo desse mesmo
grupo de genes volta a aumentar nos estagios parasitarios L4 e adulto. Os
resultados mostrados neste trabalho corroboram com esses achados, uma vez que
a expressao do gene ortdlogo a DNMT2 de H. contortus segue o0 mesmo padréo do
grupo de genes evidenciados por Schwarz e colaboradores (2013) e relacionados a

nutricdo ou ao estresse referente a adaptacéo as mudancas ambientais.
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Também foi encontrado aumento significativo no nivel de expressdo de dnmt
no grupo de adultos fémeas em comparacdo ao grupo de machos. E possivel que a
transcricdo desse gene esteja aumentada nas fémeas devido ao aumento da
traducéo de proteinas associadas a processos bioldgicos especificos de sexo, como
0ogénese, postura de ovos, desenvolvimento vulvar, embriogénese, dentre outros.
Porém, ndo ha relatos sobre essa associacdo entre sexo e a expressdo de DNMT?2.

Por fim, ndo foi observada diferenca significativa do nivel de transcritos de
dnmt entre os grupos com fendtipos extremos de resisténcia ao monepantel
(sensivel e resistente). Portanto, ndo ha correlacéo entre a expressdo de dnmt e o
desenvolvimento de resisténcia ao monepantel.

Ao analisar todos os resultados em conjunto, podemos concluir que essa
proteina seria um bom alvo para desenvolvimento de drogas anti-parasitarias, uma
vez que sua expressao parece ser determinante para o desenvolvimento de H.
contortus e ndo esta relacionada ao desenvolvimento de resisténcia ao monepantel,
de maneira que teriam acdo terapéutica tanto contra parasitas sensiveis quanto

resistentes a esse farmaco.

6.3. Modificagdes de histonas em Haemonchus contortus

As modificacbes de histonas, como acetilacdo, metilacdo, fosforilacao,
biotinilacdo e ubiquitinacdo, ocorrem na extremidade N-terminal das histonas, sendo
as duas primeiras as mais estudadas e bem descritas. De forma geral, a metilacédo
de lisina pode causar ativacao ou repressao da transcri¢cdo, enquanto a metilacéo de
arginina normalmente ativa a transcricdo. Ja a hiperacetilagdo das histonas
geralmente resulta na ativacdo de genes reprimidos, e a hipoacetilacdo resulta no
silenciamento de genes (MATHEWS; JANUSEK, 2011; HARDY; TOLLEFSBOL,
2011; NICIURA, 2015).

Ja foram identificadas aproximadamente 100 marcas de histonas (GIRGIS;
VELASCO; REYES, 2018), e a combinacdo dessas marcas podem direcionar
diferentes respostas biologicas. Ainda ndo estdo estabelecidas quais combinacdes
de modificacdes de histona geram quais respostas biologicas especificas. Segundo
Allis e colaboradores (2007), acetilagcdo esta associada a ativacdo da transcricéo,
podendo ter uma fungédo adicional de deposicéo de histonas (H4K5 e H4K12) ou
reparo de DNA (H3K14, H3K18, H4K5, H4K8 e H4K12). Ja a metilacdo de:
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e H3K9, leva a formacédo de heterocromatina e silenciamento génico ou
repressao da transcricao;

e H3K4, H3K36 e H3K79, ativam a transcricéo;

e H4K20, leva a uma reposta de reparo do DNA ou reprime a transcri¢ao,
dependendo da enzima responsavel pela metilagao;

e H3K27, causa silenciamento génico.

As ilhas CpG, os promotores e 0s elementos repetitivos apresentam padrbes
especificos de modificacbes de histona e estados de cromatina (ZHOU; GOREN;
BERNSTEIN, 2011). H3K4me3 e H3K79me2 tendem a aparecer em promotores
ativos; H3K36me3, H3K79mel, H3K79me2 e H4K8ac marcam regides codificadoras
ativas; H4K12ac, H3K14ac, H3K27me3 e H2AK5ac marcam regides codificadoras
de genes inativos (GIRGIS; VELASCO; REYES, 2018).

Ja foi relatada a ocorréncia de modificacbes de histonas nos nematoides C.
elegans (KISHIMOTO; UNO; NISHIDA, 2018; TABUCHI et al., 2018; WEINHOUSE
et al., 2018) e Pristionchus pacificus (SOMMER et al., 2017; WERNER et al., 2018).
Ja em H. contortus existem 11 proteinas ja anotadas como acetilases, desacetilase
e metiltransferase de histona. Porém, essas anotacfes foram baseadas em
similaridade de sequéncias, e ndo ha nenhum estudo que comprove a presenca
desse mecanismo epigenético nesse parasita.

A partir das investigacfes in silico realizadas neste trabalho, foram obtidas
proteinas ortélogas as principais enzimas modificadoras de histonas (HAT, HDAC,
HMT e HDM). Isso indica ocorréncia desse tipo de evento epigenético em H.
contortus, o que foi comprovado pela realizacdo de ELISA para modificacbes de
histona H3 com proteinas extraidas de larvas infectantes desse nematoide. A partir
desse ensaio foi visto que, nesse estagio, a modificacdo mais predominante em
relacdo as demais € a H3K79mel. Como ja citado, essa modificacdo esta associada
a regides codificantes de genes ativos (GIRGIS; VELASCO; REYES, 2018).

Para analisar a expressao de genes potencialmente relacionados a maquinaria
epigenética, os genes HCON_00060880 (aqui referido como tfjmj), que codifica o
Transcription factor jumonji domain containing protein (TFIMJ) (CDJ92265.1), e
HCON_00088930 (aqui referido com hmt), que codifica a proteina Histone-lysine N-
methyltransferase SETMAR (HMT SETMAR) (CDJ86632.1), foram escolhidos apds
um experimento desenvolvido paralelamente em nosso laboratério (NICIURA et al.,

2018). A proteina Transcription factor jumonji domain containing protein (TFIJMJ)
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possui um dominio JmjC, também apresentado pelas desmetilases de lisinas 2 a 7
(KDM 2-7), que catalisam a desmetilacdo de lisinas mono-, di- e trimetiladas em
vérios sitios (THINNES et al., 2014). Esse dominio da proteina PHF8 de humanos e
da proteina KIAA1718 de C. elegans é responséavel pela desmetilagdo de H3K9me2
e H3K27me2 (SUGANUMA; WORKMAN, 2011). J&4 em relacdo a Histone-lysine N-
methyltransferase SETMAR (HMT SETMAR) (CDJ86632.1), ndo foi possivel obter
mais informacdes, uma vez que essas encontram-se obsoletas nos bancos de dados
WormBase  ParaSite (https://parasite.wormbase.org/index.html) e  UniProt
(https://www.uniprot.org/), devido a publicacdo de nova versdo do genoma de H.
contortus.

Foi verificada variacao significativa da expressdo de ambos os genes durante o
desenvolvimento de H. contortus. Foi vista reducéo significativa da expressao tanto
do gene hmt quanto tfimj no grupo de larvas L3 em relacdo ao grupo de ovos e de
adultos. Portanto, esses genes seguem o0 mesmo padrdo do grupo de genes
evidenciados por Schwarz e colaboradores (2013) e provavelmente estédo
relacionados a adaptacao as alteracdes ambientais.

Também foi encontrado aumento significativo de expressao de hmt no grupo de
adultos fémeas em comparacéo ao grupo de machos. O mesmo néo foi visto para o
gene tfimj. Schwarz et al. (2013) relataram que o inicio da fase de reproducao de H.
contortus adulto é marcado pela transcri¢cdo regulada de genes relacionados ao sexo
e identificaram um grupo de genes transcritos diferencialmente entre machos e
fémeas, assim como o gene hmt analisado no presente estudo. Segundo Das et al.
(2017), os eventos epigenéticos ligados a espermatogénese sdo condensacdo do
cromossomo, silenciamento por transposons e metilacdo do DNA. Nao ha nenhuma
associacdo com metilacdo ou desmetilacdo de histonas. JA a oogénese esta
vinculada a desacetilagcdo de H4K16, a organizacdo da cromatina, a metilacdo de
H3K9mel e H3K9me2 e a ubiquitinacdo de H2A, o que pode explicar o aumento do
nivel de transcritos da provavel metiltransferase de histonas (hmt) observado no
grupo de fémeas.

Ja em relacdo a resisténcia ao monepantel, ndo foi observada diferenca
significativa do nivel de transcritos de hmt e tfimj entre os grupos de L3 sensiveis e
resistentes ao monepantel, indicando que ndo ha associagédo entre a expressao de
hmt e tfjmj e o desenvolvimento de resisténcia ao monepantel; apesar desses genes

terem sido escolhidos pela identificacdo, em estudo genémico, de um SNP nao-
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sinbnimo (no Scaffold 435, posicdo 12807, G>T) no gene tfimj, e dois SNPs nao-
sinbnimos (no Scaffold 2249, posicdo 8494 G>C e posicao 8527, T>A) no gene hmt
(NICIURA et al., 2018).

ModificacBes pos-traducionais de histonas podem fornecer aos parasitas, em
geral, a capacidade de se adaptar rapidamente as alteracbes de expressao génica
necessarias para seu desenvolvimento e adaptacdo ao ambiente dentro do
hospedeiro (GUIDI et al., 2018) e sao, portanto, essenciais. Inibidores de HDAC
(GUIDI et al., 2018) e de HDM (PADALINO et al., 2018) estdo sendo estudados
como alvo para combater a esquistossomose, uma vez que foi relatado que o
desenvolvimento do Schistosoma mansoni é regulado por processos epigenéticos
(GEYER; HOFFMANN, 2012). Para o controle da malaria, estdo sendo analisados
os efeitos de inibidores de HDAC (DIEDRICH et al., 2018); e para a formulacdo de
drogas contra o Trypanosoma cruzi, inibidores de HDAC séo os potenciais alvos
(CAMPO, 2016; ZUMA; DE SOUZA, 2018), pois afetam a replicagcdo, a
diferenciacéo, a infectividade e a expressao dos genes desse parasita.

Como foi visto neste trabalho, a expressdo dos genes identificados como
codificadores de potencial metiltransferase (Histone-lysine N-methyltransferase
SETMAR) e desmetilase de histona (Transcription factor jumonji domain containing
protein) em H. contortus parece ser determinante para o seu desenvolvimento e
adaptacdo aos diferentes ambientes (dentro e fora do hospedeiro) e poderiam ser

alvos para o desenvolvimento de drogas contra o H. contortus.

6.4. Caracterizacdo dos isolados resistentes estudados quanto a
retencdo do intron 15 e exclusdo do éxon 12 no mRNA do gene
mptll e quanto a expressao desse gene em Haemonchus
contortus

O H. contortus ja adquiriu resisténcia a todas as classes de anti-helminticos
desenvolvidas (KOTZE; PRICHARD, 2016), sendo a espécie parasita que a
desenvolve de forma mais rapida (KAPLAN, 2004; GILLEARD, 2013). Véarios
pesquisadores objetivam entender molecularmente o mecanismo de aquisicdo da
resisténcia anti-helmintica ao monepantel. Utilizando mutagénese e recombinacéo
genética em C. elegans, Kaminsky et al. (2008) identificaram o gene acr-23 como o

maior contribuinte para a resposta aos derivados de aminoacetonitrila (ADDS).
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Posteriormente, foi encontrado o gene homadlogo ao acr-23 em H. contortus: Hco-
mptl-1 (RUFENER et al., 2009), que codifica a subunidade MPTL-1 (564
aminoacidos) do receptor nicotinico nAchR da subfamilia DEG-3, assim como a
proteina codificada pelo gene acr-23 de C. elegans. O monepantel liga-se a essa
subunidade, levando a abertura do receptor de maneira irreversivel (BAUR et al.,
2015).

Bagnall et al. (2017) recentemente relataram alteracdes na sequéncia do
gene mptll ou no processamento do mMRNA que estdo associadas a resisténcia ao

monepantel:

e Retencéo do intron 15 (alteracdo mais frequente), o que leva a formacéao
de um stop codon logo no inicio desse intron, gerando uma proteina
truncada com 448 aminoacidos (aa);

e Exclusado do éxon 12, resultando na perda do dominio transmembrana 3
e na producdo de uma proteina com 537 aa;

e Exclusédo do éxon 4 e consequente formacdo de um stop codon no inicio
do éxon 5 e perda de todos os dominios transmembrana. A proteina
resultante apresenta 88 aa;

e Delecdo de 2 nucleotideos na juncdo éxon 15 — éxon 16, levando a
formacdo de um stop codon e perda do dominio transmembrana 4. A
proteina codificada tem 447 aa;

e Transversao no éxon 7 e consequente formagcdo de um stop codon,
perda de todos os dominios transmembrana e geragdo de uma proteina
com 148 aa,;

e Delecdo de nucleotideo Unico no éxon 7, formando um stop codon e
resultando numa proteina truncada de 158 aa sem nenhum dominio

transmembrana.

Neste trabalho, foi realizada a caracterizacdo de isolados resistentes ao
monepantel em relacdo as duas primeiras mutagdes. Os resultados mostraram que a
resisténcia das populacdes de H. contortus em estudo possivelmente néo foi
causada pela retencdo do intron 15 nem pela exclusdo do éxon 12 no
processamento do mRNA do gene mptll e nem pela alteracdo dos niveis de

expressdo desse gene. Porém existem inimeras outras mutagfes descritas que
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podem ter conduzido ao fenétipo de resisténcia nesse parasita, como as demais
descritas por BAGNALL et al., 2017 e também a exclusdo de ambos 0s éxons 2 e 3,
a exclusdo do éxon 4, a exclusdo parcial dos éxons 4 e 15, a transversao no éxon 6,
a exclusdo do éxon 8 e a insercéo de 135 pb na regido 5 UTR (RUFENER et al.
2009), dentre outras mutacgdes ja relatadas.

Além disso, mutacfes ou alteracdo de expressdo em outros genes tambe'm
podem ser responsaveis pela resisténcia ao monepantel nos isolados de H.

contortus avaliados no presente estudo.
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7. CONCLUSOES

Estudar os eventos epigenéticos em parasitas como Haemonchus contortus,

cuja dificuldade de controle persiste ha muito tempo e até hoje causa prejuizos

sanitarios e econémicos, permite que tais mecanismos tornem-se alvos de novas

drogas anti-parasitarias, assim como tem sido feito para a esquistossomose, a

malaria e a tripanossomiase americana ou doenca de Chagas. Este trabalho

contribuiu para a investigacao da ocorréncia de maquinaria epigenética de metilagéo

do DNA e de modificagbes de histona em H. contortus e de seu envolvimento tanto

no ciclo de vida desse parasita, quanto no desenvolvimento de resisténcia ao

monepantel, anti-helmintico que surgiu recentemente como uma solucdo para

rebanhos de pequenos ruminantes que apresentavam multiresisténcia aos demais

anti-helminticos.

A partir dos resultados apresentados neste trabalho, concluimos que:

InvestigacBes in silico sugerem que ndo ha ocorréncia de metilacdo de
DNA em H. contortus;

Investigacdes in silico sugerem a ocorréncia de metilacdo de tRNA e de
modificacdes de histonas em H. contortus;

Dentre 15 padrbes avaliados, a modificacdo de histona H3 mais
abundante em H. contortus no estagio de larva infectante (L3) foi
H3K79mel, e as presentes em menor propor¢cdo foram H3K27me2,
H3K27me3 e H3K56ac;

Os niveis de expressdao dos genes dnmt, hmt e tfjmj envolvidos na
magquinaria epigenética sofrem altere¢cdes durante o ciclo de vida de H.
contortus;

Fémeas adultas de H. contortus apresentam maiores niveis de
expressdo dos genes dnmt e hmt que machos adultos;

O estado de resisténcia ao monepantel ndo afeta a expressao dos genes
mptll, dnmt, hmt e tfjmj em larvas L3 de H. contortus;

A resisténcia ao monepantel nos isolados de H. contortus em estudo nao
foi causada pela retencéo do intron 15 ou pela exclusdo do éxon 12 no
processamento do mMRNA do gene mptll e nem pela alteragdo nos niveis

de expressao desse gene.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Para continuacdo desse trabalho, com o objetivo de estudar alvos epigenéticos
como alvo de novas drogas para combater o parasita H. contortus, sdo necessarios
ainda alguns experimentos.

Inicialmente, seria interessante encontrar quais mutacdes estdo associadas ao
grupo resistente de H. contortus ao monepantel estudado neste trabalho, a fim de
compreender melhor o mecanismo de desenvolvimento de resisténcia e contribuir
com os dados de mutacBes associadas a resisténcia ao monepantel novas ou ja
descritas. Essa investigacdo pode ser feita pelo sequenciamento do gene mptll,
frequentemente estudado por sua relacdo com a resisténcia a esse farmaco, ou de
outros genes importantes ja relatados.

Também seria interessante avaliar o nivel de contetudo proteico das proteinas
potencialmente da maquinaria epigenética de H. contortus aqui estudadas, a fim de
avaliar se o padrdo de traducao reflete os resultados obtidos do nivel de transcritos
descritos nesta dissertacdo, uma vez que pode ocorrer degradacao proteica ou
aumento de traducdo devido a aumento de estabilidade do mRNA. O nivel de
conteudo proteico pode ser avaliado por Western Blot, por exemplo.

Apos verificagdo do nivel de traducao, seria necessério identificar inibidores da
atividade dessas proteinas e realizar experimentos para certificar se ocorre essa
inibicdo em H. contortus in vitro.

Por fim, para a formulacdo de drogas epigenéticas, € essencial encontrar
métodos de transporte da substancia inibidora especificamente para o nematoide, a
fim de minimizar os efeitos de toxicidade para o hospedeiro.
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ANEXO 1 - Protocolos no. 06/2015 e no. 03/2017 do Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Embrapa Pecuéaria Sudeste com aprovacdo dos experimentos
realizados no presente projeto.

EnTpe

Pecudria Sudeste

DECLARACAOD
PRT 05/2015

Declarames gue o projeto intitulado: Genémica da resisténcia anti-helmintica em Haemonchus contortus e
investigacao de metilagdc do DNA, sob responsabilidade da pesquisadora cientifica Simone Cristina Mo
Niciura, usara ovinos (Ovis aries) e estd de acordo com os principios éticos e de experimentacio animal da
Embrapa Pecuaria Sudeste e fol aprovado pelz referida Instituigdio para ser executado.

(We hereby daclare that the research: Gencmics of antheimintic resistance in Haemonchus contortus and
evidences for DNA methylation, utilizing Qvis arfes species, under the responsibility of the scientific researcher
Simone Cristina Méo Niciura, is in agreement with ethical principles of animal experimentation of Embrapa
Southeast Livestock and was approved to be carried out at that institution).

S0 Carlos,07de dezembro de 2015.

Dra. Mércia Crigfina de Sezé Oliveira
Presidente da Comissao de Efica Ao Uso de Animais
Embrapa Pecuéria Sudeste
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Ceriificamos que o projeto de pesquisa intitulzdo ATIVIDADE DE INDUCAO DA RESISTENCIA AO
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APENDICE 1 - Proteinas de Haemonchus contortus ortdlogas a metiltransferases
de DNA (DNMT1 e DNMT?2) e a acetilases (HAT), desacetilases (HDAC),
metiltransferases (HMT) e desmetilases (HDM) de histonas de outros organismos.

Namero de Meédiade i E- Médiada

Nome da proteina ortéloga ACEsso cobertura value Identidade
do query

Zinc finger domain containing protein
DNMT [Haemonchus contortus]
1 Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]
Bacterial Fmu (Sun) eukaryotic
nucleolar NOL1 Nop2p domain
containing protein [Haemonchus
contortus]
DNA methylase domain containing
DNMT protein [Haemonchus contortus]
2 Bacterial Fmu (Sun) eukaryotic
nucleolar NOL1 Nop2p domain
containing protein [Haemonchus
contortus]
DNA methylase domain containing
protein [Haemonchus contortus]

MOZ SAS protein domain containing
protein [Haemonchus contortus]

Striatin and WD40 repeat domain
containing protein [Haemonchus CDJ80192.1 30,00% 6,00E-07 32,00%
contortus]
Bromodomain and Bromo adjacent
region and High mobility group and
Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

WD40 repeat domain containing
protein [Haemonchus contortus]

Zinc finger and FY-rich and SET
domain containing protein CDJ80580.1 4,83% 6,25E-15 32,00%
[Haemonchus contortus]
NLE and WDA40 repeat domain
containing protein [Haemonchus CDJ80658.1 40,00% 5,15E-09 31,00%
HAT contortus]

unnamed protein product
[Haemonchus contortus]

WDA40 repeat and Ubiquitin domain
containing protein [Haemonchus CDJ81680.1 44,00% 1,94E-14 32,00%

contortus]

Methyl-CpG DNA binding and Zinc
finger and Bromodomain domain
containing protein [Haemonchus

contortus]

ATPase and Bromodomain domain
containing protein [Haemonchus CDJ82015.1 6,75% 2,98E-06 38,50%

contortus]

CDJ89420.1 4,33% 1,30E-07 51,33%

CDJ97781.1 4,33% 1,29E-07 51,33%

CDJ84684.1 26,00% 2,30E-14 32,50%

CDJ86861.1 91,71% 5,71E-50 38,43%

CDJ93297.1 84,50% 6,00E-109 35,00%

CDJ94056.1 87,86% 3,00E-50 40,43%

CDJ80121.1 50,15% 9,76E-38 45,00%

CDJ80411.1 12,38% 2,51E-06 35,88%

CDJ80537.1 35,00% 3,50E-10 31,50%

CDJ81308.1 46,00% 2,00E-08 33,00%

CDJ81806.1 10,86% 1,43E-06 32,57%

Zinc finger domain containing protein

CDJ82530.1 4,83% 2,25E-25 46,00%
[Haemonchus contortus]

Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

SAC3 GANP Ninl mts3 elF-3 p25 and
WDA40 repeat domain containing CDJ82924.1 17,00% 3,00E-06 33,00%
protein [Haemonchus contortus]

CDJ82848.1 4,00% 1,00E-06 32,00%
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bZIP transcription factor domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ82934.1

15,00%

3,00E-06

30,00%

GCNb5-related N-acetyltransferase and
7TM GPCR domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ82998.1

69,00%

8,82E-15

33,83%

Bromodomain domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ83308.1

15,67%

1,00E-06

33,00%

WD40 repeat domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ84233.1

42,00%

9,93E-08

32,00%

MOZ SAS protein domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ84270.1

51,34%

1,22E-44

41,12%

Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ84644.1

2,00%

6,00E-07

42,00%

MOZ SAS protein domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ85321.1

36,41%

1,28E-21

42,85%

Zinc finger and Bromodomain domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ85682.1

10,00%

5,00E-06

37,00%

Enhancer of polycomb and Zinc finger
and Bromodomain domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ85791.1

16,00%

2,00E-08

42,00%

Transcription factor jumonji and AT-rich
interaction region and Zinc finger and
PLU-1 domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ85821.1

2,17%

6,20E-08

43,50%

HAT MOZ SAS protein domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ86117.1

28,24%

1,71E-21

39,32%

ATPase and Bromodomain domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ86129.1

6,75%

4,28E-06

38,50%

WD40 repeat domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ86974.1

31,50%

4,90E-06

31,50%

Domain of unknown function DUF1899
and WD40 repeat and Domain of
unknown function DUF1900 domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ87688.1

40,00%

8,00E-09

30,00%

WD40 repeat domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ87710.1

37,00%

3,00E-09

30,00%

MOZ SAS protein domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ88391.1

46,93%

2,44E-44

42,39%

unnamed protein product
[Haemonchus contortus]

CDJ88556.1

20,00%

3,00E-06

30,00%

Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ89235.1

4,00%

3,00E-06

32,00%

MOZ SAS protein domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ89485.1

18,94%

1,12E-14

39,06%

MOZ SAS protein domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ89486.1

24,00%

1,71E-18

41,61%

unnamed protein product
[Haemonchus contortus]

CDJ89524.1

36,00%

2,00E-06

30,00%

Zinc finger and Bromodomain domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ90447.1

11,17%

1,83E-08

36,67%

Bromodomain and Bromo adjacent
region and High mobility group and
Zinc finger domain containing protein

CDJ90639.1

14,50%

1,50E-08

36,50%
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HAT

[Haemonchus contortus]

unnamed protein product
[Haemonchus contortus]

CDJ90920.1

12,00%

5,63E-13

38,63%

Histone acetyl transferase HAT1 N-
terminal domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ90945.1

75,50%

1,25E-26

32,75%

PCAF and GCN5-related N-
acetyltransferase and Bromodomain
domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ91179.1

65,33%

6,67E-73

39,50%

WD40 repeat domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ91700.1

43,33%

3,33E-09

32,67%

Zinc finger and FY-rich and SET
domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ92627.1

4,83%

1,05E-14

32,00%

WD40 repeat domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ92807.1

26,00%

2,00E-06

34,00%

Transcription factor jumonji and AT-rich

interaction region and Zinc finger and
PLU-1 domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ93247.1

2,17%

3,68E-08

44,50%

Bromodomain domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ94061.1

21,00%

7,00E-09

34,00%

WDA40 repeat domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ94434.1

26,00%

2,00E-06

34,00%

Zinc finger and Coactivator CBP and
Protein of unknown function DUF902
and Transcriptional coactivation
domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ94575.1

37,60%

1,14E-56

39,50%

WDA40 repeat domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ95107.1

51,00%

2,00E-07

34,00%

SAC3 GANP Ninl mts3 elF-3 p25 and
WD40 repeat domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ95536.1

17,00%

3,00E-06

33,00%

WDA40 repeat domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ96041.1

42,00%

9,93E-08

32,00%

CHD and Zinc finger and Chromo and
SNF2-related and DNA RNA helicase
and Protein of unknown function
DUF1087 and Protein of unknown
function DUF1086 domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ96229.1

6,00%

5,00E-07

30,00%

WD40 repeat and Ubiquitin domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ96522.1

51,00%

3,00E-19

30,00%

Glutamine-Leucine-Glutamine and
HSA and BRK and SNF2-related and
DNA RNA helicase and Bromodomain

domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ96560.1

8,50%

6,08E-08

37,50%

remodeling and spacing factor 1
[Haemonchus contortus]

CDJ96686.1

2,00%

3,88E-06

40,00%

WD40 repeat domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ97998.1

37,00%

3,00E-09

30,00%

Methyl-CpG DNA binding and Zinc
finger and Bromodomain domain
containing protein [Haemonchus

contortus]

CDJ98025.1

10,86%

1,29E-06

32,43%

WD40 repeat domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ98211.1

42,50%

5,00E-08

31,00%
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MRG domain containing protein

HDAC

CDJ82581.1 5,00% 9,00E-06 40,00%
[Haemonchus contortus]
Basic helix-loop-helix dimerisation
region bHLH and Histone deacetylase 958741 89,009 4,40E-15 58,08%
superfamily domain containing protein
[Haemonchus contortus]
hypothetical protein HCOI_00425600 CDJ83570.1 32.88% 5.02E-07 33.75%
[Haemonchus contortus]
hypothetical protein LOC100639689 CDJ83713.1 7.00% 8 00E-07 34.00%
[Haemonchus contortus]
Histone deacetylase superfamily
domain containing protein CDJ85234.1 92,00% 1,07E-75 39,00%
[Haemonchus contortus]
NAD-dependent histone deacetylase
domain containing protein CDJ86158.1 57,86% 1,53E-54 48,71%
[Haemonchus contortus]
Zinc finger domain containing protein CDJS6284.1 8.50% 1,25E-29 49,00%
[Haemonchus contortus]
Histone deacetylase superfamily
domain containing protein CDJ86285.1 12,90% 9,53E-08 43,19%
[Haemonchus contortus]
Histone deacetylase superfamily
domain containing protein CDJ86287.1 42,19% 8,37E-16 34,17%
[Haemonchus contortus]
NAD-dependent histone deacetylase
domain containing protein CDJ89623.1 75,86% 4,00E-50 38,57%
[Haemonchus contortus]
Sin3 associated polypeptide p18
domain containing protein CDJ90399.1 90,17% 6,67E-38 53,33%
[Haemonchus contortus]
Histone deacetylase superfamily
domain containing protein CDJ90702.1 64,83% 3,18E-22 49,44%
[Haemonchus contortus]
Histone deacetylase superfamily
domain containing protein CDJ90815.1 46,25% 9,39E-25 42,25%
[Haemonchus contortus]
Histone deacetylase superfamily
domain containing protein CDJ91130.1 81,35% 5,22E-17 52,37%
[Haemonchus contortus]
Zinc flng_er and SET domain containing CDJ91299.1 10,50% 5 50E-07 39,00%
protein [Haemonchus contortus]
NAD-dependent histone deacetylase
domain containing protein CDJ91305.1 59,14% 4,29E-39 42,43%
[Haemonchus contortus]
AT-rich interaction region domain
containing protein [Haemonchus CDJ91767.1 7,00% 2,00E-08 32,00%
contortus]
Histone deacetylase superfamily
domain containing protein CDJ92412.1 37,75% 3,00E-29 33,30%
[Haemonchus contortus]
Zinc finger and Histone deacetylase
superfamily domain containing protein ~ CDJ93182.1 47,45% 1,36E-30 35,00%
[Haemonchus contortus]
AT-rich interaction region domain
containing protein [Haemonchus CDJ93448.1 6,50% 1,50E-10 30,00%
contortus]
Zinc finger and Peptidase C19 domain
containing protein [Haemonchus CDJ95928.1 4,50% 4,40E-08 35,50%
contortus]
NAD-dependent histone deacetylase
domain containing protein CDJ96917.1 62,14% 4,29E-41 38,29%
[Haemonchus contortus]
BRCAl-associated 2 and Zinc finger
domain containing protein CDJ97174.1 7,00% 5,00E-08 33,00%

[Haemonchus contortus]




AT-rich interaction region domain

HDAC containing protein [Haemonchus CDJ98208.1 29,50% 9,50E-28 47,00%
contortus]
Zinc finger domain containing protein CDJ80232.1 19,00% 7 00E-17 34.00%
[Haemonchus contortus]
Ankyrin and K Homology domain
containing protein [Haemonchus CDJ80356.1 18,00% 6,00E-22 34,00%
contortus]
Zinc finger domain containing protein CDJ80394.1 17,00% 4.50E-13 37.00%
[Haemonchus contortus]
Zinc finger domain containing protein CDJ80452.1 17,00% 8 50E-14 39.00%
[Haemonchus contortus]
Zinc finger and FY-rich and SET
domain containing protein CDJ80580.1 18,10% 7,87E-11 35,60%
[Haemonchus contortus]
Zinc finger domain containing protein CDJ80848.1 17,00% 3,00E-10 33,00%
[Haemonchus contortus]
Zinc finger domain containing protein CDJ80858.1 17,00% 9.00E-12 36.00%
[Haemonchus contortus]
Ankyrin gnd Death domain containing CDJ81267 1 19.67% 6.70E-13 34.67%
protein [Haemonchus contortus]
Zinc finger domain containing protein o i 0
[Haemonchus contortus] CDJ81626.1 22,00% 2,00E-21 34,50%
unknown [Haemonchus contortus] CDJ81919.1 84,67% 6,77E-64 46,33%
Ankyrin and Sterile alpha motif SAM
domain containing protein CDJ82180.1 12,00% 6,00E-15 34,00%
[Haemonchus contortus]
SET domain containing protein o i} 0
[Haemonchus contortus] CDJ82291.1 14,00% 6,00E-07 30,00%
Zinc finger domain containing protein CDJ82435.1 19,00% 4.00E-10 35,00%
[Haemonchus contortus]
Ankyrin domain containing protein o ) o
[Haemonchus contortus] CDJ82782.1 6,50% 5,50E-06 33,00%
HMT Zinc finger domain containing protein CDJ82848.1 3.00% 4,00E-08 48,00%
[Haemonchus contortus]
Methyl-CpG DNA binding and Pre-SET
zinc-binding region and SET domain 4551001 18,830 4,54E-07 38,94%
containing protein [Haemonchus
contortus]
Zinc finger domain containing protein CDJ83117.1 20,00% 1,00E-12 34,00%
[Haemonchus contortus]
Methyltransferase type 11 domain
containing protein [Haemonchus CDJ83368.1 35,00% 5,00E-10 30,00%
contortus]
Ankyrin domain containing protein CDJ83785.1 20.67% 6.77E-16 32.33%
[Haemonchus contortus]
Zinc finger domain containing protein CDJ84025.1 18,50% 1,50E-12 31,00%
[Haemonchus contortus]
SET domain containing protein CDJ84092.1  20,94% 1,05E-13 35,06%
[Haemonchus contortus]
Zinc finger domain containing protein CDJ84402.1 16,00% 2.00E-08 42,00%
[Haemonchus contortus]
Zinc finger domain containing protein CDJ84807.1 18,50% 1,00E-16 41,00%
[Haemonchus contortus]
SET domain containing protein CDJ84839.1  30,00% 6,67E-17 28,67%
[Haemonchus contortus]
Zinc finger and Homeobox domain
containing protein [Haemonchus CDJ84945.1 19,00% 5,50E-14 38,00%
contortus]
SET domain containing protein CDJ85300.1  27,00%  2,38E-06 33,00%
[Haemonchus contortus]
Ankyrin domain containing protein CDJ85337 1 16,67% 4.67E-09 30.67%

[Haemonchus contortus]
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Ankyrin and Zinc finger domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ85556.1

15,67%

3,67E-18

35,67%

Cytochrome c oxidase copper
chaperone and Sec20 and Ankyrin
domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ85761.1

20,67%

3,44E-15

34,33%

Methyl-CpG DNA binding and Pre-SET
zinc-binding region and SET domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ85784.1

18,83%

3,71E-07

38,94%

Ankyrin and Tyrosine protein kinase
domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ86025.1

17,50%

1,40E-12

31,00%

Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ86279.1

17,00%

2,00E-09

33,00%

Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ86607.1

18,00%

8,00E-22

37,00%

Ankyrin domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ86671.1

7,00%

5,00E-11

38,00%

Ankyrin and Tyrosine protein kinase
domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ86699.1

17,50%

7,00E-13

31,00%

Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ86723.1

20,00%

3,50E-09

32,00%

Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ86765.1

17,00%

3,00E-08

47,00%

SET and Zinc finger and Bromo
adjacent region domain containing
protein [Haemonchus contortus]

HMT

CDJ86805.1

19,38%

2,02E-08

32,13%

Ankyrin domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ87188.1

12,50%

2,51E-06

35,00%

BTB:POZ and Zinc finger domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ87231.1

17,00%

3,00E-08

31,00%

BTB:POZ and Zinc finger domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ87903.1

17,00%

3,00E-08

31,00%

SPla RYanodine receptor SPRY and
Beta-lactamase domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ88057.1

78,00%

5,67E-97

41,67%

Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ88226.1

22,00%

5,50E-22

38,00%

SET domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ88240.1

27,69%

1,38E-14

34,75%

Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ88338.1

17,00%

3,00E-15

34,00%

Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ88528.1

18,00%

2,00E-13

39,00%

Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ88572.1

18,00%

4,50E-13

32,00%

Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ88731.1

18,00%

1,00E-11

36,00%

RNA recognition motif and SET domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ89001.1

18,56%

2,78E-11

40,22%
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HMT

Zinc finger domain containing protein

CDJ89235.1 3,00% 5,00E-08 48,00%
[Haemonchus contortus]
Ankyrin domain containing protein o ) o
[Haemonchus contortus] CDJ89741.1 8,33% 1,67E-08 40,33%

Zinc finger domain containing protein o ) o
[Haemonchus contortus] CDJ89765.1 28,00% 6,50E-17 37,00%

Zinc finger domain containing protein CDJ90052.1 18.00% 6.00E-12 38.00%
[Haemonchus contortus] ) ' ' '

Ankyrin domain containing protein o ) o
[Haemonchus contortus] CDJ90057.1 18,00% 6,67E-09 36,00%

Zinc finger domain containing protein CDJ90160.1 16.00% 2 50E-08 42 00%

[Haemonchus contortus] ) ' ' '
Ankyrin domain containing protein CDJ90510.1 18,00% 4.00E-17 31,00%
[Haemonchus contortus]

Zinc finger domain containing protein CDJ90759.1 17,00% 7 50E-09 30,00%
[Haemonchus contortus]

Zinc finger domain containing protein o i 0
[Haemonchus contortus] CDJ90972.1 21,00% 2,50E-12 36,00%

Acyl-CoA-binding protein and Ankyrin
domain containing protein CDJ91638.1 10,50% 7,00E-06 36,00%
[Haemonchus contortus]

Zinc finger domain containing protein o i} 0
[Haemonchus contortus] CDJ91784.1 18,00% 5,50E-08 33,00%

Methyl-CpG DNA binding and Pre-SET
zmc-bln_dl_ng region and SET domain CDJ91851 1 37 44% 1 41E-20 32 00%
containing protein [Haemonchus ' ' '
contortus]
protein arginine N-methyltransferase o i 0
PRMT1 [Haemonchus contortus] CDJ91885.1 76,67% 3,34E-58 46,67%
Chromo domain containing protein CDJ92125.1 11.00% 9 00E-06 43 00%
[Haemonchus contortus] ' ' '
Ankyrin and ZU5 and Death domain
containing protein [Haemonchus CDJ92148.1 19,33% 1,67E-20 30,67%
contortus]

Zinc finger domain containing protein CDJ92609 1 19,00% 4.50E-17 35,00%

[Haemonchus contortus]
Zinc finger and FY-rich and SET
domain containing protein CDJ92627.1 18,05% 1,07E-10 35,80%
[Haemonchus contortus]
Zinc finger domain containing protein CDJ92942.1 16.50% 3 00E-09 36.00%
[Haemonchus contortus] ' ' '
BTB:POZ and Zinc finger domain
containing protein [Haemonchus CDJ92982.1 19,00% 3,00E-12 31,50%
contortus]

Zinc finger domain containing protein CDJ93027 1 20.00% 2 00E-11 37 00%
[Haemonchus contortus] ' ' '

Zinc finger domain containing protein CDJ93278.1 28,50% 1,00E-17 36,00%
[Haemonchus contortus]

Zinc finger domain containing protein CDJ93349.1 13,00% 2.00E-05 33.00%
[Haemonchus contortus]

Zinc finger domain containing protein CDJ94864.1 18.50% 2 50E-10 38.00%
[Haemonchus contortus] ' ' '
unnamed protein product CDJ94901.1  6,67% 1,23E-07 34,33%
[Haemonchus contortus]

Ankyrin domain containing protein CDJ94913.1 17.33% 317E-14 32,00%
[Haemonchus contortus]

Zinc finger domain containing protein CDJ95099.1 12,00% 3.00E-09 32,00%
[Haemonchus contortus]

Zinc finger domain containing protein CDJ95157.1 14,00% 6.50E-09 37.00%
[Haemonchus contortus]

Ankyrin domain containing protein CDJ95205.1 16,67% 1,67E-09 30.67%

[Haemonchus contortus]
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Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ95235.1

19,00%

7,00E-11

36,00%

Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ95655.1

17,00%

5,50E-14

40,00%

Methyltransferase type 11 domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ95668.1

35,00%

5,00E-10

30,00%

Zinc finger and Thymidylate synthase
domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ95724.1

20,00%

3,00E-11

35,00%

Ankyrin domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ96061.1

19,00%

4,00E-18

30,67%

SET domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ96106.1

21,00%

3,00E-77

47,00%

CHD and Zinc finger and Chromo and
SNF2-related and DNA RNA helicase
and Protein of unknown function
DUF1087 and Protein of unknown
function DUF1086 domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ96229.1

22,00%

7,00E-09

31,00%

Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ96562.1

20,00%

1,00E-12

34,00%

Zinc finger domain containing protein

HMT [Haemonchus contortus]

CDJ96604.1

13,00%

1,00E-08

31,00%

SET domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ96616.1

21,50%

6,50E-18

35,00%

SH2 motif and Src homology-3 and
Variant SH3 and Pre-SET zinc-binding
region and SET domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ96968.1

24,11%

8,95E-08

33,05%

Ankyrin domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ96970.1

18,33%

3,87E-12

31,33%

SET domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ97197.1

30,86%

5,76E-16

34,00%

Ankyrin domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ97207.1

7,00%

4,00E-11

38,00%

SET domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ97250.1

21,50%

1,20E-17

35,00%

Ankyrin and Tyrosine protein kinase
domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ97346.1

10,00%

1,00E-12

33,33%

EGF and EGF calcium-binding and
Notch region and Notch and Ankyrin
domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ97463.1

6,00%

5,10E-06

35,00%

Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ97638.1

18,00%

9,00E-11

32,00%

Chromo and Chromo shadow domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ97696.1

7,00%

1,00E-05

47,00%

Ankyrin domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ98002.1

12,50%

2,52E-06

35,00%

Zinc finger and FY-rich and SET
domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ80580.1

6,00%

2,00E-10

51,00%

Amine oxidase and Apyrase domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ81051.1

34,67%

1,67E-16

34,00%

Tetratricopeptide TPR2 and
Tetratricopeptide TPR-1 and
Transcription factor jumonji domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

HDM

CDJ84558.1

64,50%

3,50E-149

48,50%

Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ84644.1

6,00%

3,00E-06

39,00%
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Amine oxidase and Apyrase domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ85158.1

64,27%

1,46E-35

33,64%

Transcription factor jumonji and AT-rich
interaction region and Zinc finger and
PLU-1 domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ85821.1

57,00%

5,00E-60

33,00%

Transcription factor jumonji domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ86735.1

35,33%

6,27E-37

40,08%

Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ89420.1

3,00%

1,00E-06

50,00%

Zinc finger and Bromodomain domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ90447.1

4,33%

1,53E-10

50,33%

Transcription factor jumonji domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ92265.1

22,00%

2,00E-22

33,00%

Zinc finger and FY-rich and SET
domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ92627.1

6,00%

1,00E-09

51,00%

Transcription factor jumonji and AT-rich
interaction region and Zinc finger and
PLU-1 domain containing protein
[Haemonchus contortus]

HDM

CDJ93247.1

57,00%

1,00E-63

35,00%

SWIRM and Amine oxidase domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ94444.1

66,25%

2,50E-39

36,33%

Amine oxidase domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ94886.1

16,22%

2,33E-19

36,11%

CHD and Zinc finger and Chromo and
SNF2-related and DNA RNA helicase
and Protein of unknown function
DUF1087 and Protein of unknown
function DUF1086 domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ96229.1

7,00%

8,00E-08

43,00%

remodeling and spacing factor 1
[Haemonchus contortus]

CDJ96686.1

7,00%

1,00E-06

42,00%

Amine oxidase domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ96928.1

27,50%

1,50E-16

31,00%

Amine oxidase domain containing
protein [Haemonchus contortus]

CDJ97450.1

12,43%

1,06E-06

34,43%

Transcription factor jumonji domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ97695.1

35,33%

5,37E-37

40,00%

Zinc finger domain containing protein
[Haemonchus contortus]

CDJ97781.1

3,00%

1,00E-06

50,00%

Transcription factor jumonji domain
containing protein [Haemonchus
contortus]

CDJ98196.1

19,00%

1,01E-25

41,58%

Fonte: Autor.



