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Como nosso genoma integra sinais

! Epigenética

intrinsecos e ambientais sem que haja

alteragdo da sequéncia de DNA?

Ourbodiesarea  ..built from different  ..that are made up '“ﬂ?at ha'fe unique
bunch of parts..  kinds of tissues... of different cell types... ESPigenetic marks ® = Die
P on their DMAI ‘ 'm "Bﬁq % a .
- '15\ S S 1,-# T 2
) N.,w“'“'-h-_______ § ) ‘%5'&, — ’ — > ) | ) @
2“,2%‘ —_— . . . v : g ! isease
\ g - Interactions ENETIC sur
Alternative ——>! . Tox
S =: . medicine VA Chemical @ ———
> : l Drugs £,
St of Abuse m
; » i ﬂ; .‘ i LD o> T.
; IR i i Financial Status
3= &




Epigenética

Se refere aos fenotipos e processos
transmitidos para outras células e
para futuras geracoes

Nao resultam de diferencas nas
sequéncias de nucletideos de DNA

Causados por mudancas na
expressao génica
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Mecanismos epigenéticos

DNA methylation

RNA interference

mRNA

miRNA
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Mecanismos moleculares que alteram a
cromatina e sustentam fendtipos

epigenéticos:

&) Mudancas no padrdo de metilacdo do
P
DNA;

& Modificacdes quimicas das proteinas
histonas;

) Moléculas de RNA que afetam a

estrutura da cromatina.



Metilagcdo do DNA
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Metilagcdo do DNA

O Nao metilado

O Metilado

Expressdo génica

Y Gane —

[ Ilha CpG

W * Expressdo génica reprimida
[ Ilha CpG Gene :

&) 60% dos promotores de todos os genes humanos contém regides ricas em CpG - “Ilhas CpG";

&) Metilagdo destas regides é associado ao “silenciamento génico”.



Modificagoes pos-traducionais

&) Nucleossomos sdo formados por um octdmero de proteinas histonas (2x H2A, H2B, H3 e H4);
2 Grupamento N terminal das histonas: aminodcidos conservados (lis, ser e arg) sujeitos a

modificagoes.
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Acetilagdo de histonas

§) Adicio de radicais acetil (COCH?)
nos residuos de lisinas por enzimas

histonas acetil transferases (HATS)

) Enzimas histonas deacetilases
(HDACs) fazem a remogdo dos grupos
acetil das histonas, promovendo a
compactagdo da cromatina e impedindo a

transcrig¢do
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Closed chromatin

HAI )
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HDAC inhibitors

Relaxed
chromatin



Metilagdao de Histonas

) Adigdo de radicais metil nos residuos de
lisinas por meio de histonas

metiltransferases (HMTSs)
l Ativam ou reprimem a transcri¢ao

l Fornecem  sitios  especificos de
reconhecimento e ancoragem para

fatores de transcricdo.

)' Histonas demetilases (HDMTs) fazem a

remogdo dos grupos metil das histonas;
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Modificadores da cromatina

-

~ Transcriptional activation
or repression 4

Changes in DNA replication

Changes in DNA damage repair



Os Modificadores da cromatina e o metabolismo

Acetate

Extracellular

@ Nutrients

NAD’O NAD @ Substrates

o O FADH @ Enzyme Activity Modulators

{ d G @ Other Intermediate Metabolites
“. Mitochondrion -
Cytosol
Nucleus
Histone Methylation Histone Acetylation

Hyun, 2017; Reid, 2017; Zhao, 2018



Abundancia de nutrientes e oxigénio Escassez de oxigénio e nutrientes
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ACLY= ATP-citrate lyase
ACSS2 = Acyl-CoA synthetase short-chain family member 2 Sivanand et al, 2018



Explorando a epigenética em Trypanosoma cruzi
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Trypomastigote

Amastigote &_/ Metacvclic

Trypomastigote

Trypanosoma cruzi life cycle

https://www.chagasfound.org/chagas-disease/life-cycle/

l Flexibilidade metabdlica que permite a sobrevivéncia em

ambientes distintos - hospedeiros diferentes;

I Habilidade de reprogramar as fungoes celulares, alterar
os pardmetros metabdlicos e manter uma memoria dessa

reprogramagdo;

lN\odulam o ciclo celular em fungdo das condigoes

hutricionais do ambiente.


https://www.chagasfound.org/chagas-disease/life-cycle/

Transcricao em T. cruzi

1 Genes transcritos e arranjados em unidades de transcrigdo policistronica (ou seja,
diferentes mensagens em uma mesma unidade de transcrigdo) precedidos de grandes

regioes de inicio de transcrigdo (TSS);
l Regulagdo da expressdo génica ocorre principalmente a nivel pés-transcricional;

convergent strand-switch-  divergent strand-switch-

direction of  '@9'on (convergent-SSR)  region (divergent-SSR)

transcription
+ strand | 18 ) e (RiiE
- strand N1 HIER SEiSEN

probable transcription probable transcription
termination site (TTS) start site (TSS)




Explorando a epigenética em T. cruzi

Cromdtide

Cromdtides
irmas

@ A cromatina é organizada em filamentos de nucleossomo;

Divisdo do

§) A histona H1 ndo contém o dominio globular. < TS K TS

) Ndo hd uma condensagdo dos cromossomos durante a mitose.

Cromossomo Cromossomos com Dois ¢romossomos
simples duas com cromadtides idénticos

(Cromonema)

Proliferative forms Infective forms Interfase Mitose

nucleosome

Epimastigotes = Amastigotes Trypomastigotes _
core histones

histone H1 DNA




Explorando a epigenética em T. cruzi

@A sequencia de histonas de

Tritryps sdo menos conservadas em

relagdo a eucariotos superiores...

@ Mas isso ndo impede que estes
parasitas apresentem as mesmas

marcas epigenéticas...

HE  também

epigenéticas exclusivas!

possuam  marcas

f H3K76 me3»>>»me2

Tripomastigota

g T~ )
- - Metaciclico <
Heapedeiro invertabrada
Nao repicatva

Amastigota

- HosDedewo wartabrado

- Infectvo
. ,

H4Atac
»
t
sougipauavl

o Replcativa
> NBo infectva
N 2
<
L H3K76 me3>>>meZ>me1>me
s H3K23 mel=me1>me2>>>ma
\,kl.'."'
Epimastigota ' . 4
- Hospeders invenebrado \
- Raplcative Tripomastigota . ‘ P,
N30 infectva Celular P S=on
- Hospedero vertebeado - : | el
H3IK76 me3>me2=mi>me1 ~ = ‘:“:" picap :
- : A : A « Infectvo
H3K23 meQ>>me1 \ .,
HAK1DK 148 - .l
=g -
H4 N-terminus Omod i ey 2
v HeK 10K 14ac
=179 H4 N-terminus Omod
H1S12p .
H1S12p
A Haksac

¥ HaKsac



Shear DNA strands
by sonicating

Add bead-attached antibodies
to immunoprecipitate
target protein
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Imunoprecipitagdo de Cromatina (CHIP)

4) Fatores de transcricdo e DNA
& Melhor anticorpo/ Melhor protocolo

& Nimero significativo de célula

H3K4 H3K4me1 H3K4me2 H3K4me3

“ees

m)—c RCTVEGENE  ——————

ChIP- I ensi
§ crie-seq rond donnty e A H3K4me3
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Imunoprecipitagdo de Cromatina (CHIP)

PMCID: PMC26582952

Genes Dev. 2009 May 1; 23(9): 1063-1076. 8
PMID: 19369410 g
3

doi: 10.1101/gad. 1790409
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Espectometria de Massas
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Espectometria de Massas
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Espectometria de Massas
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Acessibilidade da cromatina: uma janela para o genoma

&) O posicionamento dos nucleossomos modifica a disponibilidade de locais de ligagdo para fatores de
transcrigdo afetando a transcrigdo, reparo e replicagdo do DNA;
Yy Ativagdo transcricional coincide com a perturbagdo do nucleossomos;

) Regulagdo transcricional requer o reposicionamento do nucleossomos.

Deslizamento do

Nucleossomo —‘—‘—’—’-— —‘—’—“—
—
Evicgido do
Nucleossomo —.—‘—.—‘;" -
Incorporagao de -«
Nucleossomo \
Espagamento de
Nuwosamo | gy | OGO
- >
Troca de histonas o ——- e ———
canonicas por / \
variantes » 5
”~ 9 ~ v

4D As regides abertas ou acessiveis do genoma sdo, portanto, consideradas como as posigdes primdrias

para os elementos reguladores .



Posicionamento de Nucleossomos

’ Mensuram diretamente o efeito das modificagoes da estrutura da cromatina na transcrigdo do gene;
§) Ndo requerem anticorpos ou marcadores de epitopo;

’ Dnase-seq, FAIRE-seq e ATAC-seq sdo métodos diretos

{) Mnase > método indireto

a DNase-seq b FAIRE-seq ¢ MNase-seq d ATAC-seq
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Mnase-seq

§) MNase-seq - Micrococcal Nuclease

l Baseia-se no uso da endo - exonuclease microcécica ndo especifica da bactéria Staphylococcus aureus que se

liga e cliva regides de DNA ndo ligadas a proteina na cromatina
1 Mensura a ocupancia e o posicionamento dos nucleossomos e dos fatores de transcrigdo, avaliando de forma

indireta regides de acessibilidade da cromatina
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https://en.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus

Nucleosome positioning
(MNAse-seq analysis)
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Mnase-seq

E Classification of dynamic nucleosomes

Chen K; Gen Research 2013
Chen K; Nat. Genetics, 2015
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Mnase-seq

’A inspegdo visual dos dados MNAse-seq indica uma arquitetura de cromatina conservada entre epimastigotas e
tripomastigotas

MNAse-seq reads

= 18 kb
144 kb 145 kb 148 kb 150 kb 152 kb 154 kb 156 kb 158 kb 160 kb
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Mnase-seq
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https://www.nature.com/articles/nrg2522#f1
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