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RESUMO

A doenca de Chagas é causada pelo protozodrio Trypanosoma cruzi e transmitida
por invertebrados pertencentes a subfamilia Triatominae. Endémica da América Latina, trata-se
de uma doenca tropical negligenciada para a qual os tratamentos disponiveis sdo ineficazes,
exigindo, assim, novas alternativas terapéuticas. As proteases, enzimas que catalisam a
hidrélise de ligagbes peptidicas, estdo envolvidas na regulacdo de diversos processos
fisiologicos e, por conseguinte, tém sido objetos de estudos como potenciais alvos
farmacéuticos em diversas doencas. A aplicacdo de CRISPR/Cas9, ferramenta biotecnoldgica
de edicdo génica, tem corroborado na elucidacdo do papel bioldégico de sequéncias génicas
diversas, podendo, também, ser aplicada para o entendimento do papel das sequéncias
codificadoras para proteases. Neste contexto, este trabalho visou estudar o papel de uma
cisteino-protease do tipo otubaina mediante sua expressao heterdloga e delecdo de ao menos
um de seus alelos na cepa CL Brener de T. cruzi, de modo a estabelecer uma linhagem
deletéria para o gene. Assim, o gene otutc foi clonado no vetor de expressao pET19b e
expresso em Escherichia coli. Obteve-se, entéo, a otubaina recombinante (rOtuTc) purificada a
partir da fracdo soltuvel. A rOtuTc foi capaz de hidrolisar o substrato tetra-ubiquitina de origem
humana (K48), sugerindo apresentar um papel de desubiquitinase. A linhagem ... de T. cruzi foi
transfectada com RNA guia especifico para otutc ou com cassetes indutores de recombinacao
homologa no locus de interesse. Obteve-se cinco clones carreando o gene bsd, o qual confere
resistécia a marca de selecdo blasticidina e que compde um dos cassetes construidos e
transfectados, sugerindo uma possivel delecdo de ao menos um dos alelos de otutc. Em
conjunto, a obtencédo tanto da proteina recombinante quanto de linhagens deletérias para otutc
podem ajudar na elucidacéo do papel desse gene na biologia de T. cruzi, podendo despontar

como um possivel alvo farmacéutico para a doenca de Chagas.

Palavras-chave: doenca de Chagas, cisteino-proteases, otubaina e CRISPR/Cas9
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ABSTRACT

Chagas disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi and is transmitted
by invertebrates belonging to the subfamily Triatominae. Endemic in Latin America, it is a
neglected tropical disease for which available treatments are ineffective, thus requiring new
therapeutic alternatives. Proteases, enzymes that catalyze the hydrolysis of peptide bonds, are
involved in the regulation of various physiological processes and, therefore, have been studied
as potential pharmaceutical targets in various diseases. The application of CRISPR / Cas9, a
genetic editing biotechnological tool, has corroborated to the elucidation of the biological role of
diverses gene sequences and can also be applied to understand the role of protease coding
sequences. In this context, this work aimed to study the role of an otubain-like cysteine
protease by its heterologous expression and deletion of, at least, one of its alleles in the T. cruzi
CL Brener strain, in order to establish a deleterious lineage for the gene. Thus, the otutc gene
was cloned into the pET19b expression vector and expressed in Escherichia coli. Purified
recombinant otubain (rOtuTc) was then obtained from the soluble fraction. rOtuTc was able to
hydrolyze the tetra-ubiquitin substrate of human origin (K48), suggesting to play a role of a
deubiquitinase. The T. cruzi strain was transfected with target-specific RNA or homologous
recombinant inducing cassettes at the locus of interest. Five clones bearing the bsd gene were
obtained, which confers resistance to the blasticidine selection marker and which makes up one
of the constructed and transfected cassettes, suggesting a possible deletion of, at least, one of
the other alleles. Together, obtaining both recombinant protein and deleterious strains for otutc
may help to elucidate the role of this gene in T. cruzi biology and may emerge as a possible

pharmaceutical target for Chagas disease.

Key words: Chagas disease, cysteine proteases, otubain and CRISPR/Cas9
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LISTA DE ABREVIACOES

Anti-rOtuTc anticorpo contra a otubaina recombinante de Trypanosoma cruzi

bp
bsd
Cas9

CRISPR

crRNA
DSB
DNA
DTU
DuUB
HDR
hph
hx1
IPTG
Kb
kDa
KDNA
LIT
MRNA

MMEJ

pares de base (do inglés base pair)
blasticidina deaminase (gene de resisténcia)
endonuclease associada a locus CRISPR

repeticbes agrupadas regularmente interespacadas curtas e
palindromicas (do inglés Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats)

CRISPR RNA

guebra da dupla-fita (do inglés Double-Strand Break)

acido desoxiribonucleico (do inglés desoxiribonucleic acid)
unidades discretas de tipagem (do inglés Discrete Typing Units)
desubiquitinases

reparo por homologia direta (do inglés Homology Directed Repair)
higromicina B fosfotransferase (gene de resisténcia)

regido intergénica do gene tc2
isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo

kilo base

kilo Dalton

DNA do cinetoplasto

infusdo triptica de figado (do inglés Liver Infusion Tryptone)
RNA mensageiro

juncdo de extremidades mediada por micro-homologia (do inglés

Microhomology Mediated End-Joining)
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NHEJ

npt
ORF
OtuLi
OtuTc
otutc
pac
PBS

PCR

rOtulLi
rOtuTc
SFB
SgRNA
TBS
tracrRNA
tub

Ub
UTR
OMS
WT

X-gal

juncdo de extremidades ndo-homologas (do inglés Non-Homologous
End-Joining)

neomicina fosfotransferase (gene de resisténcia)

fase aberta de leitura (do inglés Open Reading Frame)
otubaina de Leishmania infantum

otubaina de Trypanosoma cruzi

gene codificador para a otubaina de Trypanosoma cruzi
puromicina N acetiltransferase (gene de resisténcia)

fosfato salino tamponado (do inglés Phosphate Buffered Saline)

reacdo em cadeia da polimerase (do inglés Polymerase Chain
Reaction)

otubaina recombinante de Leishmania infantum
otubaina recombinante de Trypanosoma cruzi
Soro Fetal Bovino

RNA guia (do inglés single guide RNA)

tampao salino Tris (do inglés Tris Buffered Saline)
CRISPR RNA transativador

regido intergénica

ubiquitinas

regido ndo traduzida (do inglés Untranslated Region)
Organizacao Mundial da Saude

tipo selvagem (do inglés wild type)

5-bromo-4-cloro-3-indoxil-p-D-galactopiranosideo
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1. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, ou Tripanossomiase Americana, € uma enfermidade
endémica das Américas que afeta entre 6 a 7 milhdes de pessoas em todo o mundo (WHO,
2019). No Brasil, estima-se que cerca de 2 a 3 milhdes de pessoas estejam infectadas
(FIOCRUZ, 2013). Causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi, constitui uma
antropozoonose transmitida pelas fezes e urina de insetos hematéfagos da subfamilia
Triatominae (CHAGAS, 1909). Tanto o agente etioldégico quanto o vetor, bem como o intricado
ciclo biolégico que os envolve e as manifestacBes clinicas decorrentes da infeccdo, foram
descritos pelo médico sanitarista e pesquisador brasileiro Carlos Chagas, em 1909
(PUNUKOLLU; GOWDA; KHAN, 2004). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica a
doenca de Chagas como negligenciada, uma vez que da época de sua descoberta até o
presente momento, ndo h& vacinas disponiveis para fins de profilaxia, tampouco tratamentos
eficazes; em especial, para a fase cronica da enfermidade, que que pode levar a sua
manifestacao clinica mais letal (COURA; BORGES-PEREIRA, 2011). Caracterizada como um
problema de saude publica que afeta, principalmente, as classes sociais mais vulneraveis
economicamente, a doenca de Chagas tem figurado entre as mais graves doencas infecto-
parasitarias da América Latina (KRATZ, 2019).

A transmissdo do parasito é realizada por insetos hematdfagos da familia
Reduviidae e subfamilia Triatominae: os triatomineos (KAUFER et al., 2017). No Brasil, sdo
popularmente conhecidos pela alcunha de “barbeiros” (PUNUKOLLU; GOWDA; KHAN, 2004).
Até o presente momento, 151 espécies de triatomineos encontram-se catalogadas, as quais
possuem importancia epidemiolégica para a doenca em humanos (VIEIRA et al., 2018). O
contato das excretas do barbeiro com a lesdo cutéanea ocasionada pela picada ou com as
mucosas € a porta de entrada para o parasito invadir as células do hospedeiro. Esta forma de
transmissdo é chamada, na literatura cientifica, de transmisséo vetorial classica ou via vetorial
(TYLER; OLSON; ENGMAN, 2003). Outras formas de transmisséo, que nado a classica, ja se
encontram descritas na literatura e também possuem valor epidemioldgico. Dentre as quais,
destacam-se: a via oral, ocasionada pela ingestdo de alimentos contaminados com os dejetos

do barbeiro ou com o préprio barbeiro contaminado macerado; a via congénita, da mée para o
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feto, na qual a trasmissdo do parasito acontece durante a gestacdo; a via transfusional,
mediante transfusdo de sangue e 0Orgdaos contaminados com 0O parasito a pessoas nao
infectadas; e por acidentes laborais, em laboratérios ou hospitais, mediante falhas na execucéo
de protocolos de biosseguranca (COURA, 2015). Logo, a transmissdo da doenca nao se
restringe apenas a presenca de vetores contaminados, mas, também, mediante falhas no
armazenamento e processamento de alimentos; na auséncia ou na deficiéncia da assisténcia
neonatal a gestante; na auséncia ou na deficiéncia de triagem soroldgica e molecular de sangue
e 6rgaos doados, anteriormente a tansfusdo em receptores; e na auséncia ou deficiéncia de
boas-praticas laboratoriais (COURA, 2015).

Os barbeiros adquirem o T. cruzi ao se alimentarem do sangue de outros animais,
notadamente, mamiferos. Essa classe de vertebrados constitui o principal reservatorio do T.
cruzi (OCANA-MAYORGA et al., 2018). Em meio a diversidade de reservatorios possiveis ao
agente etioldgico da Tripanossomiase Americana, diversas, também, sdo as espécies de
barbeiros j4 catalogadas como possiveis transmissores da doenca de Chagas (NOIREAU;
DIOSQUE; JANSEN, 2009). Contudo, nem todas as espécies enquadram-se como boas
transmissoras, haja vista que o processo de metaciclogénese, o qual promove a passagem da
forma nédo infectiva do parasito a sua forma infectiva, depende, dentre outros fatores, da
espécie do triatomineo (GONCALVES et al., 2018). Nao necesseriamente a espécie que possuli
guantidades elevadas de parasito no trato gastrointestinal corresponde a espécie com melhor
transmissdo da forma infectiva, variando a eficiéncia da metaciclogénese de espécie para
espécie (DWORAK et al., 2017). Em 2006, a Organizacdo Pan-Americana de Saude, OPAS, e a
OMS concederam ao Pais a certificacdo internacional de interrupcdo da transmissdo da
Tripanossomiase Americana pelo T. infestans (ARAUJO, RENATO FREITAS et al., 2014).
Todavia, outras espécies presentes no espaco geogréfico brasileiro e consideradas secundarias
ou alternativas a transmissdo, quando comparadas ao T. infestans, tém sido capazes de
transmitir a doenca pela via vetorial. Dentre as espécies de triatomineos também capazes de
transmitirem a doenca tém-se o T. sordida, T. pseudomaculata, T. brasiliensis e o Rhodinus
prolixus (VILLALOBOS et al.,, 2019). Nesse sentido, a via vetorial, conjugada com surtos de
transmissado pela via oral em algumas partes do Pais, demonstram como a doenca de Chagas

constitui, ainda, uma questao de saude publica prepoderante, a despeito dos avangos notorios
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no que tange ao controle vetorial, a assisténcia neonatal e a otimizacdo das praticas
transfusionais e de biosseguranca (LIDANI et al., 2019).

Ainda que endémica das Américas, em virtude das condi¢bes biologicas de
sobrevivéncia e proliferacao do vetor, bem como dos reservatérios, a doenca de Chagas nao se
restringe apenas aos paises da América Latina e a porcdo sudoeste dos Estados Unidos
(COURA; BORGES-PEREIRA, 2011). Os fluxos migratérios das ultimas décadas,
impulsionadas pela globalizagdo, tem permitido que a doenca também tenha registros de
ocorréncia em regides nao-endémicas, tais como Canada, Japédo, Austrdlia e Europa
(SCHMUNIS; YADON, 2010). O fendbmeno da globalizacdo, portanto, além de fomentar os
fluxos de capitais, bens, servicos e pessoas, também internacionaliza micro-organismos e

doencas (VILLALTA; RACHAKONDA, 2019).

Figura 1. Distribuicdo geogréfica de individuos infectados por Trypanosoma cruzi (SCHMUNIS;
YADON, 2010). As setas, em vermelho, indicam o fluxo migratério da América Latina, regido endémica, para
outras regides nao-endémicas. Os nimeros em cada regido indicam a quantidade de individuos infectados
por Chagas.
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Do ponto de vista da patologia, a doenca de Chagas se configura como uma
desordem fisiologica multisistémica, haja vista compromete a homeostase de diferentes 6rgaos
em multiplos sistemas (COURA; BORGES-PEREIRA, 2011). As manifestacdes clinicas
decorrentes encontram-se divididas em dois estdgios: uma fase aguda e outra crénica (BARRY
et al.,, 2019). Na fase aguda, que na maior parte dos casos é assintomatica, pode haver a
formacdo de um edema local referente a entrada do parasito, o0 qual € nomeado chagoma de
inoculacdo. Ainda nessa fase, observa-se uma elevada parasitemia, a qual é resultante da
multiplicacdo exponencial dos parasitos. Além da parasitemia acentuada, pode ocorrer,
também, inflamacdo de diferentes tecidos, mal-estar, edemas subcutaneos, cefaleia,
hepatomegalia, esplenomegalia e disfuncédo cardiaca (FILHO, 2019). Findada a fase aguda, a
maior parte dos infectados permanece assintomética por meses ou mesmo décadas, com
variacdes nos niveis de parasitemia (ANDRADE, DANIELA V.; GOLLOB; DUTRA, 2014).
Contudo, cerca de 20 % a 30 % dos infectados pelo T. cruzi evoluem para a fase crénica, para
a qual os tratamentos quimioterapicos disponiveis s&o ineficazes (MARANON et al., 2013).
Essa fase se caracteriza por respostas inflamatérias que afetam o miocardio; partes do
aparelho digestivo, notadamente o célon intestinal e o eséfago; e o sistema nervoso (SANTOS
et al.,, 2016). Dentre as desordens fisiolégicas mais proeminentes dessa fase estdo a
cardiomegalia, o0 megacolon, o megaesbéfago e desordens funcionais do sistema nervoso
autdbnomo, os quais influem na homeostase tanto da atividade cardiaca quanto da digestiva (DE
ANDRADE, MICASSIO FERNANDES et al., 2018). O perfil imunologico da pessoa infectada
influi tanto na progressao da doenca quanto nas manifestacdes clinicas em cada fase. Em
outras palavras, a ocorréncia, ou ndo, dos sintomas prevalentes na fase aguda, bem como a
progressédo, ou ndo, de parte dos infectados da fase indeterminada para a fase crbnica
decorrem, entre outros, da resposta imunolégica intriseca de cada individuo (JUNQUEIRA,
CAROLINE et al., 2010). Além do sistema imunoldgico, o tipo de linhagem de T. cruzi que
infecta o hospedeiro também corrobora na patologia da doenca de Chagas (MARTINEZ-DIAZ et
al., 2001).
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Apesar de objeto de estudo ha cerca de cem anos, ainda séo limitadas as opcoes
farmacoldgicas para o tratamento da doenca de Chagas. A discrepancia de medicamentos
disponiveis para Chagas, em comparacdo com outras doencas, como cancer, por exemplo,
explde o seu carater de doenca negligenciada atribuida pela OMS (MENEZES et al., 2011). O
Nifurtimox e Benzonidazol ainda constituem os principais farmacos utilizados no tratamento da
doenca de Chagas (KRATZ, 2019). Esses medicamentos Sd80 compostos organicos
nitrogenados heterociclicos (BOIANI et al., 2010). O primeiro € derivado de um nitrofurano e o
segundo de um nitroimidazol. Ambos produzem um radical aniénico de nitrogénio como parte
de um processo de biorreducdo de grupos nitrogenados. A diferenca entre os dois
medicamentos reside no mecanismo de acdo desses ions como espécies reativas de oxigénio
no metabolismo de T. cruzi, as quais danificam macromoléculas diversas como DNA, RNA,
lipidios e proteinas podendo levar o parasito a morte (BOIANI et al., 2010). Porém, mecanismos
de resisténcia a esses farmacos tém sido observados (CAMPOS et al., 2017). Nesse sentido,
outros compostos tém sido estudados como possiveis farmacos tripanocidas, notadamente os
qgue tém potencial de inibir ou bloquear componentes enzimaticos de vias metabdlicas como a
do ergosterol e da tripanotiona, que estdo ausentes em humanos (URBINA, 2009). Novos
farmacos mais restritos as vias metabdlicas do parasito podem levar a um tratamento
medicamentoso que reduza a toxicidade em humanos (BELTRAN-HORTELANO; PEREZ-
SILANES; GALIANO, 2017). Concomitante ao efeitos adversos, ambos os medicamentos s&o
eficazes apenas na fase aguda da enfermidade, ao passo que, na fase crbnica, a mais letal da

doenca, uma terapia eficaz ainda se faz necessaria (ZUMA; DE SOUZA, 2018).
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2. Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi € um protozodrio pertencente ao dominio Eukarya, filo
Euglenozoa, classe Kinetoplastida, ordem Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae e
género Trypanosoma (KAUFER et al., 2017). Caracteriza-se por ser um organismo unicelular,
flagelado, de nutricio heterotréfica e que se repoduz por divisdo binaria (SOLIS-OVIEDO et al.,
2018). Trata-se de um micro-organismo que tem co-evoluido com seus reservatorios e
hospedeiros ha cerca de 150 milhdes de anos (PENA; MACHADO; MACEDO, 2009). Por
pertencer a classe Kinetoplastida, o T. cruzi apresenta uma Unica mitocéndria que se alonga por
toda a extensdo de sua célula e que alberga uma estrutura chamada cinetoplasto, o qual da
nome ao taxon (FILARDY et al., 2018). Esta estrutura compde-se de multiplas cépias de DNA
circular concatenados entre si: 0s maxi e o mini-circulos (CAVALCANTI; DE SOUZA, 2018).
Outras caracteristicas pertinentes a esse taxon incluem a presenca de uma bolsa flagelar, de
onde o flagelo emerge; glicoproteinas e glicolipidios ligados a membrana plasmatica por
ancoras de glicosilfosfadilinositol (GPI); transcricdo policistronica; edicdo de RNAs por trans-
splicing; edicdo de RNAs mitocondriais; auséncia de peroxissomos e presenca de glicossomos;
e vias metabdlicas distintas (LANDFEAR; ZILBERSTEIN, 2019). A familia Trypanosomatidae
constitui um grupo diverso de protozoarios patogénicos (LUKES et al., 2018). A maioria dos
géneros que a compde se restringe como patdgenos de invertebrados, apresentando, portanto,
um ciclo biolégico monoxénico, ou seja, um Unico hospedeiro (KAUFER et al., 2017). Todavia,
0s géneros Phytomonas, Leishmania e Trypanosoma diferem dos demais desse grupo em
virtude do ciclo biolégico de suas espécies incluir, também, ou plantas (Phytomonas) ou
vertebrados (Leishmania e Trypanosoma). Logo, possuem um ciclo heteroxénico, ou seja,
necessitam de mais de um hospedeiro para completarem seu ciclo biolégico (KAUFER et al.,
2017). No que tange ao género Trypanosoma, o hospedeiro invertebrado ou intermediario €, em
geral, um inseto hematéfago; ao passo que o hospedeiro vertebrado ou definitivo pode incluir
mamiferos, aves ou anfibios a depender do tropismo do tripanosomatideo por uma determinada
espécie dentre as classes de vertebrados existentes (SIMPSON; STEVENS; LUKES, 2006).
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2.1. Ciclo Biolégico

O ciclo de vida do T. cruzi tem inicio no repasto sanguineo (TYLER; OLSON;
ENGMAN, 2003). Formas tripomastigotas presentes na circulacdo do hospedeiro vertebrado
sdo ingeridas em meio ao sangue pelo hospedeiro invertebrado. Uma vez no trato
gastrointestinal (TGI) do barbeiro, a maior parte dos tripomastigotas ingeridos séao lisados no
estbmago (CABRERA; MARCIPAR, 2019). O ambiente &cido e rico em amino&cidos do
estdbmago, por sua vez, estimula a diferenciacdo das formas tripomastigotas sobreviventes em
epimastigotas (CARDOSO, MARIANA S.; REIS-CUNHA; BARTHOLOMEU, 2016). A medida
gue a digestdo prossegue no limen do TGI do triatomineo, alcancando, assim, o intestino, as
formas epimastigotas aderem a membrana perimicrovilar da parede intestinal (BERN, 2015). Na
porcao inicial do intestino, as formas epimastigotas aderidas se proliferam; ao passo que em
sua porcao média, a mudanca gradual de pH (de &cido para alcalino), assim como a reducéo da
disponibilidade de nutrientes, promovem a paralisa¢do da proliferacdo das formas epimastigotas
e estimula a diferenciacdo destas em tripomastigotas metaciclicos (GARCIA et al., 2019). A este
processo, dar-se o nome de metaciclogénese (SALASSA; ROMANO, 2019). A presenca dos
aminoacidos prolina, glutamina e aspartato na membrana perimicrovilar corrobora com a
metaciclogénese, cuja eficiéncia pode variar dependendo da espécie de triatomineo e
independe da quantidade de epimastigotas disponiveis nas etapas de diferenciacdo e
proliferacdo (MANCHOLA et al, 2016). J& na porcdo final do intestino, o reto, a
metaciclogénese cessa (DWORAK et al., 2017). Uma vez liberados em meio as fezes e urina do
barbeiro, as formas tripomastigotas metaciclicas, que sao infectivas, podem acessar as células
do hospedeiro definitvo tanto pela lesdo cutanea provacada pela picada quanto pelo acesso as
mucosas (TYLER; OLSON; ENGMAN, 2003). No interior do hospedeiro vertebrado, as formas
tripomastigotas metaciclicas aderem e interagem com as células hospedeiras, modulando sua
internalizacdo por mecanismos de sinalizacdo celular que podem levar, entre outros, a
fagocitose (NARDY et al., 2016). O Trypanosoma cruzi possui tropismo por todas as células do
hospedeiro, tendo potencial de infectar tipos celulares diversos, das células do sistema
fagocitico mononuclear as musculares e nervosas (BERN, 2015). A internalizacdo do parasito é

mediada pela formagdo do vacuolo parasitéforo, estrutura membranosa proveniente de
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invaginacdes da membrana plasmatica da célula hospedeira a partir da adeséo e interagcdo com
a membrana plasméatica do parasito (CARDOSO, MARIANA S.; REIS-CUNHA;
BARTHOLOMEU, 2016). O processo de adesdo, por sua vez, € mediado por enzimas, como a
protease prolil-oligopeptidase B (BURLEIGH et al., 1997). Essa protease, ao catalisar a hidrolise
de componentes proteicos da matriz extracelular, como o colageno e a fibronectina, otimiza o
contato entre a célula hospedeira e o parasito (BIVONA et al., 2018). A formac&do do vacuolo
parasitoforo, segue-se a sua fusdo com lisossomos, formando o fagolisossomo. O lumen
acidico do fagolisossomo, por sua vez, ndo danifica a membrana do parasito, mas induz a
amastigogénese, ou seja: a passagem da forma tripomastigota metaciclica para a forma
amastigota (STAHL et al., 2014). Esse processo é mediado pelo sequestro de ions de calcio
(Ca?*) da célula hospedeira a partir de glicoproteinas da membrana do T. cruzi como as trans-
sialidases (DA FONSECA et al., 2019). Mediante o rompimento do fagolisossomo, as formas
amastigotas liberadas no citosol iniciam sua replicacdo por divisdo binaria e, a partir de uma
determinada densidade, diferenciam-se para as formas tripomastigotas (TYLER; OLSON;
ENGMAN, 2003). O rompimento mecéanico da célula hospedeira infectada leva a liberacéo das
formas tripomastigotas, que passam a circular pelo sangue, pela linfa e pelos fluidos intersticiais
infectando as células dos demais tecidos do hospedeiro vertebrado (MACHADO-SILVA et al.,
2016). Assim, a partir de um novo repasto, o ciclo se completa e se inicia novamente (TYLER;
OLSON; ENGMAN, 2003).
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2.2. Sistematica Filogenética

Trypanosoma cruzi surgiu enquanto espécie ha cerca de 150 milhdes de anos no
territério que atualmente constitui as Américas (PENA; MACHADO; MACEDO, 2009). Trata-se
de um micro-organismo amplamente distribuido pelo continente, estendendo-se da por¢ao
sudoeste dos Estados Unidos a Patagbnia argentina (RAMSEY et al., 2012). Possui por
reservatérios cerca de até 70 géneros pertencentes a classe mammalia, tendo co-evoluido com
as espécies albergadas nesses géneros (JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2018). Caracterizado por
sua consideravel plasticidade fenotipica e genotipica, apresenta elevada variabilidade genética
(CAMPOS et al., 2017).

A variabilidade genética entre as populacdes de T. cruzi distribuidas pelo
continente americano tem implicagdes no fendtipo e no gendtipo dessas populacdes (DWORAK
et al., 2017). As implicacdes englobam desde taxa de expansédo clonal a viruléncia, passado
pela susceptibilidade a quimioterapicos e a patogenicidade; esta refletida nos tipos de
manifestacdes clinicas desenvolvidos por individuos infectados (DORN et al., 2017). Essa
diversidade intraespecifica permite a classificacdo dos diferentes isolados ou cepas existentes
em linhagens que refletem uma histéria evolutiva comum (SCHOFIELD, 2000). As cepas
pertencentes ao mesmo subgrupo, em geral, possuem caracteres partilhados entre si tais como
endemia, viruléncia, patogenicidade, sintenia e acestralidade (OLIVEIRA et al.,, 2017).
Concomitantemente, divergem entre si nesses mesmos caracteres, porém, ao mesmo tempo,

preservando o carater primaz de pertecerem a mesma espécie (ZINGALES et al., 2012).

As primeiras tentativas de se estabelecer a histéria e a diversidade filogenética de
T. cruzi deu-se ainda em 1978 com a identificacdo e analise de marcadores bioquimicos como
as isoenzimas, as quais eram recorrentemente utilizadas como marcadores para fins
taxondmicos em micro-organismos (MILES; CIBULSKIS, 1986). Em 1998, mediante analises
de RAPD (do inglés Randomly Aplified Polimorphic DNA), RFLP (do inglés Restriction Fragment
Lenght Polymorphism), DNA fingerprinting, microsatélites e cariotipo molecular, emergiram os

primeiros marcadores genéticos para T. cruzi (MACEDO et al., 1992).
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A partir de marcadores bioguimicos e genéticos, como isoenzimas e sequéncias
conservadas da unidade 24S do rDNA e de genes de mini-éxon, sendo estes ultimos
recorrentes marcadores taxondbmicos em tripanosomatideos, duas linhagens principais para T.
cruzi foram estabelecidas: T. cruzi | e T. cruzi Il (PENA; MACHADO; MACEDO, 2009). Ambas
as linhagens teriam origem em um acestral comum e divergiriam entre si por acumulo de
polimorfismos, oriundo de mutacfes (ZINGALES et al., 1997). Mediante outras analises
moleculares, que incluiram, por exemplo, diferencas polimorficas e de sintenia em genes
especificos, propds-se a divisdo da linhagem T. cruzi Il em outras sub-linhagens, originalmente
designadas como lla, llb, lic, 1ld e lle (ZINGALES, 2017). Contudo, a presenca de cepas cujos
genomas sao hibridos, ou seja, que apresentam origem em mais de um ancestral, levou a
proposicdo de que eventos de hibridizacéo, a partir de intercambios genéticos, ainda que raras
em organismos de divisdo binaria e propagacao clonal, poderiam ocorrer e seriam a razdo da
existéncia de sub-linhagens hibridas (ZINGALES et al., 2012). Assim, através de novas analises
com marcadores moleculares de evolucdo ndo-recente, postulou-se que, na verdade, haveriam
trés linhagens a partir de um ancestral comum: T. cruzi |, T. cruzi Il e T. cruzi Ill (ZINGALES,
2017). Estas linhagens teriam divergido entre si, também, por acimulo de polimorfismos a partir
de mutacbes discretas, porém, eventos de trocas genéticas, como recombinagdo, entre
membros dessas linhagens e, posteriormente, entre as sub-linhagens, teriam originado as
hibridas (ZINGALES et al., 2012). O primeiro modelo ficou conhecido como “modelo de dupla-
hibridizagdo”, ao passo que o segundo ficou conhecido como “modelo de trés ancestrais”
(PENA; MACHADO; MACEDO, 2009). Em ambos, ao menos dois eventos de hibridizacao
seriam responsaveis pelo surgimento de sub-linhagens hibridas, porém divergindo quanto ao
periodo de ocorréncia desses eventos de hibridizacdo e as linhagens e sub-linhagens
participantes (ZINGALES, 2017). Por fim, apds intenso debate e mediante evidéncias
moleculares mais robustas, impulsionadas pelo sequenciamento do genoma completo de
Trypanosoma cruzi em 2005, um consenso internacional, no ano de 2009, reconheceu a
existéncia de seis linhagens que albergariam as diferentes populacbes do parasito ja
organizadas em cepas diversas (EL-SAYED et al., 2005). A essas linhagens cunhou-se o termo
“‘unidades discretas de tipagem” ou DTUs (do inglés, Discret Typing Units) (ZINGALES et al.,
2012). Nesse contexto, as DTUs, designadas por algarismos romanos de | a VI, compreendem

cepas que estdo mais geneticamente relacionadas entre si que com outras e que Sao
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indentificaveis e diferenciaveis a partir de uma série de marcadores moleculares comuns
(MESSENGER; MILES; BERN, 2015). Tal subdivisdo em Trypanosoma cruzi fez-se necessaria
uma vez que a Vvariabilidade genética intriseca a essa espécie, com a presenca de
heterogeneidade génica em um organismo de propagacgédo clonal, ndo se enquadra nas
definicbes rigidas da sistematica bioldégica de classificacdo dos seres vivos em clados
(VAZQUEZ, 2007). Um clado corresponde a uma unidade evolutiva estritamente isolada de
outra unidade evolutiva (KAUFER et al., 2017). Portanto, a presenca de popula¢des hibridas em
T. cruzi inadequava a subdivisdo de suas popula¢cbes no canone da sistematica, fazendo-se
necessario, assim, sua classificacdo em um sistema que incluisse sua especificidade enquanto
espécie de propagacdo clonal que apresenta tanto homogeneidade quanto heterogeneidade

génica entre suas populacdes (FRAGA et al., 2016).

No sistema de DTUs, as sub-linhagens lla, llb, lic, lid e lle, do modelo de duas
hibridizacdes, correspondem, respectivamente, as DTUs TclV, Tcll, Tclll, TcV e TcVI, com a
DTU do tipo Tcl correspondendo a linhagem T. cruzi | (ZINGALES et al., 2012). Analises
experimentais, mediante o uso dos marcadores tipicos de cada DTU, tém demonstrado que
caracteristicas como distribuicdo geografica, tropismo por um determinado reservatorio,
viruléncia e patogenicidade podem relacionar-se como atributos partilhados por cepas de uma
determinada DTU, mas que diferem de uma outra DTU quando comparadas (LOPEZ-CANCINO
et al., 2015). A severidade da infeccdo provocada por cepas de diferentes DTUs, contudo, néo
obteve, até o presente momento, nenhum tipo de correlacdo (GARCIA et al., 2019). A titulo de
exemplificacdo da relacdo entre o pertencimento de uma cepa a uma determinada DTU e seu
fendtipo, tem-se as notorias diferencas entre Tcl e Tcll. Cepas de Tcl, por exemplo, estdo
amplamente distribuidas primariamente entre primatas e roedores tanto da América do Norte
guanto da América do Sul e fazem parte, ativamente, tanto do ciclo silvestre quando do
doméstico, possuindo tropismo pelo hospedeiro invertebrado do género Rhodinus (ZINGALES
et al., 2012). No tangente a patologia, a principal manifestacéo clinica desencadeada na doenca
de Chagas constitui a cardiomegalia que culmina na cardiopatia chagéasica (TZIZIK;
BORCHARDT, 2018). J4 com relagdo as cepas abrigadas em Tcll, encontram-se mais
distribuidas em marsupiais e primatas endémicos da América do Sul, com raras ocorréncias na

Ameérica do Norte. Raramente presente no ciclo silvestre, costumam ser presentes do ciclo
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domeéstico, possuindo tropismo por barbeiros do género Triatoma e, no que tange a patologia,
desencadeando tanto a cardiomegalia quanto megaes6fago e megacolon (FREITAS et al.,
2018).

A diversidade genética de T. cruzi € resultando, portanto, de eventos genéticos
diversos que vao desde recombinacdo a mutacdes e que, mediante pressdes seletivas
diversas, ao longo de milhares de anos, encontra-se refletida no gendtipo e fendtipo de suas
populacées (DORN et al., 2017). Essas populacdes, por sua vez, estao filogeneticamente
subdivididas em grupos que melhor se adequam as suas caracteristicas partilhadas
(ZINGALES, 2017). Tal subdivisdio mostra-se salutar ao levantamento de dados
epidemiologicos e a identificacdo de marcadores moleculares, sejam bioguimicos, sejam
genéticos. Logo, o conhecimento acerca da sistemética filogenética em T. cruzi favorece o
entendimento da dinamica da biologia molecular das diferentes cepas do parasito, sua relagéo
de tropismo com as varias espécies de hospedeiros invertebrados, bem como com a infecgéo
gue causam nos hospedeiros vertebrados, corroborando, por conseguinte, com uma profilaxia

mais robusta para a doenca Chagas.
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Figura 3. Comparacdo entre os modelos de dupla hibridizacdo (A) e terceiro ancestral (B) para a
origem evolutiva de T. cruzi. Os retangulos dizem respeito as diferentes DTUs. As elipses dizem respeito
as trocas genéticas entre as diferentes DTUs, as quais as linhagens participantes estéo indicadas por setas
vermelhas. As cores das caixas corresponem aos trés diferentes clados baseando-se na filogenética
mitocondrial: azul (clado A); verde (clado B); laranja (clado C). Adaptado de Zingales (2011).

2.3. Genética

Geneticamente, T. cruzi € um micro-organismo diploide cujo genoma encontra-se
distribuido entre pares de cromossomos homdlogos, 0s quais podem variar em quantidade e
tamanho dentre as cepas das diferentes DTUs (LIMA, M et al., 2011). Na cepa de referéncia,
CL Brener, que é hibrida, o DNA encontra-se distribuido em cerca de 41 cromossomos. Em
geral, o parasito se replica por divisdo binéria, gerando descendentes com copias idénticas ou
muito similares as parentais (VAZQUEZ, 2007). Logo, T. cruzi apresenta propagac¢do clonal,
onde variabilidade genética é oriunda, principalmente, de mutacdes discretas e ndo deletérias
no genoma do parasito (DANIELS; GULL; WICKSTEAD, 2010). Todavia, apesar da propagacéao
clonal ser um mecanismo majoritario, estudos diversos apontam para a ocorréncia de
aneuploidia em Trypanosoma cruzi em certos momentos de seu ciclo biolégico (LIMA, M et al.,
2011). Por exemplo, durante a fase intracelular no hospedeiro vertebrado, pode ocorrer a fusédo
dos nucleos de dois amastigotas, resultando em uma progénie poliploide. A formac&do deste
cariétipo, eventos de recombinacédo alélica podem ocorrer e, posteriormente, eventos genéticos
de perda cromossomal podem levar, ou a restauracdo da diploidia, ou a formacao de
aneuploidias, em diferentes niveis (VAZQUEZ, 2007). Apesar de T. cruzi possuir caracteristicas
genéticas partilhadas por outros eucariotos igualmente unicelulares e de repoducéo assexuada,
alguns eventos de intercambio genético, como recombinacdo, podem ocorrer ainda que sejam
nao-obrigatorios e raros (LIMA, M et al., 2011). A diversidade genética de T. cruzi esta expressa
na variabilidade intraespecifica de seu genoma, o que explica, por exemplo, a existéncia de
linhagens hibridas (ZINGALES, 2017). O surgimento dessas linhagens, ndo obstante, resulta de
eventos genéticos como recombinacdo, perda cromossdmica e aleatoriedade na segregacao
cromossomal (VAZQUEZ, 2007).
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O DNA de T. cruzi encontra-se compartimentalizado no nucleo, ao passo que seu
DNA mitocondrial (KDNA) esta situado em uma estrutura chamada cinetoplasto, localizada no
interior de sua Unica mitocéndria (TEIXEIRA; NASCIMENTO; STURM, 2006). O conteudo entre
DNA nuclear e KDNA varia entre as diferentes cepas de T. cruzi, implicando na organizacao
genbmica do parasito e, até mesmo, nos fendtipos pertinentes a cada cepa e das linhagens das
quais sdo parte (JUNQUEIRA, ANGELA C.V.; DEGRAVE; BRANDAO, 2005).

O sequenciamento completo do genoma de Trypansoma cruzi, publicado em julho
de 2005, elucidou o perfil genético desse euglenozoario (EL-SAYED et al., 2005). A cepa
escolhida para obtencdo do genoma fora CL Brener, pertencente a DTU TcVI, que é hibrida. A
escolha foi motivada por CL Brener ser bem caracterizada experimentalmente (ZINGALES,
2017). A andlise do sequenciamento dos conjuntos haploides Esmeraldo-like (S) e Non-
Esmeraldo-like (P), que compdem o0 genoma da cepa e que possuem origem em progenitores
de linhagens diferentes, revelaram que T. cruzi possui um genoma diploide de
aproximadamente 110.7 Mb. No total, identificou-se que o parasito possui 22.570 genes
codificadores de proteinas, dos quais cerca de 12.570 constituem pares alélicos entre os
cromossomos de origem distinta. Identificou-se, também, que o parasito possui cerca 594
genes codificadores de RNA (EL-SAYED et al., 2005). Porém, se levados em conta os contigs
ndo anotados, o niumero de genes codificadores para RNA podem chegar até 1.400. Por analise
de bioinformatica, estima-se que até 50,8 % dos genes de T. cruzi tém sua funcdo predita a
partir de similaridades de sequéncia ou de dominio com outras proteinas cuja funcdo ja se
encontra catalogada na literatura cientifica (LIMA, M et al., 2011). As andlises também revelam
gue cerca de 50 % das sequéncias de seu genoma correspondem a repeticoes, notadamente
de familias génicas codificadoras de proteinas de superficie, retrotransposons e regides
subteloméricas (ARAUJO, PATRICIA R; TEIXEIRA, 2011).
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Genes codificadores para enzimas da maquinaria de reparo estdo presentes no
genoma do parasito, demonstando que a maioria das vias de reparo encontradas em outros
eucariotos também estdo em T. cruzi (GENOIS et al, 2014). Adicionalmente, genes
relacionados a biossintese da maquinaria de reparo por recombinacdo homéloga se fazem
presentes, com excecao de alguns como a RAD52, que € salutar a recombinacdo em outros
eucariotos, tais como a levedura Saccaromyces cerevisae (PASSOS-SILVA et al.,, 2010). A
presenca, no genoma de T. cruzi, de genes relacionados a maquinaria de recombinacao
homéloga é de suma importancia, por exemplo, para fins de manipulacdo genética nesse
parasito. Contrariamente, genes relacionados a maquinaria de reparo por juncdo de
extremidades ndo-homélogas encontram-se ausentes (LIMA, M et al., 2011). Acredita-se que no
decorrer da evolugao do parasito, assim como em Plasmodium falciparum, genes relacionados
a essa maquinaria, ou foram alterados, ou perdidos (VAZQUEZ, 2007). Notavelmente, porém,
T. cruzi conserva genes relacionados a maquinaria de reparo por micro-homologia, o qual € o
mecanismo de reparo, juntamente com a recombinacdo homoéloga, de maior incidéncia nesse
tripanosomatideo (SFEIR; SYMINGTON, 2015). No que tange a replicacdo do genoma, a maior
parte dos genes codificadores para as enzimas que compdem a maguinaria em outros
eucariotos estdo presentes. Contudo, aquelas requeridas para o inicio da replicacdo variam

significativamente com relacdo aos demais do Dominio (SINHA et al., 2017).

A partir dos dados do sequenciamento do genoma completo de T. cruzi,
juntamente com aqueles derivados de andlises em gel de eletroforese de campo pulsado (do
inglés Pulsed-Field Gel Electrophoresis - PFGE), obteve-se que a cepa hibrida do parasito, CL
Brener, possui 41 cromossomos homoldgos, com cada membro individual do par provindo de
linhagens distintas (LIMA, M et al., 2011). Muitos genes nesses Cromossomos estao presentes
em duas ou mais coépias, as quais podem estar tanto dispersas quanto agrupadas, ou mesmo
em diferentes cromossomos (LIMA, M et al.,, 2011). Essas coOpias, assim como os alelos de
diversos genes, apresentam polimorfismos de base (VAZQUEZ, 2007). Pressbes seletivas
diversas, no decorrer de milhares de anos, podem ter levado a essa variagao intragénica no
curso do processo evolutivo (ZINGALES et al., 2012). Nao obstante, essas copias e alelos,
apesar de relativamente conservadas entre si em suas fases abertas de leitura, nem sempre

apresentam sintenia, estando as variacdes mais presentes nas regides intergénicas, em
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sequéncias de elementos repetitivos e em regides subteloméricas (HIGUERA; GUHL;
RAMIREZ, 2013). A diversidade genética em T. cruzi, portanto, ndo é somente intraespecifica,
mas, também, intragénica e intergénica; especialmente nas cepas de linhagem hibirada como
CL Brener (LIMA, M et al., 2011).

O DNA mitocondrial (kDNA) corresponde a cerca de 20-30 % do genoma de
tripanosomatideos (MIYAHIRA; DVORAK, 1994). Ele é constituido por dois tipos de moléculas
circulares concatenadas entre si, as quais diferem em tamanho e fungdo: maxi e minicirculos
(VAGO et al., 1996). Essa estrutura encontra-se na mitocéndria dos parasitos como cinetoplasto
(GARCIA et al., 2019). Os maxicirculos correspondem, funcionalmente, ao DNA mitocondrial
dos demais eucariotos (MASLOV; PODLIPAEV; LUKES, 2001). Nesse sentido, seus genes
codificam tanto para rRNA mitocondriais quanto para proteinas envolvidas na fosforilacao
oxidativa, a qual ocorre em sua membrana interna, a crista mitocondrial (BOTERO et al., 2018).
Os minicirculos, por sua vez, existem em milhares de cdpias e sdo compostos por quatro
regides conservadas intercaladas por outras quatro regides variaveis. As regides conservadas
sdo ricas em nucleotideos CA e atuam como origem de replicacdo. Ja as regifes variaveis
codificam para RNAs que atuam como guias na editoracdo de RNAs oriundos dos maxicirculos
(MOREIRA et al., 2016).
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2.4. Expressédo Génica

Tal como nos demais eucariotos, tripanosomatideos possuem, em geral, trés
RNAs polimerases (Pol) para a execug¢ao do processo de transcricdo da informacéo codificada
no DNA em RNAs: RNA polimerase |, que transcreve os genes codificadores para os RNAs
ribossomais 18S, 5.8S e 28S; RNA polimerase I, que transcreve os genes codificadores de
proteinas em RNA mensageiros (MRNA), bem como os genes de pequenos RNAs nucleares
(do inglés Small nuclear RNAs — snRNASs); e RNA polimerase Ill, que transcreve os genes de
RNA transportador (tRNA), os genes da unidade ribossomal 5S (5S rRNA) e alguns genes
codificadores de snRNAs (DANIELS; GULL; WICKSTEAD, 2010).

Em T. cruzi, assim como nos demais tripanosomatideos, os genes estdo
organizados em unidades policistronicas de transcricdo, as quais consistem em grupos ou
clusters génicos situados sobre a mesma fita de DNA (VAZQUEZ, 2007). Esses grupos
génicos, que podem variar entre dezenas a centenas de genes, sao direcionais. Isso significa
gue essas unidades podem ser transcritas bidirecionalmente, ou seja: ou divergentemente, em
direcdo aos teldbmeros; ou convergentemente, afastando-se dos teldmeros (CLAYTON, 2019).
Em geral, a maioria dos cromossomos possuem, no minimo, até duas unidades policistronicas
de transcricdo (DANIELS; GULL; WICKSTEAD, 2010). Os genes componentes dessas
unidades ndo possuem interrup¢do por introns em meio as suas fases abertas de leitura (do
inglés Open Reading Frames — ORFs) e se encontram interespacados por regides intergénicas
(VAZQUEZ, 2007). Até o presente momento, identificou-se que somente os genes codificadores
para o RNA da sequéncia-lider (do inglés spliced-leader RNA — SLRNA) possui introns, os
quais sdo excisados de seus éxons a partir um processo de cis-splicing (DANIELS; GULL;
WICKSTEAD, 2010). Regibes intergénicas, as quais separam um gene de outro em um cluster,
constituem regides ndo-codificadoras, mas que sdo transcritas e exercem papel prepoderante
na regulacdo da expressdo génica em tripanosomatideos (LIMA, M et al., 2011). S&0 nestas
regibes que se encontram a sequéncia de nucleotideos-sinal AG e o0 segmento de
polipirimidinas requeridos para a ocorréncia dos processos de trans-splicing e poliadenilagéo,
sem 0s quais ndo h4 a maturacdo do transcrito primario de uma unidade policistrénica de
transcricido em mMRNA individuais (NOZAKI; CROSS, 1995). Os genes codificadores de
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proteinas ou RNAs, os quais sdo parte dos clusters, ndo necessariamente possuem relacao
funcional entre si, sendo co-transcritos em uma Unica mensagem que posteriormente sera
processada (CLAYTON, 2019). Tal mecanismo de transcricdo, por sua vez, difere daquele
observado, por exemplo, em bactérias e em alguns nematddeos, onde a organizacao de genes
em operons agrupam sequéncias que tém relacdo de funcionalidade entre si, sendo sua
transcricdo um mecanismo evolutivo que favorece esses organismos em termos de mobilizacédo
de energia no armazenamento, transcricdo e traducdo da informacdo genética (DANIELS;
GULL; WICKSTEAD, 2010).

Em tripanosomatideos, a transcricdo, pela Pol Il, de uma unidade de policistrénica
de transcricdo, resulta em um transcrito primério que contém todos os genes que compdem
aquela unidade. A mensagem policistrbnica poduzida €, entdo, processada mediante dois
processos que ocorrem simultaneamente no nucleo das células desses organismos: trans-
splicing e poliadenilacdo (CLAYTON, 2019). No trans-splicing tem-se a adicdo de uma
sequéncia-lider ou miniéxon de 39 nucleotideos a extremidade 5 do transcrito primario. Este
miniéxon, por sua vez, provém do SLRNA, que o doa ao transcrito primario a partir do
reconhecimento, na regido intergénica, tanto da sequéncia de nucleotideo-sinal AG, na
extremidade 3’, quanto do segmento de polipirimidinas, na extremidade 5. A sequéncia-sinal
AG, nesse contexto, encontra-se a jusante do segmento de polipirimidinas. Tal localizacdo influi
no processo de poliadenilacdo que € concomitante ao trans-splicing (LIANG; HARITAN; ULIEL,
2003). Contrariamente ao cis-splicing, recorrente na transcricdo dos demais eucariotos, o trans-
splicing leva a formacdo de uma estrutura em formato de Y ao invés de um intermediario-lariato.
A partir da formacéo da estrutura em formato Y, j4 se tem o surgimento de dois pré-mRNAsS,
resultantes do processamento da mensagem policistronica, na qual duas fases abertas de
leitura encontram-se justapostas uma em relacdo a outra (DANIELS; GULL; WICKSTEAD,
2010). Na poliadenilacdo, concomitantemente ao reconhecimento, pelo SLRNA, do sitio aceptor
da sequéncia-lider, o complexo responsavel pela adicdo da cauda poli-A é recrutado para esse
mesmo sitio de modo que o complexo realiza uma varredura no sentido 3’-5" até a identificagéo
de uma sequéncia sinal que leve a poliadenilacdo da extremidade 3’ (LIANG; HARITAN; ULIEL,
2003). Mediante a ocorréncia simultdnea de ambos os processos, tem-se a formacgdo de

MRNASs individuais a partir do transcrito primario que os contém (SFEIR; SYMINGTON, 2015).
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Logo, no processo de maturacdo de um transcrito, em tripanosomatideos, uma mensagem
policistronica proveniente de uma unidade policistrénica de transcricdo é convertida em varias
mensagens monocistronicas, ou seja: em mRNAs individuais correspondentes a cada um das
ORFs que compde uma unidade especifica (CLAYTON, 2019).

Em contraposicdo aos demais eucariotos, a transcricdo pela Pol Il ndo se da a
partir de um promotor, estando este ausente na maior parte dos clusters conhecidos; a excegéo
dos genes que codificam para o SLRNA, os quais possuem promotes, mas que Sao transcritos
pela Pol 1l (CLAYTON, 2019). A principio, o inicio da transcricdo nos organismos desse taxon
dar-se pela identificacdo de marcadores ou modificagbes quimicas nas variantes de histona
onde a parte do DNA a ser transcrito encontra-se associado (CAMPO, 2017). A terminagao, por
outro lado, é especificada tanto pela presenca de marcadores epigenéticos quanto pela
presenca de genes que sao transcritos por outras polimerases (CAMPO, 2017). Adicionalmente,
um outro marcador usual tanto ao inicio quanto ao término da transcricdo consiste nas varias
copias do gene de 140 bases que codifica para o SLRNA (CLAYTON, 2019). Logo, a regulagéo
da expressao génica, que na maioria dos eucariotos inicia-se ainda no sito de ligacédo da Pol Il
ao pormotor constitui, em tripanosomatideos, um evento de natureza pds-transcricional
(VAZQUEZ, 2007).

A maturacdo do transcrito primario de uma unidade policistrénica de transcricdo
produz mRNAs monocistronicos diversos, porém com o mesmo nivel de transcricdo. Como 0s
MRNASs resultantes ndo possuem uma relacdo funcional obrigatéria entre si, a célula do parasito
deve regular tanto seu uso quanto sua degradacdo (CLAYTON, 2019). Nesse sentido, a
regulacdo de quais mRNAs serdo traduzidos ou quais mMRNAs serdo mobilizados para outras
atividades requeridas pela célula do parasito ocorrera mediante uma série de mecanismos de
regulacao pos-transcricional (VAZQUEZ, 2007). A regulacdo pode se dar tanto a nivel do nacleo
guanto do citoplasma. A compartimentalizagéo, por conseguinte, exerce um papel primordial na
expressado génica em T. cruzi e nos demais tripanosomatideos (PASTRO et al., 2017). Na
regulacdo a nivel nuclear, um dos principais mecanismos de regulagéo diz respeito ao tamanho
da mensagem policistrénica (ALVES et al., 2013). Como h& competicdo, pela maquinaria

celular, tanto pelo processamento da mensagem policistrénica quanto por sua degradacéo, se o
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tempo requerido para a mensagem policistronica ser processada for alto, dificilmente havera o
processamento de todas as ORFs presentes no policistron, o qual podera ser degradado sem a
completude de seu processamento (ARAUJO, PATRICIA R; TEIXEIRA, 2011). No que tange a
regulacao a nivel de citoplasma, dois principais mecanismos encontram-se envolvidos: ligacdo
de proteinas ao mMRNA e compartimentalizacdo do mRNA em granulos (CLAYTON, 2019). No
primeiro, proteinas ligadoras de RNA (do inglés RNA Binding Proteins — RBPS), ligam-se a
sitios de ligacdo tanto na extremidade 3' UTR do mRNA quanto em sua extremidade 5 UTR,
sendo esta Ultima mais rara (NOZAKI; CROSS, 1995). A ligacdo de proteinas a sitios
especificos do mMRNA monocistrénico pode desde retardar sua traducdo, como impedir sua
traducdo ou mesmo sinalizar para maquinaria de degradacdo de mMRNAs que aguele mMRNA
especifico deve ser dregradado (ARAUJO, PATRICIA R; TEIXEIRA, 2011). J& no segundo, a
célula do parasito pode tanto armazenar mRNAs especificos em granulos no citoplasma da
célula, para uso posterior, quanto sequestra-los em granulos voltados para degradacédo (ALVES
et al., 2013). Em ambas as situacdes, o acesso da maquinaria de traducdo da célula aos
MRNASs sé&o drasticamente reduzidos. Ademais, ambos 0s processos atuam coordenadamente,
haja vista a ligacdo de uma RBP a um sitio especifico de um dado mRNA leva a diferentes
destinos no metabolismo celular (ARAUJO, PATRICIA R; TEIXEIRA, 2011). Outros
mecanismos também estdo envolvidos na regulacdo pds-transcricional de mMRNAs em
tripanosomatideos, os quais podem interfir na meia-vida desses RNAs, na tradu¢do ou mesmo
em sua biossitense, mediante mecanismos epigenéticos e evolutivos (LIMA, M et al., 2011).
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3. Proteases

Proteases, também denominadas proteinases ou peptidases, sdo enzimas que
catalisam a quebra ou hidrolise de ligagcbes peptidicas (NESSI; JEDRZEJAS; SETLOW, 1998).
A clivagem dessas ligacdes pode ocorrer tanto entre aminoacidos de proteinas quanto entre
aminoacidos de peptideos, notadamente oligopeptideos (LOPEZ-OTIN; BOND, 2008). A
atuacéo das proteases no metabolismo dos seres vivos elicita miriades de respostas biologicas,
as quais sdo essenciais a manutencdo da homeostase (BOND, 2019).

As proteases classificam-se de acordo com diferentes critérios, 0s quais englobam
desde a natureza da catalise ao mecanismo catalitico que empregam (RAWLINGS; BARRETT,
2009). Atualmente, no que concerne a natureza da catalise, encontram-se divididas em dois
grupos principais: exopeptidases e endopeptidases (RAKSAKULTHAI; HAARD, 2003).

As exopeptidases constituem um grupo de proteases que catalisa a hidrélise de
aminoacidos que compdem a extremidade de cadeias peptidicas ou proteicas (NEMOTO;
OHARA-NEMOTO, 2016). Se a catalise se d4 em amino4cido pertencente a extremidade
aminoterminal (N), as exopeptidases atuam como aminopeptidases, liberando desde residuos
de aminoacidos individuais a pequenos peptideos de baixa massa molecular. Por outro lado, se
a catélise se da em aminoacidos pertencentes a extremidade carboxiterminal (C) da cadeia
peptidica ou proteica, as exopeptidases passam, entdo, a atuarem como carboxipeptidases
(BREDDAM, 1986). O mecanismo de catalise por elas empregado € similar as
aminopeptidases, com liberacdo de aminodacidos individuais ou pequenos peptideos de baixa
massa molecular, as quais dependem da natureza da reacdo catalizada. As endopeptidases,
por sua vez, caracterizam-se por catalisar a hidrolise de ligacdes peptidicas que sejam internas
as cadeias peptidicas ou proteicas (TAYLOR, 1993). Contrariamente as exopeptidases, a
reacdo catalisada por endopeptidases ndo resulta na formagdo de monémeros, ou seja, de
residuos de aminoacidos, como subproduto reacional (DEMIDYUK; CHUKHONTSEVA;
KOSTROV, 2017).
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As proteases catalisam as reacdes de hidrélise de ligacbes peptidicas por
mecanismos similares, independente das diferencas prepoderantes que as distinguem umas
das outras. Anteriormente a catélise, os substratos, sejam peptidicos, sejam proteicos, devem,
primeiramente, ligar-se ao sitio ativo das proteases que lhe sédo especificas (LATORRE et al.,
2016). A eficiéncia de ligacdo dos substratos aos seus respectivos sitios ativos € uma funcao
tanto do ambiente quimico criado pela ligacéo sitio ativo-substrato quanto da natureza quimica
do peptideo ou proteina que interage com o sitio ativo da enzima (BOND, 2019). Diversos
fatores fisico-quimicos interferem na interacéo das ligacdes peptidicas dos substratos com seus
respectivos sitios ativos nas proteases. Dentre eles, destacam-se o tamanho, a carga, a
polaridade e a acessibilidade (BOND, 2019).

No que tange ao mecanismo catalitico que empregam, as proteases classificam-se
em serino, treonino, aspartato, metalo e cisteino proteases (BRIX; STOCKER, 2013). Em
serino-proteases, a triade catalitica tem no residuo de serina o principal nucledfilo para atacar o
carbono da carbonila que participa da ligacdo peptidica (CERA, 2009). Por analogia, nos
demais tipos de protease a triade catalicia consistir4, ou em um residuo de treonina, ou em um
residuo de aspartato, ou ion divalente, ou em um residio de cisteina como principal nucleofilo
capaz de polarizar o carbono da cabonila na ligacdo peptidica e, assim, catalisar a reacdo de
hidrélise. O mecanismo de acao da triade catalitica, em todos os tipos de protease, para fins de
catélise, baseiam-se em trés etapas principais: ativacdo do nucledfilo, polarizacédo da ligacao
peptidica e estabilizacdo do intermediario tetraédrico (LOPEZ-OTIN; BOND, 2008). Assim, ao
final do processo, tem-se a modificacdo dos substratos, que é o objetivo almejado na reacdo de
catalise mediada por proteases (BOND, 2019).
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Em meio a diversidade de proteases presentes nos organismos Vivos, sua
organizacdo e classifcacdo € prepoderante. Uma importante ferramenta para esse fim é o
sistema MEROPS (RAWLINGS; BARRETT, 2009) Criado por Rawlings e Barret, em 1993,
congrega informagdes diversas sobre proteases e seus potenciais inibidores (BOND, 2019).
Nesse sistema, as proteases sdo organizadas e classificadas baseando-se em uma estrutura
hierarquica onde proteases que apresentam uma significante similaridade na sequéncia de seus
aminoacidos séo agrupadas em familias. Essas, por sua vez, caso apresentem homologia entre
si, sdo agrupadas em clas (BRIX; STOCKER, 2013).

Tendo por base o sequenciamento do genoma de diversos organismos, estima-se
que cerca de até 2 % dos genes codificadores de proteinas, em todas as espécies dos trés
Dominios, codifiqguem para a biossintese de proteases (ATKINSON; BABBITT; SAJID, 2009).
Tal constatacdo reforca a importancia evolutiva do papel das proteases na manutencdo da
homeostase de todos os seres vivos. As proteases estdo envolvidas em diversos processos
biolégicos, os quais albergam desde modificacbes poOs-traducionais a processos fisioldgicos
como sintese, degradacdo, localizacdo celular, apoptose, respostas imunoldgicas,
acometimento e progressdo de doencgas (BRIX; STOCKER, 2013). Processos, esses, que
influem sobre o fluxo da informacé&o genética nas células; no ciclo celular; na morte celular; na
ciclagem de proteinas e estruturas supramoleculares; no transporte de materiais; ativacdo de

leucdcitos e inflamagéo; e em processos infecciosos (ROJAS et al., 2017).

Em T. cruzi, por exemplo, um amplo espectro de proteases influem na biologia do
parasito. A enzima prolil-oligo peptidase, Tc80 (80 kDa), € uma serino-protease expressa em
maior quantidade nas formas tripomastigota e amastigota (BIVONA et al., 2018). Secretada,
esta enzima participa da degradacdo de componentes da matrix celular como colageno e
fibronectina, participando, portanto, do processo de invasdo das células do hospedeiro
(BASTOS et al., 2005). Nao obstante, outra protease de importancia em T. cruzi, especialmente
no processo de invasdo da célula hospedeira, é a cruzipaina (FERRAO et al., 2015). Esta
cisteino-protease esta presente em todas as formas morfologicas do parasito (DUSCHAK;
COUTO, 2009). Contudo, é mais abundante nas formas replicativas, em especial, na forma

epimastigota. Nao sO possui importancia infectiva como, também, participa ativamente do
41



EE Universidade de Brasilia Allan Mascarenhas Amaral Barroso — Otubaina de T. cruzi

processo de metaciclogénese, modulando esse processo de diferenciacdo celular (LIMA, ANA
PAULA C.A. et al., 2001).

Nesse contexto, as proteases tém sido recorrentes objetos de estudo como
potenciais alvos para o desenvolvimento de novos farmacos. Muitos medicamentos atualmente
disponiveis ao tratamento de varias enfermidades baseiam-se na inibicdo da atividade
proteolitica. Por exemplo, entricitabina e fumarato de tenofovir desoproxila, que fazem parte de
um dos medicamentos que compdem 0s coquitéis antirretrovirais para o tratamento de pessoas
soropositivas (LV; CHU; WANG, 2015). Portanto, o estudo das proteases, no sentido elucidacéo
de seu papel biolégico, pode corroborar significativamente na compreensdo das doencas

causadas por parasitas, como a doenca de Chagas.

3.1. Cisteino-proteases

Cisteino proteases constituem enzimas cujo sitio ativo compdem-se dos residuos
de aminoacido cisteina, histidina e aspartato (Cys-His-Asp) na formacéo da triade catalitica
(VERMA; DIXIT; PANDEY, 2016). Nessa triade, o residuo de histidina atua como um doador de
prétons que realca o carater nucleofilico do residuo de cisteina, ao passo que um residuo de
glutamina permite a estabilizacdo do intermediario tetraédrico que se forma no percurso da
catalise (OTTO; SCHIRMEISTER, 2002). A cisteina, altamente nucledfila, por sua vez, ataca o
carbono da carbonila que forma a ligacdo peptidica, liberando um intermediério tetraédrico do
tipo tioéster juntamente com fragmentos provenientes da ruptura da cadeia peptidica (SAJID;
MCKERROW, 2002). A maior parte das cisteino-proteases catalagadas constituem
endopeptidases. Contudo, algumas também atuam como exopeptidases (LATORRE et al.,
2016).
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Algumas cisteino-proteases, quando sintetizadas, ndo se encontram
cataliticamente ativas, sendo sintetizados como zimogénios. Em sua forma zimogénica, um pro-
dominio bloqueia estericamente o acesso do substrato ao dominio maduro do sitio ativo da
enzima, impedido, assim, a acdo catalitica (COSTA; LIMA, 2015). Tal bloqueio evita a
degradacéao proteica ndo requerida. O pré-dominio, além de atuar como inibitor endégeno da
enzima, também auxilia em seu enovelamento e em sua compartimentalizacdo nas células em
que é produzida. O mesmo espéndio encontra-se presente, também, em proteases que
possuem outros mecanismos cataliticos. A ativacdo da enzima, por outro lado, ocorre mediante
modificacdes quimicas sobre o sitio catalitico, removendo o pr6-dominio e disponibilizando o
dominio maduro do sitio para seus substratos especificos. Cada grupo de proteases, nao
obstante, possui seus préprios mecanismos de inbicdo e ativagcdo. Em cisteino-proteases,
mecanismos diversos estdo envolvidos na ativagdo das proteases (RAWLINGS; CB, 1996). A
autoativacdo constitui um desses mecanismos e ocorre a partir da compartimentalizacdo da
enzima em um ambiente onde a reducéo do pH e da forca idnica levam a estabalizacéo do pro-
dominio e sua consequente retirada do sitio ativo da enzima. Nesse mecanismo de ativacéo,
ndo ha o envolvimento de outras enzimas, mas, sim, de um processo fisico-quimico de
modulacdo de pH e salinidade, que economiza energia metabdlica. Outro mecanismo, a trans-
ativacao, consiste na ativacdo da enzima por mediacdo de outras enzimas, gerando maior gasto
de energia metabdlica (OTTO; SCHIRMEISTER, 2002). A cisteino-protease mais bem
caracterizada em T. cruzi, cruzipaina, por exemplo, é sintetizada como um zimogénio sendo
maturada durante sua passagem pelo aparelho de Golgi, em todos os estagios de
desenvolvimento do parasito (LIMA, ANA PAULA C.A. et al., 2001). Sua importancia a biologia
de T. cruzi, por exemplo, é evidenciada a partir do alto nimero de copias génicas que codificam
para essa protease (DUSCHAK; COUTO, 2009).
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Em geral, cisteino-proteases estdo presentes em todos 0S organismos Vivos.
Dentro do sistema MEROPS de classificacdo, as cisteino-proteases estdo organizadas em 14
clas (RAWLINGS; BARRETT, 2009). Elas atuam em processos primordiais que envolvem tanto
0 catabolismo quanto o processamento de proteinas. S8o enzimas ativas, por exemplo, nas
vias de modificacdo pos-traducional, as quais afetam abundancia, a localizacéo e a funcao das
proteinas (ROJAS et al.,, 2017). Por conseguinte, a compreensdo do papel biolégico das
diferentes proteases distribuidas entre as familias que compbem os clas corroboram na
elucidacéo da diversidade biolégica. Em termos de micro-organismos causadores de doencas
em animais e plantas, permite que entenda-se, por exemplo, qual sua participacdo nos
processos infectivos provacados por agentes etioldgicos diversos, bem como sua participacéo
nas respostas imunolégicas dos hospedeiros a essas mesmas infec¢des (SAJID; MCKERROW,
2002). Nesse contexto, pode-se vislumbrar o desenvolvimento de alternativas quimioterapicas
para doengas que até o presente momento, ou ndo possuem cura, ou 0s medicamentos
disponiveis sdo toxicos e ineficazes. As cisteino-proteases, assim, podem ter um papel crucial

na profilaxia da doenca de Chagas.

As cisteino-proteases de parasitos podem estar envolvidas em processos
fundamentais em organismos de nicho parasitario como mediadoras da relacdo parasito-
hospedeiro; invasdo celular; evasdo do sistema imune do hospedeiro; processamento de
glicoconjugados de superficie; imunogenicidade; viruléncia e patogenicidade (SAJID;
MCKERROW, 2002). Dentre elas estao, por exemplo, a oligopeptidase B e as proteases do tipo
catepsina, como a cruzipaina (DUSCHAK; COUTO, 2009). Ambas estdo envolvidas no
processo de invasdo das formas infectivas na célula hospedeira e, no que tange a cruzipaina,
também esta envolvida nos processos de diferenciacdo celular do parasito, como na
metaciclogénese e na amastigogénese (FERRAO et al., 2015). Dado esses papéis-chave na
biologia desses organismos, as cisteino-proteases tém despontado como potenciais alvos para
drogas, as quais tenham toxicidade reduzida aos hospedeiros, porém, que tenham efetividade
na eliminacao dos agentes etiologicos causadores da infeccédo (BEKONO et al., 2018).
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3.2. Viada Ubiquitinacdo-Desubiquitinacéo e Otubaina

A ubiquitinacdo consiste em uma via de modificacdo pos-traducional em que
proteinas ubiquitinas sdo covalentemente ligadas a residuos de lisina de uma proteina-alvo a
partir de uma ligacdo de natureza isopeptidica (SURESH et al.,, 2016). Tal processo de
modificacdo ocorre mediante a participacdo de diferentes enzimas em uma série de reacdes em
cadeia. Essas enzimas desempenham diferentes papéis ao longo da cadeia reacional e sdo
altamente conservadas em eucariotos, sendo agrupadas em trés categorias: ativadaoras de
ubiquitina (E1), conjugadoras de ubiquitina (E2) e ubiquitina ligases (E3). Primeiramente, as
enzimas ativadoras (E1) ligam-se a ubiquitina ativando-a e, em seguida, transfere-na para as
enzimas conjugadoras (E2), formando, assim, um conjugado ubiquitina-E2. Posteriomente,
ubiquitina ligases (E3) se ligam ao conjugado e transferem a ubiquitina para seu respectivo
substrato (WIENER et al., 2012). A cadeia reacional pode ocorrer uma Unica vez para um
determinado substrato, ocasionando uma monoubiquitinacdo. Por outro lado, a cadeia recaional
também pode ocorrer repetidamente, ocasionando uma poliubiquitinacdo (VEREECKE;
BEYAERT; LOO, 2009). A ubiquitina € uma proteina cuja cadeia peptidica possui 76
aminoacidos, estando altamente conservada entre as espécies de Eukarya (FOOT;
HENSHALL; KUMAR, 2017). Dependendo do residuo de lisina a que se liga em seu respectivo
substrato, diferentes respostas biologicas ocorrem (ROJAS et al.,, 2017). Por exemplo, a
poliubiquitinacdo do residuo K48 pode sinalizar a célula que aquele substrato marcado seja
degradado no proteassoma 26S (HUTCHINS et al., 2013). Em contraposicdo, a
poliubiquitinacdo de um residuo K63 pode resultar na mobilizacdo do substrato para via
endossomo-lisossomo ou modular processos nado-degradativos como reparacdo de DNA,
transcricdo génica e resposta imune inata (SURESH et al., 2016). No total, a ubiquitinacéo pode
ocorrer em qualquer uma dos sete residuos de lisinas disponiveis — K6, K11, K27, K29, K33,
K48 e K63 — elicitando diferentes respostas biologicas. Todavia, a poliubiquitinagéo do residuo

K48 constitui a modificacdo mais recorrente em eucariotos (KOMANDER; RAPE, 2012).

45



EE Universidade de Brasilia Allan Mascarenhas Amaral Barroso — Otubaina de T. cruzi

A via da ubiqutinacédo, assim como muitas outras vias metabdlicas nas células, é
reversivel (SCHRADER; HARSTAD; MATOUSCHEK, 2009). Essa reversao € mediada por
enzimas que desfazem tanto as mono quanto as poliubiquitinagcdes: as desubiquitinases, as

quais participam da via metabdlica da desubiquitinacéo (HE et al., 2016).

As desubiquitinases (do inglés Deubiquitinating enzymes — DUBS) constituem um
grupo heterogéneo de proteases, a maioria cisteino-proteases, que cliva a ligacdo isopeptidica
entre a ubiquitina e o seu substrato proteico de maneira precisa (SCHOLZ et al., 2016). Elas
encontram-se divididas em cinco familias, das quais quatro sédo cisteino-proteases: ubiquitina
carboxiterminal hidrolases (UCHs), proteases ubiquitina especificas (USPs), proteases
relacionadas ao tumor ovariano (OTUs) e proteases da doenca Machado-Joseph (MJDs). A
quinta familia, JAP1/MPN/MOV34 (JAMMSs), corresponde a uma metaloprotease (KOMANDER,;
RAPE, 2012).

O balanco entre ubiquitinacdo e desubiquitinacdo, ambas reacdes reversiveis,
regula uma miriade de processos bioldgicos (KOMANDER; RAPE, 2012). A partir de alteracdes
na estabilidade de proteinas, em sua localizagdo nos compartimentos celulares, em sua funcao
biolégica e em sua capacidade de realizar intera¢des, podem regular eventos como ciclagem de
proteinas e diferenciacdo celular (MCCANN et al., 2016). Em suma, permite a célula direcionar
seu fluxo metabdlico (ZHANG, LING; GONG, 2016).

Em T. cruzi, estudos prévios mostraram que ha um aumento consideravel no nivel
de proteinas ubiquitinadas durante a amastigogénese (CARDOSO, JOSIANE et al., 2011). Isso
sugeriu que a via da ubiquitina estivesse envolvida na degradacdo de proteinas no parasito,
especialmente em processos de diferenciacdo celular. Concomitantemente, o genoma de T.
cruzi revelou que o parasito possui mais de cem copias codificadoras para as vias de
ubiquitinacdo e desubiquitinacdo, dentre as quais, sequéncias putativas para otubaina (GUPTA
et al., 2018).
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SUBSTRATO

Figura 4. Mecanismo de funcionamento das vias ubiquitinacdo-desubiquitinacdo. Adaptado
de Holden, D., Rytkénen A. Disponivel em: https://www.cell.com/cell-host-microbe/. Acessado em
julho de 2019.
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A otubaina € uma cisteino-protease que catalisa a clivagem de ligacdes
isopeptidicas entre moléculas de ubiquitina e seus substratos proteicos (LIU et al.,, 2019).
Portanto, € parte da via ubiquitinagdo-desubiquitinacdo (SUN; CHALLAGUNDLA, 2011).
Pertencente a familia das desubiqutinases do tipo OTU (do inglés Ovarian Tumor-related),
caracteriza-se por uma protease que possui o dominio OTU (IGLESIAS-GATO et al., 2015).
Esse dominio foi primeiramente descrito em Drosophila melanogaster e constitui uma das
maiores familias de desubiquitinases (BAIETTI et al., 2016). O surgimento de proteases
contendo o dominio OTU, na histoéria evolutiva de eucariotos, pode ter acontecido a partir de
sua aquicdo em procariotos. Tal constacdo corrobora com a hipétese de que proteases que
contém este dominio estejam envolvidas nas interacdes parasito-hospedeiro (MAKAROVA;
ARAVIND; KOONIN, 2000).

As proteases membro da familia OTU ja& foram identificadas em diversos
organismos dentre eucariotos e procariotos (SUN; CHALLAGUNDLA, 2011). As otubainas 1 e 2
(OTU1 e OTU2), caracterizadas em Homo sapiens, respectivamente, participam da regulagéo
de respostas imunoldgicas, como a anergia de linfécitos T, e na modulacdo de processos
tumorais (ALTUN et al., 2015). Em 2017, nosso grupo de pesquisa avaliou a atividade de uma
otubaina putativa em Leishmania infantum. Nesse estudo, a otubaina recombinante de L.
infantum (rOtuLi) demonstrou especificidade enzimatica sobre K48 de maneira mais acentuada
gue em K63, elicitando uma resposta pro-inflamatéria em macrofagos de modelo murino. Esse
trabalho foi o primeiro acerca da caracterizagdo de uma otubaina putativa tanto em
tripanossomatideos quanto em Leishmania (AZEVEDO et al., 2017). Recentemente, otubainas,
também putativas, foram descritas para fungos e outros protozoarios como Cryptosporidium
parvum (JU et al., 2014) e Plasmodium falciparum (DATTA et al., 2017).
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4. CRISPR/Cas9

CRISPR (do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)
associado ao locus dos genes Cas9 constitui um mecanismo de defesa procariético que atua
semelhantemente a um sistema imune adapatativo em algumas espécies de Bacteria e
Archaea (JINEK et al., 2012). Este sistema de defesa adaptativa tem por alvo acidos
nucleicos de origem exdgena, como sequéncias virais e plasmidiais invasoras. O sistema,
em procariotos, consiste em uma familia de repeticbes de sequéncias de DNA que se
encontra presente em até 84 % das espécies de arquibactérias catalogadas e em até 45 %
de bactérias (SAPRANAUSKAS et al., 2011). Essas sequéncias foram, primeiramente,
observadas em Escherichia coli, em 1987 (YOUNG et al., 2012). Posteriormente, 0 mesmo
locus foi identificado em outras espécies de Archaea e Bacteria (ZHANG, MINGZI M et al.,
2017). O locus CRISPR consiste em um arranjo formado por repeticbes curtas e
palindrémicas que se encontram interespacadas por sequéncias variadas, as quais sao
denominadas espacadores (JINEK et al., 2013). Os espacadores, no genoma de procariotos,
consiste em sequéncias exdgenas de DNA oriundas de virus e plasmideos (JINEK et al.,
2013). A essa caracteristica dos espacadores, identificada em 2005, que se atribui o caréater
de sistema imune adaptativo nesses organismos (JINEK et al., 2012). Nao obstante, o locus
CRISPR, nesses organismos, geralmente se encontra adjacente a outro locus, o qual é
denominado locus de genes Cas asosciado a CRISPR (BENEKE et al., 2017). Esse locus,
por sua vez, codifica para familias de proteinas que carreiam dominios de ligacdo a
nucleotideos, o que inclui, também, nucleases. A combinacdo do locus CRISPR com as
proteinas Cas, que possuem os referidos dominios, constitui o cerne do que se atribui ser o
sistema imune adaptativo de procariotos contra sequéncias exdgenas: CRISPR/Cas9
(HABIB et al., 2013).
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O mecanismo de acdo coordenada entre os dois locus adjacentes se da em
trés etapas bem-definidas: adaptacdo, expresséo e interferéncia (JINEK et al., 2013). Na
adaptacdo, novas sequéncias exdgenas sao inseridas como espacadores no locus CRISPR.
A insercdo, por sua vez, modula a expressao dos genes cas, levando a transcricdo do
arranjo CRISPR em um RNA néo-processado, o pre-crRNA. Posteriormente, as proteinas
Cas processardao esse RNA, levando a formacdo do crRNA. Esta etapa constitui a
expressdo. Por fim, na etapa de interferéncia, a sequéncia exdgena € reconhecida pelo
complexo formado por crRNA e proteinas Cas, levando a eliminagdo da sequéncia invasora.
Portanto, trata-se de mecanismo que permite aos procariotos eliminarem sequéncias
exdgenas ao mesmo tempo em que produz memaria molecular contra elas (MARTIN JINEK
et al., 2012).

No total, ja foram identificados ao menos trés sistemas distintos de CRISPR em
procariotos (WONG; LIU; WANG, 2015). Eles variam entre si quanto ao mecanismo que
empregam para a eliminacdo das sequéncias exégenas. O sistema de tipo Il, chamado
CRISPR/Cas9, utiliza apenas uma unica proteina Cas, a endonuclease Cas9, para fins de
eliminacao de sequéncias exégenas (YOUNG et al., 2012). Trata-se de um sistema oriundo
de Streptococcus pyogenes e que é altamente adaptavel como instrumento de edi¢do génica
em outros organismos (LE RHUN et al., 2019). O mecanismo de acao de CRISPR/Cas9, em
S. pyogenes, consiste na presenca da endonuclease Cas9, das sequéncias de RNA crRNA e
tracrRNA, assim como da sequéncia alvo e da triade bases NGG, conhecida pelo acrénimo
PAM (do inglés “Protoespacer Associated Motif’) (GLEDITZSCH et al.,, 2019). Nesse
sistema, a endonuclease Cas9 complexa-se com crRNA e com o trans-crisprRNA
(tracrRNA), o qual é parcialmente complementar ao crRNA (JIANG; DOUDNA, 2017). Esse
complexo guia a Cas9 até a sequéncia-alvo. Ndo obstante, esse é o sistema mais
comumente empregado para fins de edicdo génica e 0 que mais tem sido objeto de
adaptacoes para esse mesmo fim (JIANG; DOUDNA, 2017).
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Quando os genes do locus CRISPR sédo ativados por um processo invasivo,
inicia-se a transcricdo de um RNA primario oriundo desse mesmo locus, 0 qual possui as
sequéncias curtas e palindrémicas interespacadas pelos espacadores (YOUNG et al., 2012).
Esses ultimos, por sua vez, podem ter origem em diferentes invasores. Concomitante a
transcricdo do RNA primario, tem-se, também, a transcricdo de um RNA denominado trans
ativador do crRNA (tracrRNA) (SAPRANAUSKAS et al., 2011). Esta sequéncia pareia-se, por
complementariedade de Watson-Crick, as sequéncias de crRNA presentes no RNA primério.
A ocorréncia do pareamento leva a maturacdo de crRNA que, entdo, passa a consituir um
complexo com tracrRNA. Este complexo efetor ativado conjuga-se com a endonuclease
Cas9. A partir dai, tem-se, pelo complexo Cas9-tracrRNA-crRNA, a varredura da sequéncia
nucleotidica exdgena e sua eleminacdo (SAPRANAUSKAS et al., 2011). O complexo efetor
ativado formado por tracrRNA e crRNA atua como uma sequéncia de RNA que guia a Cas9
ao seu alvo, de modo que esta, apds encontra-lo, possa exercer seu efeito catlitico

pomovendo a quebra da dupla fita de DNA.

A adapatacdo do sistema de tipo Il transformou CRISPR/Cas9 em uma
poderosa ferramenta de edicdo génica aplicAvel a diversos seres Vvivos, inclusive
tripanosomatideos. Enquanto ferramenta de edicdo, CRISPR/Cas9, algumas modificacGes
se fizeram necessarias de modo a tornar o sistema aplicavel a edicdo génica. Por exemplo, o
duplex de RNA formado por crRNA e tracrRNA, que no sistema tipo Il de procariotos
conjuga-se parcialmente, na ferramenta CRISPR/Cas9 o duplex constitui uma quimera de
RNA chamada sgRNA (do inglés single-guide RNA). O sgRNA, por sua vez, € formado por
uma sequéncia de 20 bp que marca a sequéncia alvo a ser editada, chamada protospacer. O
protospacer deve estar a montante do PAM. Assim, quando do complexo Cas9-sgRNA, ha
reconhecimento do PAM e complementariedade de bases entre o SgRNA e 0 protospacer,
induzindo a atividade catalitica da Cas9 (BRAZELTON et al., 2015).

A endonuclease Cas9 € constituida por dois dominios de nuclease distintos:
RuvC-like e HNH (NISHIMASU et al., 2014). O dominio RuvC-like localiza-se na extremidade N-
terminal da proteina, ao passo que o dominio HNH localiza-se na regido interna da proteina.

Ambos os dominios atuam como nucleases, catalisando a ruptura de ambas as fitas de DNA
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(JINEK et al., 2012). Contudo, cada um dos dominios de nuclease promovem a catalise da
guebra de fitas distintas. HNH cliva a fita complementar, ja que RuvC-like cliva a nao-
complementar (ZUO; LIU, 2017) A atividade catalitica de Cas9 sob sobre a dupla fita esta
atrelada a presenca da sequéncia de trés bases NGG, também conhecida por PAM, onde N
pode ser qualquer base entre as ocorrentes no DNA. Ao identificar, na varredura, a regidao do
PAM imediatamente a sequéncia da extremidade 3’ de crRNA, Cas9 sofre uma modificagao
conformacional mediada por residuos de arginina que leva a ativagdo de sua atividade catalitica
(CHEN; CHOI; BAILEY, 2014).

CRISPR/Cas9, enquanto ferramenta biotecnologica de edicdo, propicia, por
meio de sua maquinaria, o dano a sequéncia alvo mediante quebra da dupla fita de DNA
pela Cas9. O dano causado a molécula de DNA, por sua vez, elicita uma resposta enddgena
celular no sentido de reparar o dano causado. A recrutamento da maquinaria celular ao
reparo dependera tanto do tipo de dano causado quanto ao tipo celular onde esse ocorrera
(CUBBON; IVANCIC-BACE; BOLT, 2018). Em geral, o reparo pode ser realizado mediante
dois mecanismos bem descritos em eucariotos: reparo por juncdo de extremidades néo-
homologas (do inglés Non-Homologous End Joining — NHEJ) ou por recombinacgéo
homologa ( do inglés Homologous Direct Repair — HDR). Em NHEJ, os danos causados a
dupla fita sédo reparados a partir de um mecanismo randémico de insercdo e delecdo de
bases (SU et al., 2016). Esse mecanismo acaba por levar a ruptura da fase aberta de leitura,
caso a sequéncia seja codificadora. Logo, ha perca de funcionalidade do gene (GUO et al.,
2018). No reparo por recombinacdo homoéloga, por outro lado, a sequéncia a ser reparada é
alinhada a um alelo ou cépia presente, ou no cromossomo homélogo ou na cromatide-irma
(durante a divisao celular), ou em qualquer outra localidade do genoma, respectivamente.
Assim, o reparo fideliza a sequéncia rompida a partir de um molde enddgeno. Logo, tem-se a
preservacao da funcionalidade do gene (LI, XUAN; HEYER, 2008).

Em termos de edicdo génica e de estudo de gendmica funcional, ambos os
reparos podem ser Uteis a depender da estratégia empregada. No caso do reparo por
homologia, a principal vantagem de sua aplicabilidade em gendmica funcional consiste na

possibilidade de se doar a célula um cassete de DNA com bragos homologos a sequéncia
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gue se deseja modificar flanqueando ambas as extremidades do cassete (GEBOW,;
MISELIS; LIBER, 2000). Assim, durante o reparo génico enddgeno, o cassete pode ser
utillizado pela maquinaria de reparo celular como molde. Esta estratégia € comumente
empregada em estudos de gendmica funcional para fins de dele¢cdo por nocaute ou por
insercao (BISHOP, 2000).

Comparativamente, CRISPR/Cas9 apresenta vantagens em relagcdo aos
demais meios classicos de delecdo génica em aspectos como: a endonuclease Cas9 pode
ser expressa no organismo que se deseja modificar, ou de maneira epissomal, por
intermédio de plasmideos, ou constitutivamente, integrando a sequéncia codificadora da
endonuclease ao genoma do organismo; o emprego de um sgRNA, que tem natureza
especifica, permite o direcionamento da edicdo; a utilizacdo de um sgRNA, adicionalmente,
facilita a obtencdo de mutantes duplos para um dado gendtipo em uma Unica etapa de
transfeccéo; e, por fim, mais a ferramenta permite o emprego de mais de um sgRNA para
uma mesma sequéncia ou para sequéncias diferentes, permitindo a avaliagdo dos efeitos do
gendtipo em multiplos fenétipos de uma s6 vez (DUO PENG, SAMARCHITH P. KURUP,
PHIL Y. YAO, TODD A. MINNING, 2015). Todavia, alguma desvantagens também podem
ocorrer: a endonuclease Cas9 pode ser tdxica a alguns organismos, como ja observado para
T. cruzi e Leishmania spp, 0 que pode inviabilizar sua expressao continua nos organismos
de interesse (DATE et al., 2016). Outra desvantagem notoéria, diz respeito aos off-targets.
Mesmo mediante o emprego de sgRNA especifico a sequéncia que se almeja editar, a
endonuclease Cas9 pode ocasionar danos em pontos ndo pretendidos do genoma,
inviabilizando o experimento (LANDER et al., 2016).

Desde sua concepcdo, em 2014, CRISPR/Cas9 vem sendo amplamente
empregado em diversos trabalhos de edi¢do genética. Em tripansomatideos, por exemplo, ja
fora utilizado para avaliar a funcédo de genes em Leishmania spp, em Trypanosoma brucei e
em Trypanosoma cruzi (ZHANG, MINGZI M et al., 2017). Dada suas vantagens enquanto
ferramenta biotecnoldgica, sua aplicacio em estudos de gendmica funcional de
tripanosomatideos visa, entre outros, acelerar o escopo de entedimento dos papéis dos

diferentes genes desses organismos em sua propria biologia, haja vista, quando comparado
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com outros organismos, pouco se conhece ainda (PASSOS-SILVA et al., 2010). Se levado
em conta, ainda, a enorme refratariedade que eles possuem a manipulacdo genética, a
aplicacdo de CRISPR/Cas9 a biologia molecular de tripanosomatideos pode resultar em
avancos consideraveis no entendimento de sua biologia e, por conseguinte, no
desenvolvimento de novas estratégias para combater as doencgas que eles causam tanto em
humanos quanto nos demais animais (ZHANG, MINGZI M et al., 2017).

sgRNA (tracrRNA-crRNA)

Sequéncia

Molde reparador Auséncia de Molde reparador contendo
contendo homologia molde reparador microrregides homoélogas
T T, T 00w B | LLERAEIARAN I B
it o o IO
¢ HDR ¢ NHEJ ¢ MMEJ
Insergao ou corregéo precisa Criagédo de INDELs Insergdo ou corregéo precisa
OO OO OO0 oo IO

Figura 5. Esquematizacdo do funcionamento do sistema CRISPR/Cas9 de tipo Il em eucariotos.
Adaptado de Miyagi, A., Lu, A., Humphreis, B. Disponivel em: https://jasn.asnjournals.org/content/. Acessado
em julho de 2019.
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JUSTIFICATIVA
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De acordo com a OMS, as doencas tropicais negligenciadas constituem um
conjunto de infec¢cbes causadas por virus, bactérias, fungos, protozoarios e helmintos que
afetam principalmente as popula¢gdes mais vunelraveis socioeconomicamente. Tratam-se de
doencas cujas as alternativas terapéuticas disponiveis para tratar os infectados sdo escassas,

haja vista o desinteresse por parte da industria farmacéutica em desenvolvé-los.

A doenca de Chagas encontra-se elencada entre as doencas negligenciadas.
Apesar dos mais de cem anos de sua identificacdo e descricdo, muito pouco foi desenvolvido
em termos de tratamentos quimioterapicos. Os medicamentos disponiveis, além de pouco
eficazes para a fase cronica da doenca, apresentam elevada toxicidade, o que inviabiliza o

tratamento.

Nesse sentido, a aplicacdo da gendmica funcional em T. cruzi, agente etiolégico
da doenca de Chagas, faz-se salutar. A publicacdo do genoma completo do parasito, em 2005,
tendo por referéncia a cepa hibrida CL Brener, bem como o desenvolvimento de novas
ferramentas moleculares para fins de edicdo génica, como CRISPR/Cas9, podem contribuir
para a elucidacédo de processos biol6gicos como viruléncia, patogenicidade e evolucdo. Dado o
papel das proteases na homeostase de todos os seres vivos, essas tém sido objeto de estudo
em tripanossomatideos, tendo em vista que pouco se conhece, ainda, acerca de seus papéis
biolégicos nesses organismos. O advento da ferremanta de edicdo genética CRISPR/Cas9 e
sua consequente aplicacdo em estudos de genética e biologia molecular constitui um
importante reforco ao estudo das proteases tanto a nivel de gendmica quanto a nivel de

proteGmica.

O entendimento, portanto, do papel biolégico das proteases em T. cruzi pode
valida-las como possiveis alvos farmacéuticos e, talvez, em um futuro ndo muito distante,
avancar na profilaxia e na terapéutica de uma doenca que carece de respostas eficazes em

combaté-la.
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OBJETIVOS
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Este trabalho teve por objetivo estudar uma cisteino-protease putativa, do tipo
otubaina, de T. cruzi, a qual é codificada pelo gene otutc. Para tanto, utilizou-se a expressao
heterdloga e a delecado de ao menos um dos alelos do gene, a partir da aplicacédo da ferrementa
de edicdo génica CRISPR/Cas9, como ponto de partida para um estudo mais abrangente de

gendmica funcional acerca desse gene na biologia desse parasito.

Para fins de alcancar este objetivo, concebeu-se o0 seguinte delineamento

experimental:

1. Analise genémica comparativa dos alelos codificadores de otutc;

2. Clonagem, expressdo e purificacdo de otutc para obtencdo da proteina

recombinante rOtuTc;

3. Teste de atividade enzimatica de rOtuTc sob o substrato tetra-ubiquitina
humana (K48);

4. Obtencéo de anticorpos de origem policlonal para rOtuTc;

5. Desenho e obtencao, por transcricdo in vitro, do sgRNA para delecédo de
otutc por intermédio de CRISPR/Cas?9;

6. Construcdo e obtencdo de cassetes contendo 0s genes de resisténcia a

higromicina e blasticidina para fins de delec¢éo fisica de otutc;

7. Sequenciamento do gene otutc clonado;

8. Confirmacéo, por PCR, da dele¢&o de otutc.
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Analise in silico de otutc

Os alelos de otutc, provenientes da cepa CL Brener e depositados na plataforma

TriTrypDB, https://tritrypdb.org/tritrypdb/, foram alinhados por intermédio do programa MUSCLE

(ClustalW) https://www.ebi.ac.uk/Tools/mse/muscle/.

Andlise in silico de OtuTc

A sequéncia de aminoacidos codificada pelo alelo Esmeraldo-like foi submetida a
diferentes analises in silico. Para tanto, utilizou-se os seguintes softwares: ProtParam
(https://web.expasy.org/protparam/) que calcula parametros fisico-quimicos como massa
molecular, ponto isoelétrico tedérico e indice de instabilidade. SignalP 5.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) que prediz a presenca e a localizacdo de sitios de
clivagem de peptideo-sinal em sequéncias de aminoacidos de eucariotos. TMHMM 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/) que prediz os dominios transmembrana possiveis a
proteina de interesse. NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) e NetOGlyc 4.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) os quais predizem sitios de N-glicosilacdo e O-

glicosilagéo, respectivamente, em sequéncias de aminoacidos.
Cultura de Trypanosoma cruzi

Epimastigotas de T. cruzi, cepa CL Brener, foram cultivados de forma axénica em
meio LIT (do inglés Liver Infusion Tryptone) (NaCl 190 mM, KCI 17 mM, NaH2PO4 8 mM, glicose
10 mM, triptona, Infusdo de figado, hemina; pH 7,3) suplementado com 10 % (v/v) de soro fetal
bovino inativado (SFB) juntamente com 100 pg/mL de gentamicina. A cultura foi mantida a
temperatura constante de 28 °C.
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Extracdo de DNA gendmico

O DNA genbdmico de T. cruzi foi extraido mediante protocolo de extracdo fenol-
cloroférmio. 1x 107 ou 5 x 107 epimastigotas foram coletados por centrifugacéo a 2.000 g por 10
min e o pellet resultante lavado trés vezes com PBS 1X. O pellet, entdo, foi resuspendido em 1
mL de tampéo de lise TNES (Tris 10 mM, pH 8,0; NaCl 50 mM; EDTA 50 mM; SDS 1 %).
Posteriormente, adicionou-se a amostra 20 pug/mL de RNAse A e a incubou por 30 min a 60 °C.
Terminada essa etapa, adicionou-se a amostra 100 pg/mL de proteinase K e a incubou por 1 h
a 56 °C. Entdo, a amostra, adicinou-se igual volume de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
(25:24:1), que foi centrifugada a 12.000 g por 5 min. Findada a essa etapa de centrifugacéo, a
fase superior (fase aquosa) foi coletada e transferida para um novo tubo onde, novamente,
adicionou-se igual volume de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico. Por fim, a amostra foi
submetida a centrifugacdo sob as mesmas condicbes anteriores. A partir da fase aquosa
coletada, o DNA total foi precipitado no tubo mediante adicdo de 2,5 volumes de etanol absoluto
gelado com posterior armazenamento do tubo a — 20 °C por 30 min. A amostra cotendo o DNA
precipitado foi, entdo, submetida novamente a centrifugacdo por 12.000 g por 20 min a 4 °C. O
sobrenadante resultante foi descartado e ao pellet foi adicionado 1 mL de etanol 70 % gelado,
com o qual se lavou o pellet por duas centrifugacdes consecutivas por 12.000 g, 5 min e 4 °C.
Por fim, o sobrenadante foi descartado e o pellet resuspendido em 50 pyL de H20 ultrapura,

auto-clavada e livre de nucleases.
Eletroforese em gel de agarose

As amostras de acidos nucleicos foram resolvidas em géis de agarose, 0s quais
variaram em concentracdo dependendo do tamanho da amostra. Foram confecionados géis de
0,8 %, 1,5 % e 2,5 %. Os géis foram preparados pela adicdo de agarose em tampdo TAE 1X
(Tris 17,8 mM, acido aceético glacial 0,1 % e Na2EDTA 1 mM) que foram, entédo, aquecidos entre
1 a 2 min até homogeneizar completamente formando uma solucdo translicida. Entdo, apods
esfriamento, brometo de etidio era adicionado a solu¢do na concentragéo final de 1 pg/mL para
fins de visualizagdo por excitagdo com comprimento de onda na faixa do ultravioleta. As
amostras foram preparadas diluindo-se cada amostra individualmente em tamp&o de amostra
1X (azul de bromofenol 25 %, xileno cianol 25 %, Tris 50 mM pH 7,6; e glicerol 6 %)

completando-se o volume final, geralmente 10 pL, com H20 ultrapura e autoclavada. Por fim, as
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amostras foram pipetadas sobre os pocos do gel e posicionadas horizontalmente sobre um
campo elétrico de 90 V. A andlise do tamanho das bandas resolutas foi verificado utilizando-se

um marcador molecular como padréo (1 Kb plus Invitrogen®).
Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS/PAGE)

As amostras proteicas, tanto a otubaina recombinante (rOtuTc) quanto os extratos
proteicos totais de parasito, foram resolvidas em géis de poliacrilamida/bis-acrilamida na
concentracdo 12 % por metodologia de SDS/PAGE. O preparo das amostras consistiu na
submissao destas em codi¢cbes desnaturantes e redutoras a partir de sua diluicio em tampao
Laemmli 5X (Tris HCI 50 mM pH 6,8; glicerol 10%, SDS 2%, azul de bromofenol 0,1%, B-
Mercaptoetanol 15 mM) e fervura por 5 min a 100 °C anteriormente a sua aplicacdo nos pogos
dos géis. A eletroforese das amostras foi realizada em sistema MiniProtean®3 Cell (BioRad) a
temperatura ambiente. A voltagem empregada variou a medida que as amostras eram
resolvidas ao longo dos géis, levando-se em consideragdo a concentracdo e composi¢cdo dos
géis concentrador e separador em SDS/PAGE. Durante a passagem das amostras do gel
concentrador para o separador, a voltagem utilizada foi de 90 V. Alternativamente, a voltagem
foi alterada para 120 V quando todas as amostras ja se encontravam no gel separador para sua
completa resolugdo. TrisGlicina 1X (Tris HCI 25 mM, pH 8,8; glicina 250 mM, SDS 0,1 %)
consistiu no tampao de corrida utilizado para promover a passagem da corrente elétrica. Para
fins de visualizacdo das proteinas resolutas, os géis foram submersos em solucéo de coloracéo
azul de Comassie (metanol 45 %, &cido acético 10 %, Comassie Brilliant Blue R250) por 2 h,
sob agitacdo constante. Posteriormente, os géis foram transferidos para solucdo descorante
(acido acético 10 %, metanol 10 %) também sob agitacdo e a temperatura ambiente. Por fim,
procedeu-se a visualizacdo das bandas. Bench Mark™ Protein Ladder (Invitrogen®) foi o
marcador utilizado nos géis de poliacrilamida para fins de analise de tamanho das bandas

resolutas no gel separador.
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Figura 6. Mapa do vetor de expressdo pET19b®. A seta preta indica o sitio multiplo de clonagem, com
seus sitios de restricao em evidéncia (em negrito). Imagem retirada de
https://www.embl.de/pepcore/pepcore services/strains vectors/vectors/pdf/pET-19b map.pdf.

O gene otutc foi clonado, primeiramente, no sistema de clonagem TOPO, a partir
de PCR do extrato genbmico de T. cruzi com os iniciadores sOTU_Tc Xhol e
asOTU_Tc_BamHI. Entdo, o inserto otutc em TOPO foi digerido com as enzimas de restricao
BamHI e Slal (Xhol) por 1 h a 30 °C em reacao tamponada pelo buffer B4, de Slal. A partir da
liberacdo do inserto otutc, resolvido em gel de agarose 0,8 % (m/v), o inserto foi excisado do gel
e limpo em coluna PureLink da InvitroGen®. Entdo, procedeu-se a etapa de ligacédo do inserto
no sistema de expressdo procariética pET19b. O inserto foi clonado numa razdo 1:3 de vetor
em que 17 ng de inserto foram ligados a 40 ng de vetor sob catalise de T4 DNA ligase,
proveniente do kit comercial de pET19b. O processo de ligacdo durou 24 h a temperatura
ambiente. A partir dai, 100 pL de E. coli (DH5a) foi transformado com 1 pL de otutc_pET19b.
Mediante uma coldnia randomicamente selecionada em placa de LB-agar e posterior in6culo
em 100 mL de LB liquido seguido de preparacao plasmidial, 100 pL de E. coli (XLGold) foram
transformados com 100 ng proveniente da preparacdo plasmidial otutc pET19b. Os
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transformantes foram plagueados em meio LB-agar contendo ampicilina (100 pg/mL), X-gal e
IPTG. 24 h depois, a partir de screening blue-white sobre a placa, sete colbnias foram
randomicamente selecionadas para fins de confirmacéo da clonagem do inserto, em orientagao
correta, no pET19b por PCR de colbnia. Confirmada a clonagem de otutc em pET19b, a col6nia
5 (C5), o qual foi positiva para a PCR de coldnia, foi cultivada em meio LB-liquido (100 mL)
contendo ampicilina (100 pg/mL). Mediante suas células, procedeu-se a uma nova preparacao
plasmidial no sentido de concentrar, novamente, outc_pET19b. Assim, utilizou-se o 100 ng de
otutc_C5_pET19b para transformar a linhagem BL21-Al de E. coli para proceder a expressao
heter6loga. A transformacdo de E. coli (BL21-Al) pelo concentrado plasmidial de
otutc_C5 pET19b, plaqueamento e a consequente selecédo das colbnias para inoculacdo em LB
liguido contendo ampicilina, levou a etapa de inducdo de otutc, obtendo-se o produto

recombinante de seu gene.

Expressao e Purificacdo de rOtuTc

E. coli (DH5a) (100 pL) foi transformada com 100 ng de otutc pET19b.
Analisando-se o indculo da transformacdo em placa de Petri, uma colénia foi randomicamente
selecionada e inoculada em 100 mL de LB liquido sendo cultivada por 24 h, a 37 °C e sob
agitacdo constante (250 rpm). Seguiu-se, entdo, a preparacao plasmidial para obtencao do
concentrado plasmidial de otutc_pET19b. Assim, 100 pL de E. coli (XLGold) foram
transformadas com 100 ng proveniente da preparacdo plasmidial. 24 h depois, a partir de
screening blue-white sobre a placa, seis colénias foram randomicamente selecionadas para fins

de confirmacgéo da presenca do inserto otutc em pET19b, por PCR de colbnia.

Cinco colbnias provenientes do plagueamento de BL21-Al contendo otutc_pET19b
foram inoculadas em meio LB liquido juntamente com ampicilina. Uma colénia contendo
pPET19b também foi inoculada. As seis col6nias foram cultivadas e induzidas separadamente.
Primeiramente, todas foram cultivadas a 37 °C por 3 h e agitacdo constante de 150 rpm.
Posteriormente, ap6s mensura de suas respectivas ODesoo, 0 gene o otutc, clonado no
plasmideo pET19b (otutc_pET19b), teve sua expressédo induzida por 5 h a partir da adicdo as
culturas de IPTG (1 mM) e L-arabinose (0,2 %). A inducédo das seis colonias deu-se em duas

temperaturas distintas: a 37 °C e a 20 °C. Findada a inducéo, as bactérias foram recolhidas por
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centrifugacdo e lisadas mediante tratamento quimico pelo agente BugBuster®. As células
lisadas de todas as seis col6nias, das diferentes inducdes, foram separadas em duas fracdes:
solavel e insolavel. Tal fracionamento teve por objetivo identificar em qual porcédo celular a
proteina recombinante se encontraria naquelas condi¢des de cultivo e inducdo. Para tanto,
realizou-se duas eletroforeses em gel de poliacrilamida 12 % (SDS/PAGE), que,

posteriormente, foram coradas com azul de comassie.

Dentre as cinco coldnias positivas para a fracdo soltuvel a 20 °C, a colénia C5 foi
selecionada e cultivada em 200 mL de meio LB liquido contendo ampicilina (100 pg/mL) por 3 h.
Apébs a ODsoo ter sido alcancada, a cultura foi induzida a 20 °C por 5 h com concomitante
adicdo de IPTG (1 mM) e L-arabinose (0,2 %). Concluida a inducdo, as bactérias foram
coletadas por centrifugacdo e submetidas a lise celular por tratemento quimico com solucao
comercial BugBuster®. A fracdo soltvel resultante foi submetida a purificacdo por cromatografia
de afinidade em coluna de (Ni*?)-agorase e eluida por adicdo, a coluna, de imidazol em

concentracdes crescentes.

A cultura de C5 para a qual rOtuTc encontrava-se na fracdo soluvel foi
centrifugada a 2.000 g por 30 min. O sedimentado, entdo, foi resuspendido em BugBuster® para
gue fossem lisadas. A partir da formacao do extrato proteico bacteriano, este foi introduzido na
coluna de (Ni*?)-agarose, previamente equilibrada, de acordo com instrucdes pesentes em
His*Bind® Purification Kit (Novagen®). Entdo, a coluna foi lavada com tampé&o em diferentes
concentracfes de imidazol, variando entre 5 mM a 100 mM. Pelo principo da cromatografia por
afinidade, rOtuTc foi eluida nas diferentes concentracfes, atingindo seu apice em 50 mM de
imidazol. A purificacd@o, por fim, foi avaliada por SDS/PAGE em gel 12 %. Por fim, a proteina
recombinante rOtuTc eluida foi dializada (concentrada) e armazenada a — 20 °C em uma

proporcao de 1:1 de glicerol.
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Teste de atividade enzimatica de rOtuTc

A fim de avaliar se rOtuTc foi heterologamente expressa em sua forma ativa,
avaliou-se a atividade enzimatica da proteina recombinante sobre o substrato tetra-ubiquitina
K48. 25 ug do substrato K48 (BOSTON BIOCHEM®) foram incubados com 8 pg de rOtuTc por
3 h, a 37 °C, em tampé&o Hepes 25 mM pH 7,5 com ou sem 5 mM de DTT. Findada a
incubacdo, adicionou-se tampao Laemmli & amostra e se procedeu a andlise da reacao por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS/PAGE) 15 %. O gel foi corado com azul de
Coomassie. O experimento foi gentiimente realizado pelas professoras Carla N. de Araujo e
Flavia N. Motta.

Obtencdao de anticorpos policlonais anti-rOtutc

Para obtenc&o de anticorpo policlonais, a enzima recombinante rOtuTc, oriunda da
purificacdo em coluna de niquel-agarose, foi administrada via intraperitonial em quatro
camundongos machos BALB/c. No total, quatro ciclos de imunizacao intercalados por quinze
dias. Previamente, cerca de uma semana anterior a primeira imunizacdo, amostras de sangue
dos quatro camundongos foram coletadas para obtencdo do soro pré-imune. Este, por sua vez,
foi diluido em uma proporgéo 1:1 em glicerol e armazenado a — 20 °C. Na primeira imunizacao,
5 ug de rOtuTc foi emulsionada em adjuvante completo de Freund numa proporcéo 1:1 e,
posteriomente, administrado aos camundongos. Nas duas imunizacfes seguintes, por outro
lado, 5 pg de rOtuTc foi emulsionada em adjuvante incompleto de Freund também na proporcéo
1:1, com a consequente administracdo aos camundongos. Na Ultima imunizacao, 5 pg de rOtuTi
purificada foi diluida em PBS 1X e administrada na auséncia de qualquer um dos dois
adjuvantes. Decorrida uma semana ap0s a Ultima imunizacdo, o sangue dos quatro
camundongos foi colhido por pulséo cardiaca e o soro separado do concentrado de hemacias.
Por fim, o soro foi diluido em uma proporcéao 1:1 em glicerol e armazenado a — 20 °C.
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Preparacédo plasmidial

Para fins de obtencdo de concentrados de plasmideo, colénias que albergassem
os insertos de interesse clonados nos plasmideos pET19b ou pGEM foram submetidas, ou a
preparacdes plasmidiais de pequeno porte (mini-prep), ou de meédio porte (mid-prep).
Primeiramente, as colbnias de interesse foram crescidas por 16 h a 37 °C sob agitacao
constante de 150 rpm, ou em 5 mL de meio LB-liquido (mini-prep), ou em 100 mL — 200 mL de
meio de meio LB liquido (midi-prep) contendo ampicilina [100 pg/mL]. Entdo, as células que as
compunham foram coletadas por centrifugacdo a 10.000 g por 10 min. O sobrenadante
resultante foi descartado. Se submetidas a mini-prep, adicinou-se tampéao Tris-EDTA gelado
(Tris 25 mM pH 8; EDTA 10 mM, glicose 50 mM) ao pellet, o qual foi incubado por 5 min no
gelo. Em seguida, procedeu-se a lise alcalina desse pellet mediante adicdo de solucdo NaOH-
SDS (200 mM, SDS 1 %). A solucdo resultante foi, entdo, homogeneizada por inverséao,
gentilmente. Assim, ap0s uma nova incubacdo no gelo por 5 min, adicionou-se a solucao
CH3COOK — CH3COOH (5 M, 11,5 mL; volume final: 100 mL) homogeneizando-se, novamente,
por inversdo e se seguindo a incubagcdo no gelo por 5 min. Findada essa etapa, a amostra
formada foi centrifugada por 15 min a 10.000 g a 4°C e o sobrenadante transferido para um
novo tubo onde foi adicionado igual volume de isopropanol. A amostra foi gentiimente
homogeneizada e incubada a temperatura ambiente por 5 min. Apds este periodo, a amostra foi
submetida a centrifugacdo por 15 min, a 10.000 g e a 25°C. O sobrenadante foi descartado e o
DNA precipitado ressuspendido em etanol absoluto gelado e incubado, por 20 min, a — 20°C. A
amostra foi centrifugada por 15 min, a 10.000 g e a 4°C e o sobrenadante descartado. Por fim, o
DNA precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70 % gelado, centrifugado por mais 5 min a
10.000 g a 4°C. ApoOs a secagem do pellet de DNA, este foi ressuspendidao em ~ 50 ul de agua
ultrapura estéril. Por fim, o DNA plasmidial foi estocado a — 20 °C. Se submetido a midi-prep,
porém, o pellet obtido da centrifugacdo teve seu contetdo plasmidial extraido e concentrado a
partir da execucdo, em acordancia com o protocolo experimental do fabricante, de um kit
midiprep Hipure Plasmid DNA purification (Invitrogen®).
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Transformacédo de Escherichia coli

Células competentes de diferentes linhagens de E. coli foram incubadas, ou com
ligacbes, ou com preparacdes plasmidiais diversas em concentra¢des variando entre 100 ng a 1
Hg. Esse processo deu-se em baixas temperaturas, no gelo, durante 30 min. Transcorrido esse
periodo, as células foram submetidas a um choque térmico a 42 °C por 1 min. Em seguida,
foram novamente incubadas no gelo por 2 min. Entdo, 1 mL de meio LB (do inglés Luria-Bertani
Broth) foi adicionado ao tubo contendo as células. A partit dai, essas ficaram sob agitacao
constante de 150 rpm, a 37 °C, por 1 h. Sequencialmente, as células foram, entédo, inoculadas
em placas de Petri contendo meio LB-agar com 100 pg/mL de ampicilina. Caso necessério,
para fins de varredura no intuito de verificar se houve ou ndo a inser¢ao correta do inserto no
sitio de clonagem, as placas foram montadas contendo X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indoxil-3-D-
galactopiranosideo) 80 ug/mL e IPTG (Isopropil 3-D-1-tiogalactopiranosideo) 1 mM. As placas
foram incubadas na estufa bacterioldégica por 16 h a 37 °C. Havendo col6nias, essas eram

analisadas e/ou inoculadas.
Plagueamento e inoculagéo

Para fins de clonagem tanto do gene otutc em pET19b quanto para a confecgao
dos cassetes ultra/otutc_hx1l hph_tub_otutc/ultra e ultra/otutc_bsd_otutc/ultra, etapas de
plagueamento e inoculacdo foram executadas. A despeito de algumas diferencas
metodoldgicas entre eles quanto a esses experimentos, em geral, o procedimento experimental

adotado foi semelhante.

As placas de Petri foram montadas, ou contendo apenas meio LB-agar com
ampicilina 100 pg/mL, ou, adicionalmente, contendo X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-
galactopiranosideo) 80 ug/mL e IPTG (Isopropil 3-D-1-tiogalactopiranosideo) 1 mM. Na primeira
estratégia de plaqueamento, o objetivo fora apenas propiciar o crescimento de colbnias
positivas para a presenca de um determinado plasmideo. Ja na segunda estratégia, o objetivo
consistiu na selecdo de clones por screening blue-white. As diferentes linhagens de E. coli, por
sua vez, foram inoculadas mediante aplicacdo de um procedimento comum: foram crescidas
por 1 h, sob agitagdo constante de 150 rpm e 37 °C. Entéo, foram centrifugadas ressuspendidas

em 150 pL de meio LB (do inglés Luria-Bertani Broth) e distribuidas entre as placas para
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inoculacao por espalhamento, na qual uma placa recebeu 70 % do inéculo e outra os 30 %

restante.
PCRs de colbnia

No intuito de confirmar o sucesso das clonagens, seja de otutc em pET19b, seja
de hph e dos cassetes hx1_tub e ultra/otutc_hx1_hph_tub_otutc/ultra em pGEM T-easy Vector®,
PCRs foram executadas utilizando o genoma proveniente diretamente da lise das colonias.
Estas foram coletadas a partir de uma ponteira estéril sendo estricadas, primeiramente, em uma
nova placa de Petri com LB-agar e ampicilina 100 pg/mL, para a obtencao de suas réplicas. Em
seguida, foram inoculadas em tubos contendo H20 ultrapura e estéril, de modo que as células
componentes dessas colonias fossem lisadas e seu contetido genético, incluindo os plasmideos
gue albergavam, fossem liberados para servirem de molde para as PCRs subsequentes. Os
tubos contendo as coldnias foram, entdo, submetidos a 95 °C de aguecimento por 5 min. Por
fim, aproximadamente 1 pL de cada tubo foi adicionado as PCRs especificas de cada

experimento como molde para a confirmacao das clonagens.

Imunofluorescéncia

A fim de determinar a citolocalizagdo de OtuTc em T. cruzi, bem como de analisar
a expressao diferencial de otutc entre as diferentes formas morfolégicas do parasito, procedeu-
se a um experimento de imunoflourescéncia e consequente andlise por microscopia confocal.
Assim, os parasitos foram coletados por centrifugacdo a 1.000 g por 10 min e lavados duas
vezes com PBS 1X estéril. Posteriormente, foram ressuspendidos em 200 pL de solugéo 1 %
(v/v) formaldeido em PBS por 30 min, para fins de fixacdo. Entdo, os parasitos foram
permeabilizados com 0,1 % (v/v) de Triton X-100 em PBS 1X por 10 min comincubacao em 100
mM de glicina por igual periodo de tempo. Por fim, os parasitos foram coletados por

centrifugacéo e ressuspendidos entre 50-200 uL de PBS 1X.
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As laminas foram previamente lavadas com metanol 100 % e tratadas com solucéo
0,1% (m/v) poli-L-lisina. Depositou-se, entdo, os parasitos fixados e permeabilizados sobre as
laminas. O bloqueio foi realizado por 5 min com tamp&o TB — PBS, 0,1 % (v/v) Triton X-100; 0,1
% (m/v) BSA. Para imunomarcacao, o anticorpo primario anti-rOtuTc, de origem do camundongo
2, foi depositado nas laminas e estas incubadas por 16 h a 4 °C, em diluicdo de 1:100 em TB.
Por fim, as laminas foram lavadas trés vezes com PBS 1X e incubadas por 1 h a temperatura
ambiente com anticorpo secundario goat anti-mouse IgG Alexa Fluor 488 (Invitrogen®) sob
auséncia de luz. Apos lavagem das laminas com PBS 1X, os parasitos foram incubados com 10
pg/mL DAPI por 5 min. Em seguida, as laminulas foram sobrepostas nas laminas com 10 pL de

DAKO Fluorescence Mouting Medium.
As imagens referentes a marcacgao para OtuTc foram adquiridas por microscopia

confocal. As imagens representam sobreposi¢cées de varias z-sections, as quais correspondem

ao conteudo total dos parasitos visualizados.
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Estratégias para delecdo de otutc utilizando sistema CRISPR/Cas9

No intuito de deletar o gene otutc no genoma de T. cruzi, primeiramente,
estabeleceu-se 0 alvo da endunuclease Cas9 no interior da sequéncia do gene otutc a partir da

selecdo de um sgRNA pela plataforma “Eukaryotic Pathogen CRISPR guide RNA/DNA Design

Tool” (http://grna.ctegd.uga.edu/). Mediante a sele¢cdo do sgRNA que melhor se adequasse a

proposta de delecéo, prosseguiu-se para sua obtencg&o por transcrigao in vitro.

A primeira estratégia consistiu na constru¢cdo de um cassete de homologia em
que o gene de resisténcia a higromicina (hph) foi flanqueado nas extremidades 5 e 3,
respectivamente, por 90 bp da sequéncia de otutc a montante do sitio de clivagem pela cas9 e
por 173 bp da sequéncia hx1; por 309 bp da sequéncia tub e 91 bp sequéncia de otutc a
jusante do sitio de clivagem pela cas9. A segunda estratégia consistiu na confeccdo de um
cassete de homologia em que o gene de resisténcia a blasticidina (bsd) foi flanqueado nas
extremidades 5’ e 3’, respectivamente, por 100 bp da extremidade 5’UTR de otutc e por 91 bp
da sequéncia de otutc a jusante do sitio de clivagem pela cas9. Ambos o0s cassetes, juntamente
com o sgRNA, foram transfectados em epimastigotas da cepa CL Brener, porém de uma
linhagem geneticamente modificada a qual sintetiza a endonuclease Cas9 constitutivamente,
deniminada luccas9. Esta linhagem foi obtida pela pesquisadora lzabela Marques Dourado
Bastos a partir da clonagem do gene codificador da endonuclease Cas9 no locus do gene da
luciferase (luc) desses parasitos, de modo que o gene cas9 substituiu, por recombinacéo

homéloga, o gene de resisténcia a neomicina (nph) presente nesse locus.

otutc_ S CTGTTGTCGGTTGGGTGGAAGCGGCTGTCTGCCAG--TTTTTTTGTCTGTTTGTTTGTGT
otutc_ P --GTTGTCGGTTGGATGGAATCGGCCGTCTGCCAGTTTTTTTTTGTCTGTTTGTTTGTGT

B kkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkk K(khkkhkkhkk Kkkhkkhk kkhkkkhkkhkkhkkkk R R R R R b b kb b b b b b b b b b b b 4
otutc_ S GGTTCCCCTCGCCTCTTCTCACACCGTTTTAAGGCAGCATCCll2cTTCCTCCGCCCAT
otutc_P GGTTCCCCCCGCCTCTTCTCGCACCGTTTCAAGGCAGCATCCACTTCCACCGCCCAT

- KAk AA kA k  FhkAAkhAAhkhkkdhh *AAhAhhkkdhhkh AhhAkhkhhArhhAhkhhAhkhkxhkhAkhkhrkhkhhx Ak rkhhk%k
otutc_ S GACAGGGAGATGCAGATGGCGATCATTCAGAGCGAAATCGAGTCGGTACCGCTTCTTAGT
otutc_ P GACAGGGAGATGCAGATGGCGATCATTCAGAGCGAAATCGAGTCGGTACCGCTTCTTAGT

- KA KA A I A AR AR A A A A AR AR AR A A I A AR AR A A I A AN A I A A A A A A AR A A ARk A Ak ko kK
otutc_ S GATCCCGTAGAGGCGCTGTCGGAGACATGTAGTCTCGTGAAGGAATTTGCCAATAGTGCA
otutc P GATCCCGTGGAGGCGCTGTCGGAGACATGTAGTCTCGTGAAGGAATTTGCCAATAGTGCA

- AkhkhkhAkkhhhkkh KA AAAA A A A A A dA A A AR A A A A A A A A A hA kA A A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak khkrkx k%
otutc_ S TCGATTTTGCCAAAAGTACTTTCGCTTTTTGCGTCCGACAATGACGACCGCTACAGTGGC
otutc_P TCGATTTTGCCAAAAGTACTTTCGCTTTTTGCGTCCGACAATGACGACCGCTACAGTGGC

- R R b S b I b b Sb b I Sb S S S b Sb b S b e S S S S b S b b Ih 2 S Sb I Sb b b Sh e S b b b b Sh b b S Jb S Sb b Sb b b Sb b S 3
otutc_ S ATCCGGTATGCACGACGGGATGGGAACTGTTTCTTCCGCTGCGTTGTATTTTCTCTGCTG
otutc P ATCCGGTATGCACGACGGGATGGGAACTGTTTCTTCCGCTGCGTTGTATTTTCTCTGCTG

R R e S b I b e Sb b b S S Sh i Sb b S SR S b b Sb e S b S b S Sb b b I Sh S b b b b S b b S Jb S Sb b b 2 b S 3
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otutc S GAAAGTATGCTTGGCGAT
otutc P GAAAGTATGCTTGGCGATAG

KAKAAKAIAKAAKNAIAAAAAAKN AKX A A A AR A A A I A A A A AR A A A A A A AR A A AR A A A A A A AR A X kK

otutc S CGCGGCGATT

otutc P GCGGCGATT
dhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkx *hkkkkkkhx

otutc S GCTGTGATTCGCCAAATTGAGTCTGGAGGCTGCACGACGTCGG

otutc P GCTGTGATCCACCAAATTGAGTCTGGAGGCTGCACGACGTCGG

KAKAAIA,R K§ KA AKA AR A A A A A A AR A A AR A A A A AR A A A A A A A A A A AR A A A A A A AR A A X kK

otutc S
otutc P
dhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhkhkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhkhkrk
otutc_S AGATGACTTCCTTCCGTTTGTGATGGGCCTTAATTACGAAAACGTT
otutc P AGATGACTTTCTTCCGTTTGTGATGGGCCTTAATTACGAAAACGTT
- dhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkdk dhkhhhhkhhkhhkhhhhhhkhkhhkhkrhkrkhkhrhkhhhkhrhkxx
otutc S GAAGACTTCTGTCGGGCCGAAGTGGATGCGGTCTCAAGCGAAAGCGATAACGTGCAGGTG
otutc P GAAGACTTCTGTCGGGCCGAAGTGGATGCGGTCTCAAGCGAAAGCGATAATGTGCAGGTT
B e S S S R R I e i I S e S R e e S S S S e e S S
otutc S GTGGCATTTGCCAGATGCTTCCAGTTGAAAATTGTTGTGGAGTACTTGGACGGTAGCGTT
otutc P GTGGCATTTGCCAGATGCTTCCAGTTGAAAATTGTTGTGGAGTACTTGGACGGTAGCGTT
LR R S R S I I S I SR S I I S R I R S S R e e S R S I e S S e
otutc S GGTACACGCACCACACGCCATTCATTTTCCGGTGACTCTAGCGATACCGGTGACAACACT
otutc P GGTACACGCACCACACGCCACTCATTTTCCGGTGACTCTAGCGGTACCGGTGACAACACT
KAK A A I A Ak ARk Ak A hkhkhkh dkhkhkdhhdkrhhkhhhkrkhrhhhrkx dhkhkkhkrkrkxhrkkxk*k
otutc_S CATCTTGTGGTGACACTGTTGTACCGTCCAGGGCACTACGACCTCCTGTACAAG
otutc P TCTCTTGTGGTGACACTGTTGTACCGTCCAGGGCACTACGACCTCCTGTACAAG

khkhkkhkhkhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhhkdrhkkhkrhkhkhkhhkrkhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhkhkxkkx

Figura 7. Estratégias de delecdo de otutc a partir do alinhamento do locus dos alelos otutc_S e
otutc_P. otutc_S: alelo Esmeraldo-like; otutc_P: alelo Non-Esmeraldo-like. Os asteriscos embaixo de cada
nucleotideo alinhado indicam que eles sé&o idénticos para ambos os alelos. Em azul claro, sequéncia de 100
bp correspondente ao ultrdamero 5’UTR_otutc. ATG: em azul escuro, codon de inicio. Em roxo, sequéncia
correspondente ao ultramero 5’otutc/ultra. Em amarelo, sequéncia de 20 nucleotideos correspondente a
regido, para ambos os alelos de otutc, onde o sgRNA 412 revcom se anela. CCA: PAM (do inglés, Proto
Adjacent Motif). Em verde, sequéncia de 91 bp correspondente ao ultrdmero otutc/ultrad’. TGA: em
vermelho, cédon de parada. nucleotideos destacados em amarelo correspondem aqueles em que ndo ha
identidade entre os nucleotideos alinhados dos alelos.
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I.  Construcao do Cassete ultra/otutc_hx1_hph_tub_otutc/ultra

O cassete ultra/otutc_hx1l hph_tub_otutc/ultra foi confeccionado a partir da
insercéo e clonagem do gene hph entre as sequéncias hx1 e tub do plasmideo hx1_tub_pGEM.
Tal construcao ocorreu mediante a digestdo do plasmideo hph_pGEM, liberando o inserto hph,
e a linearizacdo do plasmideo hx1l tub pGEM com as mesmas enzimas de restricdo, Xhol e
Hindlll, as quais séo parte da construcdo de ambos os plasmideos. A ligacdo de hph ao sitio de

clonagem presente entre hx1_tub foi catalisada pela T4 DNA ligase.

A — i
- l -

Figura 8. Modelo esquemético de confeccdo do cassete hx1l tub. As caixas pretas correspondem ao
amplicon hx1, ao passo que as caixas cinzas correspondem ao amplicon tub. As setas pretas sobre cada
caixa correspondem aos iniciadores necessarios a amplificagdo de cada amplicon. As setas em laranja
correspondem aos inciadores que possuem as sequéncias dos sitios de restricdo para as enzimas Xhol,
Xbal e Hindlll. A seta verdes indicam a sucessao de eventos até obtencao do cassete. A. PCR de obtencao
das segéncias hx1 e tub. B. PCR de fusdo dos amplicons produzidos em A com a utilizagdo do iniciador
forward de hx1 e o iniciador reverse de tub. C. Cassete hx1_tub com os respectivos sitios de restricdo entre

as duas sequéncias, 0s quais sao requeridos a clonagem dos genes de resisténcia.
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C hx1 hph tub
D S5’ultra/otutc hx1 hph tub ultra/otutc3’

Figura 9. Modelo esquematico de confec¢cdo do cassete ultra/otutc_hx1 hph_tub_otutc/ultra. As
caixas pretas correspondem ao amplicon hx1. As caixas cinzas correspondem ao amplicon tub. As caixas
vermelhas correspondem ao amplicon hph. As caixas azuis, por sua vez, correspondem aos ultrameros
como bragos de homologia flanqueando o cassete nas extremidades 5’ e 3'. As setas pretas sobre cada
caixa correspondem aos iniciadores necessarios a amplificagdo de cada amplicon. As setas em azul
correspondem aos ultrameros em cada extremidade 5 e 3. As setas verdes indicam a sucessao de eventos
até obtencado do cassete. A. Amplicon do gene hph. B. Cassete hx1_tub linearizado com as enzimas Xhol e
Hindlll. C. Cassete hx1_hph_tub, o qual serve de molde ao ultrdmeros para a confeccdo do cassete

ultra_otutc_hx1_hph_tub_ultra_otutc/ultra.D. Cassete ultra/otutc_hx1 hph_tub_otutc/ultra.
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II. Construcao do Cassete ultra/otutc_bsd_otutc/ultra

5’'UTR bsd 3'otutc

Figura 10. Confeccdo do cassete ultra/otutc_bsd_otutc/ultra e estratégia de confirmacdo de
integracdo do cassete no locus de interesse por PCR. bsd: gene de resisténcia a marca de selegéo
Blasticidina. otutc: gene otutc (alelo Esmeraldo-like). 5UTR: 100 bp da extremidade 5’ do alelo Esmeraldo-
like. 3’'UTR: extremidade 3’ do gene otutc (alelo Esmeraldo-like). 3’otutc: 91 bp da regido interna de otutc
préximo ao sitio de clivagem da dupla fita pela Cas9. Seta roxa: ultramero senso correspondete a 5’'UTR.
Seta azul: ultramero antissenso correspondete a 3'otutc. Linha vermelha: sitio de corte da dupla fita de DNA

pela Cas9.
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Amplificacdo do cassete ultra/otutc_hx1_hph_tub_otutc/ultra

A confeccdo do cassete indutor de reparo por homologia direta (do inglés
Homologuos Direct Repair — HDR) foi realizada por PCR a partir do plasmideo
hx1_hph_tub_pGEM tendo por iniciadores ultrameros de, respectivamente, 91 bp (5’) e 90 bp
(3’), os quais correspondem a sequéncias para 0 gene otutc e sequéncias para anelamento e
amplificacdo do cassete pelas regides hx1 e tub. Os ultrameros foram desenhados em regides
adjacentes a sequéncia de reconhecimento pelo sgRNA otutc_412 revcom e proximas ao
sitio de clivagem pela Cas9, a qual é idéntica para ambos os alelos de otutc. A reacdo foi
executada utilizando Phusion Flash High Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher®) para um
volume de 25 L, [400 nM] de cada iniciador e 25 ng de hx1_hph_tub_pGEM . No total, cinco
reacoes fora realizadas nas seguintes condi¢des: 98 °C, por 1 min, de desnaturacao inicial; 98
°C, por 5 s, de desnaturacao; 55 °C, por 10 s anelamento; e 72 °C de extensao por 25 s em 35
ciclos, com extensdo final a 72 °C por 1 min, gerando um amplicon de 1557 bp
correspondente ao cassete ultra/otutc_hx1 hph_tub_otutc/ultra, o qual foi analisado em

eletroforese em gel de agarose 0,8 % (m/v).

Amplificacdo do cassete ultra/otutc_bsd_otutc/ultra

Assim como em ultra/otutc_hx1_hph_tub_otutc/ultra, a confeccdo do cassete
ultra/otutc_bsd_otutc/ultra deu-se por PCR a partir do amplicon bsd. tendo por iniciadores
ultrdmeros de, respectivamente, 100 bp (5°) e 90 bp (3’), os quais correspondem, nessa
ordem, a regiao intergénica da extemidade 5’ do gene otutc e a uma sequéncia enddégena de
otutc préxima ao sitio de clivagem para a Cas9. Concomitantemente, ambos os ultrameros
possuem sequéncias para anelamento anelamento e amplificacdo do cassete pelas
extremidades 5 e 3’ de bsd. A reacdo foi executada utilizando Phusion Flash High Fidelity
PCR Master Mix (Thermo Fisher®) para um volume de 25 pL, [400 nM] de cada iniciador e 25
ng do amplicon bsd . No total, duas reacdes foram realizadas nas seguintes condic¢des: 98 °C,
por 10 s, de desnaturacdo inicial; 98 °C, por 1 s, de desnaturagcdo; 58 °C, por 10 s
anelamento; e 72 °C de extensao por 16 s em 34 ciclos, com extenséao final a 72 °C por 1 min
em 35 ciclos, gerando um amplicon de 589 bp correspondente ao cassete
ultra/otutc_bsd_otutc/ultra, o qual foi analisado em eletroforese em gel de agarose 0,8 %
(m/v).
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Selecao do sgRNA e transcrigao in vitro

A delecéo de otutc em epimastigotas da cepa CL Brener consistiu na transfeccao
dos cassetes confecionados na linhagem LUCCASY9, a qual sintetiza a endonuclease Cas9
constitutivamente. Para tanto, o RNA guia utilizado foi transcrito in vitro para ser transfectado
em conjunto com o0s cassetes. Para a confeccdo desse sgRNA, primeiramente a sequéncia
alinhada dos alelos de otutc foi submetida a uma ferramenta customizada chamada EuPaGDT

(http://grna.ctegd.uga.edu), a qual fornece diferentes sgRNA que variam entre si em critérios

como especificidade, presenga ou auséncia de off-targts e eficéncia de anelamento. Dentre os
sgRNA gerados pela ferramenta para otutc, o sgRNA otutc_412 revcom foi selecionado,
tendo em vista a auséncia de off-targets para a sequéncia alvo, bem como sua eficéncia de

anelamento para ambos os alelos de otutc.

sgRNA_otutc_412 revcom foi sintetizado por transcricdo in vitro. Para tanto, dois
iniciadores foram sintetizados: otutc_412 revcom, que € o iniciador forward que contém
exatamente a sequéncia das bases referentes a sequéncia alvo do sgRNA; e o iniciador
scaffold, que € o iniciador reverse, o qual se anela ao molde plasmidial pX330. Esse
plasmidio, por sua vez, serve de molde para a formacao da estrutura secundaria que interage
com a Cas9. Primeiramente, realizou-se duas reacdes de PCR de 50 pL utilizando Phusion
Flash High Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher®), sob os seguintes parametros: 98 °C
por 2 min, de desnaturacéo; 98 °C por 30 s, de desnaturacéo; 58 °C por 30 s, de anelamento;
72 °C por 30 s, de extensao; e 72 °C por 1 min, de extensao final em 35 ciclos. Apds analise
por eletroforese em gel de agarose 0,8 %, procedeu-se a transcricdo in vitro tendo por molde

essas PCRs.

Transfeccao e Clonagem

1 x 107 epimastigotas da cepa CL Brener, em fase exponencial de crescimento,
foram coletados por centrifugacdo a 2.000 g por 10 min e 4 °C. Ent&o, foram lavados trés vezes
com PBS 1X gelado sob as mesmas condi¢cdes de centrifugacdo. Findada a lavagem, foram
resuspendidos em 100 pL de solugdo human T cell Nucleofactor solution (Amaxa AG)
juntamente com sgRNA otutc_412 revcom (transcrito in vitro) e seus respectivos cassetes:
5’otutc-hx1-hph-tub-otutc3’ e 5’UTR-bsd-otutc3’. Os grupos controle foram transfectados na
auséncia tanto do sgRNA quanto dos cassetes.
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Findada a transfeccéo, os parasitos transfectados foram transferidos para seus
respectivos frascos de cultura e ressuspendidos em 5 mL de meio LIT suplementado com 20 %
de SFB, gentamicina 100 pug/mL e 10 pg/mL de puromicina. 24 h decorridas da transfeccéo,
adicionou-se ao meio de cultura 100 pg/mL de higromicina (InvivoGen®) ou 10-25 pg/mL de
blasticidina (InvivoGen®). Concomitantemente, os parasitos foram distribuidos em placas de 24
pocos, sob as mesmas condicbes de suas respectivas garrafas, para fins de clonagem sob

presséao seletiva de seus respectivos antibioticos.
Sequenciamento

O sequenciamento tanto do gene otutc quanto do  cassete
ultra/otutc_hx1_hph_tub_otutc/ultra foram realizados pela empresa Universidade Catélica de
Brasilia. No sequenciamento dos dois primeiros, as sequéncias encontravam-se clonadas em
plasmideos que tinham por inciadores os oligos T7 e SP6: otutc, em pET19b; e cassete 5’otutc-

hx1-hph-tub-otutc3’, em pGEM-T-easy Vector System®.

Extrato total de proteinas de T. cruzi

Os extratos proteicos das formas epimastigotas de T. cruzi foram obtidos
coletando-se os parasitos por centrifugacdo a 2.000 g por 10 min. A partir dai, os pellets
resultantes foram lavados trés vezes com PBS 1X (do inglés Phosphate Saline Buffer). No
intuito de lisar as célula para obtencdo do extrato, os pellets foram resuspendidos em tampéao
RIPA (Tris [50 mM], pH 7; NaCl [150 mM], SDS 0,1 %, C24H39NaO4 0,5 %, Triton X-100 1 %)
juntamente com coquetel inibidor de protease (cOmplete™ Mini EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail — Roche®). O extrato total produzido foi, entédo, coletado para analise por SDS-PAGE

em 1 x 107 parasitos/poco.
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Western blotting

Os extratos das amostras foram aquecidos a 100 °C por 5 min em tampao
Laemmli ( SDS 2 %, glicerol 10 %, p-mercaptoetanol 5 %, azul de bromofenol 0,002 %, Tris
[125 mM]; pH 6.8). As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamidade
(SDS-PAGE) 12 %.

A transferéncia das proteinas dos extratos para membranas de nitrocelulose
Amersham™ Protran™ (GE Healthcare) ocorreu a 350 mA por 1h30, utilizando-se o sistema
Mini Trans-Blot® (Bio-Rad) de transferéncia em tanque por submersdo em tampdo de
transferéncia ( Tris [48 mM], pH 9,2; glicina [39 mM], SDS 0,037 % e metanol 20 %). Decorrida
a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com solugdo TBS (do inglés Tris- Buffered
Saline) (Tris [50 mM], pH 7,5; NaCl [150 mM]) contendo 5 % de leite desnatado (m/v) por 30
min. Posteriormente, as membranas foram incubadas a 4 °C, por 16 h, com seus respectivos
anticorpos priméario em 0,1 % TBS-Tween 20 (TBST) (v/v) contendo 1 % de leite desnatado
(m/v) em uma diluigdo 1:100 de anticorpos policlonais anti-rOtuTc. Em seguida, foram lavadas
sete vezes, por 5 min, com TBST e incubadas por 1 h com o anticorpo secundério goat anti-
mouse IgG horseradish peroxidase conjugated (1:30.000) em TBST 1 % de leite desnatado
(m/v).

A membrana foi lavada, novamente, por cinco vezes. A imunomarcacao foi
observada por quimioluminescéncia utilizando o substrato peroxidase ECL™ Prime Western
Bloting Detection Reagent (GE Healthcare) e submetida a leitura ao equipamento
ImageQuant™ LAS 4000 (GE Healthcare).
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PCR de confirmacéao de integracédo do cassete ultra/otutc_bsd_otutc/ultra

A analise de ocorréncia de integracdo gendmica do cassete
ultra/otutc_bsd_otutc/ulira nos epimastigotas CL Brener da linhagem LUCCAS9 foi realizada por PCR
utilizando Phusion Flash PCR Master Mix (Thermo Fisher®) com posterior andlise por
eletroforese em gel de agarose 0,8 %. Primeiramente, epimastiogtas da frasco e dos clones
foram coletados por centrifugacdo a 1.000 g por 10 min. Entdo, o pellet resultante foi lavado
trés vezes com PBS 1X. Findada esta etapa, resuspendeu-se, entdo, separadamente, 0s
parasitos em 100 pyL de tampédo TNES (Tris [10 mM], pH 8,0; NaCl [50 mM], EDTA [50 mM],
SDS 1 %). Por fim, o DNA genbémico de cada amostra foi extraido pelo método de extracéo

por fenol-cloroférmio.
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RESULTADQOS
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Andlises in silico do gene otutc

I. Localizagcdo de otutc no genoma de T. cruzi da cepa CL Brener

A partir de varredura na plataforma TriTrypDB, https://tritrypdb.org/tritrypdb/,

identificou-se que o gene otutc possui dois alelos para a cepa de referéncia CL Brener.
Esses alelos, identificados pelos cédigos TcCLB.507047.110 e TcCLB.509179.150,

localizam-se no cromossomo 17 (Chrl7), estando cada alelo distribuido em um homadlogo

constituinte do par. Por tratar-se de uma cepa hibrida que remonta as DTUs Tcl e Tcll,

cada homodlogo componente do par possui uma origem filogenética distinta. O homologo

com origem em Tcl é chamado Esmeraldo-like e identificado pela letra S. J& o homologo

com origem em Tcll é chamado Non-Esmeraldo-like e identificado pela letra P. O alelo

presente em S é identificado por otutc_S, ao passo que o alelo presente em P é

identificado por otutc_P. Ambos os alelos estédo localizados em posi¢cdes diferentes em

seus loci nos homologos de origem (Tabela 1), apresentando polimorfismos de base entre

suas regides 5’ e 3’ UTR, mas possuindo sintenia entre si (Figura 11).

Alelo Posicionamento no Chrl7
otutc_S 176445 — 177239
otutc_P 176506 — 177300

Tabela 1. Posicionamento dos alelos otutc_S e otutc_P em seus respectivos homaélogos no
cromossomo 17. Dados obtidos da plataforma TryTripDB a partir do cddigo de identificacdo de cada

alelo https://tritrypdb.org/tritrypdb/.
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Figura 11. Localizacdo dos alelos de otutc, otutc_S e otutc_P em seus respectivos
cromossomos homologos e a relagdo de sintenia entre eles. A. Posi¢do dos alelos, em cada
homologo, com relacdo aos genes adjacentes do mesmo locus. TcChrl7-S e TcChrl7-P
correspondem, respectivamente, ao par de homélogos do cromossomo 17, onde os alelos otutc_S e
otutc_P estdo localizados. B. Relacdo de sintenia entre os genes adjacentes no locus e entre 0s
alelos otutc_S e otutc_P para os cromossomos TcChrl7-S e TcChrl7-P. Os retangulos na horizontal,
em preto, identificm, separadamente, o tamanho e o cdédigo do alelo otutc_S, no cromossomo
TcChrl7-S; e do alelo otutc P, no cromossomo TcChrl7-P. O retdngulo na vertical, em preto,
identifica os alelos otutc_S e otutc_P quando comparados com relagcdo a sua sintenia. Barras em
vermelho com seus respectivos cédigos, identificam os diferentes genes que compdem o locus em
questdo em cada cromossomo. Sombras, em cinza, identificam o grau de sintenia ente os genes. As
imagens foram obtidas da plataforma TryTripDB https://tritrypdb.org/tritrypdb/.
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II. Identidade entre as sequéncias de nucleotideos dos alelos de otutc

O gene otutc, para ambos os alelos, possui 795 pares de base, como consta
da plataforma TryTripDB. Mediante o alinhamento das sequéncias génicas dos alelos
otutc_S e otutc_P, obteve-se que os ambos possuem 2 % de polimorfismo entre si, 0 que

confere as duas sequéncias 98 % de identidade (Figura 12).

otutc S ATGACTTCCTCCGCCCATGACAGGGAGATGCAGATGGCGATCATTCAGAGCGAAATCGAG
otutc P ATGACTTCCACCGCCCATGACAGGGAGATGCAGATGGCGATCATTCAGAGCGAAATCGAG

KAKAAIAAAKN KAAA A A AR A AR A A A AR A A AR A A A A A KA A A A A A AR A A AR A A A A A A AR AR X kK

otutc S TCGGTACCGCTTCTTAGTGATCCCGTAGAGGCGCTGTCGGAGACATGTAGTCTCGTGAAG
otutc P TCGGTACCGCTTCTTAGTGATCCCGTGGAGGCGCTGTCGGAGACATGTAGTCTCGTGAAG

KAKAAKAAKRAKRKAIAAA AT AKRAXAAAAAAK A A A A A A AR A A A A A A AR AR IR A AR A AR A X kK

otutc S GAATTTGCCAATAGTGCATCGATTTTGCCAAAAGTACTTTCGCTTTTTGCGTCCGACAAT
otutc P GAATTTGCCAATAGTGCATCGATTTTGCCAAAAGTACTTTCGCTTTTTGCGTCCGACAAT

B Kok ok ok ok kK K Kk ko ok kK Kk kK ok Kk ko ok ok ok ok kK ok ok ok ok K ko ok ok kK K Kk kK
otutc S GACGACCGCTACAGTGGCATCCGGTATGCACGACGGGATGGGAACTGTTTCTTCCGCTGC
otutc P GACGACCGCTACAGTGGCATCCGGTATGCACGACGGGATGGGAACTGTTTCTTCCGCTGC

B Kok ok ok ok kK K K ko ok ok ok K K Kk ok ko ok ok kK ok ok ok ok ok kK ko ok ok ok K Kk kR ok K K ok ok kK
otutc S GTTGTATTTTCTCTGCTGGAAAGTATGCTTGGCGATAACGAGCTGACGGCGAGGTACTTG
otutc P GTTGTATTTTCTCTGCTGGAAAGTATGCTTGGCGATAGCGAGCTGACGGCGAGGTACTTG

KA KA AKAAKRAIAKAA AR A KNI AR A AR AR AR AR AA KA A A AKX A A A I A A A A A A AR AR A AR A Xk K

otutc S GAACAGGCCACAGAACTGCGCACGAAGCTCATTGAGGACTACGGTGATTTTGTGGAGGAC
otutc P GAACAGGCCACAGAACTGCGCACGAAGCTCATTGAGGACTACGGTGATTTTGTGGAGGAC

- KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A I A A AR AR A A A A AR AR AR A A AR AR AR A AR A X kK
otutc S TTCTGCGACGCGGCGATTGCTGTGATTCGCCAAATTGAGTCTGGAGGCTGCACGACGTCG
otutc P TTCTGCGAAGCGGCGATTGCTGTGATCCACCAAATTGAGTCTGGAGGCTGCACGACGTCG

khkhkkhkrkhkhkdx Ahhkkhkhkhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkhk * *hkhkhkhhkrkhkhhhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkhkrhkhkxkhkkxk*k

otutc S GAGGAGCTGTATGCACTGGCGACCTCGCATGATTCCGAGTACGTGATTTACTTCTACCGC
otutc P GAGGAGCTGTATGCACTGGCGACCTCGCATGATTCCGAGTACGTGATTTACTTCTACCGC

kA hkkhkhhkhhkhkhkhhkhhkrhhkrhhkrhkhkhhhkhhkrhhkrhhkrhkhkhhhkhkhkrhkkhkrhhkrkhxhkhkdxkhkxk*k

otutc S TACGCTGTTTCAAATTACATACGTGGCCATAAAGATGACTTCCTTCCGTTTGTGATGGGC
otutc P TACGCTGTTTCAAATTACATACGTGGCCATAAAGATGACTTTCTTCCGTTTGTGATGGGC

khkhkkhkhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkhhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhkx *rhkhkrhkhkrkhkhhkhkhxhkhkxkr*k

otutc S CTTAATTACGAAAACGTTGAAGACTTCTGTCGGGCCGAAGTGGATGCGGTCTCAAGCGAA
otutc P CTTAATTACGAAAACGTTGAAGACTTCTGTCGGGCCGAAGTGGATGCGGTCTCAAGCGAA

khkhkhkrkhkhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhhhkhhkrhhkrhhkrhhkrhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkrhkhkxkkxk

otutc S AGCGATAACGTGCAGGTGGTGGCATTTGCCAGATGCTTCCAGTTGAAAATTGTTGTGGAG
otutc P AGCGATAATGTGCAGGTTGTGGCATTTGCCAGATGCTTCCAGTTGAAAATTGTTGTGGAG

KARkAAhA K, FAhAAkAAkhhk AA XA A I A A AR A A A A A A A A AR A A AR A A I AR A A A A h kK

otutc S TACTTGGACGGTAGCGTTGGTACACGCACCACACGCCATTCATTTTCCGGTGACTCTAGC
otutc P TACTTGGACGGTAGCGTTGGTACACGCACCACACGCCACTCATTTTCCGGTGACTCTAGC

kkhkkhkkhkhkkhkhkkhhkhhkhhkhhkhhkhhhhkhhhhkhhkhhkhhrhkhkhhhkx *hkhhkhhkrrkrhkrrkrkrkrrrkxxx

otutc S GATACCGGTGACAACACTCATCTTGTGGTGACACTGTTGTACCGTCCAGGGCACTACGAC
otutc P GGTACCGGTGACAACACTTCTCTTGTGGTGACACTGTTGTACCGTCCAGGGCACTACGAC

Kk hkkkkkAhkkhkkkhkAkk kK Kk kK R R S b b b Sb b I Sh S S b e Sb b b b S b S b 2 Sh b b 2b 2R Sh b b b b 2 Y

otutc S CTCCTGTACAAGTGA
otutc P CTCCTGTACAAGTGA

khkkhkkkhkhkkkhkhkkhkkkx*k
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Figura 12. Alinhamento dos alelos otutc_S e otutc_P. otutc_S: alelo Esmeraldo-like; otutc_P: alelo
Non-Esmeraldo-like. Os asteriscos embaixo de cada nucleotideo alinhado indica que esses sdo
idénticos para ambos os alelos. Ja os nucleotideos destacados em amarelo correspondem aqueles
em que nao ha identidade entre os nucleotideos alinhados dos alelos.

lll. Identidade entre as sequéncias de aminoéacidos codificados pelos alelos

de otutc, identificacdo do dominio OTU e do sitio catalitico

Os alelos otutc_S e otutc_P codificam para um produto de 264 aminoacidos,
como consta da platafotma TryTripDB. Por intermédio do alinhamento das sequéncias de
aminoacidos codificadas pelos alelos otutc_S e otutc_P, obteve-se que os ambas as
sequéncias primarias possuem 2 % de polimorfismo entre si, conferindo as duas 98 % de
identidade. Concomitantemente, a partir da plataforma UniProtkKB, obteve-se que tanto o
alelo otutc_ S quanto o alelo otutc P possuem dominio OTU constituido por 200
aminoacidos entre as posi¢cdes 65 — 264 da sequéncia de aminoéacidos e triade catalitica
constituida por resideos de aspartato, cisteina e histidina localizados, respectivamente,
nas posicoes 73, 76 e 258 (Figura 13). Os trés residuos de aminoacidos componentes da
triade catalitica enconrtram-se dentro do dominio OTU tanto para o alelo otutc_S quanto
para o alelo otutc_P. Em OtuTc, o dominio OTU alberga cinco dos seis polimorfismos

presentes na sequéncia primaria da proteina.

OtuTc_ S MTSSAHDREMOMAIIQSEIESVPLLSDPVEALSETCSLVKEFANSASILPKVLSLFASDN
OtuTc P MTSEAHDREMOMAITIQSEIESVPLLSDPVEALSETCSLVKEFANSASILPKVLSLFASDN

- R R R R R R R R R
OtuTc_ S DDRYSGIRYARRDGNCFEFRCVVFSLLESMLGDNELTARYLEQATELRTKLIEDYGDEFVED
OtuTc P DDRYSGIRYARRDGNCFFRCVVFSLLESMLGDSELTARYLEQATELRTKLIEDYGDFVED

- Kk h kA KK kA K KA A KA A KK KA KK KA R KRR KK Kk ok Ak k kA k ok k& ok k ok &k k &k k K&k k&
OtuTc_ S FCDAATIAVIRQIESGGCTTSEELYALATSHDSEYVIYFYRYAVSNYIRGHKDDEFLPEVMG
OtuTc P FCEAATAVIHQIESGGCTTSEELYALATSHDSEYVIYFYRYAVSNYIRGHKDDFLPEVMG

KK e kAKX KAA AKX *AAAAKAAKRA A KA A KA AR A KA KA A A A XA KA AR A A A A XA A AR A A A A AR AR AR AR A A XKk

OtuTc_ S LNYENVEDFCRAEVDAVSSESDNVQVVAFARCFQLKIVVEYLDGSVGTRTTRHSEFSGDSS

OtuTc P LNYENVEDFCRAEVDAVSSESDNVQVVAFARCFQLKIVVEYLDGSVGTRTTRHSFSGDSS
- ok Kk ok kK ok ok ko ok ko ok k ok ok ok ko ok ko ok k ko ok ko ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok k ok ok ok ok ok ok kK k ok ok kK

OtuTc_ S TGDNTELVVTLLYRPGHYDLLYK

OtuTc_P TGDNTELVVTLLYRPGHYDLLYK

KAk kk KAhkhkkhkhkkhkkkk Ak khkkk Kk kK

Figura 13. Alinhamento das sequéncias de aminoéacidos codificadas pelos alelos otutc_S e
otutc_P. otutc_S: alelo Esmeraldo-like; otutc_P: alelo Non-Esmeraldo-like Os asteriscos
correspondem a aminoacidos que possuem identidade entre si para ambos os alelos. Os que néo
possuem identidade entre si para ambos o0s alelos encontram-se destacados em verde, roxo e
vermelho. Os destacados em verde correspondem a aminoacidos que compartilham de fortes
propriedades similares, ao passo que os em roxo compartilham de fracas propriedades similares. O
destacado em vermelho corresponde a nenhuma propriedade bioquimica similar. Em azul, encontra-
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se destacado o dominio OTU. Em cinza, encontra-se destacado os residuos de aminoacido que
compdem a triade catalitica: D (aspartato), C (cisteina) e H (histidina).

Andlise in silico da proteina OtuTc

Tendo em vista que o alelo clonado em pET19b correspondeu ao alelo
Esmeraldo-like (Figura 20), procedeu-se a uma analise in silico de seu produto de
expressdo OtuTc. Assim, obteve-se que OtuTc € uma proteina de 264 residuos de
aminoacidos, cuja massa molecular corresponde a 29 kDa e apresenta ponto isolétrico
tedrico de 4,52. A protease, também, ndo possui qualquer dominio transmembrana,
tampouco sitio de clivagem para peptideo-sinal. No que tange a modificacdes pos-
traducionais, ndo apresenta qualquer sitio para N-glicosilacdo, mas possui os sitios nas

posicoes para O-glicosilacao (Figuras 14, 15, 16, 17 e 18).

ProtParam
User-provided sequence

18 20 38 48 58 50
MTSTAHDREM QMAIIQSELE SVPLLSDPVE ALSETCSLVK EFANSASILP KVLSLFASDN

78 3@ 98 100 11 128
DDRYSGIRYA RRDGNCFFRC WWFSLLESML GDSELTARYL EQATELRTKL IEDYGDFVED

138 148 150 168 178 188
FCEAAIAVIH QIESGGCTTS EELYALATSH DSEYVIYFYR YAVSNYIRGH KDDFLPFVMG

198 208 218 228 238 248
LNYENVEDFC RAEVDAVSSE SDNVQVVAFA RCFQLKIVVE YLDGSVGTRT TRHSFSGDSS

258 268
GTGDNTSLVV TLLYRPGHYD LLYK

References and documentation are available.

Number of amino acids: 264
Molecular weight: 29628.88

Theoretical pI: 4.52

Figura 14. Propriedades fisico-quimicas da proteina OtuTc codificada pelo alelo Esmeraldo-like.

Imagem obtida do programa ProtParam.
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Probability

SignalP-5.0 prediction (Eukarya): Sequence

1 SP(Sec/SPT) —
c5
OTHER
0.8
0.4
o —_—_——_—_———
MTSSAHDREMQMAIIQSEIESVPLLSDPVEALSETCSLVKEFANSASILPKVLSLFASDNDDRYSGIRYA
AXXXXXXAAX KA XXX XXX XN A XXX XA XA XN A XXX KA XXX XA XN XA XXX AN XX XN XX XA XXX XXX XXX KK X

[ ! I ! I I
0 20 40 &0
Protein sequence

Figura 15. Grafico mostrando a auséncia de sitios de clivagem para peptideo-sinal na proteina OtuTc

codificada pelo alelo Esmeraldo-like. Imagem obtida do programa SignalP 5.0.

TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE
1.2 T T r . .

0.6 |

probability

|:| 1 1 1 1 1
&0 100 180 200 250

outside

inside

transmembrane

Figura 16. Grafico mostrando a auséncia de dominios trans-membrana na proteina OtuTc codificada

pelo alelo Esmeraldo-like. Imagem obtida do programa TMHMM.
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b e S e e S S e R S R R S G R S S R S e S R e S R S L S S S e S S L S R S S e

Name: Sequence Length: 264
MTSSAHDREMOMATIIQSEIESVPLLSDPVEALSETCSLVKEFANSASILPEVLSLFASDNDDRYSGIRY ARRDGNCFFRC B@
VVFSLLESMLGDNELTARYLEQATELRTKLIEDYGDFVEDFCDAATAVIRQIESGGCTTSEELYALATSHDSEYVIYFYR 168
YAVSNY IRGHKDDFLPFVMGLNY ENVEDFCRAEVDAVSSESDNVQVVAFARCFQLKIVVEYLDGSVGTRTTRHSFSGDSS 248
DTGDNTHLVVTLLYRPGHYDLLYK
................................................................................ E@
................................................................................ 168
................................................................................ 248
........................ 320

{Threshold=8.5)

Mo sites predicted in this sequence.

Figura 17. Grafico mostrando a auséncia de motivos de N-glicosilacdo na proteina OtuTc codificada

pelo alelo Esmeraldo-like. Imagem obtida do programa NetNGlyc 1.0.

SEQUENCE net0Glyc-4.8.8.13 CARBOHYD 1as las 8.196876

SEQUENCE netOGlyc-4.9.9.13 CARBOHYD 134 124 @.245748

SEQUENCE netOGlyc-4.8.9.13 CARBOHYD 138 138 8.12776 .

SEQUENCE net0Glyc-4.8.8.13 CARBOHYD 139 139 9.142751 . .

SEQUENCE netOGlyc-4.9.9.13 CARBOHYD 14a lae 8.516715 5 5 #POSITIVE
SEQUENCE netOGlyc-4.8.9.13 CARBOHYD 148 148 9.124127

SEQUENCE net0Glyc-4.2.8.13 CARBOHYD 145 149 @.8721890

SEQUENCE netOGlyc-4.8.8.13 CARBOHYD 152 152 9.8405841

SEQUENCE netOGlyc-4.8.9.13 CARBOHYD 164 1a4 9.125132

SEQUENCE net0Glyc-4.2.8.13 CARBOHYD 198 198 @.e0647a13

SEQUENCE netOGlyc-4.8.8.13 CARBOHYD 199 199 9.8304381

SEQUENCE netOGlyc-4.9.9.13 CARBOHYD 2@l a1 8.8345334

SEQUENCE netdGlyc-4.2.8.13 CARBOHYD 225 225 @.182211

SEQUENCE netOGlyc-4.8.8.13 CARBOHYD 228 228 9.184618

SEQUENCE netOGlyc-4.9.9.13 CARBOHYD 23a@ 238 @.352488 5 5

SEQUENCE netdGlyc-4.2.8.13 CARBOHYD 231 231 @.3548677 . . #POSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.8.8.13 CARBOHYD 234 234 8.753467 . . #POSITIVE
SEQUENCE netOGlyc-4.9.9.13 CARBOHYD 236 236 9.614645 5 5 #POSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.2.8.13 CARBOHYD 239 239 @.488746

SEQUENCE net0Glyc-4.8.8.13 CARBOHYD 24a 248 8.317837

SEQUENCE netOGlyc-4.9.9.13 CARBOHYD 242 242 9.187911

SEQUENCE netOGlyc-4.8.9.13 CARBOHYD 245 246 8.8735582

SEQUENCE net0Glyc-4.2.8.13 CARBOHYD 251 251 @.124267

Figura 18. Grafico mostrando possiveis residuos de aminoacidos para O-glicosilagdo na proteina

OtuTc codificada pelo alelo Esmeraldo-like. Imagem obtida do programa NetOGlyc 4.0.
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Clonagem do gene otutc no vetor de expressédo pET19b

A partir da digestdo dos plasmideos TOPO e pET19b com as enzimas de
restricdo Slal e BamHI, constatou-se, por andlise eletroforética, que a dupla digestéo
liberou tanto o inserto otutc do vetor TOPO quanto levou a linearizagdo do vetor pET19Db,
disponibilizando seu sitio multiplo de clonagem. A liberacédo do inserto a partir de TOPO
foi verificada mediante o aparecimento de uma banda, no gel, entre 650 e 850 bp (Figura
19). Tendo em vista que a sequéncia de otutc para ambos os alelos, em sua anotagéo no
genoma, possui 795 bp, inferiu-se que essa banda corresponde justamente a sequéncia
de otutc. A confirmacédo, contudo, deu-se mediante o0 sequenciamento do sitio de
clonagem da preparacédo plasmidial otutc pET19b e seu alinhamento com a sequéncia

para ambos os alelos de otutc (Figura 20).

plasmideos

« 795 bp

850 bp >
650 bp >

Figura 19. Perfil eletroforético das digest8es dos vetores TOPO e pET19b com as enzimas Slal
e BamHI para clonagem de otutc. Gel de agarose 0,8 %. MM (Marcador Molecular): 1 Kb plus DNA
ladder Invitrogen®; (1): plasmideo TOPO néo-linearizado; (2): plasmideo TOPO digerido com Slal e
BamHI; (3): plasmideo pET19b n&o-linearizado; (4): plasmideo pET19b linearizado com Slal e
BamHlI; (5): plasmideo pET19b com otutc clonado em sitio multiplo de clonagem; (6): plasmideo
PET19b com otutc clonado em seu sitio multiplo de clonagem, porém digerido com Slal e BamHI. As
setas em preto indicam, respectivamente, o tamanho dos fragmentos de referéncia do marcador

molecular (650 bp e 850 bp) e do fragmento de otutc correspondete a 795 bp.
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otutc seq
otutc S
otutc P

otutc seq
otutc S
otutc P

otutc seq
otutc_ S
otutc P

otutc seq
otutc S
otutc P

otutc_seq
otutc S
otutc P

otutc seq
otutc S
otutc P

otutc_seq
otutc S
otutc P

otutc_seq
otutc_ S
otutc_ P

otutc seq
otutc S
otutc P

ATGACTTCCICCGCCCATGACAGGGAGATGCAGATGGCGATCATTCAGAGCGAAATCGAG
ATGACTTCCICCGCCCATGACAGGGAGATGCAGATGGCGATCATTCAGAGCGAAATCGAG
ATGACTTCCICCGCCCATGACAGGGAGATGCAGATGGCGATCATTCAGAGCGAAATCGAG

krkhkkhkhkhkhkhkhk hhhkhkkrhkhkhhkhkrhhkhkhhhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkhxkkhkrxkhkkxk*k

TCGGTACCGCTTCTTAGTGATCCCGTAGAGGCGCTGTCGGAGACATGTAGTCTCGTGAAG
TCGGTACCGCTTCTTAGTGATCCCGTAGAGGCGCTGTCGGAGACATGTAGTCTCGTGAAG
TCGGTACCGCTTCTTAGTGATCCCGTIGAGGCGCTGTCGGAGACATGTAGTCTCGTGAAG

krkhkkhkhkhkhkrhhkhkhhkhkkhkrhkkhkrhkhkrhhkhkkh hhkrhkhrhhkrhkhhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkhxkkhkrkhkkxk*k

GAATTTGCCAATAGTGCATCGATTTTGCCAAAAGTACTTTCGCTTTTTGCGTCCGACAAT
GAATTTGCCAATAGTGCATCGATTTTGCCAAAAGTACTTTCGCTTTTTGCGTCCGACAAT
GAATTTGCCAATAGTGCATCGATTTTGCCAAAAGTACTTTCGCTTTTTGCGTCCGACAAT

KA A A A AR AR A A A A A A AR A A A A A A AR AR A I A A A A A KNI A A A A A A A A A AR A A A A A A A AR X kK

GACGACCGCTACAGTGGCATCCGGTATGCACGACGGGATGGGAACTGTTTCTTCCGCTGC
GACGACCGCTACAGTGGCATCCGGTATGCACGACGGGATGGGAACTGTTTCTTCCGCTGC
GACGACCGCTACAGTGGCATCCGGTATGCACGACGGGATGGGAACTGTTTCTTCCGCTGC

kA hkkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkrhhkrhhhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkrhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrkhhkrkkxhkkhkxkhkxk*k

GTTGTATTTTCTCTGCTGGAAAGTATGCTTGGCGATANCGAGCTGACGGCGAGGTACTTG
GTTGTATTTTCTCTGCTGGAAAGTATGCTTGGCGATAACGAGCTGACGGCGAGGTACTTG
GTTGTATTTTCTCTGCTGGAAAGTATGCTTGGCGATAGCGAGCTGACGGCGAGGTACTTG

KA KA KA AR AKRAIAKAA AR A KNI AR A A A AR A AR I A A A A AR A’ A A A A AR A A A AR Ak Ak A A Xk *

GAACAGGCCACAGAACTGCGCACGAAGCTCATTGAGGACTACGGTGATTTTGTGGAGGAC
GAACAGGCCACAGAACTGCGCACGAAGCTCATTGAGGACTACGGTGATTTTGTGGAGGAC
GAACAGGCCACAGAACTGCGCACGAAGCTCATTGAGGACTACGGTGATTTTGTGGAGGAC

khkhkkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkrhhkrhkhkhhhhkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhhkrkrxhkhkxkhkkxk*k

TTCTGCGACGCGGCGATTGCTGTGATTCGCCAAATTGAGTCTGGAGGCTGCACGACGTCG
TTCTGCGACGCGGCGATTGCTGTGATTCGCCAAATTGAGTCTGGAGGCTGCACGACGTCG
TTCTGCGAIGCGGCGATTGCTGTGATICICCAAATTGAGTCTGGAGGCTGCACGACGTCG

kxkhkkhkrhkkhkdx hhkkhkhkhkkhkrhkhkrhkkhkrkhkhkhkkh * *hkhkhkhhkrkhkhhkkhkrhkkhkrhkkhkhkhkhkrkhkrhkhkrkhkkxkx

GAGGAGCTGTATGCACTGGCGACCTCGCATGATTCCGAGTACGTGATTTACTTCTACCGC
GAGGAGCTGTATGCACTGGCGACCTCGCATGATTCCGAGTACGTGATTTACTTCTACCGC
GAGGAGCTGTATGCACTGGCGACCTCGCATGATTCCGAGTACGTGATTTACTTCTACCGC

KA A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A I A A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR AR h* kK

TACGCTGTTTCAAATTACAT
TACGCTGTTTCAAATTACAT
TACGCTGTTTCAAATTACAT

kxhkkhkrhkkrkkkkhkhkkxkhkkxk

Figura 20. Alinhamento de 500 bp da sequéncia clonada de otutc (otutc_pET19b) com os alelos

otutc_S e otutc_P. otutc_seq: otutc_pET19b sequenciado; otutc_S: alelo Esmeraldo-like; otutc_P:

alelo Non-Esmeraldo-like. Os nucletideos destacados em zul correspondem aqueles em que houve

identidade com o fragmento sequenciado. Ja os nucleotideos destacados em verde correspondem

agueles em que néo houve identidade com o fragmento sequenciado.
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O alinhamento da sequéncia clonada em pET19b (otutc_pET19b) com os
alelos otutc_S e otutc_P mostra que houve identidade de 100 % entre a sequéncia de
otutc_ pET19b e otutc_S. Contrariamente, seis polimorfismos foram observados entre
otutc pET19b e otutc_P, resultando em apenas 98 % de identidade. Logo, o
sequenciamento sugere que o alelo clonado em pET19b corresponde ao alelo

Esmeraldo-like.
Confirmacao da clonagem por PCR de colbnia

No sentido de confirmar a clonagem do inserto otutc no vetor de expressao
pET19b, sete colbnias randomicamente selecionadas por screening blue-white e
submetidas a PCR de colbnia foram analisadas por eletroforese. Constatou-se que
apenas duas colbnias, C1 e C5, foram positivas, amplificando dois amplicons entre 650 e
850 bp (Figura 21). Todas as demais, incluindo os grupos controles, como esperado,

foram negativos.

coldnias brancas

MM C1 C2 C3C4 C5 6 C7 C8

«—— | 795bp

850 bp >
650 bp

v

Figura 21. Perfil eletroforético da PCR de colénia de E. coli (DH5a) transformadas com o
plasmideo otutc_pET19b. Gel de agarose 0,8 %. MM (Marcador Molecular): 1 Kb plus DNA ladder
Invitrogen®; C1-C5: colbnias brancas randomicamente selecinadas; 6: sem DNA gendmico; C7:
coldnia azul (controle); C8: pET19b vazio (controle). As setas, em preto, indicam, respectivamente, 0s

fragmentos de referéncia do marcador molecular (850 bp e 650 bp) e o amplicon otutc (795 bp).
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Inducéo, Expresséao e Purificacdo de rOtuTc

A fim de averiguar em qual fracdo OtuTc seria expressa, seis colonias
foram randomicamente selecionadas para indugédo: uma contendo pET19b vazio e as
outras cinco contendo o inserto otutc, proveniente de C5, clonado no vetor pET19b
(otutc_pET19b). Na inducédo a 37 °C, com 1 mM de IPTG e 0,2 % de L-arabinose, rOtuTc
foi expressa na fracao insoltuvel (Figura 22). Porém, quando induzida a 20 °C, mantendo-
se as mesmas concentracdes de IPTG e L-arabinose, rOtuTc foi expressa na fracdo
soluvel (Figura 23).

Fracdo Fracao
Insoltvel Soluvel

012345M012 3 45

Figura 22. Perfil eletroforético das fragdes sollvel e insoltvel de proteinas de inéculos BL21-
Al transformados com otutc_pET19b e pET19b vazio induzidos a 37 °C, por 5h ea 1 mM de
IPTG e 0,2 % de L-arabinose. Gel de poliacrilamida (SDS/PAGE) 12 % corado com azul de
comassie. M (marcador molecular, kDa). 0-5: extratos proteicos fracionados (sollvel e insoltvel) de
seis diferentes inducdes. 0 (pET19b vazio, controle), 1-5 (otutc_pET19b). O retangulo horizontal, em
vermelho, identifica a suposta resolucdo de rOtuTc.
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Fragao Fragao
Insolavel Soluvel

1 234 50M1 2 3450

_
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Figura 23. Perfil eletroforético das fragdes sollvel e insoluvel de proteinas de inéculos BL21-
Al transformados com otutc_pET19b e pET19b vazio induzidos a 20 °C, por 5h ea 1 mM de
IPTG e 0,2 % de L-arabinose. Gel de poliacrilamida (SDS/PAGE) 12 % corado com azul de
comassie. M (marcador molecular, kDa). 0-5: extratos proteicos fracionados (sollvel e insoluvel) de
seis diferentes inducgdes. 0 (pET19b vazio, controle), 1-5 (otutc_pET19b). O retdngulo horizontal, em

vermelho, identifica a suposta resolucao de rOtuTc.

Tendo em vista que na inducéo a 20 °C, por 5 h, sob 1 mM de IPTG e 0,2 %
de L-aravinose, obteve-se rOtuTc na fragcdo solavel, esta inducdo foi novamente
reproduzida, em maior escala, a partir do indculo proveniente da transformacédo e
plaqueamento de linhagem BL21-Al transformada com otutc_pET19b. Assim, a otubaina
recombinante de T. cruzi (rOtutc) teve sua expressao induzida sob as mesmas condicdes

ja citadas, tendo sido melhor eluida em 50 mM de imidazol a partir da fracdo soluvel

(Figura 24).

93



EE Universidade de Brasilia Allan Mascarenhas Amaral Barroso — Otubaina de T. cruzi

[Imidazol]

|

MM E N.L 10 20 30 40 50 60 80 100 250

11110

50 kDa

rOtuTc

20 kDa

Figura 25. Andlise da purificagdo de rOtuTc por cromatografia de afinidade a partir da fracdo
solivel de BL21-Al transformada com otutc_pET19b induzida a 20 °C, por 5 h, com 1 mM de
IPTG e 0,2 % de L-arabinose. Gel de poliacrilamida (SDS/PAGE) 12 %c corado com azul de
comassie. MM (marcador molecular, kDa); E: extrato toal de BL21-Al n&o transformada; N.L: no-

ligado (fluxo recolhido apés a primeira lavagem sem imidazol); [10-250]: diferentes concentracdes de

imidazol em mM.
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Confirmacao de expressao da otubaina recombinante (rOtuTc)

Por Western blotting, obteve-se que a proteina recombinante purificada na
coluna de Ni?*-agarose consistiu em rOtuTc, uma vez que essa foi expressa
carregando uma cauda de histidina (His), a qual € marcada por anticorpo anti-His
(Figura 25).

rOtuTc C+ C-

70 kDa

25 kDa

T

Figura 25. Marcacdo da otubaina recombinante de T. cruzi a partir do anticorpo anti-His.
rotuTc: proteina recombinante (29 kDa). C+ (controle positivo): antigeno 5. C- (controle negativo):

fracéo soluvel de E. coli transformada com plasmideo vazio.
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Avaliacdo enzimatica de rOtuTc

rOtuTc foi avaliada quanto a sua atividade enzimatica para o substrato tetra-
ubiquitina de origem humana (K48). OtuTc é uma protease putativa do tipo otubaina
em T. cruzi. Assim, seu papel de desubiquitinase foi testado para esse substrato

tanto na presenca do agente redutor DTT quanto em sua auséncia.

A reacdo de coloracdo com prata mostrou que, de fato, rOtuTc cliva o
substrato tetra-ubiquitina humana (K48). Na ausénica do agente redutor DTT, o
substrato tetra-ubiquitina € clivado a tri, di @ mono-ubiquitina. Contudo, na presenca
do agente redutor, o substrato é completamente clivado a mono-ubiquitina. Logo,
tem-se que a rOtuTc, além de expressa na fracao solavel, foi, também, expressa
enzimaticamente ativa, apresentando atividade Otima para o substrato tetra-

ubiquitina em pH neutro e na presenca de DTT (Figura).

SO S
D) ’
WO & O

-~

=
40 kDa g il - |
35kDa @ _ A - il
- - . Tri-Ub
15 kDa el P . Di-Ub
10 kDa ~ — . Mono-Ub

Figura 26. Avaliacao da atividade de rOtuTc sobre o substrato tetra-ubiquitina humana (K48).
Gel de poliacrilamida 12 % corado com prata. MM (marcador molecular, kDa; Thermo Protein
Prestained) BenchMark®; rOtuTc: otubaina recombinante de T. cruzi; Tetra-Ub: tetra-ubiquitina; Tri-
Ub: tri-ubiquitina; Di-Ub: di-ubiquitina; Mono-Ub: mono-ubiqutina; DTT: ditiotreitol; + DTT: presenca de
DTT; - DTT: auséncia de DTT.
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Producéo de anticorpos policlonais anti-rOtuTc

Uma vez obitdo rOtuTc purificada e sua consequente imunizagcdo em
quatro camundongos, um ensaio de Western blotting foi executado a fim de averiguar a
producdo de anticorpos policlonais anti-rOtuTc. O experimento, utilizando tanto dos soros
obtidos antes da imunizagdo (pré-imunes) quanto os soros pés-ciclo de imunizacdes
(imune), demonstrou a obtenc¢éo de anti-rOtuTc para os quatro camundongos imunizados.
Contudo, as afinidades pelo antigeno rOtuTc variou entre os anticorpos de obtidos de

cada camundongo (Figura 27).

A

Pré-imune

1 2 34 5 6 7 8

70 kDa

35 kDa
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Imune

1 2 3945 6 7 8

70 kDa

35 kDa

Figura 27. Analise por Western blotting dos soros pré-imune e imune dos camundongos
imunizados com rOtuTc. A: soro pré-imune; B: soro imune. 1, 3 6, 8: rOtuTc. 2, 4, 5, 7: Extratos
proteicos de T. cruzi da linhagem CL Brener. As amostras foram resolvidas em gel de poliacrilamida
12 %. Entdo, extrato e proteina recombinante foram transferidos do gel para membrana de
nitrocelulose, a qual foi bloqueada com leite 1 %, separadas em quatro tiras e cada uma inoculada
por 24 h com os soros pré-imune e imune, respectivamente. Por fim, foram inoculadas com anticorpo
secundario antimouse por 1 h. As membranas foram analisadas por quimiolusminescéncia a partir de

peroxidase.
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Transcricdo in vitro do sgRNA (sgRNA_otutc_412 revcom)

A partir de um oligonucleotideo de 150 bp contendo a sequéncia de 20
nucleotideos referente a sequéncia alvo, por trancricdo in vitro, foi produzido o
SgRNA_otutc_412 revcom, o qual € especifico para anelamento na posicdo 412

tanto do alelo otutc_S quanto do alelo otutc_P (Figura 28).

150 bp

Figura 28. Perfil eletroforético de sgRNA_otutc_412_revcom transcrito in vitro. Gel de agarose
15 %. MM (marcador molecular): 1 Kb plus. 1-2: amostras transcritas in vitro de

SgRNA_otutc_412_revcom.
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Construcao do cassete hx1 tub

Os genes de resisténcia as marcas de sele¢do higromicina (hph), neomicina
(npt), puromicina (pac) e blasticidina (bsr) foram amplificados por PCR (Figura 29).
Paralelamente, as regides intergénicas hx1 e tub, provenientes, respectivamente, dos loci
da proteina tubulina de T. cruzi e Trypanosoma brucei também foram igualmente
amplificados (Figura 19). A analise do perfil eletroforético de ambas as PCRs atestam a
amplificacdo de todas as sequéncias, com seus amplicons correspondendo, no gel, aos
tamanhos preditos de 1.038 bp (hph), 816 bp (npt), 612 (pac), 411 (bsd), os quais
correspondem aos tamanhos dos amplicons para os genes de resisténcia de cada marca

de selecdo somados com 12 bp provenientes de dois sitios de restri¢ao.

marcas de selecdo

MM hph npt pac bsd

L —

1000 bp — >
400bp __ >
100bp

Figura 29. Perfil eletroforético dos genes de resisténcias as marcas de selecédo. Gel de agarose
0,8 %. MM (marcador molecular): 1 Kb plus. hph: 1026 bp; npt: 804 bp; pac: 600 bp; bsd: 399 bp.

100



EE Universidade de Brasilia Allan Mascarenhas Amaral Barroso — Otubaina de T. cruzi

RI
MM hx1 tub MM hx1_tub

oy

500bp — >
400 bp — »

200bp > 100bp ——»

Figura 30. Perfil eletroforético das regifes intergénicas. Gel de agarose 0,8 %. MM (marcador
molecular): 1 Kb plus. hx1: 193 bp; tub: 326 bp; hx1_tub: 519 bp. RI: regido intergénica.

A partir dos transformantes hx1_tub_pGEM positivos, dez colonias foram
selecionadas: sete colénias com fendtipo branco e trés com o fenétipo azul. Dentre as
trés selecionadas que exibiram fendtipo azul, uma, chamada de “C”, constitui um
transformante que internalizou o pGEM vazio. A analise eletroforética da PCR de colonia
de hx1_tub mostra que a integracdo do inserto hx1l _tub no sitio de clonagem nao foi
eficaz para todas as colbnias, ainda que tenham exibido fenétipo branco. E o caso, por
exemplo, das coldnias C3 e C6. Por outro lado, as colénias C8 e C9, as quais exibiram
fendtipo azul, ndo geraram um amplicon correspondente ao tamanho esperado do inserto
hx1 tub (519 bp), o que vai ao encontro do principio de screening blue-white (Figura 30).
O amplicon na altura de 500 bp, da PCR de colbnia de hx1_tub_pGEM, juntamente com a
liberacdo do inserto de aproximadamente 500 bp (Figura 31), mostram, em conjunto, que

o oligo hx1_tub foi clonado no vetor pGEM.
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brancas azuis

MMC C1 C2 C3C4 C5 C6 C7 C8C9

——
-—

-—
-
1000 bp — >
500 bp . e - -
-
100 bp — >

Figura 31. Perfil eletroforético da PCR de coldnia do oligonucleotideo hx1_tub. Gel de agarose
0,8 %. MM (marcador molecular): 1 Kb plus. C: colénia azul transformada com pGEM vazio (controle).
C1-C7: colbnias brancas. C8-C9: colbnias azuis (controle). As setas pretas indicam o tamanho dos
amplicons em pares bases (bp).

No sentido de reforgar o resultado obtido na PCR de colbnia, uma digestéao
de hx1l_tub_pGEM foi realizada utilizando a enzima de restricdo EcoRI, de modo a

linearizar o vetor pGEM e, ao mesmo tempo, liberar o inserto hx1_tub de 509 bp.

S00bp >

200bp —»

Figura 33. Perfil eletroforético da digestdo do plasmideo hx1 tub_pGEM. Gel de agarose 0,8 %.
MM (marcador molecular): 1 Kb plus. 1: hx1_tub_pGEM néo-digerido. 2: hx1_tub_pGEM parcialmente

linearizado com EcoRI. As setas pretas indicam o tamanho dos amplicons em pares bases (bp).
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O amplicon na altura de 500 bp (Figura 33), da PCR de colénia de
hx1 tub_pGEM, juntamente com a liberacdo do inserto de aproximadamente 500 bp
(Figura 33), da digestdo incompleta de hx1_tub_pGEM, mostram, em conjunto, que
o inserto clonado no vetor pGEM corresponde ao oligo hx1_tub, com o qual se

construiu o cassete ultra/otutc_hx1 _hph_tub_otutc/ultra.
Clonagem de hph em pGEM

A andlise eletroforética da PCR de colénia de hph_pGEM mostra que todas
as colonias brancas selecionadas foram positivas para a geracdo do amplicon hph (1038
bp) na altura de 1000 bp. Ademais, assim como na PCR de colbnia para hx1_tub_pGEM,

a Unica col6nia azul selecionada também néo foi positiva para a amplificacao.

brancas azul

MM C1 C2 C3 (4

1000 bp .
300 bp >
100 bp e

Figura 34. Perfil eletroforético da PCR de coldnia do plasmidio hph_pGEM. Gel de agarose 0,8
%. MM (marcador molecular): 1 Kb plus. C1-C3: colbnias brancas C4: colbnia azul. As setas pretas

indicam o tamanho dos amplicons em pares bases (bp).
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A analise eletroforética da PCR de colénia de hph_pGEM mostra que todas
as colonias brancas selecionadas foram positivas para a geracdo do amplicon hph (1038
bp) na altura de 1000 bp (Figura 34). Ademais, assim como na PCR de colbnia para
hx1 tub_pGEM, a unica colbnia azul selecionada também n&o foi positiva para a
amplificacéo (Figura 34).

Uma vez que a clonagem de hph no vetor pGEM foi eficaz e tendo em vista
que tanto o cassete hx1_tub foi confecionado quanto o hph clonado no vetor pGEM, foi

possivel a concfeccao do cassete ultra/otutc_hx1 _hph_tub_otutc/ultra.
Construcao do Cassete ultra/otutc_hx1_hph_tub_otutc/ultra

O plasmideo resultante dessa ligacdo, hx1_hph_tub pGEM foi transformada
em E. coli (DH5a) e os transformantes plaqueados em meio LB-agar contendo ampicilina,
X-gal e IPTG. As col6nias resultantes foram, entdo selcionadas pelo método de screening
blue-white. Dez coldnias foram selecionadas: oito coldnias exibindo fenétipo branca e

duas exibindo fenétipo azul (Figura 35).

brancas azuis

MMC1C2C3C4C5C6C7C8 (C9C10

b |

1650 bp > . " m

850 bp -

500 bp > - - e

Figura 35. Perfil eletroforético da PCR de colbnia do cassete hx1_hph_tub. Gel de agarose 0,8
%. MM (marcador molecular): 1 Kb plus. C1-C8: coldnias brancas. C9-C10: coldnias azuis (controle).

As setas pretas indicam o tamanho dos amplicons em pares bases (bp).
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A PCR de colbnia oriunda dos transformantes que receberam o plasmidio

hx1 hph_tub_pGEM mostra que, das oito colonias brancas selecionadas, apenas cinco

geraram um amplicon préximo a altura de 1650 bp, sendo esperado que o amplicon

resultante da amplificacdo do cassete hx1_hph_tub_pGEM seja de 1.572 bp. As colbnias

de fenotipo branco C3, C4 e C5 reproduziram o mesmo padrdo de banda das duas

colénias azuis, gerando um amplicon aproximado de 500 bp, o qual corresponde

exatamente ao amplicon da PCR de colbnia de hx1_tub, que ndo possui o gene hph

clonado em seu sitio ativo. Este resultado segure, portanto, que o cassete hx1_hph_tub

clonado no vetor pGEM.

Figura

ultra/otutc_hx1_hph_tub_otutc/ultra

MM 1 2 3 4 5

1650 bp . . 1.741 bp
650 bp >
36. Perfil eletroforético da PCR de confeccéao do cassete

ultra/otutc_hx1_hph_tub_otutc/ultra e posterior precipitacdo. Gel de agarose 0,8 %. MM

(marcador molecular): 1 Kb plus. A. 1-5: PCR do cassete ultra/otutc_hx1 hph_tub_otutc/ultra. B.

Precipitagdo, com acetato de sodio, das PCRs em A. As setas pretas indicam o tamanho dos

amplicons em pares bases (bp).
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A partir da analise eletroforética exibida em A, na figura 27, tem-se que o
cassete foi gerado por PCR com seus amplicons correspondendo ao tamanho esperado
(1741 bp). Por fim, a precipitacdo das cinco PCRs do cassete (Figura 35, B) permitiu sua
concentracdo em 25 g para a transfeccgéo.

Transfeccdo e clonagem de epimastigotas de T. cruzi utilizando o

cassete ultra/otutc_hx1 _hph_tub_otutc/ultra

Uma vez confecionado o cassete, este foi transfectado em epimastigotas de
T. cruzi, linhagem CL Brener luccas9, juntamente com o RNA guia
(sgRNA_otutc_412_revcom). Decorridas 24 h da transfeccdo, os parasitos transfectados
foram submetidos a pressao seletiva para higromicina e clonados em placas de 24 pocos.
Duas semanas ap0s a clonagem, porém, os parasitos transfectados ndo expandiram

clonalmente, morrendo logo em seguida, 0 que impossibilitou sua contagem.

Nesse sentido, ndo foi possivel a coleta de material para avalair tanto a
integracdo do cassete quanto alterac6es no fenétipo, como, por exemplo, a diminuicdo ou

mesmo a auséncia de OtuTc.
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Citolocalizacédo de OtuTc nas diferentes formas morfologicas

A imunoflorescéncia das formas epimastigota, tripomastigota e amastigota
revela que uma variacdo da concentracdo de OtuTc de acordo com a fase de vida do
parasito (Figura 37). A quantidade de OtuTc em amastigotas é superior aguela em
tripomastigota metaciclico, tripomastigota circulante e epimastigota (Figura 38). Este
resultado esta em consonancia com o transcriptoma de T. cruzi, em que o0 mRNA de otutc
esta regulado positivamente para amastigotas que para as demais formas (Figura 39) (LI,
YUAN et al., 2016).

OtuTc DIC

Epimastigota

Tripomastigota
metaciclico

Amastigota

Tripomastigota
circulante

Figura 37. Microscopia confocal de parasitos com marcacdo para OtuTc nas formas
epimastigota, tripomastigota metacicliclo, tripomastigota e amastigota. Imunofluorescéncia
realizada com soro imune para OtuTc (1:100) e anticorpo secundario goat anti-mouse IgG
conjugado com Alexa Fluor 488 (1:2000) (verde). O cinetoplasto e o nucleo foram marcados com
DAPI (azul). Imagens obtidas a partir da compactacdo de varios planos.
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Figura 38. Grafico de mensura da quantidade de OtuTc em cada fase celular. Epis:
epimastigota. Ama: amastigota. TMs: tripomastigota metaciclico. TCs: tripomastigota
circulantes.
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Figura 39. Gréfico de mensura dos transcritos de otutc (alelo Esmeraldo-like) em cada
fase celular em diferentes intervalos de tempo. Epi: epimastigota. Amas: amastigota.
Trypo: tripomastigotas. Imagem retirada de TriTrypsDB (https://tritrypdb.org/tritrypdb/).
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Confeccéo do cassete ultra/otutc_bsd_otutc/ultra

Para obtencdo do cassete ultra/otutc_bsd_otutc/ultra, foram executadas

duas PCRs tendo ultrAmeros por iniciadores, gerando amplicons de 590 bp (Figura 40).

MM 1 2 3

1000bp —

s00bp - —»

Figura 40. Perfil eletroforético da PCR de confec¢cdo do cassete ultra/otutc_bsd_otutc/ultra e
posterior precipitacdo. Gel de agarose 0,8 %. MM (marcador molecular): 1 Kb plus. 1-2: PCRs do
cassete ultra/otutc_bsd_otutc/ultra. 3: Precipitacdo, com acetato de sédio, das PCRs 1 e 2. As setas

pretas indicam o tamanho dos fragmentos do marcador em pares bases (bp).
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Transfeccdo e clonagem de epimastigotas de T. cruzi utilizando o

cassete ultra/otutc_bsd_otutc/ultra

Decorridos seis semanas de pressdo seletiva com antibiotico blasticidina,
apenas o0s pocos B2, B6, D2, D4 e D5 resultaram em clones resistentes na placa de vinte

e guatro pocos.

A analise eletroforética da PCR de confirmacdo (Figura 41) revela a
amplificacdo do gene bsd para todos os clones e para os parasitos que restatram no
frasco de cultura apos a clonagem em placa de 24 pocos. O gene otutc, porém, nao foi
amplificado para os clones B2 e D5. J& a amplificagdo do amplicon referente a integracéo
do cassete ao locus de otutc, s6 € observado para os transfectados cultivados no frascco
de cultura e para os clones B6 e B2. No que tange aos controles otutc, bsd, bsd_ pTREX e
bsd_u, estes tiveram por molde o genoma de epimastigotas da linhagem CL Brener
luccas9. Neles, observa-se que o0 gene otutc foi amplificado, confirmando sua presenca
nesta linhagem de T. cruzi. Para bsd_u, referente a integracdo do cassete no locus otutc,
nao se observa nenhum amplicon, o que vai ao encontro do esperado no delineamento
experimental, haja vista T. cruzi CL Brener luccas9 nédo foi transfectado nem com o
cassete nem com o sgRNA_otutc_412_revcom. bsd_pTREX, por sua vez, enquadra-se

como um controle do gene bsd.

Fr B2 B6 D2 D4 D5 controles

100 bp — ) .‘<M

Figura 41. Perfil eletroforético da PCR de confirmacdo da delecdo de otutc pelo cassete
ultra/otutc_bsd_otutc/ultra. Gel de agarose 0,8 %. MM (marcador molecular): 1 Kb plus. otutc:
gene otutc (controle LUCCAS); bsd: gene bsd (controle LUCCAS9); bsd pTREX: gene bsd de
PTREX (controle); bsd_u: controle dos primers de confirmacao. Fr(frasco): otutc, bsd, cassete. B2,
B6, D2, D4 e D5 (clones): otutc, bsd, cassete. Controles: controle dos iniciadores. As setas pretas

indicam o tamanho dos amplicons em pares bases (bp).
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Em  conjunto, esses resultados mostram que 0  cassete
ultra/otutc_bsd_otutc/ultra foi, de fato, integrado ao genoma do parasito, porém, nao
necessariamente no locus de interesse. Apenas nos transfectados cultivados no frasco de
cultura e do clone B6 observou-se um amplicon referente a amplificagdo do cassete

integrado ao locus de otutc, que possui um amplicon de 590 bp.
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DISCUSSAO
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Neste trabalho, buscou-se estudar o papel de uma proteina putativa para
otubaina em T. cruzi. A partir da expressao heterdloga dessa proteina e sua posterior
avaliacdo enzimatica para um substrato tetra-ubiquitina de origem humana, obteve-se que
essa proteina ndo soO clivou o substrato em seu risiduo de lisina na posicdo 48 (K48),
como sua atividade foi otimizada na presenca de DTT. Tal resultado mostra que essa
enzima tem atividade de desubiquitinacdo, sugerindo que talvez possa se tratar de uma
nova otubaina. As analises in silico, por sua vez, revelaram que a proteina possui um
dominio OTU e que seu sitio catalitico, composto pelos residuos de aminoacidos cisteina,
histidina e aspartato, encontram-sem conservados na regido do dominio. Apesar da
presenca de polimorfismos nessa regido, nenhum deles ocorrem sobre os residuos que
compdem a triade catalitica. Esses resultados vdo ao encontro do que foi observado na
descricdo de uma nova otubaina para o micro-organismo Cryptosporidium parvum. Neste
fungo, assim como em T. cruzi, a proteina heterologamente expressa também apresentou
atividade de desubiqutinase para o residuo K48 em um substrato. Porém, ao contrario do
que foi observado neste trabalho, a presenca do agente redutor DTT n&o interferiu na
atividade enzimatica de CpOTU (JU et al., 2014).

A obtencdo da proteina recombinante, rOtuTc, resultou na obtencdo da
proteina em fracdo solivel e enzimaticamente ativa quando induzida a 20 °C. Em
contraposi¢ao quando a inducéo deu-se a 37 °C. O mesmo foi observado para C. parvum
e para outra cisteino-protease de T. cruzi, cruzipaina (LIMA, ANA PAULA C.A. et al,,
2001). As analises in silico do alelo Esmeraldo-like, o qual foi aquele clonado no vetor
pPET19b, como revelado pelo sequenciamento, mostraram que a proteina codificada por
esse alelo em especifico ndo possui modicacdes péds-traducionais como glicosilacao ou
peptideos-sinais que pudessem leva-la a fazer parte de alguma via secretiva ou
sublozalicdo em uma organela especifica. O mesmo foi observado, por exemplo, para L.
infantum (AZEVEDO et al., 2017) e para C. parvum (JU et al., 2014). Logo, a auséncia de
modificacdes pos-traducionais nessas proteinas as torna disponiveis para expressao em

modelos procaridticos como E. coli.
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A producédo de anticorpos policlonais mediante imunizacdo de camundongos
com a proteina recombinante permitiu que esses anticorpos fossem utilizados em ensaios
de sublocalizagdo celular. Assim, os ensaios de microscopia confocal revelaram que
OtuTc, assim como em L. infantum, encontra-se no localizada no citoplasma desses
micro-organismos (AZEVEDO et al., 2017). Em T. cruzi, a abundancia da proteina € mais
acentuada nas formas tripomastigotas e amastigotas que nas formas epimastigotas, em
consonancia com avaliagdo com resultados obtidos do transcriptoma desse parasito, onde
a presenca de mRNA para otutc foi menor para a forma replicativa n&o-infectiva do
hospedeiro vertebrado (LI, YUAN et al., 2016). Por outro lado, quando se compara 0s
resultados obtidos para OtuTc com aqueles em Plasmodium falciparum, tem-se que neste
a localizacdo subcelular da otubaina ndo se da& no citoplasma, mas em vesiculas
citoplasmaticas, sugerindo que essa proteina, em P. falciparum, pudesse estar envolvida
com o trafego de materais celulares, em especial, na fase infectiva desse protozoario
(DATTA et al., 2017).

No tangente & gendmica funcional, a constru¢cdo de cassetes indutores de
homologia direta em loci especificos constitui uma estratégia recorrente em T. cruzi
(DATE et al., 2016). A delecédo de genes codificadores para TcMCU (CHIURILLO et al.,
2017), um transportador mitocondrial de Ca?*, e TclPsR (QUINONES et al., 2004), um
receptor do tipo inositol-fosfato na membrana de acidocalcissmos, a partir da ferramenta
de edicdo génica CRISPR/Cas9, mostraram que essa estratégia de delecao eficiente. Nos
dois trabalhos supracitados, contudo, a cepa utilizada ndo é hibrida, ou seja, ndo possui
mais de um alelo ou copia do mesmo gene; tampouco 0S genes de interesse
selecionados constituem genes essenciais (housekeeping) ao parasito (DATE et al.,
2016). Todas estas variaveis corroboram para um sucesso em termos de obtencéo de
linhagens deletérias para um dado gene, em especial, em um micro-organismo que, em
geral, costuma ser refratario a edicdo genética (VAZQUEZ, 2007). Um dos mecanismos
que o torna refratario, por exemplo, consiste na resisténcia natural ou adquirida a
antibioticos, como ja reportado para a marca de selecdo higromicina (DATE et al., 2016).
Nesse sentido, as tentativas de obtencédo de linhagens deletérias para otutc, a partir da
estratégia de flanqueamento do gene resisténcia a higromicina por intermédio de regides
intergénicas que otimizam a expresso, e 0 consequente insucesso dessas tentivas podem

ser explicados a luz do exposto: o fato do gene otutc possuir dois alelos, por se tratar de
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uma cepa hibrida (CL Brener), bem como na opg¢ao por higromicina por marca de selecéo
(NOELIA LANDER, ZHU-HONG LI, A SAYANTANEE NIYOGI, 2015).

Por outro lado, a obtencéo dos clones B2, B6, D2, D4 e D5 a partir de um
cassete que confere resisténcia a blasticidina, o qual, até o presente momento, ndo ha
relatos, na literatura, de resisténcia natural ou adquirida, corrobora com a ideia da
resisténcia a antibidticos como um entrave a manipulagdo genética em
tripanossomatideos de uma maneira geral (DUO PENG, SAMARCHITH P. KURUP, PHIL
Y. YAO, TODD A. MINNING, 2015). A PCR de confirmacdo do nocaute mostra que o
gene de resisténcia a blasticidina encontra-se presente no genoma dos clones
resistentes. Contudo, a auséncia de confirmacgéo da integracdo do cassete no locus de
interesse nao permite afirmar que houve, de fato, a delecdo de ao menos um dos alelos
de otutc, mas sugere que as linhagens resistentes ao antibiético possam ser deletérias
para ao menos um dos alelos. Tendo em vista que nessa estratégia de delecdo, ao
contrario daquela em que ha o emprego do gene de resisténcia a higromicina, um dos
bragcos de homologia, na extremidadade 5’, provém da regido 5’ UTR do alelo Esmeraldo-
like, uma possivel delecdo pode ter ocorrido para esse alelo, em detrimento do alelo Non-
Esmeraldo-like. Isso foi observado tanto para o clone B6 quanto para os parasitos
resistentes cultivados no frasco utilizado para clonagem, em que um fragmento na altura
de otutc ocorre. Isso pode ser explicado pelo fato do corte pela Cas9 dar-se exatamente
na posicao 409, uma vez que a Cas9 promove o corte da dupla-fita trés trés bases antes
do PAM e o gRNA otutc 412 revcom marcar a regido 412 de ambos os alelos.
Concomitante, bsd possui 399 bp cujo braco na extremidade 5 promove a integragao do
cassete ainda no inicio do gene. Logo, a perca de 409 bp do alelo Esmeraldo-like e sua
substituicao por 399 bp, resulta em um fragmento com 13 bp a menos que o alelo de 795

bp, resultado, assim, em um fragmento de altura semelhante ao de otutc.

Nesse contexto, assim como observado para outras otubainas putativas em
organismos patogénicos como L. infantum e C. parvum, OtuTc € uma desubiquitinase da
familia OTU, de localizacdo citoplasmatica, a qual pode se tratar, de fato, de uma nova
otubaina, a primeira descrita em T. cruzi, mas cujo papel biolégico necessita ser
elucidado. A obtencao de linhagens deletérias para ao menos um dos alelos do gene, na
cepa CL Brener, constitui um passo prepoderante nesse objetivo.
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Os resultados obitidos nesse trabalho permitem concluir que:

O gene otutc foi expresso em um sistema procariotico, validando essa metodologia
para outras proteases de T. cruzi, inclusive cisteino-proteases;

A rOtuTc foi expressa enzimaticamente ativa na fracdo soluvel, tendo tido atividade
otimizada na presenca de DTT, em pH neutro;

A utilizacdo de CRISPR/Cas9 é uma ferramenta viavel para a edicdo génica em T.
cruzi;

Foi possivel a obtencdo de cinco linhagens resistentes a blasticidina, as quais podem

estar deletadas para o gene otutc.
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No intuito de aperfeicoar e corroborar com este trabalho, os seguintes passos

podem ser efetuados:

a. Caracterizacado bioquimica de rOtuTc;

b. Realizacdo de Western blotting para avaliar a expresséo diferencial de otutc entre os

clones;

c. Realizacdo de Southern blotting para averiguacdo da quantidade cépias do gene otutc
existem no genoma de T. cruzi, bem como a integracdo ou ndo do cassete bsd aos

alelos;

d. Testagem da linhagem deletéria para otutc em ensaios de diferenciacao, infeccédo in

vitro e in vivo, infectividade e patogenicidade.
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