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RESUMO

A Doenca de Chagas, causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, ocorre
na Ameérica Central e do Sul. Estima-se que 16 a 18 milhdes de pessoas estdo
acometidas por esta patologia, sendo responséavel por 21 mil de mortes a cada ano.
Até o presente momento ndo ha vacina ou medicamento eficiente para a sua fase
cronica. O T. cruzi possui um ciclo de vida complexo, com um hospedeiro
invertebrado e um hospedeiro mamifero, incluindo o homem. E na porcéo final do
tubo digestivo do inseto que ocorre a metaciclogénese, com a diferenciacao do T.
cruzi de uma forma replicativa e nao-infectiva (epimastigota) para uma forma
infectiva e ndao-replicativa (tripomastigota metaciclico). Tal processo envolve
alteragcbes na expressdo de diferentes genes associados com a aquisicdo de
infectividade e viruléncia pelo parasita. O presente trabalho objetivou, inicialmente, a
construcdo de cassetes de nocaute génico, obtencdo de parasitas nocaute e
realizacdo de ensaios funcionais preliminares (viabilidade celular, capacidade de
proliferacdo e diferenciacdo) para quatro proteinas diferencialmente expressas
durante a metaciclogénese de T. cruzi, além da pesquisa em bancos de dados e do
uso de ferramentas bioinformaticas para o levantamento de dominios estruturais e
informacBes funcionais disponiveis para as mesmas. Duas proteinas, anotadas
como hipotéticas conservadas, ndo possuem nenhuma indicacdo funcional; outra
tem funcéo putativa de diidrolipoamida desidrogenase; e a Ultima proteina, apesar de
anotada como hipotética conservada, possui dominios de ligacdo e reconhecimento
de RNA eucaridtico. Andlises bioinformaticas indicaram que os genes codificadores
das proteinas estudadas seriam de cOpia Unica no genoma, tornando-as passiveis
de deplecdo por nocaute génico. Para todas as proteinas estudadas, foram
construidos cassetes de nocaute génico para os dois alelos (quatro cassetes
contendo NEO e quatro cassetes contendo HIGRO). Foram obtidos parasitas
nocaute simples viaveis para as quatro proteinas. Entretanto, em funcdo do tempo
viavel para execucédo do projeto, as demais etapas do trabalho foram direcionadas
para apenas duas proteinas. Para esses dois nocautes simples foram realizados
ensaios funcionais preliminares, 0s quais apontaram reducdo na capacidade
proliferativa e de diferenciacdo e; obtidos parasitas duplos transfectantes, os quais
também se apresentaram viaveis. Objetivando isolar populacBes clonais para
estudos mais aprofundados, realizou-se o Cell Sorting em placas de 96 pocos. Para
uma das proteinas foram obtidas 61 coldnias, enquanto para a segunda foram
obtidas 72 colbnias. Experimentos iniciais para confirmacdo do duplo nocaute dos
genes de interesse demonstraram que, para a primeira proteina, apesar de
confirmada a insercdo dos cassetes de nocaute para os dois alelos, houve a
amplificagéo da CDS do gene de interesse e assim, ndo se verificou a obtencéo de
nocaute duplo. Ja para a segunda proteina foram observadas cinco colénias sem
amplificagdo da CDS do gene de interesse e, assim, acredita-se que houve a
obtencdo de parasitas duplo nocaute. Em sintese, o presente trabalho resultou na
producdo de cassetes para nocaute génico de quatro proteinas possivelmente
envolvidas no processo de metaciclogénese de T. cruzi, bem como de cepas
nocaute do parasita para duas delas, as quais apresentaram diminuicdo na
capacidade de proliferacdo e de diferenciacdo. Essas cepas s&do de grande
importancia para a caracterizagao funcional das proteinas.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Metaciclogénese. Nocaute Génico. Proteinas.
Ensaios Funcionais.



ABSTRACT

Chagas disease, caused by the flagellate protozoan Trypanosoma cruzi, occurs in
Central and South America and is estimated to affect 16 to 18 million people,
accounting for 21 million deaths each year. To date there is no vaccine or effective
medicine for its chronic phase. T. cruzi has a complex life cycle comprising an
invertebrate and a mammal host, including humans. It is in the final portion of the
digestive tract of the insect that the metacyclogenesis occurs, with the differentiation
of T. cruzi from a replicative and non - infective form (epimastigote) to an infective
and non - replicative from (metacyclic trypomastigote). This process involves
changes in the expression of different genes associated with the acquisition of
infectivity and virulence by the parasite. The present study aimed to, initially,
obtaining knockout parasites and performing preliminary functional assays (cell
viability, proliferation and differentiation capacity) to evaluate the effects of the
suppression of four proteins differentially expressed during the metacyclogenesis of
T. cruzi, in addition to searching in databases and using bioinformatic tools to retrieve
structural domains and functional information available for them. Two of the proteins,
annotated as hypothetical conserved, have no functional information available; one
have a putative function of dihiidrolipoamida dehydrogenase; and the last protein,
although annotated as hypothetical conserved, bears domains for recognition and
binding of eukaryotic RNA. Bioinformatic analyses indicated that the genes encoding
for all the proteins studied possess a single copy in the genome, making them
susceptible to depletion by gene knockout. For all four proteins studied, gene
knockout cassettes were constructed for both alleles (four cassettes containing NEO
- four cassettes containing HYGRO) and viable single knockout parasites were
obtained. However, as a function due to time for execution of the project, the
remaining steps of the work were directed to only two proteins. For these two
proteins, preliminary functional tests were performed, which showed reduction in the
proliferative and differentiation capacities, and double knockout parasites were
obtained, which also showed to be viable. In order to isolate clonal populations for
further study, we performed the Cell Sorting of the double knockout populations in 96
well plates. For one of the proteins, 61 colonies were obtained; while for the second
72 colonies were obtained. Initial experiments to confirm the double knockout of
these genes showed that, for the first protein, although the insertion of the knockout
cassettes for the two alleles was confirmed, there was also amplification of the CDS
of the gene of interest, indicating that the double knockout wasn’t obtained. On the
other hand, for the second protein five colonies without amplification of CDS of the
gene of interest were observed, and therefore, indicating that the double knockout
parasites were successfully obtained. In summary, this work resulted in the
production of cassettes for gene knockout of four proteins possibly involved in the
process of T. cruzi metacyclogenesis, as well as knockout strains of the parasite for
two of them, which showed a decrease in the proliferation and differentiation abilities.
These strains are of great importance for its functional characterization.

Keywords: Trypanosoma cruzi. Metacyclogenesis. Gene knockout. Proteins.
Functional assays.
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1 INTRODUCAO

1.1 ADOENCA DE CHAGAS

As principais infeccbes encontradas entre as populacbes pobres dos
continentes africano, asiatico e americano sdo as doencas tropicais negligenciadas.
Entre essas enfermidades estd a Doenca de Chagas, descoberta em 1909 pelo
médico e pesquisador Carlos Chagas. Chagas descreveu o Trypanosoma cruzi,
protozoario flagelado, como o agente etiolégico da doenca, assim como a sua
sintomatologia e o ciclo do parasita no vetor e hospedeiros mamiferos (LIMA et al.,
2013). Hoje, em funcdo dos constantes deslocamentos populacionais a doenca
também ocorre em regiées ndo endémicas, tornando importante o desenvolvimento
de politicas publicas e investimentos em pesquisa visando o controle da doenca. A
degradacdo ambiental tem contribuido para a domicializacdo do inseto vetor,
favorecendo a transmissao da Doenga de Chagas.

Segundo dados provenientes da Organizacdo Mundial da Saude, a Doenca
de Chagas ocorre principalmente na América Central e do Sul, onde é endémica em
18 paises. Estima-se que 16 a 18 milhdes de pessoas estdo acometidas por esta
enfermidade, a qual é responsavel por 21 mil mortes a cada ano. Estima-se que em
2010 um contingente de 10 milhdes de pessoas estavam infectadas, e mais de 25
milhdes estavam em risco de contrair a doenca (WHO, 2012).

A principal forma de transmissé@o do T. cruzi se d& pelas fezes contaminadas
do vetor triatomineo. Normalmente, o inseto popularmente chamado de barbeiro,
defeca durante o repasto sanguineo. A picada provoca coceira €, o individuo ao se
cocar faz com que o parasita entre na corrente sanguinea pelo local da picada ou;
penetre em mucosas como olhos, nariz e boca. Outro mecanismo de transmisséao,
responsavel por 10% dos casos de contaminacdo, ocorre através da transfusdo de
sangue. Ha ainda a transmissdo via congénita, responsavel por 5.000 a 18.000
novos casos por ano. Na regido da Amazbnia tém sido relatados casos de
transmissdo através de alimentos contaminados, como carne, caldo de cana e acai.
Outro mecanismo de transmissdo inclui acidentes de laboratério através da

manipulacéo direta do parasita e de organismos contaminados com o mesmo. E, por
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fim, h4 a transmisséo através de transplante de 6rgdos, como rim, coracdo e medula
0ssea (PRATA, 2001).

A Doenca de Chagas apresenta duas fases distintas: aguda e cronica. A fase
aguda dura de 6 a 12 semanas e a maioria dos casos sdo assintomaticos. Quando
h& sintomas, esses incluem: inflamacgé&o no local da inocula¢éo (chagoma ou sinal de
porta de entrada), edema palpebral unilateral, febre, dor de cabeca, dores
musculares, anorexia, vomitos, diarreia, sonoléncia, apatia e convulsdes. Alguns
casos agudos podem levar a morte. Posterior a fase aguda, manifesta-se a fase
crbnica. Essa pode ser indeterminada, quando ndo ha sintomas da enfermidade ou;
pode causar sérios danos e até mesmo a morte. Passados de 10 a 30 anos do
contagio, as manifestacdes clinicas tipicas da fase crbnica sdo o acometimento de
orgdos como coracao, es6fago, colon ou uma combinacdo desses. A disfuncao
gastrointestinal desenvolve-se em cerca de 10 a 15% dos pacientes cronicamente
infectados. A forma cardiaca € a mais grave e desenvolve-se em cerca de 20 a 30%
dos pacientes na fase crbnica. A forma cardiaca provoca aneurismas, insuficiéncia
cardiaca, tromboembolismo, e, até mesmo a morte (RASSI JUNIOR; RASSI; NETO,
2010).

Referente ao tratamento clinico da doenca, os medicamentos sédo eficazes
para a fase aguda, sendo utilizados normalmente o Nifurtimox e o Benznidazol.
Ambas as drogas provocam severos efeitos colaterais. A maioria dos diagndésticos
ocorre na fase crénica e, nessa fase, a cura ocorre apenas em alguns casos, sob

tratamento a longo prazo (TALICE et al., 2007).

1.2 CARACTERISTICAS CELULARES DE T. CRUZI

O Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado, da ordem Kinetoplastida, e
da familia Trypanosomatidae. E um organismo unicelular, eucarionte, com algumas
caracteristicas bastante peculiares (MARTINS et al., 2012).

A membrana plasmatica do T. cruzi é composta por uma bicamada lipidica
com varias proteinas imersas. Além delas, sdo encontrados fosfolipidios
(fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, esfingomielina, fosfatidilserina,

cardiolipina, acido fosfatidico, fosfato de fosfatidilinositol). Na superficie celular ha
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ainda o glicocalix, importante em processos de sinalizacdo celular (MARTINS et al.,
2012).

Abaixo da membrana plasmatica encontra-se uma camada de microtubulos,
chamados de microtubulos subpeliculares. Esta associacdo entre membrana celular
e microtubulos deve ser a responséavel pela rigidez celular e pelas dificuldades em
romper a célula através de meios mecéanicos. A quantidade de microtubulos é menor
nas regides anterior e posterior do parasita em comparacdo com a regido entre
nacleo e cinetoplasto, regido onde estd o Complexo de Golgi. Em alguns
tripanosomatideos, h& pequenos microfilamentos que conectam os microtibulos
subpeliculares entre si e com a membrana plasmatica. Ha evidéncias que a inibi¢cao
dos microtubulos de actina induz mudancas na morfologia dos tripomastigotas
sanguineos e inibicdo do seu movimento (SOUZA, 2002; MARTINS et al., 2012).
Assim, parece que 0s microtibulos exercem fun¢do importante na manutencao da
forma do parasita e na sua capacidade de movimentac&o.

O citoplasma do T. cruzi apresenta diferentes organelas, descritas a seguir.

O flagelo é formado por nove pares de microtibulos e um par central,
emergindo na célula da bolsa flagelar, que consiste de uma invaginacdo na juncao
entre as membranas plasmatica e flagelar. Seu tamanho e posicao variam ao longo
do desenvolvimento. Quanto ao tamanho, o flagelo pode atingir de 1 pum a 20 pm de
comprimento. Em relacdo a posi¢cao, normalmente o flagelo emerge da parte central
da células, mas em epimastigotas e em tripomastigostas a sua posicdo € lateral,
sendo esta juncdo considerada do tipo desmossomo (SOUZA, 2002). A estrutura
paraflagelar € uma depresséo localizada na regido anterior da célula onde o flagelo
emerge, envolvida em atividades endociticas e exociticas. Em T. brucei a estrutura
paraflagelar esta envolvida em muitos processos celulares, como manutencédo da
polaridade, divisdo celular, evasdo do sistema imune e trafego de proteinas. O
citdbstomo, invaginagdo da membrana celular localizada proxima a bolsa flagelar,
esta envolvido com a absorcdo de nutrientes. Os reservossomos geralmente estao
na parte posterior da célula e desaparecem na metaciclogénese. Eles acumulam
proteinas e proteases ingeridas que chegam dentro de vesiculas endociticas
(MARTINS et al., 2012). Os glicossomos compartilham algumas funcdes metabdlicas
dos peroxissomos de outros organismos, como a defesa contra espécies reativas de
oxigénio e participacdo na B-oxidagéo de acidos graxos. Além disso, os glicossomos

armazenam enzimas da via glicolitica. O conteudo dessa estrutura varia entre as
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diferentes formas do ciclo de vida do parasita. Parece que, o armazenamento das
enzimas da via glicolitica sdo importantes na adaptacao do organismo as diferentes
condi¢cbes nutricionais durante a sua diferenciacdo e, verifica-se durante o ciclo
celular do parasita, a degradacédo de glicossomos e a sintese de novas populacdes
com um teor enzimatico diferente. Estes parecem ser fatores importantes no
sucesso adaptativo dos kinetoplastideos em parasitar varias espécies de
hospedeiros (MICHELS; BRINGAUD; HERMAN; HANNAERT, 2006).

Os acidocalcissomos sdo organelas acidas. Elas armazenam calcio e
apresentam uma alta concentracdo de fésforo na forma de pirofosfato (PPi) e
polifosfato (poli P). A acidificacdo dessas organelas € devido a presencga de canais
ibnicos e bombas de prétons. Também estdo presentes dentro da organela enzimas
de degradacdo e sintese de PPi e poli P. Assim, os acidocalcissomos tem como
funcdo o armazenamento de calcio e fésforo, além de participar do metabolismo de
PPi e Pi, homeostase do calcio, manutencdo do pH intracelular e osmorregulacéo.
H& evidéncias da importancia de Ca®* em processos de sinalizacdo celular para
invasdo de células hospedeiras pelo parasita, possuindo dessa forma envolvimento
na aquisicao de infectividade (Docampo; MORENO, 2011).

Apresenta uma Unica mitocondria tubular, com paredes e cristas irregulares,
delimitada por uma dupla membrana. A mitocondria possui uma intima relagcdo com o
cinetoplasto em funcéo da continuidade das membranas de ambas as organelas. O
cinetoplasto € uma estrutura peculiar da ordem Kinetoplastida. Trata-se de uma
estrutura proxima a base do flagelo, que contém altas concentracdes de DNA
extranuclear, conhecido por kKDNA (Kinetoplast DNA). Trata-se de uma rede
complexa com varias moléculas concatenadas de DNA circular, formada por
algumas dezenas de maxicirculos e milhares de minicirculos. Os maxicirculos
contém genes para rRNAs e para proteinas da cadeia respiratoria; os minicirculos
codificam RNAs-guia, que atuam sobre os transcritos dos maxicirculos (MARTINS et
al., 2012; SOUZA, 2002).

Atualmente sédo reconhecidas “seis unidades discretas de anotacao“ (DTUs)
de T. cruzi, identificadas como Tcl-TcVI, e tem sido proposto um sétimo grupo, Tchat,
baseados nas caracteristicas genéticas de cada cepa. Ha variabilidade entre as
DTUs em termos de viruléncia, infectividade, progressao da doenca, susceptibilidade
as drogas, distribuicdo geogréfica, ciclos de transmissdo, assim como espécies
hospedeiras do parasita (PEREZ; LYMBERY; THOMPSON, 2014).
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O T. cruzi apresenta um ciclo de vida complexo, envolvendo hospedeiros

mamiferos e insetos, e quatro formas morfolégicas bem definidas: amastigota,

sofrem um estresse nutricional,

epimastigota, tripomastigota sanguineo e tripomastigota metaciclico (Figura 1).
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Figura 1 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

(http://Iwww.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/TrypanosomiasisAmerican.htm).

Dentro desse ciclo de vida, a metaciclogénese ocorre no intestino do inseto

vetor e contistiu o processo através do qual o T. cruzi se diferencia de uma forma
nao infectiva e replicativa (epimastigotas) para uma forma infectiva e nao replicativa
(tripomastigota metaciclico), o qué envolve alteragbes na expressao de diferentes
genes associados com a aquisicdo de infectividade e viruléncia pelo parasita. Nas
porcoes finais do intestino do vetor triatomineo, formas replicativas epimastigotas
aderindo a parede do intestino do vetor e se
diferenciando em formas infectivas tripomastigotas metaciclicas. A contaminacéo de
um hospedeiro vertebrado, incluindo o homem, acontece no momento do repasto

sanguineo do inseto. Os parasitas passam a corrente sanguinea pelo local da picada
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ou através de mucosas, infectando diferentes tipos celulares. Dentro das células do
hospedeiro, os parasitas se diferenciam em formas replicativas amastigotas. Apos
muitos periodos de replicacdo celular, as formas amastigotas passam a se
diferenciar nas formas infectivas tripomastigotas sanguineas, capazes de infectar
outras células do hospedeiro e novamente se diferenciar em amastigotas reiniciando
o ciclo dentro da célula do hospedeiro ou; capaz de infectar outro vetor triatomineo.
No estbmago do inseto infectado inicia-se a transformacdo para formas
epimastigotas, seguida da metaciclogénese com a diferenciacdo em formas
metaciclicas (TALICE et al., 2007).

A metaciclogénese pode ser induzida in vitro com a incubacdo de formas
epimastigotas em condicfes quimicamente semelhantes a urina do inseto vetor.
Brevemente, a inducdo inicia-se apdés um estresse nutricional, onde as formas
epimastigotas sdo incubadas em meio TAU (Triatomine Artificial Urine). Apds o
estresse nutricional, os parasitas sao transferidos para o meio de diferenciacéo
(TAU3AAG). Esse meio induz a adesdo do parasita ao substrato, conforme o
observado no trato digestivo do hospedeiro invertebrado, ocorrendo assim a
diferenciacdo de formas epimastigotas em tripomastigotas metaciclicas (revisto por
FERREIRA et al., 2008).

1.4 PROTEOMICA PARA O ESTUDO DA REGULACAO DA EXPRESSAO GENICA

A partir da publicacdo do genoma de T. cruzi em 2005 (LESCURE et al.,
2010), vérios estudos protedbmicos passaram a ser desenvolvidos visando uma
compreensao mais apurada em relacdo aos produtos codificados pelos genes do
parasita, assim como a sua expressdo e regulacdo em diferentes contextos
biolégicos. Segundo Mattick (2003), acredita-se que as proteinas exercam grande
influéncia no entendimento de processos complexos e dinamicos relacionados aos
genes. A analise protedmica é definida de acordo com Pennington & Dunn (2001);
Campos et al. (2006), como um conjunto de metodologias analiticas empregadas
para caracterizar (quali e quantitativamente) as proteinas expressas por um genoma,
em conjunto denominadas proteoma. A protedbmica permite detectar e localizar

modificacbes pOs-traducionais; caracterizar interacdes proteina-ligante; e
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caracterizar proteinas integras. E uma area do conhecimento que agrega a quimica,
a biologia, e a informética, utilizando como ferramentas para interpretacéo dos dados
a espectrometria de massa (MS) e a bioinformatica.

Assim, a analise protedmica tem se mostrado um instrumento essencial nos
estudos de expressdo génica em nivel de proteinas, fornecendo informactes

complementares aquelas obtidas nas analises de expressao em nivel transcricional.

1.5 REGULACAO DA EXPRESSAO GENICA DURANTE A METACICLOGENESE
DE T. CRUZI

Recentemente, pesquisadores do Instituto Carlos Chagas (ICC), unidade
regional da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) Parana, realizaram um estudo de
protedmica quantitativa para o estudo de cinco diferentes formas de diferenciacédo do

T. cruzi durante a metaciclogénese (Figura 2).
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Figura 2 - Protebmica quantitativa da metaciclogénese de T. cruzi (de GODOY
et al., 2012).
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Neste estudo foi realizada a inducdo da metaciclogénese in vitro. A
identificacdo e quantificac@o proteica foi feita através do equipamento LTQ-Orbitrap,
com a aplicacdo de estectrometria de massa (MS) de alta precisdo. As amostras
foram lisadas para extracéo de proteinas e digeridas em solucéo com tripsina. Apos,
as amostras foram analisadas por LC-MS/MS no LTQ-Orbitrap. A identificacdo e
quantificacdo dos peptideos foi feita com auxilio do programa MaxQuant. Foi
realizada a analise do perfil protebmico de parasitas em suas formas iniciais de
diferenciacéo, formas intermediarias e formas tardias, com a identificacdo de cerca
de trés mil proteinas ao longo de todo o processo. No referido trabalho os dados
foram coletados ap6s a inducdo nos tempos especificos de 30 minutos, duas horas e
doze horas (Figura 3). Nessas fases iniciais da metaciclogénese foram identificadas
oito proteinas diferencialmente expressas, com a identificacdo de trés proteinas
hipotéticas e conservadas em estresse trinta minutos e estresse duas horas, sendo
elas reguladas positivamente. Em aderido doze horas foram identificadas cinco
proteinas, sendo quatro delas positivamente reguladas e uma com regulacao
negativa. Dessas cinco proteinas, duas sao hipotéticas e conservadas, uma delas é
uma glicoproteina de adesdo flagelar, uma proteina € um transportador
folato/pteridina e, uma diidrolipoamida desidrogenase.

Fases iniciais

Epi St30m St2h Adel2h Meta

T hypothetical protein, conserved T hypothetical protein, conserved T protein,
Tc00.1047053506227.110 Tc00.1047053510661.230 Tc00.104705350913.30

T cytoskeleton

T hypothetical protein, conserved

pr A
Tc00.1047053507053.150 T<00.1047053510183.40

Y<00.104705350-3561f20 \Lrlboso"‘e

1 Folate/pteridine transporter J translation
Tc00.1047053511575.130

J Dihydrolipoamide dehydrogenase
Tc00.1047053506701.10

® @ ®» A - e
Oh 0.5h 2h 12h

Figura 3 - Proteinas reguladas nas fases iniciais da metaciclogénese de Trypanosoma cruzi.
Epi = Epimastigotas; St30m = Parasitas ap6s 30 minutos de inducdo (estresse nutricional); St2h =
Parasitas ap6s 2 horas de inducéo (estresse nutricional); Adel2h = Parasitas aderidos apés 12 horas
de inducéo (estresse nutricional); Meta = Tripomastigotas metaciclicos (de GODOQY et al., 2012).
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Estas proteinas diferencialmente expressas sao candidatas relevantes para o
estudo funcional, uma vez que podem trazer novas informacgdes sobre a biologia do
T. cruzi, ao serem alvos potencialmente envolvidos na diferenciagéo e aquisicdo de
infectividade pelo parasita. Desta forma, podem ser utilizadas para o
desenvolvimento de novas drogas, estratégias terapéuticas e indicadores de
prognéstico clinico da Doenca de Chagas.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

O trabalho objetiva caracterizar efeitos de nocaute génico de quatro proteinas
diferencialmente expressas nas fases iniciais da metaciclogénese de Trypanosoma

cruzi, em termos de viabilidade, capacidade proliferativa e de diferenciacéo celular:

Proteina 1 (SG1321) - Tc00.1047053506227.110 (Hypothetical protein, conserved);
Proteina 2 (SG2809) - Tc00.1047053510661.230 (Hypothetical protein, conserved);
Proteina 3 (SG4727) - Tc00.1047053506701.10 (dihydrolipoamide dehydrogenase,
putative);

Proteina 4 (SG5427) - Tc00.1047053510183.40 (Hypothetical protein, conserved).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

META 1. Realizar, através do uso de ferramentas bioinforméaticas e pesquisa em
bancos de dados, o levantamento de dados para caracterizacdo das
quatro proteinas, tais como:
= Alinhamento dos genes;
= Funcéo, peso e comprimento molecular;

= Localizagdo cromossomal;
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= Numero de cépias da CDS preditas no genoma de T. cruzi;

= EXxpresséo proteica durante a metaciclogénese in vitro de T. cruzi;
= |dentificacdo de dominios estruturais e funcionais;

= Ontologia Génica;

= Homologia Génica,

» Participacdo em vias metabolicas.

META 2: Construir e amplificar os cassetes de nocaute génico

= Desenhar os primers dos genes de resisténcia NEO e HIGRO; e das
IRS & montante (57) e a jusante (3") da CDS de cada gene selecionado;

= Construir, por PCR de fuséo, os cassetes para nocaute de cada gene
selecionado, contendo o gene de resisténcia a NEO;

= Purificar os produtos de PCR;

= Construir, por PCR de fusdo, os cassetes para nocaute de cada gene
selecionado, contendo o gene de resisténcia a HIGRO;

= Amplificar, por PCR, os cassetes de nocaute (NEO e HIGRO);

= Quantificar os cassetes de nocaute génico;

= Concentrar os cassetes de nocaute génico.

META 3: Obter parasitas nocaute simples e duplo
= Cultivar formas epimastigotas de T. cruzi;
= Transfectar os cassetes de nocaute génico;

= Selecionar parasitas nocaute simples e duplo.

META 4: Confirmar a obtencéo de parasitas nocaute
= Obter populagdes clonais de parasitas nocaute — Cell Sorting;
= Extrair DNA das populacdes clonais;
» Realizar PCR de confirmac¢éo dos nocautes.
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META 5: Avaliar os efeitos do nocaute génico
= Analisar a viabilidade celular dos parasitas simples nocaute;
= Analisar a capacidade de proliferacdo dos parasitas simples nocaute
(curva de crescimento);
»= Analisar a capacidade de diferenciacdo dos parasitas simples nocaute

(contagem diferencial de epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos).
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3 METODOLOGIA

3.1 LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Gendmica Funcional do Instituto
Carlos Chagas, Fundacdo Oswaldo Cruz — Parana (ICC/FIOCRUZ-PR), situado no
Parque Industrial do Instituto de Tecnologia do Parana, na Cidade Industrial de
Curitiba (CIC).

3.2 MEIOS DE CULTURA E TAMPOES

Tampao Fosfato: NaH2P0O4.H20 0.2 M, Na2HPO4 0.2 M;

Tampéao PBS (1x): NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO,4.7H,0 4.3 mM, KH,PO4 1.5
mM;

Meio LITB: Infuso de figado 0.5%, NaCl 75.3 mM, KCI 5.4 mM, Glicose
monohidratada 10 mM, Bacto-Triptose 0.5%, Na,HPO, 56.4 mM, Hemina 0.0025%,
Soro Fetal Bovino 10%, 15g/L de extrato de levedura,

Meio TAU: NaCl 190 mM, KCI 17 mM, CaCl,.2H,O 2 mM, MgCl,.6H,O 2 mM,
Tampao fosfato 8 mM, NaHCO3; 0.035%;

Meio TAU3AAG: Meio TAU suplementado com: Glicose 10 mM, Acido L-aspartico 2
mM, Acido L-glutamico 50 mM, L-prolina 10 mM.

3.3 META 1: FERRAMENTAS E ANALISES BIOINFORMATICAS

Ferramentas bioinforméaticas foram usadas para o levantamento de diversos
dados estruturais e funcionais referentes as quatro proteinas, conforme ilustrado na

Figura Suplementar 1 (em apéndice). As informacfes estruturais e funcionais
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referentes as quatro proteinas foram obtidas a partir dos seguintes bancos de dados:
- TriTrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb/);

- TrypanosOmics (http://omics.icc.fiocruz.br/welcome);

- Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/);

- InterPROScan (http://www.ebi.ac.uk/interpro/);

- TDR Targets DATABASE (http://tdrtargets.org/documentation).

A classificacdo dos genes em Supergenes foi obtida utilizando-se a
ferramenta TrypanosOmics. As informacfes referentes a posicdo nucleotidica,
localizagdo cromossomal, peso molecular, comprimento, homologia génica,
participagdo dos genes em vias metabdlicas, ontologia génica e dominios proteicos
foram obtidas utilizando-se as ferramentas TriTrypDB e TDR Targets.

O grafico de predicdo do numero de copias génicas foi obtido utilizando-se a
ferramenta TcruziKO, previamente desenvolvido pelo Laboratério de Bioinformética
do ICC/FIOCRUZ-PR (LORUSSO, 2013).

As sequéncias proteicas usadas para alinhamento foram obtidas utilizando-se
a ferramenta TriTrypDB. Os alinhamentos de sequéncia foram realizados utilizando-

se a ferramenta ClustalOmega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustaloy).

3.4 META 2: CONSTRUCAO E AMPLIFICACAO DOS CASSETES DE NOCAUTE

A construcdo e amplificacdo dos cassetes de nocaute génico foram
desenvolvidas de acordo com algumas metodologias anotadas no desenho

experimental ilustrado na Figura Suplementar 2 (em apéndice).

3.4.1 Desenho e obtencao dos primers para nocaute

Para a construcdo dos cassetes de nocaute génico foram desenhados
primers para a amplificacdo dos genes de resisténcia, amplificacdo das regides
intergénicas a montante (5’) e a jusante (3’) das sequéncias codificadoras de cada

proteina alvo e dos cassetes de resisténcia a antibioticos NEO e HIGRO. Para tanto,
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foi utilizado o software de predicdo de iniciadores para nocaute génico denominado
TcruziKO, previamente desenvolvido pelo Laboratério de Bioinformética do
ICC/FIOCRUZ-PR (LORUSSO, 2013), o qual além de predizer a sequéncia
adequada para cada primer, adiciona pequenas sequéncias repetitivas
complementares as extremidades dos mesmos, necessarias para a realizacdo da
técnica de PCR de fusdo. Os primers para nocaute foram sintetizados e adquiridos
do fornecedor comercial The Midland certified reagent Company Inc. of Midlands,
Texas, USA. A identificacdo e a sequéncia de cada primer estdo anotadas na Tabela

Suplementar 1 (em apéndice).

3.4.2 Amplificacdo dos genes de resisténcia

Os genes de resisténcia a NEO e a HIGRO, usados nos cassetes de nocaute
génico como marcadores de selecdo, foram amplificados a partir dos plasmideos
PNEO2 e pHYGZ2, respectivamente, cedidos pelo Dr. Sténio Perdigdo Fragoso, do
Laboratorio de Biologia Molecular de Tripanossomatideos, do Instituto Carlos
Chagas. Estes plasmideos foram previamente construidos a partir de insercées por
clonagem classica no vetor pBluescript, que resultaram em plasmideos contendo a
regido codificante de um gene de resisténcia a antibiético flanqueado por duas
sequéncias distintas obtidas de regides nédo-codificantes do genoma de T. cruzi.
Estas regifes ndo-codificantes do genoma de T. cruzi estdo situadas entre os genes
gue codificam as proteinas enolase (TcCLB.511529.90) e KAP3 (TcCLB.511529.80),
denominado “IR KAP3”, e entre duas copias do gene que codifica a enzima GAPDH
(TcCLB.506943.60 e TcCLB.506943.50), denominado “IR GAPDH”. Para a
amplificagdo dos genes de resisténcia foi utilizado um primer que se anela a
extremidade 5’ (IR KAP3) e um primer que se anela a extremidade 3’ (IR GAPDH) do
cassete, denominados de K7-F e K7-R, respectivamente. As reacOes de
amplificagdo foram feitas para o volume de 100 pL, utilizando por reacdo os
seguintes reagentes: 15 ng do plasmideo (DNA-molde), 1 pL da enzima
Accuprime™pPfx DNAPolimerase, tamp&o AccuprimePfx Reaction Mix na
concentracéo final de 1x, 2 yL de cada primer (na concentragéo final de 0,5 uM), e

volume de agua MilliQ suficiente para completar 100 pyL de reagdo. Com excecédo do
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DNA-molde e dos primers, os demais reagentes foram obtidos do fabricante
Invitrogen. As reacdes de PCR para amplificacdo dos genes de resisténcia tiveram
trés etapas: (1) desnaturacdo a 95°C por 2 minutos; (2) 35 ciclos de amplificacdo —
95°C por 20 segundos, 55°C por 30 segundos e 68°C por 2 minutos e; (3) extensao
a 68°C por 7 minutos.

3.4.3 Amplificacdo das IRS flanqueantes aos genes alvo

As reagdes de amplificacdo das IRS a montante (5’) e a jusante (3’) das
sequéncias codificadoras dos genes alvo foram preparadas para o volume de 50 yL
cada, utilizando por reacdo os seguintes reagentes: 42 ng de DNA gendmico de
formas epimastigotas de T. cruzi, cepa Dm 28c (DNA-molde), 1,5 uM de cloreto de
magneésio, 0,4 pL da Taq DNA Polimerase (0,4 U/ uL de reacéo) produzida pelo
IBMP, tampéo da enzima sem adi¢cdo de magnésio na concentracao final de 1x, 0,5
UM de solucdo contendo dNTPs, primers (2 uM cada), e volume de agua MilliQ
suficiente para completar um volume final de 50 pL. Com exceg¢éo do DNA-molde, da
enzima Taq IBMP e dos primers, os demais reagentes foram obtidos da fabricante
Invitrogen. A amplificacdo das intergénicas referentes as proteinas 1, 2 e 3 foi
realizada com as seguintes etapas: (1) desnaturacdo a 94°C por 3 minutos; (2) 35
ciclos de amplificacdo — 94°C por 20 segundos, 55°C por 20 segundos e 72°C por 30
segundos e; (3) extenséo a 72°C por 5 minutos. O programa para amplificacdo das
intergénicas referentes a proteina 4 teve as seguintes etapas: (1) desnaturacdo a
94°C por 3 minutos; (2) 35 ciclos de amplificacdo — 94°C por 20 segundos, 50°C por
20 segundos e 72°C por 30 segundos e; (3) extensdo a 72°C por 5 minutos.

3.4.4 Purificacao dos produtos de PCR

Para otimizar as reagdes de PCR de fuséo, os produtos de PCR dos genes de
resisténcia e das intergénicas dos genes alvo foram previamente digeridos com a

enzima Exonuclease | de Escherichia coli (New Englands Biolab), que degrada
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moléculas de DNA fita simples a partir da extremidade 3’ livre. A digestdo com
Exonuclease | foi utilizada como alternativa a purificacdo tradicional do produto de
PCR desejado. O intuito foi remover fragmentos pequenos de DNA sintetizados e os
primers n&o-anelados que poderiam interferir negativamente nas reagdes de
amplificac@o posteriores a amplificacdo das intergénicas e dos genes de resisténcia.
A reacédo consistiu em adicionar 1 pL de Exonuclease | (20 U/uL) para cada 10 pL de
produto de PCR. Os tubos de digestao foram incubados em TherrmoMixer por 37°C
durante 1 hora para reacédo de digestéo e, depois, por 80°C durante 30 minutos em

ThermoMix para a inativacdo da enzima.

3.4.5 Obtencédo dos cassetes de nocaute génico

Os cassetes de nocaute génico em T. cruzi foram construidos usando a
metodologia de PCR de fusdo (KUWAYAMA et al., 2002), a qual consistiu na fusao a
partir da complementaridade existente entre as intergénicas amplificadas e o gene
de resisténcia. O desenho dos respectivos primers foi feito de modo a permitir a
fusdo das estruturas. Assim, 0os cassetes sédo formados pelas intergénicas do gene
alvo flanqueando um gene de resisténcia. A fusdo aconteceu entre a IR5’ do gene
alvo com IR KAP3 do cassete e entre a IR3’ do gene alvo com IR GAPDH do
cassete (Figura 4). Para cada um dos quatro genes foi feita a fusdo das respectivas
intergénicas com NEO e com HIGRO. Em cada reacao de fusao foram preparadas
reacoes de 50 pL e utilizados os seguintes reagentes: 25 ng do gene de resisténcia
digerido, 0,5 uL de Tag DNA polimerase do IBMP (0,5 U/ uL de reacdo), 5 uL do
tampédo 10x PCR Buffer minus Mg (na concentracao final de 1x), 1,5 uL de 50 mM de
cloreto de magnésio, 4 uL de dNTPs (na concentracao final de 0,8 uM), 7,5 uL de
cada intergénica digerida, e volume de Agua MilliQ necesséaria para completar o
volume de 50 pL de reagdo. Com excecdo dos genes de resisténcia e da Taq IBMP,
os demais reagentes foram obtidos da fabricante Invitrogen. O programa para a
reacao de fusdo teve trés etapas: (1) desnaturacdo a 94°C por 2 minutos; (2) 20
ciclos de amplificagdo — 94°C por 20 segundos, 50°C por 30 segundos e 72°C por 3
minutos e; (3) extensao a 72°C por 8 minutos. A especificidade e o tamanho das

bandas foram verificados em eletroforese de DNA em gel de agarose 1% conforme
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ja descrito. Foram construidos oito cassetes de nocaute génico, sendo quatro

cassetes de NEO e quatro cassetes de HIGRO.

5’ IR IR KAP3 I NEO / HIGRO IR GAPDH 3" IR

| (| || | | /| |
Il Il

L ! ! o 1
Intergénica 5’ Regido nio- Re_gi'éo ndo- Intergénica 3’
do gene alvo codificante do Gene resisténcia codificante do do gene alvo

genomade T.
cruzi

genomade T.
cruzi

| Estrutura Cassete Nocaute Génico ‘

Figura 4 - Estrutura do cassete de nocaute génico.

3.4.6 Amplificacdo dos cassetes de nocaute génico

Apébs a obtencdo dos cassetes de NEO e HIGRO para os quatro genes, foi
necessario amplifica-los para conseguir a massa suficiente para a posterior
transfeccdo em T. cruzi. Para tal, o produto da PCR de fusédo (cassete) foi usado
como molde. Foram preparados tubos de 100 pL e utilizados os seguintes
reagentes: 1 uL do produto de fuséo (cassete), 0,5 pL de Taq IBMP (5u/ pL), 5 puL do
tampdo 10x PCR Buffer minus Mg, 4 yL de dNTPs (10 uM), 1,5 mM de cloreto de
magnésio, 1 pL de cada primer, e volume de Agua MilliQ suficiente para completar o
volume de 100 pL de reacgéo. Foram utilizados nesta reagédo o primers forward da
IR5’ e o primer reverse da IR3’. Com excecdo do DNA-molde, da enzima Taq IBMP e
dos primers, os outros reagentes foram obtidos da fabricante Invitrogen. O programa
para a amplificacdo do produto de fusao teve trés etapas: (1) desnaturacédo a 94°C
por 2 minutos; (2) 20 ciclos de amplificagcdo — 94°C por 20 segundos, 50°C por 30

segundos e 72°C por 3 minutos e; (3) extensao a 72°C por 8 minutos.
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3.4.7 Confirmacao da especificidade e tamanho dos produtos de PCR

A confirmacdo da especificidade e tamanho das regibes amplificadas foi
realizada em gel de agarose horizontal 1%. As amostras e o padrdo de massa
molecular (1 Kb Plus\Gibco - Invitrogen; 1 Kb DNA Ladder\Gibco - Invitrogen; 1
Kb\Promega) foram diluidos em tampao contendo glicerol na concentracdo 5x e
aplicados em gel de agarose, preparado em tampdo TBE (Tris/Borato/EDTA) na
concentragcdo 0,5x. A corrida eletroforética foi realizada no mesmo tampé&o, mantida
de 90 a 115 volts, durante tempo varidvel. O DNA foi corado com solucdo de
brometo de etidio 0,5 pug/mL por aproximadamente 15 minutos, lavado em agua por
5 minutos e visualizado sob luz ultravioleta em trans-iluminador. O perfil

eletroforético foi registrado em um sistema de video documentacao.

3.4.8 Quantificacdo dos cassetes de nocaute génico

A quantificacdo dos produtos de PCR foi feita na plataforma Qubit™
Fluorometer (Invitrogen™) utilizando o kit Quant-it™ dsDNA BR Assay. Para a
quantificacdo, foram usados 5 puL de cada amostra, 1 pL do reagente e 194 uL do
tampéo, sendo preparado tubo mix quando eram quantificadas duas ou mais
amostras. Os tubos, especificos para a quantificacdo, foram mantidos no escuro, a
temperatura ambiente, 2 minutos antes da quantificacdo. Foram quantificados os
cassetes de nocaute génico de NEO e HIGRO, uma vez que os valores de suas
massas sao importantes para célculo de massa de cassete utilizada na transfec¢éo

em T. cruzi.

3.4.9 Concentracao dos cassetes de nocaute génico

Para transfeccdo, os cassetes de nocaute génico amplificados foram

concentrados em um volume maximo de 50 pL. Essa concentracao foi obtida através
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de ultrafiltracdo, feita em colunas Amicon Ultra-0,5 mL 30K, da Millipore®, seguindo
instrucdes do fabricante. A primeira centrifugacao foi realizada em 14.000 xg por
cinco minutos, sendo descartado o volume acumulado no tubo coletor. A seguir, a
coluna foi invertida e colocada em um tubo coletor limpo, sendo realizada a segunda
centrifugagdo a 1.000 xg por 2 minutos. Nesta segunda centrifugagdo, os cassetes

concentrados estavam na por¢ao eluida.

3.5 META 3: OBTENCAO DE PARASITAS NOCAUTE

A obtencdo de parasitas simples e duplo nocaute foi realizada segundo os
desenhos experimentais ilustrados na Figura Suplementar 3 e 4, respectivamente

(em apéndice).

3.5.1 Cultivo dos parasitas

Formas epimastigotas de T. cruzi cepa Dm 28c, foram mantidas a 28°C em
meio LIT. Os parasitas em fase logaritmica de crescimento foram obtidos a partir de
repiques a cada trés dias, partindo de um inéculo de 1x10° parasitas/mL de meio de

cultura.

3.5.2 Transfecc¢éo dos cassetes de nocaute génico

A transfec¢do dos cassetes de nocaute génico se deu através da técnica de
eletroporagdo, usando o equipamento Gene Pulser® Il Apparatus e cubetas estéreis
de eletroporacdo Gene Pulser/Micro Pulser® 0,2 cm, ambos da Bio-Rad. Para
obtencdo dos parasitas simples nocaute (KO), foi feita a transfeccéo dos cassetes
contendo o gene de resisténcia a NEO. Para tanto, inicialmente as células foram

centrifugadas a 6.000 xg por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado por
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inversdo. Adicionou-se 50 mL de PBS (tampdao fosfato salino) estéril e as células
foram centrifugadas a 6.000 xg por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado
e as células foram ressuspensas e lavadas em quantidade suficiente de tampéao de
eletroporac&o estéril para obter a concentracéo final de 5x10® céls/mL. Para cada
gene foram usadas cubetas 0.2 previamente resfriadas a 4°C, onde foram colocados
400 pL da suspensdo de parasitas, contendo cerca de 2x10° células, e mais 50 pg
de cassete de nocaute. As cubetas foram encaixadas no aparelho de eletroporacéao,
com os parametros configurados em 450V / 500uF, e dois pulsos seguidos foram
dados em cada uma. Apdés, as células foram imediatamente colocadas em uma
garrafinha de 25 cm® contendo 10 mL de meio LIT+penicilina e levada para estufa de
CO, a 28°C por 24 horas. Os parasitas devidamente selecionados com NEO foram
submetidos a nova transfeccdo (seguindo o mesmo protocolo acima descrito), mas
desta vez usando-se os cassetes de nocaute génico com HIGRO para obtencéo de
parasitas duplo nocaute (dKO). Como controle negativo foi feita a eletroporagcdo sem
adicdo de nenhum cassete durante os dois procedimentos: na obtencéo de parasitas

simples nocaute; e obtencao de parasitas duplo nocaute.

3.5.3 Selecéao de parasitas simples e duplo nocaute

Para selecdo dos nocautes simples (com o marcador de selecdo NEO), o
antibiético G418 foi adicionado a cultura 24 horas apdés a transfeccdo, na
concentracdo final de 500 pg/mL. O primeiro repique foi feito quatro dias apds a
transfeccédo, com 2,5 mL da cultura em 7,5 mL de meio LIT estéril e com a mesma
concentracéo de droga. Depois, foram feitos repiques semanais. Os parasitas foram
deixados na estufa de CO, a 28°C até a constatacdo de que o controle negativo
utilizado tivesse morrido, pois parasitas que tivessem internalizado o cassete de
nocaute génico contendo o marcador de selecdo sobreviveriam. A selecdo dos
parasitas duplo nocaute se deu com o cultivo dos mesmos em meio contendo 0s
antibidticos G418 e HIGRO, ambos na concentragéo final de 500 pg/mL. Foram
selecionados o0s sobreviventes e realizados repiques a partir do quarto dia de
transfeccdo, com a adigdo de 2,5 mL de cultura, 7,5 mL de meio LIT estéril e ambos

os antibidticos para a concentracdo final de 500 pg/mL. Também foram utilizados
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parasitas selvagens como controle negativo para os parasitas duplo nocaute. E,
novamente, os parasitas foram deixados na estufa de CO, a 28°C até a constatacao
de que o controle negativo utilizado tivesse morrido. A adicdo dos antibioticos de
selecdo aconteceu 24 horas ap6s a transfeccdo, uma vez que muitas células
morrem naturalmente com esta técnica. Assim, este intervalo de tempo entre a
eletroporacdo e a adicdo do antibidtico é necesséario para certeza da morte celular

em funcdo da auséncia dos genes de resisténcia.

3.6 META 4: AVALIACAO DOS EFEITOS DO NOCAUTE GENICO

A avaliacao dos efeitos do nocaute génico foi realizada a partir da andlise da
viabilidade celular, da capacidade de proliferacdo e da capacidade de diferenciacéo

dos parasitas.

3.6.1 Andlise da viabilidade celular

A anadlise da viabilidade celular foi feita visualmente ao microscopio 6ptico,
baseada na morfologia e na capacidade de crescimento dos parasitas. O
crescimento celular foi entendido como a capacidade de sobrevivéncia do T. cruzi na
presenca dos antibidticos de sele¢cdo e, como condicdo necesséria para se ter a

viabilidade celular.

3.6.2 Analise da capacidade de proliferacao

A andlise da capacidade de proliferacéo dos parasitas foi realizada com base
na construcdo de uma curva de crescimento, segundo o desenho experimental
ilustrado na Figura Suplementar 5 (em apéndice). Para obter culturas “frescas” e em

condi¢bes “mais homogéneas”, foi inicialmente feito o repique das células, com a
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adicdo de meio LIT, parasitas simples nocaute e adicdo de G418. Os parasitas foram
mantidos em meio LIT, com densidade celular de 1x10°céls/mL a 28°C. A contagem
do numero de parasitas foi realizada a cada 24 horas, por sete dias consecutivos.
Para cada gene em estudo manteve-se uma cultura de parasitas simples nocaute.
Como controle utilizou-se uma cultura de formas epimastigotas cepa Dm 28c de T.
cruzi. A contagem foi efetuada em contador automatico de células Beckamn/Coulter

e em Camara de Neubaueur, sendo realizada média das leituras.

3.6.3 Analise da capacidade de diferenciacédo

A andlise da capacidade de diferenciacdo dos parasitas foi realizada com
base na inducdo da metaciclogénese in vitro, conforme ilustrado na Figura
Suplementar 6 (em apéndice). Para inducdo da metaciclogénese in vitro, 5x10’
células de epimastigotas foram inicialmente centrifugadas em tubos Falcon a 3.000
Xg por 5 minutos a 10°C. Para indug&o do estresse, descartou-se o sobrenadante e
as células foram ressuspensas em 100 uL de meio TAU pré-aquecido a 28°C, na
concentracéo final de 5x10° células/mL. Procedeu-se a incubac&o dos tubos a 28°C
por 2 horas. Apés duas horas de estresse, 0s parasitas foram ressuspensos e
transferidos para garrafas contendo 9,9 mL de meio enriquecido TAU3AAG. As
garrafas foram deitadas e incubadas a 28°C para permitir a adesdo dos parasitas.
Como controle empregou-se culturas de parasitas selvagens cepa Dm 28c de T.
cruzi. A andlise da capacidade de diferenciacdo foi feita a partir de observacfes
visuais em microscopia Optica, de acordo com alteracdes na morfologia do parasita.
Foi realizada a contagem diferencial das formas epimastigotas e tripomastigotas
metaciciclos apos 72h e 96h da indugdo da metaciclogénese. A contagem foi
realizada em triplicata e feita média entre elas. Os dados coletados foram utilizados
para compor graficos comparativos. Mantiveram-se trés culturas ao longo da
metaciclogénese, sendo uma cultura selvagem e uma cultura para cada parasita

simples nocaute.
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3.7 META 5: CONFIRMACAO DA OBTENCAO DE PARASITAS NOCAUTE

3.7.1 Isolamento de populag@es clonais através de Cell Sorting

Visando a obtencédo de populacdes clonais dos parasitas nocaute, adotou-se
como metodologia o Cell Sorting, utilizando o citdmetro BD FACSAria Il, que utilizada
parametros como a densidade celular, a granulometria e o didmetro das células para
selecionar a populacdo para o Sorting. Neste estudo utilizou-se uma populacéo
celular com alta densidade, além de certa homogeneidade entre a granulometria e
didmetro das células. A partir de uma cultura em fase exponencial de crescimento,
entre 5x10” e 1x10° parasitas foram centrifugados a 3.000 xg por 10 minutos. O
pellet foi ressuspenso em 2 mL de PBS estéril na concentracdo 1x. Seguiu-se uma
segunda centrifugacdo a 3.000 xg por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado,
0s parasitas foram ressuspensos em tampdo de lavagem estéril, a uma
concentracao final de 2x10’ células/mL. Processou-se o Cell Sorting de uma célula
por poco, em placas de 96 pocos contendo 100 pL de meio LIT com penicilina,
ampicilina 10 pg/mL, gentaminica 10 pg/mL e os antibidticos de selecdo G418 e
HIGRO. As culturas foram incubadas a 28°C e 5% CO,, por duas a trés semanas,
tempo necessario para a turbidez do meio, indicando crescimento do clone isolado.
O crescimento dos parasitas foi acompanhado por microscopia éptica. As culturas
com crescimento visivel foram preparadas para a realizacdo da PCR de confirmacédo

dos parasitas nocaute.

3.7.2 Extracdo de DNA gendmico

Para a extracdo de DNA foram realizados dois protocolos. O primeiro foi feito
com o KitDNeasy Plant Maxi Kit, da Qiagen®, de acordo com as instru¢des do
fabricante. A extracdo foi feita a partir de culturas celulares de oito dias, com 5x10’
células. As células foram centrifugadas a 5000 xg por 5 minutos, ressuspensas em 1

mL de PBS 1x, centrifugadas novamente a 5.000 xg por 5 minutos, ressuspensas
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em 400 pL de AP1 (reagente de lise celular). A seguir promoveu-se o choque térmico
com as células incubadas a 65°C por 10 minutos, adicionados 130 pL de AP2
(reagente de precipitacdo), seguido da centrifugacéo das células a 14.000 rpm por 5
minutos. Como reagente de ligacdo a coluna foram usados 675 pL de AP3 (binding
reagent) e como tampédo de lavagem 500 pL do Buffer AW. Para eluicdo foram
empregados 50 pL do Buffer AE. Em algumas etapas adotou-se uma metodologia
usada por alguns usuarios do nosso laboratério de pesquisa, cujo procedimento se
mostrou mais rapido que o anterior. A metodologia consistiu na extracdo de 10’
células, sendo adicionados 50 L de agua ultra pura a 50 pL de cultura. As amostras
foram incubadas em Thermomixer a 98°C por 15 minutos (para lisar as células), e
centrifugadas em velocidade maxima por 1 minuto (o DNA permanece no

sobrenadante).

3.7.3 Desenho e obtencao dos primers para confirmacéo dos nocautes

Para a PCR de confirmacao utilizaram-se algumas combinacfes de primers,
conforme detalhado a seguir. Os primers das regides intergénicas dos genes alvos e
primers das regides intergénicas dos cassetes de resisténcia foram desenhados
através do programa TcruziKO e adquiridos de fornecedor comercial conforme
detalhado no item 3.4.1 da Metodologia. Os primers para as CDS dos genes alvo e
genes de resisténcia foram desenhados com auxilio do programa DNASTAR,
ferramenta Primer Select™, versdo 5.06, do fabricante LASERGENE. Para a
obtencdo das sequéncias nucleotidicas empregou-se o site TriTrypDB com acesso
da aba Tools, Sequence Retrieval. A identificacdo e a sequéncia de cada primer para

confirmacgé&o dos nocautes estdo anotadas na Tabela Suplementar 2 (em apéndice).

3.7.4 PCR de confirmacgéao dos nocautes

A metodologia da PCR de confirmacdo consistiu em uma série de reacdes

com o emprego de diferentes combinacdes de primers. Foi feita a PCR das CDS
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usando os primers das CDS dos genes alvo, os primers dos genes de resisténcia; a
PCR do cassete de nocaute usando os primers das IRS do cassete, e a combinacao
de primers das IRS do cassete com os primers dos genes de resisténcia; a PCR das
CDS com suas IRS flanqueantes usando os primers das IRS. A reagao foi preparada
para tubos com volume final de 15 pL. Para cada reacéo, a concentracao final de
cada primer foi de 5 pmol, PCR Buffer minus Mg 1x, 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs
mix, 1u Taq DNA polimerase, 1 uL de DNA-molde, 5,6 pL de agua para completar o
volume de 15 pL por reagdo de PCR. Com exceg¢ao do DNA-molde, dos primers e da
Taq polimerase, 0s outros reagentes foram adquiridos da fabricante Invitrogen. O
programa para a amplificacdo envolveu trés etapas: (1) desnaturagéo a 94°C por 8
minutos; (2) 40 ciclos de amplificacdo — 94°C por 45 segundos, 56°C por 45
segundos e 72°C por 4 minutos e; (3) extensdo a 72°C por 7 minutos. Os produtos
amplificados tiveram sua especificidade e tamanhos das bandas verificados em
eletroforese de DNA em gel de agarose 1%.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 META 1: LEVANTAMENTO DE DADOS PARA CARACTERIZACAO DAS
PROTEINAS ESTUDADAS

Atualmente o acesso a bancos de dados e o uso de ferramentas
bioinforméticas € uma necessidade frente ao volume de dados bioldgicos existentes;
a rapida geracdo de novas informacdes e ao processamento das mesmas para
execucdo de analises e estudos mais apurados. A bioinformatica € usada para
analise de dados genéticos, bioquimicos e de biologia molecular e hoje é um recurso
imprescindivel para a analise de dados em biologia molecular (PROSDOCIMI, 2007).

Os bancos de dados acessados e as ferramentas computacionais utilizadas

estdo descritas a sequir.
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Avaliacdo do nUmero de copias génicas

Primeiramente foi realizada uma avaliacdo a cerca do numero de copias
génicas dos quatro genes, para tomar conhecimento se esses eram passiveis de
deplecdo por nocaute. Quanto maior o numero de cdpias no genoma, mais
trabalhoso torna-se o nocaute. Primeiramente, realizou-se uma busca para as quatro
proteinas de interesse no site de pesquisa TrypanosOmics, desenvolvido
previamente por pesquisadores de bioinformética de nosso grupo. Nesse banco de
dados, os genes de T. cruzi estdo agrupados em familias denominadas Supergenes
(SGs), de acordo com as suas similaridades funcionais e estruturais, como dominios,
funcdes, localizacBes, estrutura molecular, etc. Todas as proteinas estudadas estao
contidas em supergenes contendo apenas dois integrantes (provavelmente genes
alelos), uma vez que para os genes de cada Supergene a posi¢do nucleotidica €
muito semelhante, a localizacdo cromossomal; o peso molecular e o comprimento
sao idénticos. Os Supergenes, seus genes e proteinas correspondentes podem ser

vistos na Tabela 1, a sequir.

Tabela 1- Familias de Supergenes (SGs) com seus genes e proteinas correspondentes.
As proteinas sublinhadas correspondem aquelas selecionadas para estudo neste trabalho.

Supergenes (SGs) Genes Proteinas Reguladas | Localizagdo Cromossomal | Posigdo Nucleotidica | Peso Molecular (Da)| Comprimento (aa)
TcCLB.506227.110 | Tc00.1047053506227.110 TcChr14-S 175035 - 175802 28904 255
$G1321 (Proteina 1)
TcCLB.511847.30 Tc00.1047053511847.30 TcChrl4-P 174440 - 175207 28975 255
TcCLB.510661.230 | Tc00.1047053510661.230 TcChr39-P 1419578 - 1421323 63211 581
$G2809 (Proteina 2)
TcCLB.510741.40 | Tc00.1047053510741.40 TcChr39-S 1419736 - 1421481 63140 581
TcCLB.506701.10 Tc00.1047053506701.10 TcChr36-P 456104 - 457636 56609 510
$G4727 (Proteina 3)
TcCLB.509379.10 Tc00.1047053509379.10 TcChr36-S 455649 - 457181 56674 510
TcCLB.510183.40 Tc00.1047053510183.40 TcChr37-P 1278484 - 1279449 36454 321
$G5427 (Proteina 4)
TcCLB.503637.10 | Tc00.1047053503637.10 TcChr37-S 1278484 - 1279449 36438 321

*Da = Dalton; ** aa = aminodcido

http://omics.icc.fiocruz.br/iwelcome

http://tritrypdb.org/tritrypdb/
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Assim, as proteinas de interesse desse estudo estdo detalhadas a seguir:
Tc00.1047053506227.110  (SG1321), Tc00.1047053510661.230 (5G2809),
Tc00.1047053506701.10 (SG4727) e Tc00.1047053510183.40 (SG5427). Ao longo
desse trabalho as proteinas estudadas foram referenciadas em nivel de Supergenes
(SGs) para facilitar a identificacdo das mesmas.

O alinhamento dos genes para cada Supergene € outro indicativo de tratar-se
de alelos do mesmo gene em funcdo da similaridade do numero e dos tipos de

aminoacidos entre as sequéncias (Figura 5).

A
Gene:TcCLB.506227.110 MRIRTVRCPRAVSTARTVEMTRAFSEARSNYDGT AR PPWPAPGEKFTYPSALSEFFLORE &0
Fene:TocCLB.511847.30 MRIRTVRCEARVST AR TVEMTRAFSEARSNYDGT AR PFWFAPGERFKY FSALSEFFLORE &0
HEFREF R R IR EF IR AR R AFRA AR AR RA AR AR IR AR AR RS R AR AR AR R R
Gene:TcCLB.506227.110 BEMEETHTEWMFFHGHGERPEVYGRTREIADFEFADGT PASMSGRRFAFKHHQDHLLVOLT 120
Fene:TcCLB.511847.30 BEMBRETHTERMFFHGHEERPEYVYGRTREIADFEFADGT PASMSGRRFAFKHAQDHLLVOLT 120
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Gene:TcCLE.506227.110 RAGRAVERKAARGLLERVEGT FEQRNWDFAIFLELEDVDEQGREFFSVGRSICSEVIDER 180
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Figura 5 - Alinhamento dos genes agrupados em cada Supergene. (A) SG1321; (B) SG2809; (C)
SG4727; (D) SG5427 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msalclustalw2/). As setas em preto indicam as
diferengas no alinhamento.

Além disso, o grafico do nimero de reads/nimero de genes é outro indicativo

dos genes em estudo serem cOpia Unica. Genes que possuem até cerca de 200

reads sao copia Unica. A linha em azul representa a posi¢cdo do gene em estudo. Os

grandes picos correspondem a maioria dos genes de T. cruzi, que sdo cépia Unica

no genoma. Os graficos do numero de reads/nimero de genes consta a seguir

(Figura 6).
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Mapping (normalized by mean size of CO0Ss)
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Figura 6 - Niomero de cépias dos genes no genoma de T. cruzi. O eixo das abcissas representa o
numero de reads por gene, e o eixo das ordenadas representa 0 nimero de genes. A linha em azul
indica a posicdo do gene em estudo. (A) SG1321; (B) SG2809; (C) SG4727; (D) SG5427
(http://omics.icc.fiocruz.br/welcome).

Os dados de expressao na protedmica foram coincidentes para os dois genes
de cada Supergene, sendo outro indicativo de tratar-se de alelos do mesmo gene.
Além destas, outras informagcbes foram checadas nos bancos de dados

Omics.icc.fiocruz e TritrypDB.org para cada gene dos Supergenes e o resultado foi
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idéntico ou muito semelhante para ambos os genes, indicando provavelmente a

condigéo de alelos.

Homologia Génica

A homologia génica indica a ancestralidade génica em comum entre
organismos. A exclusividade da sequéncia em uma espécie indica funcao
relacionada a biologia particular do organismo, em algum mecanismo ndo existente
em outras espécies. Por sua vez, a ndo exclusividade indica importancia e
participacdo em mecanismos biologicos existentes em mais de um grupo. A
homologia possui importancia para a predicdo de funcgéo, principalmente quando a
sequéncia génica ocorre em outros grupos. Para tanto, é necesséaria a andlise do
grau de similaridade, visto que genes homdlogos podem acumular, ao longo do
tempo, variacbes que os tornam tdo diferentes geneticamente que passam a ter
diferentes funcbes. Os quatro genes analisados sdo conservados entre outros
grupos de tripanosomatideos, indicando a importancia dos mesmos. A andlise da
homologia génica foi realizada em banco de dados exclusivo de tripanosomatideos.
Seria interessante a analise da homologia com outros grupos de organismos como,
por exemplo, com a espécie humana. Isto seria interessante para alguns propdsitos,
como o desenvolvimento de farmacos especificos contra algumas proteinas
exclusivas de T. cruzi. A descricdo da homologia dos genes em estudo encontra-se a

seguir (Figura 7).



A
Orthologs and Paralogs within TriTrypDB Hide
Gene Organism Product is syntenic [ has comments
LbrM.13.0130 Leishmania braziliensis MHOMBR/75/M2904 hypothetical protein, conserved yes no
LdBPK_130140.1 § Leishmania donovani BPK282A1 hypothetical protein, conserved yes no
LinJ.13.0140 Leishmania infantum JPCHS hypothetical protein, conserved yes no
LmjF.13.0140 Leishmania major strain Friedlin hypothetical protein, conserved yes no
Lmxhl.13.0140 Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 hypothetical protein, conserved yes no
LtaP13.0130 Leishmania tarentolae Parrot-Tarll Hypothetical protein, conserved yes no
Tb427tmp.02.2250 | Trypanosoma brucei Lister strain 427 hypothetical protein, conserved yes no
Tb927.11.4650 Trypanosoma brucei TREU927 hypothetical protein, conserved yes yes
T0g972.115290 i Trypanosoma brucei gambiense DALI72 hypothetical protein, conserved yes no
TelL3000.11.4730 § Trypanosoma congolense IL3000 hypothetical protein, conserved yes no
TclL3000.11.4740 : Trypanosoma congolense IL3000 unspecified product yes no
TeCLB.506227.120 : Trypanosoma cruzi CL Brener Esmeraldo-like hypothetical protein, conserved no no
TcCLB.511847.20 | Trypanosoma cruzi CL Brener Non-Esmeralde-like | hypothetical protein, conserved yes no
TcCLB511847.30 | Trypanosoma cruzi CL Brener Non-Esmeraldo-like | hypothetical protein, conserved yes no
TCSYLVIO_002174 § Trypanosoma cruzi Sylvio X101 hypothetical protein yes no
TCSYLVIO_002175 i Trypanosoma cruzi Sylvio X10/1 hypothetical protein yes no
Tc_MARK_1385 i Trypanosoma cruzi marinkellei strain B7 hypothetical protein, conserved yes no
Tc_MARK_1386 i Trypanosoma cruzi marinkellei strain B7 hypothetical protein, conserved yes no
TVY486_1104740 § Trypanosoma vivax Y486 hypothetical protein, conserved (fragment) | yes no
TVY486_1104750 | Trypanosoma vivax Y486 hypothetical protein, conserved yes no
B
Orthologs and Paralogs within TriTrypDB Hide

Gene Organism Product is sy ic | has
Lbri.34.3110 Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 hypothetical protein, conserved yes no
LdBPK_353250.1 | Leishmania donovani BPK282A1 hypothetical protein, conserved yes no
LinJ.35.3250 Leishmania infantum JPCM5 hypothetical protein, conserved yes no
LmjF.35.3200 Leishmania major strain Friedlin RNA-binding protein, putative yes no
LmxM.34.3200 Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 hypothetical protein, conserved yes no
LtaP35.3230 Leishmania tarentolae Parrot-Tarll Hypothetical protein, conserved yes no
Tb927.9.12360 Trypanosoma brucei TREU927 RNA-binding protein, putative (RBP35) ;| yes no
Tbg972.9.7550 Trypanosoma brucei gambiense DAL972 hypothetical protein, conserved yes no
TclL3000_9_5150 i Trypanosoma congolense IL3000 unspecified product yes no
TcCLB.510661.230 | Trypanosoma cruzi CL Brener Non-Esmeraldo-like i hypothetical protein, conserved yes no
TCSYLVIO_005823 | Trypanosoma cruzi Sylvio X10/1 hypothetical protein yes no
Tc_MARK_4451 Trypanosoma cruzi marinkellei strain B7 hypothetical protein, conserved yes no
TvY486_0905890 Trypanosoma vivax Y486 hypothetical protein, conserved yes no
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C
Orthologs and Paralogs within TriTrypDB Hide
Gene Organism Product is syntenic | has comments
LbrM.31.0230 Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 dihydrolipoamide dehydrogenase yes no
LdBPK _291950.1 ! Leishmania donovani BPK282A1 dihydrolipoamide dehydrogenase, putative yes no
LinJ.29.1950 Leishmania infantum JPCM5 dihydrolipoamide dehydrogenase, putative (GCVL-1) yes no
LmijF.29.1830 Leishmania major strain Friedlin dihydrolipoamide dehydrogenase, putative (GCVL-1) yes no
LmxM.08_29.1830 | Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 dihydrolipeamide dehydrogenase, putative yes no
LtaP29.1940 Leishmania tarentolae Parrot-Tarll Dihydrolipoamide dehydrogenase;dihydrolipoamide dehydrogenase, putative | yes no
Tb427.03.4390 Trypanosoma brucei Lister strain 427 dihydrolipoamide dehydrogenase, putative (GCVL-1) yes no
Tb927.3.4390 Trypanosoma brucei TREU927 dihydrolipoamide dehydrogenase, putative (GCVL-1) yes no
Tbq972.3.4790 Trypanosoma brucei gambiense DAL972 dihydrolipoamide dehydrogenase, putative yes no
TcCLB.506701.10 | Trypanosoma cruzi CL Brener Non-Esmeraldo-like | dihydrolipoamide dehydrogen&e. putative (GCVL-1) yes no
TCSYLVIO_007650 ; Trypanosoma cruzi Syhvio X10/1 dihydrolipoamide dehydrogenase. putative yes no
Tc_MARK 3138 | Trypanosoma cruzi marinkellei strain B7 dihydrolipoamide dehydrogenase, putative yes no
D
Orthologs and Paralogs within TriTrypDB Hide
Gene Organism Product is syntenic | has comments
LbrM.35.2610 Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 : hypothetical protein, conserved yes no
LdBPK_362530.1 Leishmania donovani BPK282A1 hypothetical protein. conserved yes no
LinJ.36.2530 Leishmania infantum JPCM5 hypothetical protein, conserved yes no
LmjF.36.2400 Leishmania major strain Friedlin hypothetical protein, conserved yes no
LmxM.36.2400 Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 | hypothetical protein, conserved yes no
LtaP36.2470 Leishmania tarentolae Parrot-Tarll Hypothetical protein, conserved yes no
Tb427.10.6920 Trypanosoma brucei Lister strain 427 hypothetical protein yes no
Tb427.10.6960 Trypanosoma brucei Lister strain 427 hypothetical protein, conserved yes no
Tb10.v4.0248 Trypanosoma brucei TREU927 hypothetical protein chrX additional, unordered contigs | no no
Tb927.10.6920 Trypanosoma brucei TREU927 hypothetical protein yes no
Tb927.10.6960 Trypanosoma brucei TREU927 hypothetical protein, conserved yes no
Tbg972.10.8470 Tryp brucei gambi DAL972 hypothetical protein, conserved yes no
TcCLB 503637 .10 | Trypanosoma cruzi CL Brener Esmeraldo-like ; hypothetical protein, conserved yes no
TCSYLVIO_007534 | Trypanosoma cruzi Sylvio X10/1 hypothetical protein yes no
Tc_MARK _3747 Trypanosoma cruzi marinkellei strain B7 hypothetical protein, conserved yes no
TvY486_1006860 Trypanosoma vivax Y486 hypothetical protein, conserved yes no

Figura 7- Representacdo da homologia dos genes com a indicacdo de seus genes paralogos e
ortélogos (http://tritrypdb.org/tritrypdb/). (A) SG1321; (B) SG2809; (C) SG4727; (D) SG5427.
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Expressao proteica durante a metaciclogénese in vitro de T. cruzi

A expressdo proteica das quatro proteinas diferencialmente expressas nas
fases iniciais da metaciclogénese de T. cruzi foi obtida no trabalho de protedmica
guantitativa desenvolvida por pesquisadores do Instituto Carlos Chagas, cuja
regulacdo proteica durante a metaciclogénese foi representada em graficos. Esses
graficos relacionam tempos especificos apdés a inducdo da metaciclogénese e a
quantificacdo proteica. Referente a eles, tem-se: epi = forma epimastigota; meta =
forma tripomastigota metaciclica; St30m = estresse nutricional apés 30 minutos da
inducdo; St2h = estresse nutricional apos 2 horas de inducdo; Adel2h = parasitas
aderidos ap6s 12 horas de inducdo (de GODOY et al.,, 2012). Além do estresse
nutricional, a condicdo de ades&o ao substrato pelo parasita, um dos momentos
monitorados no estudo acima citado, € um processo essencial para a diferenciacao.
A adesdao e o estresse nutricional envolvem a participacdo de acidos graxos, CAMP e
adenilato ciclase (SANTOS; SILVA; YOSHIDA, SILVEIRA, 2013). A expresséao
proteica diferenciada ao longo da metaciclogénese pode indicar participacdo em
processos de sinalizacdo celular. Os tripomastigotas metaciclicos sdo a primeira
forma de contato com as células do hospedeiro vertebrado, e isto pode indicar a
existéncia de funcdes invasivas especializadas, em comparagcao aos tripomastigotas
sanguineos. Estudos moleculares referentes a capacidade invasiva do T. cruzi tem
identificado um grande numero de moléculas envolvidas em interacées parasita-
hospedeiro e deteccéo de sinais bioquimicos que facilitam a entrada do parasita nas
células (TALICE et al., 2007).

SG1321 - Tc00.1047053506227.110

A proteina apresenta um aumento transiente em estresse 30 minutos. Esta
regulacdo positiva pode ser um indicativo da participacdo em processos de
sinalizacdo celular, uma vez que este aumento seja uma condi¢do necessaria para,

supostamente, o recrutamento de outras proteinas (Figura 8).
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hypothetical protein, conserved
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Figura 8 - Expressdo da proteina SG1321 durante metaciclogénese de T. cruzi (de
GODOY et al., 2012).

SG2809 - Tc00.1047053510661.230

A proteina apresenta um aumento transiente em estresse duas horas. Esta
regulacdo positiva, a exemplo da proteina anterior, pode ser um indicativo de

participacdo em processos de sinalizacdo celular (Figura 9).
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hypothetical protein, conserved
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Figura 9 - Expresséo da proteina SG2809 durante metaciclogénese de T. cruzi (de GODQY et
al., 2012).

SG4727 - Tc00.1047053506701.10

A proteina é regulada negativamente em aderido 12 horas. Apesar de ser uma
diidrolipoamida desidrogenase, enzima mitocondrial envolvida na respiracao celular
e cujos detalhes serdo discutidos em topico referente aos dominios proteicos, essa
sofre uma diminuicdo da sua expressdo, em oposi¢cao a ideia de necessidade de
energia celular em processos de diferenciacéo celular. Além de possivelmente atuar
em processos para geracao de energia celular, pode ser necesséria a diminuicdo da
expressdo desta proteina como sinalizacdo para uma segunda proteina que seja
crucial para o processo de adesdo do parasita. A adesdo € um processo
imprescindivel para a diferenciacdo em formas metaciclicas, e envolve proteinas
flagelares do parasita que promovem a adesdo do flagelo a parede do intestino do
inseto vetor ou; na metaciclogénese in vitro, a adesao ocorre no fundo das garrafas
de cultivo, sendo por este motivo que as garrafas permanecem deitadas apos o

acréscimo do meio TAU3AAG as culturas (Figura 10).
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Figura 10 - Expressao da proteina SG4727 durante metaciclogénese de T. cruzi (de GODOY et
al., 2012).

SG5427 - Tc00.1047053510183.40

A proteina apresenta um aumento gradativo na sua expressao durante toda a
metaciclogénese. Isto pode ser um indicativo de sua importancia e envolvimento em
processos celulares existentes ao longo de toda a diferenciacdo celular. Pelo fato
desta proteina ser regulada positivamente ao longo de toda a metaciclogénese, esta
torna-se uma candidata interessante para o desenvolvimento de possiveis farmacos

contra a Doenga de Chagas (Figura 11).
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Figura 11- Expresséo da proteina SG5427 durante metaciclogénese de T. cruzi (de GODOY et
al., 2012)

Dominios proteicos

SG1321 - Tc00.1047053506227.110 (hypothetical protein)

N&o ha informacfes referentes a dominios proteicos funcionais, assim, esta
anotada como proteina hipotética. No entanto, essa proteina apresenta em sua
sequéncia um peptideo sinal (Figura 12), que pode ser indicativo de sua localizacao

subcelular associada a organelas membranosas.

TcCLB.506227.110
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Figura 12 - Identificacdo de um peptideo sinal para a proteina SG1321
(http:/ftritrypdb.org/tritrypdb/).
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A maioria das proteinas é sintetizada no citoplasma. Mas, dependendo da sua
fungéo, elas podem atuar em diferentes locais celulares, ou ainda ser exportadas
para 0 meio extracelular. Assim, €& necessario que elas sejam transportadas
corretamente para locais celulares especificos para desempenhar sua funcao
(NETO, 2012).

O transporte de proteinas a partir do citoplasma se da por diferentes vias: 1)
no transporte mediado, as proteinas movimentam-se entre o citosol e o nucleo por
meio dos complexos de poro nuclear no envelope nuclear; 2) no transporte
transmembrana, proteinas translocadoras transportam as proteinas especificas
através da membrana a partir do citosol para as mitocéndrias, peroxissomos,
plastideos ou reticulo endoplasmatico, onde a proteina transportada geralmente
desdobra-se para passar pelo transportador; 3) no transporte vesicular, as proteinas
sdo deslocadas por meio de vesiculas, como no caso do transporte de proteinas
entre reticulo endoplasmatico e Complexo de Golgi (ALBERTS et al., 2010).

O enderecamento de proteinas € dependente de sinais intrinsecos
encontrados nas sequéncias proteicas. Os sinais de enderecamento nas proteinas
transportadas devem ser reconhecidos por proteinas receptoras que as guiam, por
exemplo, através do poro nuclear; através de alguma membrana pela qual deva ser
translocada; ou na formacao de vesiculas para seu transporte. Dentre estes sinais
intrinsecos de enderecamento, 0 mais conhecido e estudado € o peptideo sinal,
responsavel pela translocacdo de proteinas através da membrana plasmatica (em
procariotos) ou através da membrana do reticulo endoplasmatico rugoso (RER) (em
eucariotos). Cada peptideo sinal especifica um destino particular na célula (NETO,
2012; ALBERTS et al., 2010).

Proteinas que possuem peptideo sinal sdo translocadas para o lumen do
RER, de onde podera seguir para compartimentos como: Complexo de Golgi,
reticulo endoplasmatico, lisossomos, vacuolo digestivo, vesiculas secretérias
(proteinas que sdo destinadas ao meio extracelular) e diferentes membranas
plasmaticas (TASHIRO, 1983).

O peptideo sinal consiste em uma sequéncia de 15-60 residuos de
aminoacidos, encontrada normalmente na por¢cdo N-terminal, sendo formada por
uma porgdo central hidrofébica flanqueada na sua extremidade N-terminal por uma

regido polar com carga positiva (Figura 13). Alguns peptideos sinais podem ser
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extensdes internas de aminoacidos, as quais permanecem como parte da proteina,
sendo chamados de regido sinal (NETO, 2012; ALBERTS et al., 2010).

Sitio de clivagem
da peptidase sinal

\4

Regiao Polar

H 2 N cifg"é"‘,?oiﬁ'ﬁa Proteina madura

Regido hidrofébica

Figura 13 - Estrutura tipica do peptideo sinal. O peptideo sinal geralmente se localiza na
extremidade N-terminal de proteinas pré-processadas, sendo formado por uma regido polar com
carga positiva na sua extremidade N-terminal, uma regido hidrofébica e uma regido polar que
determina o seu sitio de clivagem (NETO, 2012).

Ndo foram encontradas informacdes referentes a dominios proteicos;
Ontologia Génica e participacdo em vias metabdlicas e; apesar de tratar-se de uma
proteina conservada com grande numero de genes paralogos e ortologos, estes tém
como produtos proteinas também hipotéticas. Desta maneira, € dificil predizer qual a
sua funcéo. Apesar disto, a identificacdo de um peptideo sinal é relevante uma vez
que o seu enderecamento para algum compartimento celular € um indicativo do local
onde desempenha a sua funcgéo. Esta informacgéo, associada a outros dados, podem
ser usados para predicdo da sua funcdo, que neste caso esta possivelmente
envolvida no processo de diferenciacdo celular. A funcdo de um gene nédo engloba
apenas as interacbfes moleculares diretas nas quais 0 seu produto proteico se
envolve, mas também esta relacionada ao momento e ao local subcelular nos quais
estas interacdes ocorrem. Além disto, uma proteina que apresenta um peptideo sinal
€ uma candidata interessante para o desenvolvimento de farmacos, visto que as
proteinas que sdo secretadas ou que estejam expostas na superficie celular séo
alvos mais acessiveis para acao de vacinas e drogas (GOODSWEN; KENNEDY;
ELLIS, 2012). Portanto, a identificacdo de um peptideo sinal torna esta proteina uma
interessante candidata para a realizacédo de estudos futuros, principalmente visando

o desenvolvimento de drogas e vacinas.
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SG2809 - Tc00.1047053510661.230 (hypothetical protein)

A proteina SG2809, apesar de anotada como hipotética, possui descritos dois
dominios de reconhecimento de RNA (RRM, RNA-recognition motif) (Figura 14). Os
dominios RRM também sédo chamados de RBD (RNA binding domain). As proteinas
que possuem este dominio sdo denominadas proteinas hnRNP (heterogeneous
nuclear ribonucleoproteins) ou simplesmente RBPs (ribonucleoproteinas). O dominio
RRM é o mais abundante e o mais estudado dominio de ligacdo ao RNA em
vertebrados superiores, apesar de também ser encontrado em procariotos e em
virus. Foram identificadas 85 proteinas contendo um dominio RRM em procariotos e,
seis proteinas com este dominio em virus. Entre os eucariotos, um total de 6.056
motivos RRM foram identificados em 3.541 diferentes proteinas. Em humanos, 497
proteinas contendo ao menos um dominio RRM foram encontradas. Estudos
bioquimicos para caracterizacdo molecular foram realizados e sabe-se que este
dominio é formado por duas cadeias a—hélices relacionadas a quatro folhas [-
pregueadas. E considerado um dominio pouco extenso, com cerca de 90
aminoacidos contendo uma sequéncia central conservada de oito residuos, além de
estruturas aromaticas e positivamente carregadas. Estas regides conservadas sao
chamadas de sequéncia consenso e sédo conhecidas por RNP 1 e RNP 2. O sitio de
ligacdo do dominio aos alvos tem tamanho variavel para cada proteina (de 2 a 8
nucleotideos), e geralmente localizam-se nos dominios RNP1 e RNP2 (CLERY;
BLATTER; ALLAIN, 2008; MARIS; DOMINGUEZ; ALLAIN, 2005; DREYFUSS; KIM,;
KATAOKA, 2002).

As proteinas que contém o dominio RRM estdo envolvidas em mecanismos
pés-transcricionais de regulagdo da expressdo génica, que englobam o
processamento do mMRNA e rRNA, a exportacdo nuclear do RNA, localizacao
subcelular, trans-splicing, adicdo de mini-éxon e estabilidade destes transcritos. Nos
altimos dez anos, estudos bioquimicos e estruturais demonstraram que este dominio
nao estad envolvido apenas com o reconhecimento de RNA/DNA, mas também
participa em interacdes proteina-proteina, onde a sua funcdo e os parceiros de
interacdo n&o sdo totalmente conhecidos (CLERY; BLATTER; ALLAIN, 2008).

A maioria das proteinas contém multiplos dominios RRM que aumentam a

afinidade e especificidade de ligacdo em comparacdo com as proteinas com unico
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dominio. Em algumas proteinas, na presenca de RNA, os dois dominios se arranjam
quase paralelamente para acomodar, entre elas, a molécula de RNA, a partir da qual
h& o recrutamento de outras proteinas para o splicing. H4 ainda outros casos de
arranjo, onde os dominios se arranjam em posicado anti-paralela, provocando o
encaixe da molécula de RNA que passa a formar algas e, desta maneira,
favorecendo a transcricdo de alguns éxons na obtencdo do RNA maduro (CLERY;
BLATTER; ALLAIN, 2008).

Os mecanismos de regulacdo da expressao génica em tripanosomatideos
ocorre predominantemente por mecanismos pos-transcricionais. Os mMRNAs de T.
cruzi interagem com diferentes fatores proteicos em uma complexa maquinaria de
regulacdo génica pos-transcricional, que determina os niveis dos produtos proteicos
de acordo com as demandas do parasita em cada estagio do ciclo de vida. O mRNA
€ transcrito em unidades policistrénicas de pré-mRNAs, que sdo processadas por
trans-splicing e reacfes de poliadenilacdo. O trans-splicing consiste no capeamento
na regiao 5’de uma sequéncia de 39 nucleotideos (capped-spliced leader — SL) e a
adicdo da cauda poli-A na extremidade 3’'dos transcritos, gerando mMRNAS maduros
monocistrénicos que se acumulam em diferentes niveis no citoplasma (ARAUJO;
TEIXEIRA, 2011).
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Figura 14 - Dominios descritos para a proteina SG2809 (http://tritrypdb.org/tritrypdb/).

As RBPs assumem um papel central nos mecanismos poés-transcricionais de
regulacdo da expressao génica, modulando diversas etapas do metabolismo do
RNA. O gene codificador dessa proteina possui um ortélogo em T. brucei
(Tb09.211.3370), o qual € similar a RBP35. Em fungos filamentosos, a proteina
RBP35 esta associada ao processamento de RNA e a origem de infectividade (de
GODOY et al., 2012).

Referente a funcéo da proteina SG2809, ndo foram encontradas informacdes
referentes a participacdo em vias metabdlicas. Porém, a presenca destes dois
dominios RRM parece indicar o envolvimento da proteina em mecanismos pos-
transcricionais de regulacdo da expressao génica, sendo este modelo de regulacéo
predominante em tripanosomatideos. A Ontologia Génica aponta para participacao
no processo de ligacdo a acidos nucleicos; enquanto a Homologia Génica aponta
genes paradlogos e ortélogos que possuem como produtos algumas proteinas
hipotéticas e outras de ligacdo ao RNA. Além desta funcdo de reconhecimento e
ligacdo a RNA e DNA, o dominio possui fungdo de interacdo entre proteinas. Essas
proteinas podem ser parceiras de interacdo, cuja elevagdo do nivel celular de uma
delas concorra positivamente para a ocupacdo dos sitios ativos da outra proteina.
Desta maneira, esta proteina regulada positivamente em estresse duas horas
também pode participar de processos de sinalizacdo celular, onde sua expresséo

aumentada ativa outras proteinas envolvidas com a metaciclogénese; além de essas
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proteinas poderem estar envolvidas com a aquisi¢cao de infectividade para células de

mamiferos.

SG4727 - Tc00.1047053506701.10 (dihydrolipoamide dehydrogenase, putative)

A proteina SG4727 € uma diidrolipoamida desidrogenase (TcLipDH, LipDH ou
LADH). A Homologia Génica indica tratar-se de uma proteina conservada com a
existéncia de genes paralogos e ortélogos, tendo como produtos proteinas com
funcéo de diidrolipoamida desidrogenase. A LipDH consiste em uma subunidade de
quatro diferentes complexos enzimaticos mitocondriais. Como parte da piruvato
desidrogenase (PDH) e 2-oxoglutarato desidrogenase (KDH) complexos, a
flavoenzima esta envolvida com o metabolismo energético da célula. Como uma
subunidade da cadeia-lateral da desidrogenase cetoacida (BCKDH), ela participa da
degradacdo de cadeias-laterais de aminoacidos (BCAAs). Como componente do
complexo da clivagem da glicina (GCC), a LipDH participa da formacdo de
metilenotetrahidrofolato (ROLDAN; COMINI; CRISPO; SIEGEL, 2011). Ela é
encontrada em todos os organismos aerébicos e em alguns organismos anaerébicos
(SANTOS, 2008). Referente a localizagdo subcelular, hd evidéncias em outros
tripanosomatideos, como em T. brucei, que ao longo do ciclo de vida do organismo a
LipDH se localiza na mitocéndria ou na membrana plasmatica (ROLDAN; COMINI;
CRISPO; SIEGEL, 2011).

Referente ao metabolismo energético da célula, a diidrolipoamida
desidrogenase faz parte do complexo da piruvato desidrogenase, enzima que
promove a descarboxilacdo oxidativa, um processo irreversivel de oxidacao no qual
0 grupo carboxila & removido do piruvato na forma de uma molécula de CO; e os
dois carbonos remanescentes tornam-se o0 grupo acetii do acetil-CoA. A
diidrolipoamida desidrogenase catalisa a regeneragéao da forma dissulfeto (oxidado)
do lipoato, os elétrons passam para FAD, e depois para o NAD" (LEHNINGER,;
NELSON; COX, 2006). A LipDH é uma dissulfeto oxidorredutase, catalisa o
NAD(P)H- dependente do dissulfeto como substrato, mantendo o meio intracelular
reduzido. No complexo mitocondrial formado por piruvato desidrogenase e 2-

oxoglutarato desidrogenase a enzima catalisa a oxidacdo da diidrolipoamida
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(driidrolipoamida + NAD" -> lipoamida + NADH + H"), utilizando FAD como cofator.
As flavoenzimas LipDH, tripanotiona redutase e glutationa redutase podem realizar
uma oxidacdo nao-especifica lenta de NADPH com oxigénio molecular. O consumo
de NADPH também diminui a protecdo contra radicais livres (de GODOY et al.,
2012; SANTOS, 2008). A Ontologia Génica corrobora essas informacdes, ao apontar
como funcé@o da proteina a ligagdo a FAD e homeostase redox celular, além da
participacdo no transporte de elétrons, processos de oxidagcao-reducao, atividade
dissulfeto-oxidorredutase, e ligacdo a flavina-adenina. Ainda em conformidade com
esses dados, em relacdo a participagdo em vias metabdlicas, esta anotado o
envolvimento na glicélise/gliconeogénese, no ciclo do &cido citrico, e no metabolismo
do piruvato (TDR Targets). Foram descritos quatro dominios para a proteina SG4727
relacionados a participacdo no metabolismo energético celular (Figura 15). Trata-se
de um dominio de ligagdo FAD/NAD (SSFS51905) (A), um dominio de piridina
nucleotideo dissulfeto oxidorredutase (PF07992) (B), um dominio de dimerizacao, de
reducdo associado a FAD/NAD (SSF55424) (C), um dominio de dimerizacdo, de

piridina nucleotideo dissulfeto oxidorredutase (PF02852) (D).
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Figura 15- Dominios descritos para a proteina SG4727 (http://tritrypdb.org/tritrypdb/).

A LipDH também promove a reducéo de nitrofuranos, gerando radicais anion
superoxido e/ou peréxido de hidrogénio. E nesta via metabolica que sdo produzidos
precursores importantes de bases nitrogenadas e de alguns aminoacidos (de
GODOY et al.,, 2012; SANTOS, 2008). H4 dados referentes a participacdo da
proteina em alguns processos metabdlicos que estdo em conformidade com esses
dados, como o envolvimento no metabolismo da alanina, aspartato, glutamato,
serina, leucina e degradacao da isoleucina (TDR Targets).

Os Kinetoplastida s&o conhecidos pela maior sensibilidade ao estresse
oxidativo em comparacdo com seus hospedeiros, devido a auséncia da glutationa
peroxidase e da catalase (SCHONECK et al., 1997). Em func&o desta sensibilidade,
eles tiveram que desenvolver sistemas antioxidantes especificos. Em contraste com
0S outros organismos, eles perderam a glutationa redutase (em procariotos e demais
eucariotos esta enzima é responsavel pela reducdo do meio intracelular) e
adquiriram a tripanotiona redutase (TR), cujo substrato € o dissulfeto espermidina
glutationil (CHEMIN et al., 2001). Em funcdo da sensibilidade ao estresse oxidativo,
€ importante que os Kinetoplastida possuam o metabolismo antioxidante do tiol
(LOHRER; SIEGEL, 1990).
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As drogas usadas no tratamento da Doenca de Chagas atuam na
manutencao do ciclo redox para a consequente producéo de espécies reduzidas de
oxigénio (LOHRER; SIEGEL, 1990). Ha diferencas estruturais entre a LipDH do
parasita e do hospedeiro, tornando a enzima um bom alvo para a quimioterapia.
Além disto, ela € capaz de sequestrar radicais livres do citoplasma e da membrana
plasmética, assim, a sua inibicdo pode interferir no mecanismo antioxidante do
parasita. E, a LipDH reduz naftoquinonas e derivados de nitrofuranos em um elétron,
contribuindo para a producdo de radicais anion superoxido (O,) e peroxido de
hidrogénio (H,0,) (SANTOS, 2008; ROLDAN; COMINI; CRISPO; SIEGEL, 2011).

Assim, referente a funcdo, acredita-se que a proteina SG4727 tenha grande
importancia celular por ser uma diidrolipoamida desidrogenase, enzima envolvida no
metabolismo energético celular, com participacdo na homeostase redox celular e;
envolvimento no metabolismo de precursores de bases nitrogenadas e de
aminoacidos, fundamental para os processos de duplicacdo e transcricdo génica;
assim como o processo de traducdo. A Ontologia Génica corrobora a funcéo
energética ao anotar a proteina como sendo de ligacdo a FAD e participacdo em
mecanismos de oxirreducdo. A Homologia Génica indica tratar-se de uma proteina
conservada, sendo em alguns grupos também identificada como uma
diidrolipoamida desidrogenase. As funcdes ja descritas estdo anotadas nas vias
metabdlicas nas quais a proteina participa, como na glicolise/gliconeogénese, ciclo
do acido citrico, metabolismo do piruvato e metabolismo de aminoacidos. E, a
enzima é um alvo interessante para o desenvolvimento de quimioterapicos visando a
sua inibicdo, uma vez que héa diferencas estruturais entre a enzima do parasita e de
seus hospedeiros, além da sua inibicdo poder interferir no mecanismo antioxidante
do parasita. Fato que chamou a atencédo foi a sua expresséo diminuida em aderido
12 horas, sendo que no momento faltam informacdes mais precisas que possam

explicar essa regulacéo negativa.

SG5427 - Tc00.1047053510183.40 (hypothetical protein, conserved)

A proteina SG5427 é uma proteina conservada. Conforme a Homologia

Génica, a proteina possui genes paralogos e ortdlogos, tendo como produtos, na
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maioria dos casos, proteinas hipotéticas e conservadas. Sua funcdo é
desconhecida, visto que ndo foram encontradas informacdes referentes a dominios
proteicos, Ontologia Génica e participacdo em vias metabdlicas. Assim, esta proteina

é dita hipotética e conservada.
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4.2 META 2: CONSTRUCAO E AMPLIFICACAO DOS CASSETES DE NOCAUTE

Foram adotadas algumas técnicas em biologia celular e molecular para a
construcédo e amplificacdo dos cassetes de nocaute génico. Para a construgdo dos
cassetes de nocaute génico foi primeiramente necessaria a amplificagcdo dos genes
de resisténcia e das IRS de cada gene alvo. Os cassetes de nocaute génico foram
construidos por PCR de fusdo. E, os cassetes de nocaute também foram
amplificados por PCR. A confirmagdo da especificidade e do tamanho dos
fragmentos amplificados foi realizada através de eletroforese em gel de agarose.

Em relacdo a amplificacdo dos genes de resisténcia, das IRS e dos cassetes
de nocaute, foi realizada a PCR convencional (Figura 16). A Polimerase Chain
Reaction (PCR) — Reacdo em Cadeia da Polimerase - consiste na rapida replicacao
do DNA in vitro. A técnica baseia-se em ciclos de sintese de DNA, onde cada ciclo
consiste em trés etapas: 1) desnaturacdo da dupla fita de DNA; 2) anelamento dos
oligonucleotideos iniciadores (primers); e 3) extensdo dos primers. Os reagentes
necessarios para uma reacao de PCR sdo: tamp&o, nucleotideos, primers, enzima
(Tag DNA polimerase) e acido nucleico de interesse. Os primers sédo cadeias curtas
de nucleotideos complementares a regido inicial (primer forward) e a regido final
(primer reverse) da sequéncia alvo e delimitam a regido a ser amplificada. Em uma
mesma reacgao, primers e sequéncia alvo (a qual deve estar na forma desnaturada,
ou seja, fita simples) se unem por complementaridade entre suas bases. Quando o
complexo é formado, primer e sequéncia alvo, a enzima DNA polimerase se liga ao
grupo OH da extremidade do carbono C3’ do primer (extremidade 3’ OH) para dar
inicio ao processo de sintese. Assim, a DNA polimerase utiliza a sequéncia alvo
como molde e, de acordo com a complementaridade entre as bases, adiciona novos
nucleotideos aos primers. Este processo recebe o nome de extensdo. Ao final da
extensdo, uma nova molécula, complementar a sequéncia molde, é produzida
(REZENDE et al, 2002; GRIFFITHS et al., 2002)
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PCR (Polimerase Chain Reaction)
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Figura 16- Polimerase Chain Reaction (PCR) (adaptado: ANDY
VIERSTRAETE, 1999).

A confirmacdo do tamanho e especificidade dos fragmentos de DNA foi
realizada por eletroforese em gel de agarose. Trata-se de uma técnica de separacao
de particulas de acordo com a carga elétrica e peso molecular. Moléculas de menor
peso molecular tem mais facilidade de migrar pelo gel do que as moléculas de maior
peso. A eletroforese permite a separacao de RNA, DNA, proteinas e enzimas, pela
migracdo destas em um gel durante a aplicacdo de um potencial elétrico. A distancia
gue o fragmento percorre € comparada com um padrdao de peso molecular que tem
fragmentos de tamanhos conhecidos (GRUMANN, 2009).

4.2.1 Amplificacdo dos genes de resisténcia

Os genes de resisténcia a antibioticos foram utilizados como marcadores de
selecdo nos parasitas nocauteados. Assim, esses foram amplificados para a
posterior constru¢cdo dos cassetes de nocaute génico. Os genes de resisténcia a

NEO e a HIGRO foram amplificados com sucesso (Figura 17).
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Figura 17- Amplificacdo dos genes de resisténcia a NEO e 4 HIGRO

A reacao foi altamente especifica para ambas as resisténcias, pois apresentou
especificidade e tamanho esperado para os dois fragmentos (1640 pb para NEO e
2030 pb para HIGRO) ndo havendo necessidade de otimizacdo da reacdo. Os
reagentes e o programa de PCR utilizado para a amplificacdo das resisténcias estao

descritos no item 3.4.2 da Metodologia.
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4.2.2 Amplificagdo das IRS flanqueantes aos genes alvo

As IRS flanqueantes aos quatro genes alvo foram amplificadas, uma vez que
estas sequéncias foram posteriormente utilizadas para a construcao dos cassetes de
nocaute génico. As IRS forma amplificadas de forma satisfatoria para os quatro

genes (Figura 18).
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Figura 18 - Amplificacdo das IRS dos genes: SG1321, SG2809, SG4727 e SG5427

Observa-se que para alguns genes a amplificacdo das IRS foi altamente
especifica, como no caso de SG4727 e SG5427. Para 0s genes SG1321 e SG2809,
a reacdo nao foi tdo especifica. Nao foi realizada a otimizac¢éo desta PCR visto que,

teoricamente, na PCR de fusdo ocorre a fusdo do cassete de resisténcia as
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intergénicas do gene alvo. Os primers das IRS e 0s primers internos dos cassetes de
resisténcia foram desenhados para haver complementaridade entre estes
fragmentos e assim, construir o cassete de nocaute génico. E, mesmo que houvesse
algum problema nesta construcéo, teoricamente a inser¢cdo do cassete no genoma
de T. cruzi ocorre por recombinacéo das IRS flanqueadoras do gene alvo existentes
no cassete e no genoma do parasita. Estas raz6es nos desviaram da tentativa de
otimizar a amplificacdo das intergénicas. Os reagentes e o programa de PCR

utilizado para a amplificacdo das IRS estdo descritos no item 3.4.3 da Metodologia.

4.2.3 Obtencéo dos cassetes de nocaute génico

O nocaute génico, seguido da andlise dos fendtipos resultantes, € uma
estratégia poderosa para esclarecer a funcdo de um determinado gene. Modificar
genes escolhidos, substituindo-os por fragmentos de material genético externo ou
inativando-os para que as proteinas deles derivadas ndo sejam produzidas, € hoje
uma das estratégias mais promissoras da pesquisa biolégica. Nocautear um gene é
provocar nele uma alteracdo especifica que leva a sua inativacdo ou, remové-lo
completamente substituindo-o ou ndo por um gene de interesse (KELLY et al., 1992;
TAYLOR; KELLY, 2006). O nocaute génico se da a partir da transfeccao de cassetes
de nocaute. Estes podem ser construidos por PCR de fusdo, que é um método
rapido, relativamente barato e oferece a liberdade de escolha entre uma variedade
de marcadores selecionaveis, permitindo construir cassetes precisos de qualquer
estrutura (AMBERG; BOTSTEIN; BEASLEY, 1995). Um cassete para nocaute génico

est4 ilustrado na Figura 19.

5 IR Gene Resisténcia(NEO/HIGRO)  3'IR

Figura 19- Cassete para nocaute génico apos ser fusionado (Adaptado de LORUSSO, 2013).
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O cassete de nocaute para transfeccdo contém as regifes intergénicas
(intergenic regions, IRS) a montante (upstream, 5’) e a jusante (downstream, 3’) das
sequéncias codificadoras (coding sequences, CDS) do gene alvo, flanqueando um
gene de resisténcia a antibidtico (e.g. neomicina, higromicina, etc.). Com a
transfeccdo ocorre a homologia das IRS do cassete com as IRS do gene alvo e
assim, a substituicdo da CDS pelo gene de resisténcia. Durante a recombinacao, o
reconhecimento das extremidades € tdo preciso que nenhuma alteracdo ocorre na
sequéncia das bases nucleotidicas nos sitios de ligagdo (KELLY et al.,, 1992;
TAYLOR; KELLY, 20086) (Figura 20).

s [ B | |
CDS

Ups Doun

Figura 20 - Esquema da recombinacdo homoéloga entre cassete de nocaute génico e genoma
de T. cruzi (SANTOS, 2012).

Foram obtidos os cassetes de nocaute génico contendo os genes de
resisténcia a NEO e o gene de resisténcia a HIGRO para os quatro genes,

totalizando oito cassetes de nocaute génico (Figura 21).
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Figura 21- Obtencéo dos cassetes de nocaute génico contendo os genes de resisténcia a NEO
e a HIGRO para os genes SG1321, SG2809, SG4727 e SG5427.

O tubo branco, preparado para cada gene, corresponde a adi¢cdo de todos 0s
reagentes da PCR com excec¢do dos primers e teve o intuito de verificar a auséncia
de contaminacdo dos mesmos. E, verificou-se que os primers estavam livres de
contaminacgdo. A reacdo de fusdo nédo foi tdo especifica, visto que os cassetes de
nocaute génico contendo os genes de resisténcia a NEO e a HIGRO apresentaram
mais de uma banda. Tentativas de otimizacdo foram realizadas para eliminar as
bandas inespecificas, mas sem sucesso. Com excec¢ao do cassete contendo o gene

de resisténcia a HIGRO para o gene SG5427, marcado na Figura 20 com um
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asterisco, todos os demais cassetes de nocaute apresentaram a banda de interesse
como sendo a mais intensa. De maneira andloga ao discutido sobre a amplificacédo
das IRS, néo foram realizadas mais tentativas para otimizar a reacdo, uma vez que
apenas os fragmentos de DNA contendo as IRS flanqueadoras do gene alvo
recombinariam com as IRS do genoma de T. cruzi. E, além disto, a amplificacdo dos
cassetes de nocaute génico usariam os primers das IRS (primer forward da IR5’ e
primer reverse da IR3’), assim, apenas os fragmentos contendo as duas IRS em
cada cassete amplificariam. Os reagentes e o programa de PCR utilizado para a

construcéo dos cassetes estdo descritos no item 3.4.5 da Metodologia.

4.2.4 Amplificacdo dos cassetes de nocaute génico

Os cassetes de nocaute génico foram amplificados visando a obtencdo de massa
necessaria para a transfeccdo em T. cruzi. Foram amplificados com sucesso 0s
cassetes contendo o gene de resisténcia a NEO para os genes SG1321, SG2809,
SG4727 e SG5427 (Figura 22). E, entre os cassetes contendo o gene de resisténcia
a HIGRO foi obtida a amplificacao para os genes SG1321 e SG2809 (Figura 23).

O produto de amplificacdo dos cassetes de nocaute génico contendo o gene de
resisténcia a NEO e a HIGRO apresentou mais de uma banda em todos os casos,
sendo a banda mais intensa correspondente ao cassete de nocaute génico. As
amplificagcbes com bandas de cassetes um pouco menos intensas, como 0 cassete
contendo o gene de resisténcia a NEO para o gene SG4727, necessitaram de maior
namero de reacdes para obter a massa de 50 pg de cassete, indicada para a
transfeccdo. Algumas tentativas de otimizacdo foram realizadas para eliminar as
bandas inespecificas, mas ndo houve sucesso. Nao houve a preocupacdo em
purificar a banda do gel ou dispender mais tempo nas tentativas de otimizacao, visto
que teoricamente a insercdo do cassete de nocaute génico ocorre através de
recombinacdo homologa com as IRS do gene alvo no genoma do parasita. Os
reagentes e o programa de PCR utilizado para a amplificacdo dos cassetes estao

descritos no item 3.4.6 da Metodologia.
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Figura 22- Amplificacdo dos cassetes de nocaute génico contendo o gene de resisténcia a
NEO para os genes SG1321, SG2809, SG4727 e SG5427. Em (A) esta a amplificacdo dos cassetes
de nocaute para os genes SG1321 e SG2809. Em (B) esta a amplificagdo dos cassetes de nocaute
para o gene SG4727 e, em (C) estd a amplificacdo dos cassetes de nocaute para o gene SG5427.
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Figura 23 - Amplificacdo dos cassetes de nocaute génico contendo o gene de resisténcia a
HIGRO para os genes SG1321 (A) e SG2809.

Apos a amplificacdo dos cassetes, esses foram quantificados para obtencao
de massa para transfec¢cdo em T. cruzi.

A quantificagdo foi realizada na plataforma QubitTM Fluorometer
(InvitrogenTM) utilizando o kit Quant-itTM dsDNA BR Assay, o qual detecta
concentracbes de DNA entre 0,1 e 100 ng/uL, de acordo com as instrucbes do
fabricante. Esta técnica de quantificagdo apresenta alta sensibilidade e acurécia.
Este aparelho € ideal para quantificar DNA por fluorometria, que € uma técnica
denominada espectrofluorometria, um tipo de espectroscopia eletromagnética a qual
analisa a fluorescéncia de uma amostra. Isto envolve o resultado da absorgédo de
energia radiante e emissao de parte desta energia na forma de luz de baixa energia,
mas nao necessariamente luz visivel. A emissao de luz se da pela excitacdo de
elétrons nas moléculas de certos compostos, normalmente luz ultravioleta. O kit

conta com reagente e tampao. O reagente serve para emitir luz a ser contabilizada
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pelo aparelho Qubit. A quantificagdo deve ser realizada na temperatura ambiente e
0s tubos, a serem quantificados, protegidos da luz para evitar a degradacdo do

reagente.

4.3 META 3: OBTENCAO DOS PARASITAS NOCAUTE SIMPLES E DUPLO

Inicialmente, foram construidos os cassetes de nocaute génico com NEO para
todos os genes estudados, os quais foram transfectados em formas epimastigotas
cepa Dm 28c de T. cruzi selvagens e resultaram na obtencdo de cepas simples
nocaute em todos os casos. Em média, os parasitas sobreviventes foram
selecionados ao final de 4 semanas. Como controle manteve-se uma cultura
selvagem, cuja morte se deu em torno de 21 dias.

Em paralelo, foram construidos os cassetes de nocaute génico com HIGRO para
0s genes SG1321 e SG2809. Os parasitas simples nocaute com NEO para esses
genes, previamente selecionados, foram usados para transfec¢cdo dos cassetes
correspondentes com HIGRO e, assim, obtidos parasitas duplo nocaute. Apos 24
horas foram adicionados os antibiéticos de selecdo NEO e HIGRO. Mais uma vez,
0s parasitas sobreviventes foram selecionados ao final de 4 semanas e a morte dos
controles se deu em torno de 21 dias.

Os cassetes com HIGRO para os genes SG4727 e SG5427 foram construidos,
mas ocorreram problemas em sua amplificacdo para obter a massa necessaria para
transfeccdo. Varias tentativas de otimizacdo foram efetuadas, mas sem sucesso.
Isso inviabilizou a obtencdo de parasitas duplo nocaute para estes dois genes.
Assim, nessa etapa foram obtidos parasitas simples e duplo nocaute para os genes
SG1321 e SG2809 e parasitas simples nocaute com NEO para os genes SG4727 e
SG5427.
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4.4 META 4: AVALIACAO DOS EFEITOS DO NOCAUTE GENICO

A avaliacdo dos efeitos do nocaute génico foi realizada com parasitas simples
nocaute contendo o gene de resisténcia a NEO para os genes SG1321 e SG2809,
enquanto ocorria a sele¢ao dos duplos nocaute. O intuito foi verificar se a supressao
de apenas um alelo do gene provocaria alguma modificacdo na viabilidade celular;
ou na capacidade proliferativa e de diferenciacdo dos parasitas, 0 que seria
interessante para indicar a importancia dessas proteinas para o0 parasita,

particularmente caso os parasitas duplo nocaute se mostrassem inviaveis.

4.4.1 Andlise da viabilidade celular dos parasitas nocaute

Os parasitas simples nocaute para todas as quatro proteinas se mostraram
viaveis ao sobreviver mesmo com a supressao de um alelo do gene. As analises
foram feitas a partir de selecdo dos parasitas em meio contendo o antibidtico de
selecdo e observacdes dos parasitas em microscopio Optico. O mesmo aconteceu
para os parasitas duplo nocaute para os genes SG1321 e SG2809, o que nos levou
a crer que nenhuma das quatro proteinas é essencial a sobrevivéncia do parasita.
No entanto, foram encontrados problemas na confirmacdo do nocaute do gene
SG1321, conforme sera discutido a seguir, sugerindo que essa hipotese precisa ser

confirmada com outros experimentos.

4.4.2 Analise da capacidade proliferativa dos parasitas simples nocaute

Para ambas as proteinas, as curvas de crescimento indicaram leve diferenca
entre parasitas simples nocaute e parasitas selvagens, com leve reducdo na

capacidade proliferativa. Esse resultado parece indicar que a supressédo de um dos
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alelos nos genes SG1321 e SG2809 é suficiente para afetar negativamente a
capacidade proliferativa dos parasitas (Figura 24).
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Figura 24 - Curva de crescimento dos parasitas simples nocaute para os genes
SG1321 e SG2809.

Apesar desta leve diferenca na capacidade proliferativa entre parasitas
selvagens e simples nocaute, ambos atingem a fase estacionaria ao mesmo tempo,
por volta do quinto dia, embora ndo com a mesma densidade populacional, a partir
do qual a populacdo comeca a decair.

O resultado € promissor visto se tratar da supressdo de apenas um alelo para
cada um dos genes. No entanto, ha necessidade da repeticdo do experimento com
maior numero de réplicas bioldgicas para estes parasitas simples nocaute, além da
realizacdo com parasitas duplo nocaute para confirmar, de fato, a diminuicdo ou,

supresséo da capacidade proliferativa quando da supressao total do gene.
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4.4.3 Andlise da capacidade de diferenciagdo dos parasitas simples nocaute

Os parasitas simples nocaute apresentaram menor capacidade de
diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicos em comparacdo aos parasitas
selvagens. Em 72 h houve uma sobreposicdo na variagcdo dos dados entre os
selvagens e os parasitas simples nocaute para o gene SG2809. Em 96 h esta
sobreposicdo ndo ocorreu, sendo mais evidente a diminuicdo na capacidade de
diferenciacéo para ambos os genes (Figura 25). Em acréscimo, os parasitas simples
nocaute pareceram ter menor capacidade de adesao, pois foram encontradas mais
células no sobrenadante dessas culturas em relacdo ao selvagem. Este dado é
importante e possui relacdo com a diminui¢do da capacidade de diferenciacdo, uma
vez que a adesdo € uma das etapas necessarias durante a diferenciacdo de formas

epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos.

Metaciclogénesein vitro

* p<0.05

60 1 ** p<0.01
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BEWT mSG1l321neo $G2809neo

Figura 25 - Avaliacdo da capacidade de diferenciacdo dos parasitas simples nocaute para os
genes SG1321 e SG2809. Os dados foram analisados estatisticamente através do teste t-Student e
séo representativos de trés experimentos independentes.
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Como verificado anteriormente para os genes SG1321 e SG2809, o resultado
é igualmente promissor visto também se tratar da supressédo de apenas um alelo
para cada um dos genes. Ha igualmente necessidade da repeticdo do experimento
para estes parasitas simples nocaute, além da realizacdo com parasitas duplo
nocaute para confirmar, de fato, a diminuicdo ou, supressdo da capacidade
diferenciacdo quando da supressao total do gene.

4.5 META 5: CONFIRMACAO DA OBTENCAO DE PARASITAS NOCAUTE

Os cassetes de nocaute génico, em teoria, se inserem no genoma de T. cruzi por
recombinacdo homodloga das regifes intergénicas dos cassetes com as intergénicas
dos genes alvo no genoma, promovendo a inser¢cao do gene de resisténcia no lugar
da regido codificadora e consequente delecdo do gene a ser estudado.

Foi realizada a transfeccéo dos cassetes com NEO, selecionados os parasitas a
partir de culturas contendo o respectivo antibiético existente no cassete, e obtidos
inicialmente parasitas simples nocaute. Estes foram transfectados com o segundo
cassete de nocaute, selecionados em culturas contendo ambos os antibioticos e,
assim, foram obtidos teoricamente parasitas duplo nocaute. Mas, na pratica, o fato
dos parasitas duplo nocaute terem sido selecionados em meio contendo NEO e
HIGRO indica apenas que houve a incorporacdo dos cassetes contendo as duas
resisténcias pelos parasitas, mas ndo garante a introducdo dos cassetes nos locais
desejados com a delecdo dos genes de interesse. Além da possivel incorporagédo do
cassete em local diferente da CDS, ha ainda a possibilidade da CDS né&o ser cépia
Gnica no genoma de T. cruzi (contrariando a predicdo realizada) ou ter sido
duplicada no momento da tentativa de deplecdo, 0 que torna necessaria a
confirmacé&o da obtencdo dos nocautes génicos.

Para confirmar a ocorréncia de duplos nocautes, inicialmente alguns testes foram
realizados com as populacbes mistas de parasitas transfectantes. No entanto,
réplicas geraram resultados contraditérios e, por isso, adotou-se a metodologia do
Cell Sorting para obtencdo de populagdes clonais de parasitas duplo nocaute para
0s genes SG1321 e SG2809.
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4.5.1 Isolamento de populacdes clonais através de Cell Sorting

Objetivando isolar populacdes clonais para estudos mais aprofundados, foi feito
o Cell Sorting em placas de 96 pocos. Para o dKO da proteina SG1321, foram
obtidas 61 colbnias, enquanto para o dKO da proteina SG2809, foram obtidas 72

populacdes clonais.

4.5.2 PCRs de confirmacéo dos nocautes

Primeiramente, foram realizados testes para confirmar a inser¢cao dos genes
de resisténcia no genoma dos parasitas nocaute. Para tanto, utilizaram-se o0s
primers forward e reverse para os cassetes de resisténcia, assim como para 0s
genes de resisténcia em si. Conforme esperado, os parasitas duplo nocaute para os
genes SG1321 e SG2809 apresentaram as duas bandas especificas
correspondentes aos cassetes de resisténcia contendo os genes de resisténcia a
NEO e a HIGRO (Figuras 26 e 27), demonstrando que os parasitas testados
possuiam no genoma ambos o0s cassetes de resisténcia.

Plasmideos
(controles)
dko
F-IRKAP3, R-GADPH-

1640 (NEO), 2030
(HGO) pb

F-IRKAP3, R-
GADPH-1640pb
F-IRKAP3, R-
GADPH-2030pb

5G1321 SG2809 PNEO2
1 2 3

< 1Kb Promega

o
g
o)
N

Figura 26 - Amplificacdo dos cassetes de
resisténcia em parasitas dKO para os genes
SG1321 e SG2809. Foram utilizados os primes
dos cassetes de resisténcia, sendo F — primer
forward e R — primer reverse. Como controle
utilizaram-se os plasmideos usados como DNA-
molde para amplificacio dos cassetes de
resisténcia.
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Figura 27 - Amplificacdo dos genes de
resisténcia em parasitas dKO para os
genes SG1321 e SG2809. Foram utilizados
os primers dos genes de resisténcia, que
estdo indicados entre parentéses. Como
controle empregaram-se o0s plasmideos
usados como DNA-molde para amplificagéo
dos genes de resisténcia.

Ainda nesse contexto, em outro teste realizado com culturas mistas de
parasitas duplo nocaute utilizaram-se os primers das IRS dos genes alvo associados
com os primers dos genes de resisténcia (Figura 28). Os cassetes foram usados
como controle para indicar a manutencdo da integridade dos mesmos pos
transfeccdo. Para ambos os genes houve a amplificacdo das bandas esperadas,
tanto para os parasitas duplo nocaute quanto para as amostras utilizando os
cassetes de nocaute génico amplificados como molde. Este teste indica que a

integridade dos cassetes foi mantida apos a transfeccao para os parasitas.
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Figura 28- Confirmacdo da integridade dos cassetes de resisténcia transfectados em
parasitas dKO para os genes SG1321 e SG2809. Foram utilizadas combinacdes de primers das
IRS dos genes alvo com os genes de resisténcia. Os primes utilizados estdo entre parénteses. O
poco M é o marcador utilizado. Como DNA-molde controle foram usados os cassetes amplificados
contendo os genes de resisténcia a NEO e os cassetes contendo os genes de resisténcia a
HIGRO.

ApOs estes testes, realizou-se o Cell Sorting dos parasitas duplo nocaute para
0S genes SG1321 e SG2809. Foram selecionadas as colbnias de parasitas nas
posicoes Ale A2 da placa de Cell Sorting, para cada um dos genes e foram
repetidos os testes anteriormente realizados, com adi¢céo do teste usando os primers
das CDS (Figura 29). Sendo que, como teoricamente as CDS foram substituidas
pelas resisténcias a NEO e a HIGRO, néo era esperada amplificagdo das CDS para
as proteinas em parasitas dKO. Entretanto, para os parasitas dKO para o gene
SG1321 houve amplificacdo da CDS nas duas coldnias (em destaque em A). Ja para
os parasitas dKO para o gene SG2809 ndo houve amplificacdo da CDS em

nenhuma das duas colonias.
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Figura 29 - Amplificacdo da CDS dos genes alvo em populag¢fes clonais de parasitas dKO para
0s genes SG1321 (A) e SG2809 (B). Na porcdo superior de cada gel esta a coldénia A1 e na porcao
inferior a colbnia A2 da placa de Cell Sorting. Foram utilizados os primers das CDS cujo controle foi o
parasita selvagem, primers dos genes de resisténcia cujos controles foram os plasmideos, e primers
dos cassetes de selecé@o cujos controles foram os plasmideos. Observar em (A) a amplificacdo da
CDS para as duas colbnias (destaque na cor vermelha). Em (B) n&o aconteceu a amplificacdo da
CDS em nenhuma das colbnias. Os demais testes realizados tiveram os resultados esperados,
conforme ja tinham sido obtidos em testes anteriores.

Para confirmar o resultado anterior, realizou-se a amplificacdo das CDS para
todas as populacdes de parasitas dKO clonais obtidas para ambos os genes.

Para o gene SG1321, as 61 populacdes clonais obtidas por Cell Sorting foram
testadas. O experimento com as mesmas colonias foi repetido em cinco ocasides,
sendo que nas duas Ultimas as amostras foram preparadas em duplicatas. Para o
gene SG1321, nado foi confirmada a existéncia de parasitas duplo nocaute das
colonias testadas. Para cada amostra houve a amplificacdo da CDS do gene alvo

em pelo menos um dos testes. Em alguns casos observou-se a divergéncia entre as
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duplicatas de uma mesma amostra, implicando n&o ter sido possivel confirmar a
deplecdo dos genes de interesse nesses parasitas. Tal fato pode ter decorrido, por
exemplo, pela CDS (contrariando a predicédo realizada) ndo ser de cépia Unica no
genoma do T. cruzi, pela insercdo dos cassetes em local diferente da CDS do
referido gene ou, ainda, o parasita pode ter feito mais cépias da CDS apéds a
transfeccdo dos cassetes. No entanto, como foi observada variagdo de fenétipo —
com a diminuicdo da capacidade proliferativa e de diferenciagdo nos parasitas
simples nocaute para a proteina SG1321, essa continua sendo de interesse para
estudo e esses experimentos deverdo ser repetidos para confirmar a delecédo do
primeiro alelo da proteina e na tentativa de obter novos nocautes duplos.

Ja& para o gene SG2809, 72 populacdes clonais obtidas por Cell Sorting se
mostraram viaveis para testes. Entre elas, cinco ndo tiveram amplificacdo da CDS
em nenhum dos testes. Estas colGnias que n&o tiveram amplificacdo foram testadas
no minimo trés vezes, sendo pelo menos uma vez em duplicata. Assim, tudo parece
indicar que nestas cinco colénias houve realmente a obtencdo de parasitas duplo

nocaute.



84

5 CONCLUSAO

As quatro proteinas analisadas ndo parecem ser essenciais a sobrevivéncia
do T. cruzi, uma vez que 0s parasitas simples nocaute com resisténcia a NEO e os
parasitas duplo nocaute com resisténcia & NEO e HIGRO se mostraram viaveis.
Apesar disto, as proteinas para os genes SG1321 e SG2809 parecem ser relevantes
no processo de proliferacdo e diferenciacdo celular, uma vez que o0s parasitas
simples nocaute com NEO sofreram reducdo na capacidade proliferativa e de
diferenciacdo. Os dados observados sugerem que a supressao de apenas um dos
alelos destes genes ja provoca alteracfes na biologia do parasita.

Embora os resultados mostrem-se bastante promissores, ha que se
considerar que o0s ensaios funcionais foram realizados com parasitas simples
nocaute. Oportuna sera a repeticdo dos ensaios para efeitos do nocaute génico com
0S parasitas simples nocaute e a realizacdo com os parasitas duplo nocaute.

Igualmente verifica-se a necessidade da realizacdo do Cell Sorting e
confirmacdo prévia de parasitas duplo nocaute para os genes. A repeticdo dos
experimentos devera ser realizada com estas populacfes clonais, visto que para o
gene SG1321, por exemplo, apesar de confirmada a insercdo dos cassetes de
nocaute para os dois alelos, houve a amplificacdo da CDS. Isto parece indicar que
nao foram obtidos parasitas duplo nocaute para o gene. Mas, apesar disso, se
observou alteragdo do fendtipo. Esse resultado coloca em duvida se, contrariando
nossas predicdes e andlises, a CDS nao seja cdpia Unica ou, se 0s cassetes se
inseriram em uma regido desconhecida do genoma; ou ainda, a possibilidade do
parasita possuir algum mecanismo de compensacdo, como por exemplo, a
duplicacdo da CDS em funcdo do nocaute génico. J& para o gene SG2809, foram
obtidas cinco populacdes clonais sem amplificacdo da CDS. Isto parece indicar que
foram obtidos parasitas duplo nocaute para o gene. Os ensaios referentes aos
efeitos do nocaute génico foram realizados com populacées mistas. No entanto, teria
sido mais interessante a realizacdo dos mesmos com populacdes geneticamente
idénticas de parasitas, para que os resultados obtidos de fato representassem o0s
organismos analisados como um todo, sem variagéo entre eles.

Com excecdo de uma proteina que apresentou um aumento gradativo ao

longo da metaciclogénese, as demais proteinas foram reguladas de forma positiva
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ou negativa em momentos especificos do processo. Esse aumento ou diminui¢cdo na
expressao proteica pode ser indicio do envolvimento das mesmas em processos de
sinalizacao celular. A proteina SG2809 possui dois dominios RRM, assim, acredita-
se que ela esteja relacionada a mecanismos pos-transcricionais de regulacdo da
expressdo génica. O dominio RRM, além de indicar reconhecimento e ligacdo a
molécula de &cido nucleico, também é indicativo de interagdo proteina-proteina.
Desta maneira, é viavel a realizacdo de ensaios moleculares para a determinacdo de
parceiros de interacdo. Estes ensaios podem somar informacdes relevantes no
processo de caracterizacdo dessas proteinas.

Ha necessidade de mais informagfes referentes a dominios proteicos, uma
vez que nado foram encontrados dados sobre dominios para as proteinas SG1321 e
SG5427. Para a proteina SG1321 foi identificado um peptideo sinal. Isto a torna uma
candidata interessante para o desenvolvimento de farmacos, visto que as proteinas
que sdo secretadas ou que estejam expostas na superficie celular sdo alvos mais
acessiveis para acdo de drogas e vacinas. Além disto, a identificacdo desse
peptideo sinal € um dado relevante para predi¢cado da funcdo do gene, uma vez que a
funcdo proteica ndo esta relacionada apenas a sua funcéo predita, mas também ao
momento e ao local subcelular onde atua. Por isso, é viavel a realizacdo de ensaios
moleculares para a determinacéo da localizagcéo subcelular do polipeptideo.

A proteina SG4727 é uma diidrolipoamida desidrogenase, envolvida em
mecanismos energéticos celulares e em reacfes de oxirreducao celular. Durante o
ciclo de vida de T. brucei, a sua localizacdo celular pode ser mitocondrial ou
fortemente associada a membrana plasmatica, podendo estar localizada na
superficie celular. Essa proteina também €é uma candidata interessante para o
desenvolvimento de farmacos visando a sua inibicdo, uma vez que ha diferencas
estruturais entre a enzima do parasita e de seus hospedeiros, da sua inibicdo poder
interferir no mecanismo antioxidante do parasita, além de ser um alvo mais facil de
drogas quando esta na superficie celular. Ha necessidade de mais informacdes
referentes a conservacdo da proteina em relacdo a outras espécies, como por
exemplo, a conservacao na espécie humana. Este tipo de informacéo é fundamental
para analise da viabilidade de farmacos contra proteinas especificas do parasita.

Os dados obtidos nesse trabalho sdo promissores e preservam as proteinas

como candidatas interessantes para o desenvolvimento de trabalhos futuros visando
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a sua caracterizagao funcional, a partir da realizagcdo de outros ensaios moleculares

e funcionais, além da exploragc&o de outras ferramentas bioinformaticas.
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6 PERSPECTIVAS

1. Referente a confirmacdo da obtencdo de parasitas duplo nocaute para os genes
SG1321 e SG2809:

- Repetir o Cell Sorting, realizar a PCR de confirmag&o com os primers das CDS,
realizar Southern Blotting e, realizar PCR de confirmacdo usando primers dos

genes a montante e a jusante do gene alvo;

2. Referente aos efeitos do nocaute génico para os genes SG1321 e SG2809:

- Repetir os ensaios referentes a viabilidade celular, a capacidade de proliferacéo
e a capacidade de diferenciacdo para os parasitas simples nocaute e, realiza-los

com os parasitas duplo nocaute;

3. Referente aos ensaios moleculares e funcionais para os genes SG1321 e
SG2809:

- Realizar ensaios sobre morfologia celular a partir da analise de laminas de
microscopia Optica, ensaios sobre parceiros de interacdo a partir de Pull Down,
ensaios sobre localizacdo subcelular a partir de clonagem, e ensaios sobre a
capacidade infectiva a partir da infeccdo de camundongos com o parasita

nocauteado;
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4. Referente ao levantamento de dados e uso de ferramentas bioinformaticas:

- Realizar analises sobre Homologia Génica em relac&o a outros grupos além dos

tripanosomatideos;

5. Referente aos genes SG4727 e SG5427, sendo que parasitas simples nocaute
contendo o gene de resisténcia a NEO ja foram obtidos e cassetes de nocaute
génico contendo o gene de resisténcia a HIGRO j& foram construidos:

- Amplificar os cassetes de nocaute génico contendo o gene de resisténcia a
HIGRO, fazer a transfeccéo, selecdo e confirmacdo da obtencdo de parasitas
duplo nocaute, assim como realizar a analise dos efeitos do nocaute génico para
parasitas simples nocaute e, na sequéncia, avaliar os efeitos do nocaute génico
para os parasitas duplo nocaute;

- Realizar os ensaios moleculares e funcionais — como andlise da morfologia
celular, da capacidade infectiva em células de mamiferos, sobre os parceiros de
interacéo, sobre a localizacao subcelular;

- Fazer levantamento de dados e uso de ferramentas bioinformaticas referentes a

Homologia Génica em relagdo a outros grupos além dos tripanosomatideos.
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Pesquisaem Banco de Dados
(TriTrypDB, TrypanosOmics,
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Figura Suplementar 1 - Uso de ferramentas bioinformaticas sobre informag8es referentes as
guatro proteinas selecionadas.

Desenhar primers das IRs,
amplificagio gene de
resisténcia a NEO e HIGRO e
IR5’ e IR3’ de cada gene alvo. Otimizar reagdo de PCR
de amplificagio de cada
IR de cada gene alvo,
gene de resisténcia NEO,
HIGRO, PCR de Fusio,
amplificagio cassete
Construir, por PCR de Fusdo, os
cassetes para nocaute de cada IR
de cada gene alvo contendo o gene
de resisténcia [NEO/HIGRO)
flanqueado pelasIRs do gene alvo

Proteinasde T. cruzi
envolvidascom a
metaciclogénese a serem

caracterizadas Verificar, em gel de agarose,
a especificidade e tamanho
dos produtos de PCR

Amplificagdo, por PCR, do
produto da PCR de Fusio

Testar diferentes
temperaturas de anelamento,
quantidade de DNA e priners

Quantificagio dos cassetes de
nocaute génico

Concentragio dos cassetes de
nocaute génico

Figura Suplementar 2 - Construcéo e amplificacdo de cassete para nocaute génico.
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. . . Amostras para transfecgdo
Para obtencdo de parasitas simples-transfectantes  _controle: WT sem antibiotico de selecio

i} -Para obter parasitas nocaute simples NEO:

WT+cassete+G418 (500 L
Cultura de células — Epimastigota 3 dias Cepa Dm28c WT - ( BT

v

Eletroporagao —>  Transfecgdo: 2x10°celulas+ 50 pg de cassete
W

Selegdo dos transformantes

Sao selecionados os

- Cultivo dos parasitas transfectantessimples em sobreviventes e

v meio contendo os respectivos antibioticos realizada a cultura
Primeiro repique pos-transfecgdo
d’ \
Segundo repique pos-transfeccao \
v ) ,
3 a 4 dias ap6s a transfec¢do — cultura
Terceirorepique pos-transfecgéo + meio novo + antibiotico de sele¢io
v /7
Quarto repique pés-transfec¢do
v /
Quinto repique pos-transfecgao
v
Congelamento dos simples-transfectantes
v

Observagdo das culturas

Figura Suplementar 3 - Obtenc&o de parasitas simples nocaute.

Amostraspara transfec¢do

-Controle: WT sem antibiotico de selegdo;

-Para obter parasitas duplo-transfectantes:
Para obtengao de parasitas duplo-transfectantes $G1321: cassete NEO ja selecionado+cassete

HIGRO+G418 (500 pg/mL)

, : : ’ $SG2809: cassete NEO ja selecionado+cassete
Culturade células — Epimastigota 3 dias CepaDm28cWT —> HIGRO+ G418 (500 pg/mL)

Transfecgdo: 2x10° células ja selecionadas para cassete

Eletroporacao
NEO+50pg de cassete HIGRO

Selec¢do dos transformantes ] Sao selecionados os

Cultivo dos parasitas transfectantes em meio

v contendo os antibiéticos G418 e NEO sobreviventese
Primeiro repique pos-transfec¢do realizadaa cultura
\
Segundo repique pos-transfeccao \
\ 3 a4 dias apos a transfec¢do —
>

Terceiro repique pos-transfec¢ao cultura+meio novo+antibiético de selegdo:
v -Diluir as culturas em meio novo;
-2,5mLde cultura+7,5 mLde meio novo;
-Adicionar antibidtico de sele¢ao para
concentragao final de 500 pg/mL

Quarto repique pos-transfecgao

\
Quinto repique pos-transfeccao

v

Congelamento dos duplos-transfectantes
\
Observacdo das culturas

Figura Suplementar 4 - Obtencé&o de parasitas duplo nocaute.



Realizacao de Ensaios Molecularese Funcionais

v

Curvas de Crescimento — Anadlise da capacidade de proliferacio dos
transfectantes-simples SG1321 NEO e SG2809 NEO

v

Culturas- Mde:

-Dm28c KO SG1321 NEO
-Dm28c KO $SG2809 NEO
Dm28c WT epimastigota 3 dias

\’

Contagem de células — Beckan Coulter Z2 Coulter Particle Count and
Size Analyzer

s

Repiques —meio LIT+ células+100 pL G418
* Na cultura WT ndo ha adigdo de antibiético

\’

Contagem
* Triplicata das amostras

Figura Suplementar 5 - Realizagdo de curvas de crescimento dos parasitas simples nocaute.

Realizacdo de Ensaios Molecularese Funcionais . .
-Contagem diferencial (Contagem

\’ P de epimastigota e tripomastigota
Metaciclogénese Induzida diferenciacio dosnocautes simples —> t'(‘:):tg;t:\) ;:: ;7,:':: :: i
\ —SG1321 NEO e SG2809 NEO - obrenadante.
Partir de epilnaitigotas 5 dias \)
Contar as células da garrafado Culturas-Mﬁe:.
pré-indculo. Separar 5x107 -Dm28cKO 5G1321 NEO;
células de cada garrafae s Contagem de células —Beckan Coulter -Dm28c KO 56_2809 _NEO;
transferir paraum tubo de Z2 Coulter Particle Count and Size D.'“ZBC WT (epimastigota 3
centrifuga Analyzer dias).
s
Centrifugara3.000g por 5 Contagem manualem M.O.
minutos, a 10°C
J \
Estresse -> Descartar o Repiques —meio LIT+
sobrenadante e ressuspender células+100 pL G418
ascélulas em 100 puL d e meio * Na cultura WT ndo hé adicdo
TAU pré-aquecido a 28°C. deanihibtico
Incubar os tubos a 28°C por 2 Realizar a contagem diferencial
horas. (epimastigosta e tripomastigota \
Metaciclogéntse -> Depois das metadidlco apos 72 e 26k £ ohtagen
*Triplicata das amostras{realizada
2 horas de estresse, ) 0 ..
ressuspender os parasitas e S R amédia para tabulagdo dos dados e
transferir os100 uL parauma  —> nc;n o asgarra. .as N fs : geracdo de grafico)
28°C para permitir a adesdo e
garrafa contendo 9,9 mLde diferenciacio dos parasitas
meio TAU3AAG

Figura Suplementar 6 - Inducao da metaciclogénese in vitro.



Tabela Suplementar 1 - Primers para amplificagdo das IRS a montante (5°) e a jusante (3’) das sequéncias codificadoras

usados para construcdo dos cassetes de nocaute génico e confirmagéo dos parasitas duplo nocaute.

Proteinal Primer Primer ID Sequencia Amplicon

1 LG_01 |Tc00.1047053511847.30 UPS F  |GGGGGGGGGACCTGCCGTGTTTTATCT 584
LG_02 (Tc00.1047053511847.30_UPS R  |AGTGCGGAAAGAGAAATGGACGGTGCATTITATGGTCCTGGTGTTTGA
LG_03 |Tc00.1047053511847.30 DOWN _F |ACTTGAACAGAATTTAACATGCCCATCAAGTGGACGAACAGGGCAGAC 541
LG_04 [Tc00.1047053511847.30_ DOWN_R|GGGGTGGGGGGTAACCCCACAACAAGCA

2 LG_09 |Tc00.1047053510741.40 UPS F  |GGGGGGGGTCCACACCTTCTGCGTACAG 580
LG_10 |Tc00.1047053510741.40 UPS R |AGTGCGGAAAGAGAAATGGACGGTGCATTTGCAGATAATAAAAAATACTGGCGGG
LG_11 [Tc00.1047053510741.40 DOWN_F |ACATTGAACAGAATTTAACATGCCCATCAAGCAAAAGAGGGAAAAGAAGC 573
LG_12 |Tc00.1047053510741.40 DOWN_R [GGGGGGGGGCTTCCTTCGTGCTGAATTA

3 LG_13 |Tc00.1047053506701.10_ UPS F  |GGGGGGGGGTGACGGCAGAAAGGAGA 307
LG_14 |Tc00.1047053506701.10 UPS R |AGTGCGGAAAGAGAAATGGACGGTCATTTAGGTCCGCTCCTCCAATTC
LG_15 |Tc00.1047053506701.10_ DOWN_F |ACATTGAACAGAATTTAACATGCCCATCAATTCTGTTGGCACAAGGAAAA 346
LG_16 |Tc00.1047053506701.10_DOWN_R|GGGGGGGGTTTCTTATTATCTGCCCTCACTCC

4 LG_25 |Tc00.1047053510183.40 UPS F  |GGGGGGGTGAAAATCAACAACAAGAAGTGG 594
LG_26 (Tc00.1047053510183.40 UPS R |AGTGCGGAAAGAGAAATGGACGGTGCATTTTCTTCTGTTATTTCACTCTCCC
LG_27 |Tc00.1047053510183.40 DOWN_F [ACATTGAACAGAATTTAACATGCCCATGCCCATCAAGTCGATCTAGAGACCGTGCC 585
LG_28 |Tc00.1047053510183.40 DOWN_F [GGGGGGGGCCCCTAACCCTGCCAAAA
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Tabela Suplementar 2 - Primers das sequéncias codificadoras (CDS) para confirmacéo dos parasitas duplo nocaute.

Proteina Gene Home primer Sequéncia qtde nuc
FMJA_6227_110_IRS |5 AAGTGGCTCTCGGGGACCTGS” 20
FMJA_6227_110_IRS |5'GGTGTGCTAAAGTGGCGACTTTCTACS 26
FMJA_G227_110_IR3_|5AAASAAATTATTATTA A GEGETGGLY 35
5G1321 (1)] TeCLB506227.110
FMJA_6227_110_IR3 | 5'GCGCTGCCCCCACCCY 15
FMJA_6227_110_F |5'GGGEGACAAGTTTGTACAAAARAAGCAGGCTTCATGCGTCTTCGCACGGTCCS 43
FMJA_6227_110_R |5'GGGGACCACTTITGTACAAGAAAGCTGGGTCCTCATCCTTGATGGTGTICTTCGES” 54
FMJA_0881_230_IRS |SATATATTTICTCATCCACAGGAGCGTCGS! 27
FMJA_0861_230_IRS |S'GCTGCTCTGAATTGCGCAALAALCT 22
FMJA_06861_230_IR3 |5 TCCCCACGGAAGTGTGAGGCI! 20
5G2609 (2)] TcCLB510661.230
FMJA_D851_230_IR3_ |5 COACAAATAAAAAAACACACAAAAAAACAALCTY 31
FMJA_0881_230_F |5GGEGEGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGEGAAAACACTAGGCTTAAGTTCGS 56
FMJA_08581_230_R |5'GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCGAGGACGETGGAGGTGGAGS 49
FMJA_SG4T2T_CDS_ N5 GEGGGACAAGTTTGTACAAALAAAGCAGGCTTCATGTTACATCGTAGCCAL G3 sS4
FMJA_SG4T2T_CDS_NS5'GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTATTCTATCTCCTTGATATGCTCTACCS! 559
FMJA_SG4AT2T_IRS_F|5'GCGGAAGTTITCGTCAAGTS 18
SG4T2T (3)] TcCLB.ADGT01.10
FM1A_SG4TZ7_IRS_R|STATCTCTGATTATGAACTGAAAAAT 24
FMJA_SG4TET_IR3_F|5GACGAATTTGGATATATATAGATATATGTGTATY 33
FMJA_SG4727_IR3_R|5'CTTATTATCTGCCCTCACTCCTS 22
FMJA_SGS427_CDS_N5'GEEGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTTGACGCCCTATCAGCTGGAALCTCSY 58
FM.A_SG5427_CDS_|5'GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTAGATTIGATGCCACTTGCAGCCAGGY 57
FMJA 05427 RS FISCTGCTGTAAATACAAATGAGGAAGGALCT 27
SG542T (4)] TcCLB.510183.40 — —
FMJA_SG5427 IR5_R|5"AGTCCACACAATCCTCCTCCGS 21
FMJA_SGS427 IR3_F|STGTAAA CAATAAGAAGAAT e
FMJA_SGS5427_IR3_R|5'CCTAACCCTGCCAAAACT 17

* As proteinas estdo simplificadamente identificadas a nivel de supergene (SG), segundo agrupamento realizado no site
TrypanosOmics, conforme detalhado no item 4.1 dos Resultados e Discussao.
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