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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, ¢ um
problema de saude publica, principalmente na América Latina, e os tratamentos
disponiveis sdo muitas vezes ineficazes, além de causar efeitos colaterais graves. O
nosso grupo de pesquisadores tem como objetivo identificar e caracterizar proteases do
parasito para a identificacdo de potenciais novos alvos terapéuticos. Neste trabalho,
apresentamos um estudo preliminar sobre a fun¢do dos genes da dipeptidil-peptidase 8
(dpp8tc) e da otubaina (otutc), uma serino e uma cisteino protease de 7. cruzi,
respectivamente. A DPP8 ¢ uma protease da familia DPPIV, que ¢ conhecida pela sua
importante funcao de clivar ligagdes peptidicas com prolina na segunda posicao. Estas
peptidases sdo importantes no processamento e degradacdo de peptideos como
hormonios e neuropeptideos. A OTU pertence a familia das enzimas deubiquitinantes,
importantes na regulacdo de alguns genes relatados em varios processos bioldgicos,
como ativacdo da resposta imune. A DPP8 e a OTU sdo expressos em 7. cruzi e se
apresentam em coOpia unica no genoma deste parasito, 0 que nos permitiu realizar o
estudo, por meio de nocaute fisico, da fungdo dessas proteinas na viabilidade e no
processo de infeccdo do protozoario. Assim, cassetes para a realizacao do nocaute foram
construidos com o gene de neomicina-fosfotransferase (neo) flanqueado pelas regides
S'UTR e 3'UTR do gene dpp8tc ou otutc. Esses cassetes foram transfectados em
parasitos epimastigotas da cepa CL-Brener, produzindo parasitos resistentes a G418.
Algumas PCRs foram realizadas a fim de se verificar a presenca dos genes dpp8tc, otutc
e neo no genoma dos parasitos nocauteados, assim como no genoma dos parasitos
controle nao transformados (selvagens), que confirmaram a presenca de uma outra copia
no genoma. Além disso, outras PCRs confirmaram a correta insercao do cassete no local
do gene de interesse, indicando a ocorréncia de nocaute simples (de um unico alelo), o
que demonstrou a eficacia do protocolo. O efeito do nocaute simples dos genes foi
analisado por meio da observagdo do crescimento in vitro, em que os parasitos simples
mutantes para ofutc cresceram a uma taxa 22,5% inferior que o selvagem, ao passo que
essa taxa nos mutantes simples para dpp8tc foi 25% superior a do selvagem. Os
parasitos nocauteados foram ainda capazes de se diferenciar em tripomastigotas e
desafiados a infectar células L6 de mioblastos de camundongos. Os mutantes para otutc
foram capazes de infectar 1,65 e 3 vezes mais células em 3 e 24 horas de infec¢ao,

respectivamente, comparado ao selvagem, enquanto nos mutantes para dppStc este
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aumento foi de 1,76 e 1,65 a mais que o selvagem. O teste enzimadtico in vitro para
DPP8 no substrato Gly-Pro-AMC demonstrou haver atividade enzimatica de 165% nos
mutantes para o gene dessa enzima, sendo esse valor superior ao apresentado pelo
selvagem (100%). Os resultados obtidos no presente estudo sao preliminares e apontam
estratégias futuras de pesquisa, tal como a analise do nocaute duplo (em ambos os
alelos) para os genes dppS8tc e otutc e a infeccdo in vivo de forma a contribuir com o

entendimento da fun¢do dessas proteinas no parasito.
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ABSTRACT

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is a public health burden,
mainly in Latin America since available treatments are often ineffective and cause
severe side effects. The aim of our research team is to study parasite proteases as
potential new therapeutic targets. In this work, we present a preliminary functional
study of dipeptidyl-peptidase 8-like (dppS8tc) and otubain (otutc), a serine and a cysteine
protease of T. cruzi, respectively. DPPs are prolyl oligopeptidase family members
involved in hormone processing or inactivation in mammalians. Otu belong to the
deubiquitylating enzymes (DUBs) family, important in gene regulation and reported in
several biological processes such as immune response activation. The dppS8tc and otutc
are expressed in 7. cruzi and is present as a single copy gene in the genome, which
allows us to study the genes by knockout (KO), the role of these proteins in the parasite
viability and infection process. The KO cassettes were constructed with neomycin
phosphotransferase gene (neo) flanked by S’UTR and 3’UTR of dppS8tc or otutc. They
were transfected into epimastigotes (CL-Brener strain) producing G418-resistant
parasites. Several PCRs were carried out to verify the presence of dppStc, otutc, and neo
in the KO and wild type (WT) parasite genome. In addition, other PCR confirmed the
correct insertion of the cassette in place of the target gene, in a single-allele knockout,
demonstrating the efficacy of the protocol. The effect of the single-allele knockout was
analyzed by observation of in vitro growth, in which the single mutants for otutc grew
at a rate 22.5% lower than the WT, whereas the rate for the dppS8tc single mutants was
25% higher than WT. The mutants could differentiate into trypomastigotes and when
challenged to infect L6 cells of mice myoblasts, the ofutc mutants were able to infect
165% and 290.57% of cells, 3 and 24 hours after infection, respectively, while WT was
able to infect 100%. These values for the dppS8tc mutants were 176.89% and 165.21%, 3
and 24 hours after infection, respectively. The in vitro enzymatic test for DPP8 on the
substrate Gly-Pro-AMC demonstrated enzymatic activity of 165% in the mutants for the
gene of this enzyme, when compared to wild type, this value being higher than that
presented by the WT (100%). The results obtained in this study are preliminary and
suggest future research strategies, such as the analysis of double-allele knockout for the
genes dppStc and otutc as well as in vivo mice infection in order to contribute to the

understanding of the hole of these proteins in 7. cruzi.
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INTRODUCAO

1. Doenca de Chagas

A doenga de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, €
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e estima-se que existam cerca de 10
milhdes de pessoas infectadas no mundo, das quais aproximadamente 3 milhdes
estejam infectadas no Brasil (WHO, 2010; (Petherick, 2010)). Desde sua descoberta em
1909, a doenca de Chagas continua sem vacina € com poucas opgdes terapéuticas
(Steverding e Tyler, 2005), sendo considerada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) uma das mais importantes doencas infecto-parasitarias na America Latina e um

grave problema de satde publica.

A doenca de Chagas ¢ transmitida principalmente por insetos hematdfagos da
familia Reduviidae e da subfamilia 7riatominae, conhecidos popularmente como
“barbeiros” (Coura, 2003; Coura e Willcox, 2003) que, enquanto se alimentam liberam
fezes que podem estar contaminadas com o 7. cruzi. Este, invade o hospedeiro através
da lesdo ocasionada pela picada ou através de mucosas como, olhos, nariz ¢ boca
(Prata, 2001). A doenga de Chagas pode ainda ser transmitida por via oral, através da
ingestdo de alimentos contaminados, por meio de transfusdo sanguinea de forma

congeénita e por acidentes laboratoriais.

Diversas espécies de barbeiros ja foram identificadas como provaveis
transmissores da doenca de Chagas porém, nem todos os barbeiros sdo considerados
bons transmissores da doenca (Perlowagora-Szumlewicz, Muller et al., 1990). A
metaciclogénese de 7. cruzi ¢ uma caracteristica muito importante na dinamica de
transmissao e na qualidade do vetor, sendo de grande importancia na transmissdo da
doenca de Chagas (Coura e Borges-Pereira, 2012). Os melhores transmissores da
doenca de Chagas nem sempre sdao os vetores com maior numero de 7. cruzi, devido a
metaciclogénese do 7. cruzi no trato digestivo dos insetos. Por exemplo, de acordo com
o estudo de Perlowagora-Szunlewicz e colaboradores (1990) em que nove espécies de
vetores foram infectadas com sete cepas de 7. cruzi, a fim de obter a porcentagem de
cepas infectivas em cada espécie, o Triatoma pseudomaculata foi a espécie mais
infectada. No entanto, ele converteu pouco mais do que 10% do 7. cruzi na forma
infectante demonstrando que uma espécie pode ser mais infectada tendo maior nimero

de T. cruzi, mas nao ser um bom vetor, ou seja, ndo transmiti-lo na forma infectante.
14
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A distribuicao geografica da doenca de Chagas, incluindo seus reservatorios e
vetores, era limitada inicialmente ao Continente Sul-Americano em virtude da
distribuicdo do vetor estar restrita a ele, razdo pela qual a doenga foi denominada
tripanossomiase americana (Dias, 2009). Porém, novos casos estdo sendo registrados
nos Estados Unidos, Australia, Japao, Canada e Europa (Gascon, Bern et al., 2010). Nos
Estados Unidos estima-se que existam entre 300.000 a 1 milhdo de pessoas infectadas,
sendo mais frequentes entre pessoas mais pobres que ndo tem acesso a servigos médicos
de saude (Hotez, Bottazzi et al., 2012). Na figura 1 observa-se a distribui¢do da doenga

de Chagas no mundo e uma estimativa de infectados em paises nao-endémicos.

.

. Zona endémica da doenca

Fonte: COURA, 2010

Figura 1: Distribuicio mundial da doen¢a de Chagas. Fonte: Coura, 2010

A principal forma de controle da doenca faz-se por meio de agdes de combate
aos insetos vetores e/ou melhorias habitacionais, complementadas por rigorosa selegao
de doadores de sangue (Dias, 2001). Em 2006, o Brasil recebeu da organizagao
Panamericana de Saude (OPAS) e OMS a certificacao internacional de interrupcao da
transmissao da doenca de Chagas pelo T. infestans. Porém, esta certificacdo demonstra a
interrupcdo momentanea da transmissao por este inseto € ndo a erradica¢ao da doenga.
Entretanto espécies de vetores que anteriormente eram consideradas como secundarios,
tais como 1. sordida, T. brasiliensis, T. pseudomaculata, Rhodnius prolixus, tém-se
demonstrado capazes de transmitir a doenga e novos casos e surtos estdo ocorrendo

devido a transmissdo oral (BRASIL, 2010).
15
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1.1. Manifestacoes Clinicas

A Doenca de Chagas pode ser dividida em trés fases distintas: a aguda, a
indeterminada e a cronica (Rocha, Nunes et al., 2009). Na fase aguda pode-se observar
a formagdo de um edema no local de entrada do parasito chamado de chagoma de
inoculagdo ou sinal de Romafia, que tende a desaparecer. Durante a fase aguda ¢
observada alta parasitemia, devido a multiplicacdo de forma exponencial dos parasitos
(Kropf e Sa, 2009). Quando apresenta sintomas, esta fase ¢ caracterizada por intenso
parasitismo e reagdes inflamatorias teciduais (Coura e Dias, 2009) que podem resultar
em mal-estar, cefal¢ia, edema subcutaneo, disfungdo cardiaca, hepatomegalia e/ou
esplenomegalia (Andrade, 1999). A letalidade nesta fase da doenca pode estar

relacionada a meningoencefalite e insuficiéncia cardiaca (Rassi e Little, 2000).

Passada a fase aguda geralmente ocorre a redugdo espontidnea da parasitemia,
que pode levar ao desenvolvimento da fase indeterminada ou cronica, se nao for
realizado tratamento especifico. Estima-se que cerca de 50-60% dos pacientes
apresentam a fase indeterminada da doenga, onde os pacientes nao apresentam nenhum
sintoma clinico predominante da doenca (Ribeiro ¢ Rocha, 1998). Aproximadamente
20-30% dos pacientes infectados podem evoluir para a fase cronica desta doenca e
apresentam disturbios cardiacos, digestivos ou neuroldgicos (Dias, 2000). Os distarbios
cardiacos sdo os principais responsaveis pela alta morbilidade e mortalidade da doenga
(Dias, 1989). Nos distarbios digestivos ¢ comum ocorrer dilatacoes do esofago
(megaes6fago) e/ou colon (megacdlon) como principais manifestagdes clinicas (Coura e
Vidas, 2010). Durante o desenvolvimento da doenca de Chagas pode ocorrer lesdes,
denervacao e desordens funcionais no sistema nervoso autonomo. A denervacao do
sistema parassimpatico ¢ mais intensa e mais estudada que no sistema simpatico e
ocorre preferencialmente em neurdnios periféricos, sendo mais evidente nos distlrbios

cardiacos e digestivos (Prata, 2001).

1.2. Tratamento Quimioterapico

Desde 1912, numerosas drogas tém sido utilizadas experimentalmente e em
ensaios clinicos para o tratamento de Chagas. Porém, somente apds os estudos de

16
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Packachanian (1952 e 1957) e Brener (1961), chegou-se ao tratamento utilizando uma
das drogas que estdao disponiveis até hoje: nifurtimox e benzonidazol. Nifurtimox ¢ um
nitrofurano com um mecanismo de ag¢do que impede o 7. cruzi de desintoxicar os
radicais livres que agem sobre ele (Docampo € Moreno, 1986), enquanto o benzonidazol
atua por meio de ligacdes dos seus metabolitos no DNA do parasito, e aos seus lipideos
e proteinas (Polak e Richle, 1978; Diaz De Toranzo, Castro et al., 1988). Ambas sao
mais eficazes na fase aguda da doenca e sua eficiéncia pode variar em relagdo aos
diferentes isolados (Urbina, 2002). O Nifurtimox nao ¢ utilizado no Brasil, visto que ¢
pouco eficaz e possui varios efeitos adversos. Por outro lado, o Benzonidazol possui alta
atividade entre as cepas existentes no Brasil, porém ¢ pouco eficaz no tratamento de
pacientes cronicos com cerca de 5% de cura (Prata, 2001; Fernandes, Tiecher et al., 2009).
Além disso, analise protedomica cuidadosa revelou que formas epimastigotas do parasito

desenvolve resisténcia multigénica ao Benzonidazol (Andrade, Murta et al., 2008).

2. O Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi ¢ um protozoario flagelado, pertencente a ordem
Kinetoplastidae, cuja principal caracteristica ¢ a presenca de um cinetoplasto, uma
estrutura singular que abriga uma massa de DNA extranuclear concentrado na tunica
mitocondria deste protista (Moreira et al., 2004). Este protozoario pertence a familia
Trypanosomatidae, que possui outras espécies responsaveis por causar importantes
doengas ao homem como a doenga do sono causada pelo protozoario Tripanosoma

brucei e as Leishmanioses (causada pelas Leishmanias) (Vickerman, 1994).

O ciclo biolégico do T. cruzi € bastante complexo, e se caracteriza por diferentes
formas presentes em hospedeiros vertebrados e invertebrados (Rodriques Coura e De
Castro, 2002). No hospedeiro invertebrado estdo caracterizadas duas formas:
epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos. Os epimastigotas sdo formas
extracelulares flageladas, ndo infecciosas para os vertebrados, replicativas e que se
dividem por fissdo bindria, enquanto que os tripomastigotas metaciclicos correspondem
as formas ndo replicativa e infectante para o homem (De Souza, 2002). Por sua vez,
amastigotas e tripomastigotas sdo as formas encontradas no hospedeiro vertebrados. A
forma amastigota corresponde a células arredondadas, encontradas no citoplasma da

célula do hospedeiro vertebrado capazes de se dividir, j4 a forma tripomastigota
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corresponde a formas flageladas, ndo replicativas e infectivas liberadas apos o processo
de diferenciacdo das formas amastigotas dentro da célula do hospedeiro (De Souza,

2002).

Consideremos que o ciclo se inicia com um inseto triatomineo alimentado do
sangue de um vertebrado infectado com formas tripomastigotas circulantes no sangue.
Uma vez ingerido, a maior parte dos tripomastigotas sao lisados no estdmago do inseto
(Castro, Seabra et al., 2007) e os parasitos sobreviventes se diferenciam em alguns dias
em esferomastigotas ou em epimastigotas. Os epimastigotas migram para o intestino,
onde se dividem intensivamente e se ligam as membranas perimicrovilares que sao
secretadas pelas células intestinais, na parte posterior do intestino (Alves, Albuquerque-
Cunha et al., 2007; Nogueira, Gonzalez et al., 2007). Na regido posterior do intestino,
os epimastigotas se liberam da superficie intestinal, e se diferenciam em formas
tripomastigotas metaciclicas que sdao altamente infectivas para algumas espécies de
mamiferos, incluindo o homem. Normalmente a infeccdo no mamifero ocorre pela
inoculagdo direta destas formas na mucosa ocular, ou na pele lesionada durante o
repasto. Os tripomastigotas metaciclicos invadem as células no local da inoculacdo
(fibroblastos, macrofagos e células epiteliais) por meio do reconhecimento entre o
parasito e as células hospedeiras, num processo que envolve uma grande variedade de
moléculas presentes em ambas as cé€lulas iniciando o ciclo de vida intracelular do 7.

cruzi (Lima, Oliveira ef al., 2010).

Na invasao o parasito penetra na célula formando uma vesicula parasitoéfora que ira
se fundir com lisossomos formando o fagolisossomo. Para isso ele utiliza a
oligopeptidase B que induz a liberagdo de Ca’ pela célula que resulta em modificagdes
celulares, que promovem o recrutamento e fusdo de lisossomos da célula hospedeira,
facilitando sua entrada (Burleigh e Andrews, 1995). Por influéncia do ambiente 4acido
promovido pelo fagolisossomo, os tripomastigotas se diferenciam em amastigotas. Apds
varias divisOes binarias, os amastigotas se diferenciam novamente em tripomastigotas,
que serao liberados para o meio extracelular apos o rompimento da célula, e entram na
circulacdo sanguinea, podendo infectar outras células iniciando novamente este ciclo

(Figura 2) (Lima, Oliveira et al., 2010).
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Figura 2. Representacio esquematica do ciclo de vida do 7. cruzi. Fonte: Motta,

2010 (Adaptado de Cuervo, Domont et al., 2010).

2.1. Classificaciao do Trypanosoma cruzi

Apesar da ampla diversidade genética observada entre os diferentes isolados, os
primeiros estudos com base em estratégias diferentes de genotipagem identificaram
duas grandes linhagens na populagdo dos parasitos, chamado 7. cruzi 1 e T. cruzi 11
(Souto, Fernandes et al., 1996; Momen, 1999). Estas linhagens divergentes ocupam
diferentes ambientes ecologicos, o silvestre (7. cruzi 1) e doméstico (7. cruzi 1I) da
doenca de Chagas (Zingales, Souto ef al., 1998), bem como se associam a hospedeiros
silvestres distintos (Buscaglia e Di Noia, 2003). Outras analises levaram alguns autores
a propor a subdivisdo de 7. cruzi Il em cinco sub-grupos: 7. cruzi Ila, IIb, Ilc, IID e Ile
(Brisse, Barnabé et al., 2000), sendo que alguns destes subgrupos sao hibridos,
consistentes com a hipotese de que houve mais de uma recombinagdo genética entre as

linhagens de 7. cruzi (Westenberger, Barnabé et al., 2005; Ienne, Pedroso et al., 2010).
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Analises filogenéticas das cepas de 7. cruzi tornaram-se mais confusas quando dados
adicionais indicaram a existéncia de ndo apenas dois, mas trés grandes grupos na
populagdo de 7. cruzi (Miles, Souza et al., 1978; De Freitas, Augusto-Pinto et al.,
2006). Apos intenso debate, em 2009, um consenso internacional reconheceu a
existéncia de seis linhagens principais, também conhecidas como discretas unidades de
tipagem (Discrete Typing Units - DTUs) [-VI. O termo DTU foi proposto para
descrever um conjunto de grupos que sdo geneticamente mais semelhantes entre si do
que qualquer outro grupo, e sao identificados por marcadores moleculares comuns

(Zingales, Andrade et al., 2009).

A existéncia de seis DTUs permitiu uma correlagdo direta com a divisao proposta
por Brisse e colaboradores em 2000. Desta forma a linhagem 7. cruzi I continuou sendo
Tcl, T. cruzi Ilb seria Tcll, T. cruzi llc equivale a Tc III, 7. cruzi lla seria Tc IV, T.
cruzi 1ld equivale a TcV e, por ultimo, a linhagem 7. cruzi Ile seria equivalente a
linhagem Tc VI (Zingales, Andrade et al., 2009). Alguns experimentos indicam que as
DTUs de T cruzi demonstram diferentes caracteristicas de viruléncia e patogenicidade,
no entanto, nenhum marcador genético demonstrou estar relacionado com a severidade

da infeccao.

Entre todas as DTUs de 7. cruzi, Tcl ¢ o mais abundante e amplamente disperso
nas Ameéricas. Tcl pode ser encontrado em toda a distribuicdo do vetor triatomineo, e
pode ser associado aos ciclos domésticos e silvestres. A infec¢ado humana com Tcl esta
concentrada no norte da América do Sul e na América Central, e esta associada com a
cardiopatia chagasica (Bosseno, Barnab¢ ef al., 2002; Montilla, Guhl et al., 2002; Afiez,
Crisante et al., 2004; Higo, Miura et al., 2004; Sanchez-Guillén, Bernabé ef al., 2006).

Tcll é encontrada predominantemente nas regides sul e central da América do Sul,
mas sua verdadeira extensdo ainda precisa ser estudada. A Tcll foi isolada
principalmente em ciclos de transmissdo domésticos, a maioria dos isolados reportados
de Tcll foram obtidos em fragmentos remanescentes da Mata Atlantica do Brasil, em
primatas e esporadicamente em outras espécies de mamiferos. Tc Il estd associada com
manifestagdes cardiacas, e pode apresentar concomitantemente megaesofago e

megacolon (Fernandes, Mangia et al., 1999; Lisboa, Pinho et al., 2007).
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TclII ¢ geralmente associado com o ciclo silvestre no Brasil € em paises vizinhos,
e raras sdo as infec¢des humanas documentadas. Tclll estd associado com o nicho
terrestre, do oeste da Venezuela até¢ o Chaco Argentino (Llewellyn, Lewis et al., 2009;
Marcili, Lima et al, 2009). Tclll ¢ ocasionalmente isolado de caes domésticos
(Cardinal, Lauricella et al., 2008). TcIV esta distribuido basicamente na América do Sul
e, diferentemente do Tclll, TcIV ocorre frequentemente em humanos e ¢ a segunda

causa de doenga de Chagas na Venezuela (Miles, Cedillos ef al., 1981).

TcV e TcVI sao duas DTUs hibridas associadas a doenca de Chagas nas regides
Sul e Central da Améria do Sul. Genética Molecular comparativa provou que TcV e
TcVI sdo hibridos de Tcll e Tclll. TcV predomina na Argentina, Bolivia e Paraguai,
enquanto Tc VI predomina no Gran Chaco, sendo que pode desenvolver cardiopatia
grave, e, em alguns casos megaesdfago e megacolon (Zingales, Stolf er al., 1999;
Breniere, Bosseno et al., 2002; Diosque, Barnabé et al., 2003; Freitas, Lages-Silva et

al., 2005).

Tcl, Tecll, TcVI sao os principais agentes da doenca de Chagas humana na
América, e todos sdo capazes de causar cardiomiopatia, no entanto, apenas Tcll, TcV e

TcVI foram associados com as sindromes digestivas.

Estudos filogenéticos podem fornecer informacdes de grande importancia
epidemiologica, pois nos permitem entender melhor a estrutura populacional de T.
cruzi, bem como explorar a origem dos polimorfismos genéticos observados nas
linhagens distribuidas entre o ciclo silvestre e o ciclo doméstico do parasito (Brisse,

Barnabé¢ ef al., 1998).

2.2. O genoma do Trypanosoma cruzi
O genoma do T. cruzi foi publicado em 2005, sendo obtida a partir de um clone
da cepa CL Brener. A cepa CL Brener ¢ um membro do antigo subgrupo Ile, agora
TcVI e foi escolhido para o sequenciamento gendmico por ser bem caracterizado
biologicamente e experimentalmente. O 7. cruzi possui dois genomas distintos, situados
em compartimentos bem definidos o nucleo € a mitocondria, sendo o DNA mitocondrial

(kDNA) encontrado numa estrutura peculiar chamada de cinetoplasto.
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O conteudo total de DNA composto pelo DNA nuclear e o kDNA do 7. cruzi
varia intensamente entre as diferentes cepas e clones, podendo ter implicagdes na
organizacdo genOmica do parasito, como por exemplo, no numero de repeticdes de

determinados genes (Henriksson, Aslund et al., 1996).

O sequenciamento completo do 7. cruzi identificou a existéncia de 22.570 genes
codificadores de proteinas, dos quais 12.570 formam pares alélicos. Desse total de
proteinas, foi possivel sugerir a funcdo de 50,8% das sequéncias codificadoras com base
na literatura e em resultados de similaridade com proteinas ja caracterizadas, ou devido
a presenca de dominios funcionais caracteristicos. Mais de 50% do genoma da cepa CL
Brener corresponde a elementos repetitivos, constituindo de grandes familias génicas de
proteinas de superficie, retrotransposons e repeticdes subteloméricas (El-Sayed, Myler
et al., 2005). Analises comparativas entre os genomas de 7. brucei (Berriman, Ghedin
et al., 2005) e Leishmania major (Ivens, Peacock et al., 2005) complementaram os

conhecimentos sobre o genoma desses organismos.

Muitos genes estdo presentes em duas ou mais copias no genoma, que podem ser
encontradas agrupadas ou dispersas e localizadas em um ou em diferentes cromossomos
(Silveira, 2000). E importante ressaltar que as copias de um determinado gene podem
apresentar divergéncias entre si por consequéncia do processo evolutivo. O T cruzi
possui a tendéncia em duplicar e agrupar seus genes em tandem. Esta tendéncia pode
ser explicada como sendo um mecanismo para evitar a perda de genes essenciais
durante os varios ciclos celulares (Swindle & Tait, 1996). Ainda, a organizacdo em
tandem pode estar relacionada com a transcricdo policistronica existente em
tripanossomatideos, o que facilitaria a sintese € manutengdo dos niveis de mRNAs na

célula (Silveira, 2000).

O kDNA representa de 20-30% do DNA total dos tripanosomatideos (Junqueira,
Degrave et al., 2005) e ¢ composto por 2 tipos de moléculas circulares que diferem em
tamanho e fun¢do, os maxicirculos e os minicirculos, os quais estdo interligados
formando uma rede unica (Simpson, Neckelmann ef al., 1987). De  acordo  com
Teixeira (2007) a organiza¢do do kDNA lembra uma rede de pescar, onde a corda que
puxa a rede seria o maxicirculo e as mechas finas da rede seria o minicirculo. Os

maxixirculos sdo funcionalmente equivalentes ao DNA mitocondrial de eucariotos,
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codificando genes para rRNAs mitocondrial e proteinas hidrofobicas envolvidas na
transducdo de energia através da fosforilacdo oxidativa (Simpson, Neckelmann et al.,

1987).

Os minicirculos existem em milhares de coOpias e possuem em média um
tamanho de 1.4 kb e sdo compostos por quatro regides conservadas intercaladas por 4
regides variaveis (Lukes, Guilbride ef al., 2002). A regido conservada carrega um bloco
de sequéncia rico em CA (Carsb) que pode ser a origem da replicagdo, transcri¢ao,
recombinacdo e um sitio especifico mediador da transferéncia de kDNA para o genoma
do hospedeiro (Sturm, 2009). As sequéncias do minicirculo sdo transcritos em RNAs
guias que auxiliam na editoragdo dos RNA (Madison-Antenucci, Grams ef al., 2002). A
integracdo de kDNA do parasito no genoma da célula hospedeira tem sido documentada
em mamifero e aves, nos quais fragmentos de sequéncias de minicirculos de kDNA
integram em sitios de diversos cromossomos (Nitz, Gomes et al., 2004; Hecht, Nitz et

al., 2010; Teixeira, Hecht et al., 2011).

2.3. Expressao génica em Trypanosoma cruzi
Os tripanossomatideos possuem em geral as 3 RNA polimerases classicas de
eucariotos: a RNA polimerase I, que € responsavel por transcrever os genes de RNAs
ribossomais; a RNA polimerase II, transcreve o miniéxon ¢ os RNAs mensageiros; a

RNA polimerase III transcreve moléculas de RNA nuclear e de transferéncia.

Os genes dos tripanossomatideos estdo geralmente organizados em longos
grupos ou clusters génicos direcionais, que sdo co-transcritos em longas unidades
policistronicas e nao apresentam interrupgdes por introns (Mair, Shi et al., 2000). Esta
organizacdo dos genes de tripanossomatideos sugere que o numero de promotores
destes organismos seja reduzido e que o controle da expressdo génica ocorra
principalmente a nivel pds-transcricional, baseada em mecanismos que controlam a

estabilidade e a tradu¢do dos mRNAs (Clayton, 2002).

Em tripanossomatideos, os mRNAs sdo transcritos em unidades policistronicas
que deverao ser processados at¢ mRNAs individuais e maduros, através de mecanismos

de trans-splicing e poliadenilagdo (Agabian, 1990; Lebowitz, Smith et al., 1993). O
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trans-splicing foi inicialmente caracterizado em tripanossomatideos em estudos sobre
glicoproteinas variaveis de superficie (VSGs) de T. brucei, onde observaram que os
mRNAs apresentavam aproximadamente 39 nucleotideos na extremidade 5°,
denominada entdo de sequéncia lider - spliced leader (SL), ou miniéxon (Boothroyd e
Cross, 1982; Nelson, Andrews et al., 1983). Posteriormente, a presenga de sequéncias
homologas de SL foi observada em transcritos de outros tripanossomatideos como 7.

cruzi € Leptomonas collosoma (De Lange, Berkvens et al., 1984).

Para a geragdo de um mRNA individual e maduro, uma sequéncia nucleotidica
lider contendo 39 nucleotideos (SL) ¢ transferida para a extremidade 5' de cada RNA
individual, em um sitios aceptor AG localizado a junsante de um segmento de
polipirimidinas e adquirem um carater descontinuo devido a ligacdo de dois pré-
mRNAs (Teixeira e Darocha, 2003). Uma vez reconhecido o sitio aceptor de SL,
sugere-se que o complexo responsavel pela adigdo da cauda de poliA seja recrutado
para a proximidade do sitio aceptor do SL e este comega a examinar esta regido
intergénica na direcdo 3'-5' até¢ identificar uma suposta sequéncia de adicdo da cauda de
poliA (Liang, Haritan et al., 2003). Delegdes nos segmentos de polipirimidinas € no
sitio aceptor AG impedem o correto processamento dos transcritos (Matthews, Tschudi

etal., 1994).

2.4. Manipulacio genética em Trypanosoma cruzi

Muito do que hoje se conhece sobre o processo de expressdao génica ¢ resultado do
desenvolvimento de técnicas de manipulagdo genética, baseada na inser¢ao de genes
exodgenos (Teixeira e Darocha, 2003). As primeiras tentativas de manipulagcdo genética
em tripanossomatideos foram complicadas, pois ndo se conhecia completamente como
estes organismos regulavam sua expressao génica. Na época, tinha-se evidenciado que a
codificagdo de genes era submetida a transcri¢ao policistronica e que o trans-splicing da
expressao dos transcritos resultava na adicdo de 39 nucleotideos na sequéncia lider 5'
para cada mRNA. Os primeiros experimentos de transfeccdo foram altamente
empiricos, ocorrido na auséncia de informacgdes de onde a transcricdo seria iniciada e
quais sequéncias poderiam ser requeridas para o processamento de RNA. Um progresso
preliminar foi alcangado nesta area por meio da transfeccao de Leptomonas seymouri

(Bellofatto e Cross, 1989) e Leishmania enrietti (Laban e Wirth, 1989), utilizando
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eletroporacdo. Nestes experimentos, nenhuma tentativa foi feita para selecionar
transformantes estaveis em vez, disso a inser¢do e expressdo de um gene exogeno
cloranfenicol transferase (cat) foi monitorada nos genes transfectados. Desde os
primeiros experimentos de transfeccdo, a eletroporagdo permaneceu o método de
escolha para a introdugdo de DNA exogenos em tripanossomatideos, visto que na época
nada se conhecia sobre RNA interferente e a utilizagdo da eletroporacao havia dado

resultados satisfatorios em outros organismos (Kelly, 1997).

O primeiro estudo com transformagdo de tripanossomatideo envolvendo o uso
de vetores epissomais conferiu resisténcia a G418 em Leishmania, seguida pela
expressao do gene de neomicina fosfotransferase (neo). Sequéncias flanqueadoras do
gene de dihydrofolate reductase-thymidylate synthase (Kapler, Coburn et al., 1990) e do
gene de a-tubulina (Laban, Tobin ef al., 1990) foram usados em vetores plasmidiais.
Dentro dos parasitos transformados, essas construgdes foram propagadas em multiplas
copias extracromossomais, frequentemente formando grandes epissomas circulares
compostas de repeticoes head-to-tail. Estudos seguintes mostraram que em Leishmania,
origens especificas de replicacdo nao sdo requeridas para a propagacao do vetor e que a
expressao dos genes transfectados nao ¢ dirigida por um promotor. Em vez disso, a
iniciagcdo da transcrigdo parece ser aleatoria, com um sitio de uma sequéncia lider e um
associado de um montante de polipirimidinas sendo requeridos para a expressao
(Curotto De Lafaille, Laban et al., 1992). Esta situa¢do contrasta com Trypanosoma
brucei, onde a expressao transiente dos epissomas ¢ dirigida por um promotor (Clayton,

Fueri et al., 1990; Rudenko, Le Blancq ef al., 1990; Zomerdijk, Ouellette et al., 1990).

Quando a integracao do DNA transfectado dentro do genoma de Leishmania foi
primeiramente reportado (Cruz e Beverley, 1990), esta mostrou ser mediada por
recombinacdo homologa. Este ¢ o mecanismo predominantemente envolvido na
transformagdao, quando um DNA linearizado contendo um marcador de droga
selecionavel flanqueada por uma sequéncia alvo apropriada ¢ usado para eletroporagao.
Em T. brucei, a integracdo de um DNA vetor dentro do genoma de ambas as formas
prociclica e sanguinea, poderia ser facilmente alcancada (Ten Asbroek, Ouellette et al.,

1990; Carruthers, Van Der Ploeg et al., 1993).
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A transfec¢do em 7. cruzi foi primeiramente alcangada por eletroporagdao de
epimastigotas utilizando a constru¢do de um vetor de expressdo transitoria onde o gene
cloranfenicol acetil transferase (cat) foi colocado a jusantede uma repeticao intacta de
um gene miniexon (Lu e Buck, 1991). Estes experimentos demonstraram que a
eletroporacao ¢ aplicavel a T. cruzi e que os requerimentos para a expressao dos genes

transfectados parecem ser mais similares a Leishmania do que a T. brucei.

A primeira transformacao estdvel reportada para 7. cruzi envolveu a utilizagao
do vetor de expressao pTEX (Kelly, Ward et al., 1992). Esta construcao utilizando neo
foi desenhada com sequéncias flanqueadoras derivadas de repeticdes em tandem do
gene glicosomal gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gGAPDH) (Kendall, Wilderspin
et al., 1990). O niimero de copias e o nivel de expressdo dos genes exdgenos inseridos
dentro do sitio multiplo de clonagem poderiam ser aumentados significativamente pela
cultura de células transformadas em meio contendo aumento nos niveis de G418. Isto
ocorre provavelmente devido a vantagem seletiva conferidas as células filhas que
tinham um nimero maior de coépias do vetor, um fendmeno que ocorre como um
resultado da segregacdo randomica. O vetor pTEX poderia também ser usado para
transformar Leishmania, mas nao 7. brucei. T. cruzi também foi capaz de suportar
integragdo estavel de DNA transfectado por meio de recombinacdo homodloga. Os
primeiros experimentos reportados descrevem a ruptura direcionada do locus de
poliubiquitina PUBI12.5 (Hariharan, Ajioka et al., 1993) e do gene TCR27 (Otsu,
Donelson et al., 1993), que codifica um antigeno contendo 14 aminoacidos repetidos.
No ultimo caso, embora os mutantes nulos fossem viaveis, eles cresciam mais

lentamente dentro das células de mamiferos infectadas (Otsu, Donelson ef al., 1995).

O desenvolvimento de sistemas de transformagdo, tanto integrativo, como
epissomal para 7. cruzi representou um importante avango técnico que abriu o caminho
para a aplicacdo de experimentos de genética reversa. A glicoproteina de superficie
Gp72 foi uma das primeiras proteinas cuja funcao foi identificada utilizando estas
técnicas de transfeccdo (Cooper, De Jesus et al.,, 1993). Mutantes nulos foram
caracterizados pelo fendtipo flagelar anormal, no qual a ligacdo a membrana celular do
parasito foi interrompido. Isto foi associado a uma alta reducdo da habilidade de
sobrevivéncia dentro dos insetos vetores triatomineos. O papel de Gp72 foi confirmado
pela reintroducdo do gene em um vetor de expressdo epissomal. Isto resultou na
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complementacdo do fendtipo mutante, incluindo a restauracdo da morfologia flagelar

normal (Nozaki e Cross, 1994).

Genes que codificam para resisténcia a higromicina, fleomicina, puromicina e
tunicamicina foram entdo adicionados a lista de marcadores estaveis avaliados para
trabalhos com 7. cruzi. No entanto, a principal limitagdo da tecnologia de transfeccao
apareceu desde o inicio. O tempo necessario para a geragao de clones transformantes ¢
de aproximadamente de 6-8 semanas, quatro vezes maior que O necessario para

Leishmania e oito vezes maior que o requerido para a forma sanguinea de 7. brucei

(Kelly, Taylor et al., 1995).

Para estender o repertério de vetores para transfec¢do de 7. cruzi (Martinez-
Calvillo, Lopez et al., 1997) modificaram o vetor de expressdo pTEX por meio da
insercao de 800 pb de um fragmento de DNA ribossomal a montante do multiplo sitio
de clonagem. O novo vetor (pRIBOTEX) encurtou em duas semanas o tempo requerido
para a selecdo de parasitos resistentes, € houve um modesto aumento nos niveis dos
marcadores de expressido do gene. E interessante notar que este vetor ndo foi mantido
como epissomal, mas integrado ao locus do DNA ribossomal. O nivel de expressao
alcancado pelo pRIBOTEX foi posteriormente aumentado pela inser¢dao da regido HX1
a jusante do promotor de rRNA, gerando um novo vetor denominado pTREX (Vazquez
e Levin, 1999). HX1 ¢é um sinal altamente eficiente para o processamento do mRNA por
trans-splicing e ¢ derivado do gene TcP2beta H1. O vetor pTEX também foi
modificado para promover um método mais rapido de identificacdo de localizacdo de
proteinas subcelulares (Tibbetts, Klein et al., 1995). Vetores de expressdao epissomais
foram modificados com a inclusdo de sequéncias de proteinas fluorescentes verdes
(GFP) ou vermelhas (RFP), que poderiam ser utilizadas para identificar localizagdo
subcelular de proteinas fusionadas, ap6s a transfecc¢ao de parasitos (Wilkinson, Meyer et

al., 2002).

Em adi¢do a estes vetores de expressao, um vetor cosmideal (pcos-TL) foi
produzido (Kelly, Das et al., 1994). Os cosmideos sdo plasmideos modificados que
permitem a clonagem seletiva de moléculas recombinantes contendo insertos de DNA
entre 30 e 45 kb. Apds a transfeccao de 7. cruzi, moléculas pcos-TL recombinantes

foram mantidas em altos nimeros de copias como elementos extracromossomais
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circulares. Genes contidos dentro destes insertos sdo co-expressos em altos niveis

(Tomas, Miles et al., 1997).

Em T. brucei, sistemas de expressao induziveis foram construidos baseados na
capacidade da proteina bacteriana repressora de tetraciclina (tetR) em bloquear a
transcricdo da T7 RNA polimerase de um promotor integro T7 na auséncia de
tetraciclina (Wirtz e Clayton, 1995; Wirtz, Leal et al, 1999). A importagao de
maquinaria genética para expressdao regulacional de tetraciclina nos parasitos foi
necessaria porque faltavam em tripanossomas promotores que poderiam ser facilmente

adaptadas para este proposito.

Além do desenvolvimento de novos sistemas de vetores, alguns cuidados devem
ser tomados para aumentar a eficiéncia e flexibilidade de processos de transformacado de
T. cruzi. Utilizando uma técnica com placa de agarose Mondragon e colaboradores
(1999) foram capazes de otimizar as condi¢des que permitiam o isolamento das colonias
de parasitos em 21-28 dias. A expressao de GFP também tem sido utilizada para
monitorar a eficiéncia da transfeccdo e outros parametros estdo sendo otimizados para
as transfeccoes como o tampao de eletroporacdo, a quantidade de DNA e a fase de
crescimento utilizada no experimento (Ramirez, Yamauchi et al., 2000). Com técnicas
semelhantes, Da Rocha e colaboradores (2004) desenvolveram procedimentos que
resultaram em mais de 8% de parasitos expressando fluorescéncia vermelha apos a

transfeccao.

Recentemente, foi relatado que a estratégia Multisite Gateway poderia ser
adaptada para aumentar a eficiéncia destes processos, particularmente quando utilizado
em combinag¢do com dispositivo de eletroporagdo AMAXA Nucleofector (Xu, Brandan
et al., 2009). O sistema de clonagem Gateway, que € baseado na recombinagdo em vez
de ligagdo classica com T4 ligase, também foi utilizado para facilitar a construcao de
uma série de vetores que podem ser utilizados para localizagdo subcelular de proteinas
de T. cruzi e para a purificagdo por afinidade de complexos de proteinas (Batista,

Marchini et al., 2010).

Outro processo que tem sido amplamente explorado como uma ferramenta de
identificar a funcdo de genes ¢ o processo de RNA interferente. O 7. brucei ¢

particularmente capaz de realizar este processo de forma eficiente (Alsford e Horn,
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2008). No entanto, apesar de diversas tentativas o RNA1 ndo foi detectado em 7. cruzi
(Darocha, Otsu ef al., 2004). A razdo para isto tornou-se clara quando as sequéncias do
genoma dos tripanossomatideos foram publicadas. O 7. cruzi ndo possui os genes
codificadores para o argonauta e para a Dicer (RNAse III), genes estes relevantes para

este processo, sendo incapaz de montar uma resposta RNAi para RNA de fita dupla

(dsRNA) (Shi, Djikeng et al., 2004).

Desde 1993 apenas 16 artigos foram publicados utilizando a técnica de nocaute
génico em 7. cruzi. Apos o primeiro experimento utilizando a técnica de nocaute, onde
Cooper e colaboradores (1993) mostraram ser uma técnica possivel em 7. cruzi, os
genes de calmodulina-ubiquitina (cub), Tc52, DHOD, TcGALE, TcSub2, CPSII foram
estudados utilizando esta técnica. (Ajioka e Swindle, 1996; Allaoui, Francois ef al.,
1999; Barrio, Van Voorhis et al., 2007; Annoura, Nara et al., 2005; Macrae, Obado et
al., 2006; Serpeloni, Moraes ef al., 2011).

Em 1998, Caler e colaboradores mostraram que a dele¢do do gene de
oligopeptidase B resultava em um defeito na invasao celular e no estabelecimento da
infeccdo em camundongos, visto que esta proteina esta associada a mobilizagdo de
calcio necessaria para a invasdo do parasito. Manning-Cela e colaboradores mostraram
através do duplo nocaute de LYTI1, que o produto deste gene esta envolvido na lise
celular e na infectividade do parasito. Em 2008, Wilknson e colaboradores (2008)
realizaram o nocaute simples de NTR e demonstraram que este era suficiente para
causar no parasito uma significativa resisténcia a uma ampla variedade de drogas nitro-
heterociclicas, incluindo nifurtimox e benzonidazol. Hashimoto e colaboradores (2012)
mostraram que o duplo nocaute de CPSII ¢ viavel e que ¢ responsavel pela significativa
redu¢do do crescimento do parasito (principalmente em amastigotas). Perez e
colaboradores (2011) realizaram simples mutantes para o gene de dhfr-ts, € os mutantes
demonstraram diminui¢do da viruléncia em camundongos. Estes parasitos foram
capazes de conferir protegdo contra futuras infeccdes com 7. cruzi. Campos e
colaboradores (2011) trabalharam com o gene MSH2 e identificaram sua funcao por
meio do duplo nocaute deste gene que mostrou-se agir na resposta do parasito ao

estresse oxidativo.
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O duplo nocaute de genes como TcKAP3, Metlll, GT nao possuem nenhum
efeito ou quase nenhum efeito nos parasitos. TcKAP3 ndo possui nenhum efeito na
proliferacdo, diferenciacao e infectividade dos parasitos. MetlIl ndo ¢ necessario para o
desenvolvimento de tripomastigotas metaciclico e nao alteram o ciclo de vida dos
parasitos. GT embora ndo tenha afetado o crescimento celular dos parasitos, mostrou-se
capaz de afetar parcialmente a diferenciacdo e infectividade dos mesmos (Conte,

Labriola et al., 2003; Gluenz, Taylor et al., 2007; De Souza, Rampazzo et al., 2010).

3. Proteases

As proteases ou peptidases sdo enzimas capazes de hidrolisar ligacdes peptidicas
de proteinas ou oligopeptideos em pequenos peptideos e aminoacidos, modificando seus
substratos causando consequéncias biologicas importantes (Barrett e Rawlings, 2001).
As proteases sao classificadas de acordo com a reagao catalisada, a natureza quimica do
sitio catalitico e divididas em dois grupos principais: as exopeptidases e as

endopeptidases (Rao, Tanksale et al., 1998).

As exopeptidases catalisam reagdes de hidrolise de aminoacidos das
extremidades das cadeias protéicas podendo ser aminopeptidases ou carboxipeptidases.
As aminopeptidades hidrolisam na regido aminoterminal (N) da proteina podendo
liberar um residuo de um aminoacido (aminopeptidase), um dipeptideo (dipepitidil
peptidase) ou um tripeptideo (tripeptidil peptidase). De forma similar as
carboxipeptidases agem nas extremidades carboxiterminais (C) da cadeia polipeptidica.
J4& as endopeptidase sdo caracterizadas por catalisarem preferencialmente reacdes de

hidrolise das ligacdes peptidicas localizadas nas regides internas das proteinas.

As proteases podem ainda ser classificadas de acordo com o seu mecanismo
catalitico. Hartley em 1960 foi o responsavel por realizar a principal classificagao das
peptidases, reconhecendo 4 grupos que hoje sdo conhecidos como serino protease,
cisteino protease, aspartico protease ¢ metalo protease. Recentemente, outros 2 grupos
cataliticos foram reconhecidos: treonino protease (Seemdiiller, Lupas et al., 1995) e
glutamico protease (Fujinaga, Cherney et al., 2004). Algumas proteases, no entanto,

ainda possuem seus processos cataliticos desconhecidos.
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Uma importante ferramenta para o estudo de proteases € o sistema moderno de
classificagdo proposta pelo MEROPS, que foi criado por Rawlins e Barrett em 1993 e
tem sido aprimorado desde entdo. Se trata de um sistema que possui uma classificacao
baseada na homologia das proteases e reflete as similaridades nas estruturas moleculares
e bioldgicas que derivam de relagdes evolucionarias (Rawlings, Rennebeck et al.,
2004). Este ¢ um sistema hierdrquico, onde as proteases sdao individualmente
reconhecidas e entdo agrupadas em familias e as familias, por sua vez, sdo agrupadas

em clas.

As proteases sdo necessarias para a sobrevivéncia de todos os organismos vivos
e sdo de grande importancia para a humanidade nos campos da medicina, nutri¢do,
agricultura e tecnologia (Barrett, Tolle ef al., 2003). Aproximadamente 2% dos genes
codificam proteases em todos os organismos vivos. Estas enzimas catalisam uma série
de processos biologicos importantes, como por exemplo, a coagulacdo sanguinea,
apoptose, ativacdo e catabolismo de peptideos bioativos, remodelagem tecidual e
digestdo de alimentos (Godofrey & West, 1996). Algumas proteases também estdao
envolvidas em algumas doengas como Alzheimer, canceres, artrite reumatéide. Por isso,
¢ bastante natural que as proteases representem um dos principais alvos de drogas da

industria farmacéutica atualmente.

Esta classe especializada de enzima desempenha diversas fun¢des chave nos
parasitos incluindo a invasdo de células hospedeiras e tecidos, transi¢do do ciclo de
vida, desregulacdo hormonal, a degradacao de mediadores da resposta imune e hidrolise
de proteinas do hospedeiro para fins nutricionais (Grellier, Vendeville et al., 2001;

Klemba e Goldberg, 2002; Bastos, Motta et al., 2010; Swenerton, Zhang et al., 2011).

3.1. Dipeptidil aminopeptidase 8 / Dipeptidil aminopetidase 9
A familia das prolil oligopeptidases pertence a classe das serino peptidases, na
qual se encontram a prolil oligopeptidase propriamente dita, a oligopeptidase B, a
acylaminoacyl, a glutamyl endopeptidase C e as dipeptidil peptidases (DPPIV).
Membros da familia DPPIV sdo responsaveis pela remocao seletiva de dipeptideo N-
terminal com prolina ou alanina na segunda posicao (Yaron e Naider, 1993; Busek,

Malik et al., 2004). A perda de um dipeptideo N-terminal pode resultar na ativacao,
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inativacao ou na modulacdo da atividade de peptideos bioativos (Durinx, Lambeir et
al., 2000). Como a maioria dos hormdnios peptidicos e neuropeptideos possuem um ou
mais residuos de prolina, esta familia de enzimas ¢ 1util para o processamento e
degradacao de tais peptideos, como ja sugerido em estudos anteriores sobre resposta
imune e fungdes endocrinas (De Meester, Kestens et al., 1995; Hegen, Kameoka ef al.,

1997; De Meester, Korom et al., 1999).

O grupo DPPIV pertence a subfamilia S9B e comporta os membros: DPPIV, a
proteina de ativagdo do fibroblasto (FAP), DPP8, DPP9 e as enzimas DPP6 ¢ DPP10.
DPPIV ¢ o membro mais estudado da familia e possui varias fungdes no metabolismo,
imunidade, endocrinologia e biologia do cancer, sendo também um novo e bem
sucedido alvo terapéutico da diabete tipo 2 (Yu, Yao et al., 2010). A DPPIV em
mamiferos ocorre de duas formas: ancorada a membrana celular ou de forma solavel
(circulante). A forma ancorada ¢ encontrada em diversos 6rgdos como figado, intestino,
rim, epididimo e endotélio vascular, ¢ também em células imunes, onde ¢ conhecida
como CD26 (Walborg, Tsuchida et al., 1985; Darmoul, Lacasa ef al., 1992; Kettmann,
Humbel ef al., 1992; Dubois, Van Ginneken et al., 2009; Greischel, Binder et al., 2010)
Greischel & Binder 2011). Esta forma ancorada desempenha papel em reacgdes
autoimunes e diversas respostas celulares e cardiovasculares (Jackson, Dubinion ef al.,
2008; Takasawa, Ohnuma et al., 2010; Yu, Yao et al., 2010; Ansorge, Nordhoff et al.,
2011; Pacheco, Crajoinas et al., 2011; Shirakawa, Fujii et al., 2011). A forma soluvel ¢
encontrada em fluidos corporais, como sangue, soro, saliva e liquido seminal (Maes,
Scharpé et al., 1994; Ohkubo, Huang et al., 1994) e desempenha um papel importante
na regulacdo da glicemia (Ansorge, Nordhoff ef al., 2011). Os inibidores de DPPIV sdo
capazes de prolongar o tempo de vida do horménio glucagon-simile (glucagon-like-
peptide 1 - GLP-1) e do peptideo insulinotropico dependente da glicose (glucose
dependent insulinotropic peptide — GIP) (Mcintosh, Demuth et al., 2005). O GLP-1
participa da regulacdo dos niveis enddgenos de glicose, estimulando a liberagcdo de
insulina, inibindo a liberagdo de glucagon e retardando o esvaziamento gastrico. Desta
forma, os inibidores de DPPIV melhoram a captacao de glicose, diminuindo a glicemia

em individuos com diabete tipo 2 (Chen e Jiaang, 2011).

FAP ¢ uma glicoproteina ligada a membrana e possui atividades endopeptidase
e exopeptidase e ¢ um membro pertencente a familia DPPIV. Em geral, FAP esta
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ausente nos tecidos de adultos porém, ela € expressa em patologia que compreendem a
remodelagdo de tecidos tais como tumores e doengas relacionadas ao figado (Juillerat-
Jeanneret e Gerber-Lemaire, 2009). Por essas razoes, FAP vém sendo investigado como

possivel alvo contra o cancer.

Os membros ndo enzimaticos desta familia DPP6 (DPL1/DPX) e DPP10
(DPL2/DPY) s3ao moduladores de canais de potassio voltagem dependentes em
neurdnios e sdo principalmente expressos no cérebro (Nadal, Ozaita ef al., 2003; Zagha,
Ozaita et al., 2005; Chen, Ajami et al., 2006; Clark, Kwon ef al., 2008). Embora sejam
estruturalmente similares com DPPIV, DPP6 e DPP10 ndo possuem a serina catalitica e
outros residuos necessarios para a atividade enzimatica (Kin, Misumi et al., 2001; Chen,
Ajami et al., 2006). Assim, eles sdo suscetiveis a exercer efeitos através de interagdes
proteina-proteina, do mesmo modo que as enzimas DPPs que também possuem

capacidades extra-enzimaticas (Mcnicholas, Chen et al., 2009).

Comparado com FAP e DPPIV, relativamente pouco se sabe sobre DPP§ e
DPP9 (Olsen e Wagtmann, 2002). Nem suas estruturas tercidrias, ou seus substratos in
vivo, ou sua fungdo fisiologica foram seguramente estabelecidas. DPP8 e DPP9
demonstraram ter propriedades bioldgicas interessantes e, como DPPIV e FAP, parecem
ser multifuncionais e possuem modos de acdo enzimadtico e extra-enzimatico (Yu, Yao
et al., 2010). Por causa da recém-descoberta que DPP8 e DPP9 possuem atividade
enzimatica semelhante a DPPIV ¢ bastante provavel que algumas funcdes atribuidas a
DPPIV possam ser de fato atribuidas a DPP8 e/ou DPP9 (Yazbeck, Howarth et al.,
2009; Matheeussen, Baerts et al., 2011). Por exemplo, estudos envolvendo DPPIV em
varias patogenias como doencas inflamatorias do intestino, artrite reumatica e esclerose
multipla foram realizados utilizando inibidores ndo seletivos de DPPIV. Suspeita-se que
outras enzimas da familia DPPIV poderiam ser responsaveis por esses efeitos da

suposta inibigdo de DPPIV (Yazbeck, Howarth et al., 2009).

DPP8 e DPP9 possuem a habilidade de clivar os substratos de DPPIV, GLP-1,
NPY e o peptideo YY in vitro (Bjelke, Christensen et al., 2006; Frerker, Wagner ef al.,
2007). Além disso, DPP8 pode clivar quatro quimiocinas (Proteina inflamatoéria 10,
Interferon-inducible T cell chemo-attractante e fatores la e 1b derivado de célula

estromal) (Ajami, Pitman et al., 2008).
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Estudos superexpressando DPP9 e DPP8 em células epiteliais HEK293T revelou
papéis na adesdo de células, em cicatrizacdo in vitro, na migracao de células e na
proliferacdo e apoptose. No entanto, a superexpressao de DPP9 afetou o comportamento
das células em uma gama mais ampla dos componentes da matriz extracelular do que
DPP8 (Yu, Wang et al., 2006). Apesar da proximidade de suas sequéncias, DPP8 e
DPPY exercem algumas diferencas em seus efeitos celulares, e podem ter diferentes

fungdes e ligantes (Yu, Wang et al., 2006; Yu, Ajami et al., 2009).

A descoberta de que DPP8 e DPP9 sdo responsivas a espécies reativas de
oxigénio pode fornecer uma indicacdo de uma funcdo citoplasmatica (Rettig, Garin-
Chesa et al., 1993) onde H,O; ¢ regulado, como na fosforilacdo, vias de sinalizacao,
apoptose, cancér e funcdo imune (Rhee, 1999; Hildeman, Mitchell et al., 2003; Poole,
Karplus et al., 2004). Enquanto a superexpressao de DPP9 ¢ associada a apoptose
espontanea, a superexpressao de DPP8 e DPP9 elevam a inducdo da apoptose. Apoptose
¢ um processo importante no remodelamento de tecidos, incluindo recuperacao de lesdo
no figado (Wright, Issa et al., 2001). Em nivel bioquimico a apoptose ¢ um evento
celular complexo que envolve atos coordenados de proteinas, algumas diferentes
peptidases, nucleases, canais de ions associados a membrana e translocases de
fosfolipideos. As atividades de DPP8 e DPP9 sdo dependentes do estado redox de suas
cisteinas, que pode levar a diferente regulagdo das vias de apoptose (J, Hm et al., 2008).
Além disso, sitios de fosforilagdo em DPP8 e DPP9 foram identificados utilizando o
servidor NetPhos (Blom, Gammeltoft ef al., 1999) o que sugere a participagdao destas
enzimas em sinalizagdo celular. Essa hipdtese ¢ reforgada pelo estudo que mostra que a

DPPIV citoplasmatica pode ser fosforilada (Bilodeau, Fiset ef al., 2006).

Estudos envolvendo o uso de inibidores ndo seletivos CD26 em sistemas
deficientes para CD26 reforcam que DPP8 e DPP9 sdo passiveis de desempenhar papéis
imunes atribuidos a CD26, por exemplo, em proliferagdo in vitro (Von Bonin, Hiihn ef
al., 1998), artrite (Tanaka, Murakami et al., 1997) e hematopoese (Jones, Adams et al.,
2003). Recentemente, houve mais evidéncias da fun¢do imune de DPP8 e DPP9, e seu
potencial como alvo para doencas inflamatorias. DPP8 e DPP9 estdo presentes em
leucoécitos e linhas celulares de leucocitos (Abbott, Yu ef al., 2000; Zagha, Ozaita et al.,
2005; Yu, Ajami et al., 2009) mRNAs de DPP8 estdo regulados positivamente em
asma pulmonar induzida (Schade, Stephan et al., 2008), e um inibidor de DPP8 ¢ DPP9
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atenua a proliferacao de células T (Lankas, Leiting et al., 2005) e suprimem a sintese de
DNA em esplendcitos de camundongos selvagens e nocauteados para DPPIV

(Reinhold, Goihl ef al., 2009).

O uso de inibidores nestes estudos sugeriu que enquanto a fungdo no sistema
imune de CD26 parece ser extra-enzimatica, as fun¢des imunoldgicas de DPP8 e DPP9
parecem ser enzimaticas, embora o mecanismo ainda precise ser elucidado. DPP8
poderia ser potencialmente liberado para o espaco extracelular durante a morte celular
em lesOes inflamatorias (Ajami, Pitman et al., 2008). Além disso, DPP8 ¢ expresso em
células B durante a leucemia cronica, em varios tumores e em células T ativadas (Ajami,
Abbott et al., 2004). A capacidade de DPP8 e DPP9 de reagirem ao oxigénio podem ter
um envolvimento na inducao de apoptose de células T ativadas (Hildeman, Mitchell et

al., 2003).

3.2. Otubaina
Outra protease de interesse deste estudo de mestrado ¢ a otubaina, uma cisteino
protease que hidrolisa ligagdes peptidicas especificas de moléculas de ubiquitina. A

seguir sera descrita uma breve revisao bibliografica sobre esta enzima

A ubiquitinagdo ¢ uma das modificagdes pds traducionais mais versateis € consiste
na unido covalente de uma (monoubiquitinagdo) ou varias (poliubiquitinagdo) moléculas
de ubiquitina a um residuo de lisina de uma proteina-alvo ou um substrato (Pickart,
2001; Glickman e Ciechanover, 2002). A ubiquitina ¢ uma proteina de 76 aminoacidos
altamente conservada entre as espécies podendo ser encontrada desde invertebrados até
mamiferos, sendo extremante estavel permanecendo corretamente ligada a temperaturas
superiores a 85°C e com uma ampla faixa de pH (6-13). A ubiquitina também faz parte
de um sistema ubiquitina-proteassoma que ¢ responsavel pela degradacdo de mais de
80% de proteinas intracelulares normais e anormais (Wang e Maldonado, 2006). As
proteinas a serem degradadas sdo identificadas, ubiquitinadas e entregues ao
proteassoma, um complexo multiprotéico que degradard as proteinas marcadas e

reciclard a ubiquitina (Wilkinson, 2000).

A marcacao de uma proteina por ubiquitina ocorre por uma série de reagdes que
envolve, no minino trés tipos de enzimas, as ativadoras de ubiquitina ou El, as
conjugadoras de ubiquitina ou E2, e as ubiquitina ligases ou E3 (Pickart, 2001;

35



== Universidade de Brasilia Débora T. A.Figueirédo — Nocaute de dpp8tc e otutc em T. cruzi

Weissman, 2001). Existem ainda os fatores E4, que fazem parte do processo global da
via proteassomo-ubiquitina, e favorecem a extensao de uma cadeia de ubiquitina a partir

de uma proteina monoubiquitinada (Hoppe, 2005).

Como na maioria dos processos regulatorios tal como a fosforilagdo, a
ubiquitinagdo € uma reacgado reversivel, devido a atuagdo de enzimas que desfazem esta
modificagdo. Estas enzimas sdo conhecidas como deubiquinadoras (DUBs) e sdo
responsaveis pelo resgate de proteinas que seriam degradadas pelo proteassomo, pela
reciclagem de ubiquitina, pelo controle do trafego proteico, € pelo processamento de

moléculas precursoras de ubiquitina (Love, Catic et al., 2007).

As DUBs podem ser divididas em cinco familias de acordo com a estrutura de
seus dominios, sendo 4 pertencentes ao Clan A das cisteino proteases e uma familia
pertencente a metaloproteases dependente de zinco (Nijman, Luna-Vargas et al., 2005).
As DUBs pertencentes a familia das cisteino proteases sdo as ubiquitina carboxi-
terminal hidrolases (UCHs), proteases ubiquitina especificas (USPs), proteases
relacionadas com o tumor ovariano (OTUs), proteases com dominio proteico da doenca
Machado-Joseph (MJDs). Elas contém uma diade ou triade catalitica onde um residuo
His diminui o pKa da Cys catalitica, permitindo um ataque nucleofilico nas ligagdes
isopeptidicas. Para completar a triade, um Asp ou Asn se alinha e polariza o residuo
His, o que nem sempre € necessario para a atividade destas enzimas (Cotto-Rios, Békés
et al., 2012). As DUBs pertencentes a quinta familia sdo as metaloenzima com o
dominio JAB1/MPN/Mov34 (JAMM) que utilizam invariavelmente residuos de His,
Asp/Glu e Ser para coordenar dois ions de zinco para ativar uma molécula de agua

(Maytal-Kivity, Reis et al., 2002; Tran, Allen et al., 2003).

A superfamilia OTU compreende um grupo de cisteino proteases que tem
homologia ao produto do gene do tumor ovariano das Drosophila (Makarova, Aravind
et al., 2000). Mais de 100 membros da familia OTU j& foram identificados incluindo
proteinas de eucariotos, virus e bactérias patogénicas. Dois membros desta familia,
conhecidos como OTUBI1 e OTUB2, foram isolados de células HelLa (Balakirev,
Jaquinod et al., 2002). OTUBI cliva a ligagdo do isopeptideo em cadeias de poli-
ubiquitina, mas nao a ligacao peptidica nas proteinas fusionadas com ubiquitina-GFP. A
OTUB?2 também foi capaz de clivar cadeias de poli-utibiquitina, mas apenas quando os

cinco aminoacidos da regido C terminal da proteina foram eliminados, sugerindo que a
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regido C-terminal pode funcionar na regulacdo da atividade da enzima. Zinc finger
celular anti-NF-kB (Cezanne), que também pertence a familia OTU, se mostrou capaz
de clivar a ligacdo isopeptidica nas cadeias de poli-ubiquitina (Balakirev, Tcherniuk et
al., 2003). Estas proteinas contém os residuos Cys, His e Asp conservados. Estes
residuos sdo os que definem a triade catalitica das cisteino proteases (Makarova,

Aravind et al., 2000).

OTUB 1 mostrou-se envolvida na inducdo da anergia de linfocitos T CD4" por
meio da interagdo com a proteina E3 ligase GRAIL, e que possui o papel de inibir a
proliferagdo de células T. A OTUBI regula o GRAIL, cuja expressao resulta na
degradacao de GRAIL e permite a proliferacao de células T (Lin e Mak, 2007). Embora
a otubaina seja uma DUB, ela promove a auto-ubiquitinacao (K48) e a protedlise de
GRAIL, e pode ser mediada por USPS, outra DUB. Consistente com sua habilidade em
induzir a degradacdo de GRAIL por meio da poliubiquitinagdo da lisina 48, a otubaina
promove a ativagdo das células T quando ¢ superexpressa em células T de
camundongos, enquanto a superexpressao de ARF1 (uma isoforma de OTUBI1 que nao

possui 0 dominio OTU) inibe a ativagdo de cé¢lulas T (Soares, Seroogy et al., 2004).

A primeira estrutura de uma proteina da superfamilia OTU a ser cristalizada , foi a
estrutura da OTUB2. Sua estrutura cristalografica mostrou um dobramento tipico das
DUBs, com a fenda do sitio catalitico ocluida por uma conformagao circular resultando
em um buraco oxianico, onde os residuos que orientam e estabilizam a histidina do sitio
ativo da OTUB?2 sao diferentes das outras cisteino proteases. Esta reorganizacao do sitio
ativo oferece uma possivel explicacdo para a especificidade das otubainas (Nanao,

Tcherniuk et al., 2004).

Yersinia codifica uma proteina quinase, YpkA (Yersinia protein kinase A), que
interfere na transdug¢do de sinais nas cé€lulas do hospedeiro por controlar os niveis
celulares de fosforilagdo (Galyov, Hakansson et al., 1993; Hartland e Robins-Browne,
1998). Por meio da analise de espectometria de massa, Juris e colaboradores (2006)
mostraram que um possivel substrato para o YpkA seria a OTUBI. A identificagdo da
OTUBI1 como substrato de YpkA sugere que esta seria capaz de induzir anergia em
macrofagos suprimindo a fagocitose e favorecerendo a sobrevivéncia da Yersinia. Além

disso, Edelmann e colaboradores (2010), demonstraram que a susceptibilidade de
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invasdo de Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis, ¢ dependente da atividade
catalitica de OTUBI e de sua habilidade em estabilizar a forma ativa de RhoA (membro
da familia génica homodloga as ras A). Eles demonstraram que YpkA e OTUBI
modulam a estabilidade de RhoA de formas opostas, levando, portanto, ao rearranjo do

citoesqueleto que pode estar envolvido na entrada da bactéria.

Xie e colaboradores (2007) observaram uma mudancga significante na expressao
de OTUBI e outras proteinas em células apos tratamento com cicloporia A (CsA), um
inibor da replicagdo do virus da hepatite B (HBV) in vitro. Sabe-se que a ubiquitina
pode se ligar fracamente a CsA, mas se existe uma interacao entre a replicagdo do HBV
e a OTUBI, esta ainda permanece desconhecida e precisa ser melhor estudada. Xia e
colaboradores (2008) também identificaram por espectometria de massa comparativa, a
presenca de OTUBI em corpus de Lewy, um marcador histologico de alteragdes
degenerativas causado por doencas, porém permanece obscuro o envolvimento

patologico desta enzima em doengas neurodegenerativas.

Estudos recentes mostraram que a OTUB1 de humanos também tem um papel que
¢ independente de seu sitio catalitico. Nakada e colaboradores (2010) descobriram que a
OTUBI1 ¢ um modulador fisioldgico do reparo do DNA. De forma surpreendente, a
OTUBI inibe a resposta de quebra da dupla-fita do DNA independentemente de sua
atividade catalitica (Blackford e Stewart, 2011). OTUBI inibe a resposta a danos no
DNA bloqueando a transferéncia de ubiquitina pela UBC13, a enzima cogntiva E2 para
RNF168. OTUBI1 também inibe as E2s das familias UBE2D e UBE2E (Juang, Landry
etal.,2012).

Além disso a OTUBI1 se mostrou importante regulando a atividade e expressao de
p53. OTUBI1 suprime a ubiquitinagio de MDM2 em células e in vitro. A
superexpressao de OTUBI1 estabiliza e ativa p53, levando a apoptose e inibindo o
marcador de proliferagdo celular de uma maneira dependente de p53. Este efeito ¢
independente de sua atividade catalitica, porém requer o residuo Asp88. Mutacdes neste
residuo, anulam a atividade de OTUB1 em suprimir a ubiquitinacdo de p53 (Sun,

Challagundla et al., 2012).

A participacao de ubiquitina na via de degradacdo de proteinas pelo proteossomo
em 7. cruzi foi sugerida por estudos que mostraram um grande aumento no nivel de
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proteinas ubiquitinadas quando os tripomastigotas se diferenciam em amastigotas. A
analise de proteinas do citoesqueleto de 7. cruzi demonstraram um aumento na
conjugacdo de ubiquitina nas proteinas flagelares durante a diferenciacdo de
tripomastigotas para amastigotas. Também foi observado um actimulo de proteinas
ubiquitinadas na presenga de lactacistina, um inibidor de proteassomo especifico (De
Diego, Katz et al, 2001). Além disso o genoma de 7. cruzi possui mais de 100
sequéncias que codificam para ubiquitinas, um numero muito superior que o encontrado

em outros organismos.

O processo de ubiquitinacdo/proteassoma vem sendo estudado em
tripanossomatideos, porém ainda com poucas enzimas e substratos caracterizados
(revisado por Huang e Burlingame, 2005; Alvarez, Niemirowicz et al., 2012). O
primeiro estudo de enzima de deubiquitinacdo de tripanossomatideos foi realizado pelo
nosso grupo de pesquisa, com a caracterizacao bioquimica, celular e estrutural de uma

OTUB de Leishmania chagasi (Guido, 2011).
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JUSTIFICATIVA

As doencas tropicais negligenciadas sdo causadas por agentes infecciosos
(fungos, virus, bactérias, protozoarios, € helmintos) que sao endémicos em populacdes
de baixa renda. Elas possuem ainda tratamento ineficaz, € que ndo instigam o interesse
das autoridades, ou de industrias farmacéuticas, pois atingem em sua maioria
populagdes de paises pobres. A falta de investimento nas areas de saneamento bdsico,
tratamento de agua e servigos de saude, associadas a moradias inadequadas e
desnutri¢do sdo fatores que aumentam a vulnerabilidade das populagdes as essas

infecgoes.

Durante 1975-2004, apenas 21 (1,3%) dos 1556 medicamentos aprovados, foram
desenvolvidos especificamente para atender as doencas negligenciadas, embora estas
representem 11,4% do total de doengas globais (Chirac e Torreele, 2006). Destes,
apenas dois eram destinados a doenca de Chagas, os ja conhecidos nifurtimox e
benzonidazol, que apresentam sérios efeitos colaterais e baixa eficidcia para a fase
cronica da doenca, sendo utilizados para o tratamento desde os anos 70 do século
passado. Devido a este panorama, diversos grupos de pesquisadores tem se esforgcado
para identificar e validar alvos no 7. cruzi com potencial terapéutico para doencga de
Chagas. Dentre os alvos candidatos, varias enzimas do metabolismo e proteases do

parasito tém tido destaque.

Dentre essas potenciais proteases, podemos destacar a DPP8 e a otubaina. Até
agora pouco se sabe sobre o papel destas proteases em tripanossomatideos, € sobre suas
fungdes no 7. cruzi. Entender estas funcdes e um possivel papel na infeccao poderia

valida-las como possiveis alvos para novas drogas.

A utilizacdo de nocaute em 7. cruzi ja se mostrou possivel, porém ¢ um
processo complexo que demanda muito tempo e trabalho, o que desestimula as
pesquisas com tal estratégia. Visto que o 7. cruzi ndo possui a maquinaria necessaria
para processamento de RNAIi, o nocaute se torna o processo mais viavel para
compreender e validar o papel de diversas proteinas. Neste panorama nds iniciamos o
estudo funcional de otubaina e DPP8 por meio de nocaute génico para elucidar o papel

destas proteinas na patogenia da doenca de Chagas.
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OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo deletar os genes da DPP8 e/ou otubaina e
avaliar a importancia dos mesmos na biologia e no ciclo de vida do 7. cruzi, para assim

entender seu papel na patogenicidade da doenga de Chagas.

Para alcancar este objetivo, as seguintes etapas foram tracadas:

A Realizar a analise comparativa gendmica das sequéncias disponiveis de cada

gene;

A Construir os cassetes contendo os genes que conferem resisténcia a neomicina e

higromicina;
A Sequenciar os cassetes;
A Obter os mutantes simples através da selegao de clones resistentes a G418;
A Realizar o mapeamento fisico da presenca de neo;
A Analisar a taxa de crescimento dos mutantes ¢

A Avaliar a infectividade dos parasitos transfectados em cultura de células.
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METODOLOGIA

Analise gendmica comparativa

O genoma da cepa CL-Brener de T. cruzi depositado no site www.genedb.org

foi analisado quanto ao nimero de copias de genes possiveis de serem nocauteados. Os
genes que codificam para as proteinas DPP8 e otubaina foram alinhadas utilizando o

programa 0 EMBOSS Needle no site:

http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/nucleotide.html, que realiza 0

alinhamento entre duas sequencias utilizando o algoritimo Needleman-Wunsch.

Cultura de células
Epimastigotas de 7. cruzi da cepa CL-Brener foram cultivados de forma axénica
em meio Liver Infusion Tryptone (LIT) suplementado com 5% (v/v) de soro fetal

bovino inativado (SFB) e 100pg/mL de gentamicina a 28°C.

Tripomastigotas e amastigotas de 7. cruzi foram cultivados por infec¢do de
células L6 em meio DMEM (Meio Eagle modificado Dulbecco) suplementado com 5%
(v/v) de soro fetal bovino inativado e 100pg/mL de gentamicina incubadas a 37°C com

5% de CO,.

Extraciao de DNA gendmico

O DNA gendmico de 7. cruzi foi extraido utilizando 1 x 10° epimastigotas
coletados por centrifugagdo a 3600 x g por 10 minutos, lavados em PBS e
ressuspendidos em 1 mL de tampao de lise. A amostra foi incubada com 100pug/mL de
proteinase K por 16 horas a 50 °C. Igual volume de fenol/cloroférmio foi adicionado a
amostra que foi centrifugada a 13000 x g por 10 minutos. A fase superior foi transferida
para um tubo novo que foi novamente submetida a extracao utilizando volume igual de
fenol/cloroférmio e posteriormente com volume igual de cloroférmio. Em seguida o
DNA genomico foi precipitado utilizando dois volumes de etanol 95% gelado e 1/10 de
volume de acetato de sodio 3M pH 4,8. A amostra foi entdo homogenizada e incubada
por 1 hora a -20°C e entdo centrifugada a 13000 x g por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 500uL de etanol 70 %

gelado e novamente centrifugado por 5 minutos a 13000 x g e 4°C. O sobrenadante foi
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novamente descartado e o precipitado foi seco a temperatura ambiente e ressuspendido

em S0uL de tampao Tris-EDTA (TE).

Iniciadores utilizados para as PCRs

Os iniciadores para as UTRs dos genes otutc e dppStc e para os genes adjacentes

dos respectivos genes foram desenhados utilizando a sequéncia do clone CL Brenner

depositada no site www.genedb.org.br .

Os iniciadores para o gene de resisténcia a

G418 foram desenhados a partir da sequencia do plasmideo pcdna-neo. Os iniciadores

foram sintetizados pela INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES (IDT) e diluidos em

agua milliQ na concentragao de 100 uM, e subestocados na concentracao de 10 puM.

Todos os iniciadores estdao representados na Tabela 1.

Tabela 1. Sequencia dos iniciadores utilizados para as PCRs

Iniciador

Sequencia

S'UTR Senso DPP

5'UTR Antisenso DPP

YUTR Senso DPP

3'UTR Anusenso DPP

S'UTR Senso OTU

S'UTR Antisenso OTU

FUTR Senso OTU

3'UTR Antisenso OTU

NEO Senso
NEO Antisenso
Rsnodpp
Fhipdpp
Rmyotu

Fhipotu

i

i

LN

h

wh

N

n

N

wh

L

h

N

h

GOGGCCGCCCTTCCGCAGACGCATCCAGA - 3'a
AGATCTggatccCTCGAGCACTGAAGACATCCCAACCCTCT -3 bed
CTCGAGggateccAGATCTGTGAGATCCACCCACAACCTTA-3' b e d
GCGGCCGCGCAGAAGGTCAGCAGGACAG -3'a

GOGGCCGCGTGTGCTTGCAGCGAGTTTGG -3 a

AGATCTggatccCTCGAGGGAAGTCATGGATGCTGCCTT -3 bed

CTCGAGzatcc AGATCTCATTATCCTGCTCCAAAATTGTAAGC -3 bed

GCGGCCGCCCTTTTCCACTTTTCTCTAAGCG -3 a

CTCGAGATGATTGAACAAGATGGATTGC - 3'd

AGATCTTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGG -3'b

GGCATCAGCGTCACTATCTAACG - 3

GCGCTGCATGGCACGACTCATTG - 3

CCACAGCGATGTCAAGTTCCGC 3

GGAAGTGCAGGATGCCTCAGAGG - 3

* As sequencias em vermelho equivalem a um sitio de restrigdo para a enzima Notl.

®As sequencias sublinhadas indicam o sitio de restricao da enzima X#hol
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¢ As sequencias em letra mintscula representam o sitio de restricdo da enzima BamHI

4 As sequencias em negrito correspondem ao sitio de restri¢do da enzima Bg/Il

Obtencao dos cassetes
O cassete foi construido utilizando a sequéncia dos genes de dpp8tc e otutc

disponiveis no site www.genedb.org.br. Primeiramente as regides 5' UTR e 3'UTR de

cada gene foram amplificadas separadamente utilizando 0,2 unidades de Tag DNA
polimerase (Fermentas) e seu respectivo tampao adicionados a 25uM de dNTP, 0,1uM
de iniciadores, 80ng de DNA de 7. cruzi cepa CL Brenner, 1,25mM de MgCl, em um
volume final de 50uL sob as seguintes etapas: 94°C por 3 min para desnaturagao inicial
do DNA e 35 ciclos a 94°C por 30 s, anelamento dos iniciadores a 55°C por 30 s,
extensdo a 72°C por 1 min e 30 s, seguidos de 10 min de extensao final a 72°C. Uma
segunda PCR foi realizada utilizando os produtos de cada PCR das UTRs como molde
afim de unir os dois fragmentos gerando produto contendo as regides 5' UTR e 3'UTR
unidas por um fragmento contendo alguns sitios de restri¢do. Este fragmento resultante

da ligacao das UTRs foi entdo clonado.

Eletroforese em gel de agarose

Para a realizacdo de eletroforese em gel de agarose, as amostras foram aplicadas
em gel contendo 0,8% ou 1,2% de agarose, dependendo do tamanho da amostra,
corados com brometo de etideo na concentragdo de 1pg/mL. A amostra foi dissolvida
em tampao de amostra 1X (azul de bromofenol 25%, xileno cianol 25%, Tris S0OmM pH
7,6 e glicerol 6%) e corrida usando o sistema de eletroforese horizontal com o tampao
Tris-acetato 1X (Tris 17,8mM, Na, EDTA 1mM pH 8,0 e 4cido acético 0,1%), sob 90V
constante. Para analisar o tamanho das bandas de DNA, o marcador 1 Kb DNA ladder

Invitrogen, com bandas diferenciadas entre 100 pb e 12 Kb, foi utilizado como padrao.

Clonagem dos fragmentos

Os produtos de amplificacdo obtidos nas PCR de ligagdo das UTRs foram
ligados a um vetor de clonagem pGEM®-T Easy (Promega) que possui em cada uma de
suas extremidades uma cauda de timina livre complementar a adenina inserida pela Taq
DNA polimerase na regido 3' do fragmento amplificado, durante a etapa de extensao

final. Este vetor possui ainda um gene de resisténcia a ampicilina como marcador de
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selecdo e o gene que codifica a enzima B-Galactosidase como gene reporter, onde esta
localizado um sitio multiplo de clonagem. A quantidade de DNA necessaria para a

clonagem foi calculada utilizando a formula:

ng de vetor x tamanho do inserto em Kb x Razdo inserto : vetor (3:1) = ng de inserto

tamanho do vetor em Kb

Para a clonagem foi utilizado 5 pLL de tampao T4 DNA Ligase 2X, 3 unidades de
T4 DNA ligase, 50 ng de vetor, a quantidade de inserto indicado pela férmula (48 ng de
inserto), e agua MilliQ para um volume final de 10 pL. As reacdes de clonagem
ocorreram por 16 h a 8°C gerando os vetores pgem-utrsdppStc € pgem-utrsotutc, com as
regioes S'UTR + 3'UTR do gene dppStc e com as regides S'UTR + 3'UTR do gene otutc,

respectivamente.

Digestao dos vetores com enzimas de restri¢ao

Para a constru¢do do cassete contendo o gene neo flanqueado pelas regides 5'
UTR e 3' UTR, os vetores pgem-utrsdpp8tc € pgem-utrsotutc ¢ o vetor do gene de
resisténcia a neomicina (ja estava clonado em um vetor pGEM) pgem-neo, foram
digeridos primeiramente com Bg/II usando 1 unidade de enzima para cada 1pg de vetor
na presenca do tampao indicado pelo fabricante a 37 °C por 2 horas ou 16 horas. Apos
essa primeira digestdo os vetores foram analisados em gel de agarose 0,8% e depois
purificados usando o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), e
entdo foram digeridos com a enzima Xhol de forma similar, e em seguida essa nova
digestdo foi analisada em gel de agarose 0,8%. O inserto liberado do vetor pgem-neo
foi ligado nos vetores pgem-utrsdpp8tc e pgem-utrsotutc formando os vetores pgem-

S'neo3'dppS8tc e pgem-5'neo3'otu.

Transformacao em bactérias competentes

Bactérias competentes de Escherichia coli XL1 Blue (100 pL) foram incubadas
com 2uL de ligacdo e colocadas no gelo por 45 min. Apds esse periodo as células foram
submetidas a choque térmico de 42°C por 1 min e incubacao por 2 min no gelo, seguido

de adicao de ImL de meio LB (Luria-Bertani) e colocadas sob agitacdo constante por 1
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h a 37°C. A amostra foi entdo plaqueada em placas seletivas de meio LB agar contendo
100pg/mL de ampicilina, 80pg/mL de X-Gal e 0,5mM de IPTG. As placas foram
incubadas por 16 horas a 37°C. As colOnias brancas crescidas nestas condigdes foram

analisadas por PCR de colonia.

PCR de colonias de bactérias transformadas

A analise de transformantes foi realizada por PCR utilizando o DNA direto das
colonias obtidas. Dez colonias foram coletadas parcialmente com o auxilio de uma
ponteira estéril sendo transferidas para um tubo contendo 10uL de agua MilliQ e para a
superficie de uma placa contendo meio LB dgar com 100pug/mL de ampicilina para a
obtencdo de uma réplica das colonias analisadas. Os tubos contendo as colonias foram
aquecidos por 5 min a 95°C e entdo submetidos a PCR utilizando 0,1 unidades de Taq
DNA polimerase (Fermentas), tampao 1X da enzima, 12,5uM de dNTP, 0,IuM de
iniciadores, 0,63mM de MgCl, gerando um volume final de 25uL. O ciclo foi realizado
utilizando as mesmas condicdes citadas anteriormente e em seguida analisado em gel de

agarose 0,8%.

Sequenciamento

O sequenciamento dos vetores pgem-5'neo3'dppStc e pgem-5'neo3'otutc foi
realizado pela empresa Genomic Engenharia Molecular. Os primers utilizados foram os
T7 foward e SP6. Os resultados obtidos foram analisados utilizando o programa
EMBOSS Needle disponibilizado no site:
http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/nucleotide.html,  que  realiza o

alinhamento entre duas sequéncias utilizando o algoritmo Needleman-Wunsch.

Extracao plasmidial

As colonias contendo o inserto do tamanho esperado foram crescidas por 16 h a
37 °C em 3 mL de meio LB liquido contendo 100 pg/mL de ampicilina para realizagao
de preparacdo de DNA plasmidial em pequena escala (miniprep) e posterior digestao
com enzimas de restri¢do para confirmacdo do inserto. Os clones de interesse foram
inoculados em 3 ml de meio LB liquido contendo antibidtico ampicilina (100 pg/ml,

concentracdo final) para a selegdo do plasmideo e incubadas durante 20 hs sob agitagao
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constante a 37°C. As células foram coletadas através de centrifugagdo a 13.000 rpm por
10 min e o sobrenadante foi descartado. Ao sedimento resultante foram adicionados 200
pl de tampao TE (10 mM TRIS - 1 mM EDTA) gelado, que foi incubado por 5 min no
gelo. A seguir foi realizado a lise alcalina pela adicdo de 360 pl da solucdo de
NaOH/SDS fresca, e homogeneizada por inversao. Apds incubagdo no gelo por 5 min,
foi adicionado 300 pl de acetato de s6dio 3 M pH 4,8, homogeneizando-se novamente
por inversdo, seguido por incubagdo no gelo por 5 min. A amostra foi entdo
centrifugada por 15 min a 15.000 rpm e 4°C, e o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo onde foi adicionado 750 pl de isopropanol. As amostras foram
homogeneizadas gentilmente e incubadas a temperatura ambiente por 5 min. Apos este
periodo as amostras foram submetidas a centrifugacao por 15 min a 15.000 rpm a 25°C.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 200 pl de tampao
TE e adicionado 110 pl de acetato de amonio 7,5 M, e apds agitacao foi centrifugado
por 15 min a 15.000 rpm a 25°C. O sobrenadante foi recuperado em um tubo estéril
onde foi adicionado 750 pl de etanol 100% gelado e entdo incubado durante a noite ou
por 20 min a -20°C. As amostras foram centrifugadas por 15 min a 15.000 rpm e 4°C ¢
os sobrenadantes descartados. O precipitado foi lavado (em ressuspensdo) com 1 mL de
etanol 70% gelado, centrifugado por 5 min a 15.000 rpm e 4°C. Apds secagem por
exposi¢ao ao ar por 5 min, as amostras foram ressuspendidas em 50 pl de agua MilliQ
com RNAse A (1 ul de RNAse A 10mg/mL para 50 ul de agua) e incubadas a 37°C por
30 min. O DNA plasmidial foi estocado a -20°C até o uso. Apds confirmacdo do inserto
a coldnia foi pré-inoculada em 3 mL de meio LB contendo 100 pg/mL de ampicilina
por 4 h a 37°C em agitacdo, e posteriormente crescida em 200 mL de meio LB
contendo 100pg/mL de ampicilina por 16 h a 37°C em constante agitagdo para extracao
de DNA plasmidial utilizando o kit midiprep Hipure Plasmid DNA purification

(Invitrogen) seguindo as instru¢des do fabricante.

Transfeccao dos parasitos

Foram realizadas 3 transfecgdes, uma contendo o inserto 5'neo3'dppStc, outra
contendo o inserto S'meo3'otu, € um controle contendo apenas PBS estéril. Para cada
transfecgio, foram coletados 3 x 10® epimastigotas de 7. cruzi da cepa CL-Brenner por
meio de centrifuga¢do por 10 min a 3600 x g. Estes parasitos foram entdo lavados 2 X

com PBS estéril e por fim lavados 1 X com CITOMIX gelado (120 mM KCI, 0,15 mM
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CaCl,, 10 mM K;HPO4, 25 mM HEPES, 2 mM EDTA, 5 mM MgCl,, pH final de 7,4).
ApOs essas lavagens os parasitos foram ressuspendidos em 500uL de CITOMIX gelado,
colocados em cubetas de 0,4 cm de espessura e adicionados 50pg de cada cassete
previamente purificado e 50uL de PBS estéril gelado para o controle. Estas amostras
foram entdo eletroporadas com dois pulsos de 500 pF, 1,5 kV e resisténcia () ao
infinito através do Bio-Rad Gene Pulser. Imediatamente apds a eletroporacdo os
parasitos foram transferidos para garrafas de cultura de 50 mL contendo 10 mL de meio
LIT condicionado ¢ 10% de SFB e 100 pg/mL de gentamicina e incubados a 28°C
durante 48 h. Apos este periodo os clones foram selecionados com 200 pg/mL de G418
(Gibco) no meio LIT. As culturas foram repicadas regularmente com adigdo do
antibidtico de selecdo G418 até que fosse observada a inibicdo total do crescimento
celular e morte dos epimastigotas da cultura controle. Estas células foram selecionadas

em um intervalo de 15-20 dias.

Analise por PCR dos parasitos selecionados

Os parasitos selecionados foram submetidos a PCR para confirmagao da delecao
de ao menos um alelo dos genes de interesse. As PCRs foram realizadas diretamente da
cultura de parasitos, sendo necessario 1 x 10° parasitos. Estes parasitos foram lavados
trés vezes com PBS estéril e lisados com 1% de Tween-80 (v/v), para terem seu DNA
como molde. Foram desenhados primers a partir das sequéncias dos genes adjacentes,
que foram utilizados para corroborar a correta localizagdo do inserto. Os fragmentos

amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

Taxa de crescimento

Formas epimastigotas de 7. cruzi selvagens e nocauteadas para os genes de
otubaina e DPP8 foram inoculados em placa de 24 pocos com 10.000 parasitos por mL
de meio LIT adicionado ou nao do antibiotico de selegdo G418. A contagem das
culturas foi realizada diariamente em camara de Neubauer durante 5 dias, utilizando
microscopio invertido. Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados
obtidos através da media dos trés pocos. O grafico comparativo da curva de crescimento

entre o selvagem e os nocauteados foi obtido utilizando o programa Microsoft Excel.
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Diferenciacao de tripomastigotas

As formas tripomastigotas foram obtidas através de diferenciagdo in vitro,
utilizando formas epimastigotas em final de fase exponencial. A cultura destes parasitos
foi centrifugada a 3600 x g por 10 minutos a 25°C e ressuspendida em meio DMEM, e
colocadas em garrafas de cultura de 250 mL que continham células L6 em 50-70% de
confluéncia cultivadas em meio DMEM. Apos 48 horas as células L6 foram lavadas 3 X
com meio DMEM, e recolocadas em estufa a 37°C com 5% de CO,. Apds cerca de 110
horas da infeccdo de células L6 com formas epimastigotas, ocorreu a liberagdo de
formas tripomastigotas. Estas formas foram entdo utilizadas para a expansdo do cultivo
em células L6 na razdo de 20 parasitos por célula. Este procedimento foi realizado com

formas epimastigotas nocauteadas para os genes de otubaina e DPPS.

Teste de atividade enzimatica

O teste de atividade enzimatica foi feito com os mutantes para DPPS, ja que
apenas este tem seu substrato fluorogénico bem descrito. A atividade enzimatica para
deteccao da DPP8 nos parasitos selvagem e mutantes nulos para dpp8tc foi detectada
por meio da incubagdo de seus extratos soluveis com o substrato fluorogénico Gly-Pro-
AMC nas condicdes descritas por Bastos e colaboradores (2005) e Garcia e

colaboradores (1998).

Teste de infeccao in vitro

Para analisar a capacidade infectiva dos mutantes in vitro, estes foram testados
em culturas contendo células L6 em placa de 24 pocos. Os testes foram realizados em
triplicata para cada parasito mutante e para o selvagem. As células foram colocadas para
crescer 24h antes do experimento na propor¢do de 5 x 10* células por poco. Em cada
poco foi acrescido 1 x 10° de formas tripomastigotas. Apds 3 horas, os pogos foram
lavados trés vezes com meio de cultura, e as células mantidas por 72-96 horas. Para
observar o numero de células infectadas, a placa foi corada com Giemsa e as cé€lulas
foram identificadas por seus nucleos. Foram contadas aproximadamente 500 células e a
presenca de formas amastigotas dentro da célula caracterizava uma célula infectada. A

porcentagem de célula infectada foi dada a partir da contagem de células infectadas e
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ndo infectadas em cada poco, € comparadas com a porcentagem de infeccdo do
selvagem.

Analise estatistica

Os dados dos parametros avaliados foram expressos como média e desvio-
padrao, sendo o teste t de Student independente aplicado para detectar diferencas entre

0S grupos.
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RESULTADOS
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RESULTADOS

Avaliacao da viabilidade do nocaute fisico
O primeiro passo deste trabalho foi analisar o genoma de Trypanosoma cruzi da

cepa CL-Brenner disponivel no site www.genedb.org, a fim de observar o nimero de

copias que cada gene de interesse continha. Desta forma, foi constatado que os genes
dpp8tc e otutc apresentam duas sequéncias depositadas no banco de dados cada. Estas
sequéncias foram analisadas por meio de alinhamento quanto a identidade com o auxilio
do programa EMBOSS Needle. Observamos uma identidade de 94,7% (Figura 3) entre
as duas sequéncias para otutc e 96,2% para as de dppStc (Figura 4) indicando que sdo

dois alelos para cada gene, o que viabiliza a realizagdo de nocaute fisico.

HRASRSFRSFHSFHR R RAIRIRRI RS RI AR RN

# needle

#

# 1516/1609 (94.2%)

# 1516/1609 (94.2%)

# 30/1609 ( 1.9%)

¥

 —— S

oTu1l 1 GTGTGCTTGCAGCGAGTTTGGGTATCACGARACGCTGTTCTTTATACGCCTGCTTGTTTACTGTTGCGRATGTTTGTTGGGTGCGGCGARCCAACGTCTC 100
LIS T L T T W T U O I B O I B I

oTu2 1 gtgtgcttgcagcgagtttgggtattacgaaacgctgttetttatgegtoctgtttgtttactgttgegagtgtttgttgggtgcagegaaccaacggcte 100

oTU1l 101 ATCTCTCTCTCTCTCTCTGTTTGTCTTTTTCTTTTTTTATGTTATGTTATGCCGTATCTCACCCTTTGCAGGAATAGGGGGAGGGGAGGGGAGARGGCCC 200

Lrrreed trrrrrrerrerrrrerrerrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrerrrrerrerrrreererrrrend

oTU2 - ttttatgttatgttatgccgtatctcaccctttgcaggaatagggggaggggaggggagaaggccc 198

oTUl 201 CATAGCCCAGACTTGTATCATTATCGTGTGTGTATTTGTCCGCGTTTTGGTTTTATTTCCTCACTTTTAACCATCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTG 300
trrrrrerr-rrreerrerrrrnrnrrrrerrerrrrerrerrrrerrerrrrerrrrrrrerrr-rnd [ e e R R S R RN RN

oTu2 199 c-tagcccagagttgtatcattattgtgtgtgtatttgtcocgegttttggttttatttectcacttttgacca———tatatatatatatgttttgctett 294

oTUl 301 TGTCCTGTTGTCGGTTGG! GAAGCGGCTGTCTGCCAG--TTTTTTTGTCTGTTTGTTTGTGTGGTTCCCCTCGCCTCTTCTCACACCGTTTTAAGGCA 398
L rrera bt rrerrered trerrrrerrerrrrerrerrreerrerrrrarrrrrrred Lrrerrer-na |

oTu2 295 tgccctgttgtcggttggatggaatcggccgtctgocagtttttttttgtctgtttgtttgtgtggttccccccgectotte caccgtttcaagaca 394

oTUl 399 GCATCCATGACTTCCTCCGCCCATGACAGGGAGATGCAGATGGCGATCATTCAGAGCGARRTCGAGTCGGTACCGCTTCTTAGTGATCCCGTAGRAGGCGT 498
trerrrrerrered trrrrrrerrerrrrerrerrrrerrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrerrerrrrrrrrarreent

oTu2 395 gcatccatgacttccaccgcccatgacagggagatgcagatggogatcattcagagcgaaatcgagteggtaccgettecttagtgatecegtggaggcge 494

oTul 499 TGTCGGAGACATGTAGTCTCGTGAAGGAATTTGCCAARTAGTGCATCGATTTTGCCARRAGTACTTTCGCTTTTTGCGTCCGACAATGACGACCGCTACAG so8
Lrrrrrrerrerrrred terrrrrrrerrerrererrerrererrerrererrerrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrerrrrerrend

oTu2 495 tgtcggagacatgtagtc tgaaggaatttgccaatagtgcatcgattttgccaaaagtactttegetttttgegtccgacaatgacgaccgctacag 594

oTuU1l 599 TGGCATCCGGTATGCACGACGGGATGGGAACTGTTTCTTCCGCTGCGTTGTATTTTCTCTGCTGGAAAGTATGCTTGGCGATAACGAGCTGACGGCGAGG 698
trrrrrrerrerrrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrerrerrrrerrerrrrerrrrrrrerrarrrrerrrrrrrend

oTUu2 595 tggcatccggtatgcacgacgggatgggaactgtttcttccgetgegttgtattttctetgetggaaagtatgcttggcgatagegagetgacggcgagy 694

oTUl 699 TACTTGGAACAGGCCACAGAACTGCGCACGAAGCTCATTGAGGACTACGGTGATTTTGTGGAGGACTTCTGCGACGCGGCGATTGCTGTGATTCGCCRAR 798
LIS U T U A O I B R I B N

oTu2 695 tacttggaacaggccacagaactgcgcacgaagctcattgaggactacggtgattttgtggaggacttotgegaagcggegattgetgtgatccaccaaa 794

oTUl 799 TTGAGTCTGGAGGCTGCACGACGTCGGAGGAGCTGTATGCACTGGCGACCTCGCATGATTCCGAGTACGTGATTTACT TCTACCGCTACGCTGTTTCARR 898
trrrrrrerrerrrrerrernd trrrrrrerrerrrrerrrrerrerrerrrrerrrrrrrerrerrrrerrrrrrrrrrerrrrereerrrren

oTu2 795 ttgagtctggaggctgcacgacgtcggaggagctgtatgcactggecgacctcgcatgattccgagtacgtgatttacttctaccgetacgectgtttcaaa 894

oTUl 899 TTACATACGTGGCCATARAGATGACTTCCTTCCGTTTGTGATGGGCCTTAATTACGARAACGTTGAAGACTTCTGTCGGGCCGAAGTGGATGCGGTCTCA 998
trrrrrrerrerrrrerrerrrrerrarrrrerrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrerrerrrrend

oTu2 895 ttacatacgtggccataaagatgactttcttccgtttgtgatgggecttaattacgaaaacgttgaagacttctgtcgggeccgaagtggatgcggtetea 994

oTUl 999 AGCGAAAGCGATAACGTGCAGGTGGTGGCATTTGCCAGATGCTTCCAGTTGARART TGTGGAGTACT TGGACGGTAGCG! GTACACGCACCACAC 1098
trerrrrerrerrarerrerrrarrrerrrren Lrrrrrerrrrerrerrrrerrerrrrerrerrrrerrerrrrrrrrrrrrerrerrrreet

oTu2 995 agcgaaagcgataatgtgcaggttgtggcatttgccagatgcttccagttgaaaattgttgtggagtacttggacggtagegttggtacacgcaccacac 1094

oTul 1099 GCCATTCATTTTCCGGTGACTCTAGCGATACCGGTGACAACACTCATCTTGTGGTGACACTGTTGTACCGTCCAGGGCACTACGACCTCCTGTACAAGTG 1198
LIS T A I O I A R O B R B R B AR

oTu2 1095 gccactcattttccggtgactctagoggtaccggtgacaacacttcetettgtggtgacactgttgtaccgtccagggcactacgacctectgtacaagty 1194

oTU1l 1199 AGGCATTATCCTGCTCCRAARTTGTAAGCTTGTATATCTTCATATGCGGTTTGTGTTTGTCTGAGGATGAGTGATGGARGAGGGRA—————— ATATATAT 1292
I- trerrrrrrrerrerrrrerrerrrrrrrrrrrrrrrarrrrrrrrrrrrrrr e et b b ettt rrrrrrrarrrrrened Lrrrend

oTU2 1195 agcgcattatcctgctccaaaattgtaagcttgtatatcttcatgtgeggtt tttgtctgaaagtgagtgatgggagagggaaatatatatatatat 1294

oTul 1293 ATATATAAATAACTGTATATATGTAACTGTATATATAARGAGGGAGAGAAAGGGGTGAGARAARGGAARAAGARRGGRATGAATTATATTTARATTGGGTG 1392
ettt rrerr-nrrrerrenrnd trrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrerrrrend

oTu2 1295 atatatatataactgtatgtgtgtaaccgtatatataaaga--gagagaaaggggtgagaaaaggaaaaagaaaggaatgaattatatttaaattgggtyg 1392

oTUl 1393 GTGCCGCCATGTAATTTTGCGGTTTATAGGAGTGGGTTTCCTTA: GCCATGTTGCTGTGGTTTTAATGGGCCGTAGCGAGT! TTTTATTCTTTT 1492
Lttt rreatrrrrrrrrrrerrrrrrrerrerrrrerrrrrrrr-rerrrrerrrrrrrerrrrerrerrrrrrrerrrrrrrend

oTu2 1393 gtaccgccatgtaattttttggtttataggagtgggtttccttacacggccatgttgttgtggttttaatgggccgtagecgagtgtcattttattetttt 1492

oTU1l 1493 TTT--—-ATTTCCTTCTTT-————————— TTTTTTTAATTARAACT TTGCCGCCAAATTACGGTCTCCAGTTACGGATTTGCATTGCGCTT. 1578
[ terrerrrrend [ Phatrrrrrrrerrerrrrer-nernd trrrrrrerrerr et rrerrerrtd |

oTu2 1493 ttttttaatttccttctttaaataaaaaataaaataaaataaaattttgccgccaaataacggtctccagttacggatttacattacgettagagaaaag 1592

oTul 1579 TGGAAAAGG 1587
FEELE |

oTu2 1593 tggaaaagg 1601

Figura 3. Alinhamento das sequencias otutc disponiveis no genedb. OTU1 corresponde ao

gene com o codigo TcCLB.507047.110, enquanto OTU2 corresponde ao gene com o codigo

TcCLB.509179.150. As sequéncias sublinhadas correspondem aos iniciadores desenhados nas

regides 5' e 3'UTR.
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HEAHFAAAARAARARAARA SRR SRR SR SRR IRASRHHA

# Program: needle
# Length: 3304
# Identity: 3180/3304 (96.2%
# Similarity: 3180/3304 (96.2%)
4 Gaps: 35/3304 ( 1.1%)
4 Score: 15460.0
#
DPP1 1 CCTTCCGCAGACGCATCCAGACGTCTACTCGTTATTTATTTATTTATTTATTTATTTATTTGTTTTGTATGTGTTTGTGTGTGTGTATGTTGTTTTTTCT
trrrrrrrerrerrrrerrererrerrerrrrerrerrrrerrerrrrerrerrrrerrer.n [ N NN Lerrerrrrertd
DPP2 1 ccttccgcagacgcatccagacgtctactcgttatttatttatttatttatttatttatttatt-——tatttgtttttgtgtgecg-—tgttgttttttct
DPP1 101 TATTTCTTCAGTCAACCCAATCATACCAAATGAARAATCCACCCCATTCTTCCTGCCTCTCTTTTATCTGCTTGTTCCAAGTAATGCTAACAAGGAAARCA
LI T T T T T T A T A A U U T U I Y I I
DPP2 96 tatttcttcagtcaacccaatcgtaccaaatgacaatccacccca-tcctcctgeccecctettttatetgettgtteccaagtaatgectaagaaggaaaaaa
DPP1 201 ATGCTTCGAGACGAAACGGARARAAGTACGGGATGACCCTCATGTTTGTTGGCTGCTGGTATGGGGAGGAGGAGGA———————————— GGTTGCCCCGCC
PErrrr e rartat bbbttt rrrrrrrrrrrarrrrerrrrerrerrrrerrerrrrere Lrrrrrereer
DPP2 195 atgcttcgagacgaagcgaaaataagtgcgggatgaccctcatgttegttggctgctggtatggggaggaggaggaggaggaggagggggttgececegee
DPP1 289 GATTCCCACGTGTGATCCC----CACACACACAGCACTTACGAACCCCGCGTGTCACCCTGCAGACACACGTGGAARAACGGCTGCCTCTCCCTTTTATG
Fhrrrrr-rererrrrend Prrrrrrrrrrr-rrrrrrr-rerrrrrrrrrrrrrrrrrrarrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrere
DPP2 295 gattcccgcgtgtgatccccccacacacacacagcegcttacgagcccegegtgtcaccetgecaggcacacgtggaaaaacggctgecteteccttttatyg
DPP1 385 TGTTGGCTTTTTCTCCTCACCTCATTAGGAACACACGAAAAGCGGARAGGGAATTTGGCTTTGTCCTTTATCTCATTTTTTTT— —-TTATTGTTGGT
terrrrrrrr-nrrrrrrrrrrrrerrerrrrerrrrrrrerrerrrrerrerrrrerrerrrrerrrarrrerrerrrreed Lrarrrrrnrnd
DPP2 395 tgttggctttctctcctcacctcattaggaacacacgaaaagcggaaagggaatttggectttgtecttaatectcattttttttttgttgttgttgttggt
DPP1 479 TTTGGTGTGCGTTTTCCTCTTGACCGAGTTGCATATAAATTACAAGTGTGATATCGACTGCACATAACGC——————— AAAAAAARAAAAAATTGAAGAGG
PErrrrrrrarrrrrrrrrrrrarrarrrrrrrrrrrrrrerrerrrrerrerrrrerrerrerrranel Frrrrrerrrrerrarrrenene
DPP2 495 tttggtgtgtgttttcctcttggeccaagttgeatataaattacaagtgtgatatcgactgcacataccgcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaatgaagagg
DPP1 572 GTTGGGATGTCTTCAGTGCCTCTTACAACTTATATCGAGCAATTGAAGGCCTTGGATGGCCTCCTGCAGGTTTCCGGGAAGCCGCAGAATCTGCGCATCG
Lerrrrrrerrrrrrrvrrerrrrerrerrrrerrrrrrrerrerrrrerrerrrrerrerrererreerrrerrrrrrrerrerrrrerrerrrreen
DPP2 595 gttgggatgtcttcagtgcctcttacaacttatatcgagcaattgaaggccttggatggeccteocctgcaggttteccgggaageccgcagaatctgegeateg
DPP1 672 TTGGCGAGGAGCTCTACTGGCTGCAGGGCATCGAACAGGAGTTGTACGCCGTGAGTCTCGTGGATGAARACGCAATTCCAAGGCGTGTCATTGCACCACC
Lerrrrrrerrrrrrrrrrererrerrerrrrerrrrrrrerrerrrrerrerrrrerrerrererrerrrrerrrrrrrerrrrrrrerrerrrreen
DPP2 695 ttggcgaggagctctactggctgcagggcatcgaacaggagttgtacgccgtgagtctegtggatgaaaacgcaattccaaggecgtgtcattgcaccace
DPP1 772 GGAAGATGCGGGGTGCGAGAGTACACCCACGAAGTCTCAGCCAAAGTCCAAGGAGGAGGAATTACTACGCGAACGGCTTCGCAGCCATGTGAGCGGCATC
trrerrrrerrererrerrerrrrerrrrrrrerrerrrrerrrarrrrerrrrrrerrerrrrerrerrrrerrererrerrrrrranrrerrrr-
DPP2 795 ggaagatgcggggtgcgagagtacacccacgaagtctcagccaaggtccaaggaggaggaattactacgegaacggcttegecagecaagtgageggtatt
DPP1 872 AGTGGTTATCAAATCGTCCCCTCCGACGGCACCGTGTTTTATACCTCTGGCACGAGCATGTTCATGTACCGTCCGTCARATGCCAGGCCTCCTTTGAATA
crrrrrrrerrrrrarerrrrrrrrrrerrrrerrerrrrrarerrrrrrrererrrrrerrrrrrrrrrrrrrrererrerrrrrrrrrrrrrrrere
DPP2 895 agtggttatcaaattgtcccctcoccgacggcaccgtgttttacacctcoctggcacgagecatgttcatgtacecgtecgtcaaatgecaggectectttgaata
DPP1 972 TTTTTGATTACATCGACGAAGAGGAGTCTCGGCGCCACTTTGGCGATAGGAAGAGGCCGTTTCTCTGTCTCCAGCACCTCCAGTACCCTGAARAGCCCGG
Prrrrrrrrarrrrrrerrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrerrrrerrerrrrerrerrrreerrrrrrrrrererrrrrrrrrreend
DPP2 995 tttttgattgcatcgacgaagaggagtctcggcgccactttggcgataggaagaggccgtttctectgtctccagcacctecagtaccctgaaaagecccgyg
DPP1 1072 ARGCACAGGGGGGAATGCCGGACGGTCACCCAACGTCATCAGCTTTGTGTATGGAAGTAACTTGTATATTGCAACTGTCGTGGAGCAGGATGATACACGT
Lrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrrrarrrrrrrrrrrrrrrarrrrrerrrrerrerrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrererrrreen
DPP2 1095 aagcacaggggggaatgccggacggtcactcaacgtcatcagettegtgtatggaagtaacttgtatattgecaactgtegtggagcaggatgatacacgt
DPP1 1172 GCGGCTCCCATTCATGTCGAGGTGGAGTGTGTGACARACTTTGGAGATGCAATGCACGAATGTGGAACAGCCGATTACATTATGCAAGAGGAGTTTGGTC
Lrrrrrrrerrerrrrrrrerrrrerrerrrrerrrrrrrerrerrrrrrrarrrrarrerrrrerrerrrrerrrrrrrerrerrrrrrrerrrreen
DPP2 1195 gcggctcccattcatgtcgaggtggagtgtgtgacaaactttggagatgcattgecatgaatgtggaacageccgattacattatgcaagaggagtttggte
DPP1 1272 GCTACACAGGACACTACGCCACGGAGAATTATGTATTGTTCAGTTACACCGATACATCCATACTGAAARACGTATCCCTCATCGACGGCAGTGACAAATC
trrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrerrrrrrrerrrrrrrerrerrrrerrerrrrerrerarrrrrerrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrreen
DPP2 1295 gctacacaggacactacgccacggagaattatgtattgttcagttacaccgatacatccatgctgaaaaacgtatccctcatcgacggcagtgacaaate
DPP1 1372 AAGTGTGGAGACGATGCCATATGCCTGGGTTGGGGATCCCAATGCTCGGACGTTGCTCGTCGTGTACTTGCGTGAAACCAAATGCTTCCGTGTGGTGCCA
Perrrrrrrrrrerrrrrererrrrrerrrrerrrrrrrerrerrrrerrerrrrerrerr ettt rtarrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrenetn
DPP2 1395 aagtgtggagacgatgccatatgcctgggttggggatcccaatgcteggacgttgetegtegtgtacgtgegggaaaccaaatgecttecgtgtggtgeca
DPP1 1472 GAGAARATCAATCGCAGCAGTGGCACCGTGGGCAGAATACATGCCCCGCTTTGGATTCAAGGATGATGAGACGATTTATTTCTCGCTGCTCAGTCGCACGC
et rarerrrrrrrrrrerrrrerrerrrrerrerrrrerrerrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrrr ettt rrrrrrrrrrrere
DPP2 1495 gagaaatcaatctcggcagtggcaccgtgggcagaatacatgeccegetttggattcaaggatgatgagacgatttatttctcattgetcagtegecacge
DPP1 1572 AGGAGCGGTACTGTGTCCTGTCATGCCTTATCGACTCTCTGCCGGAGGTGGACGTCACGGCGCTGTCGTCGTACTTTTTCACAGATCCTGCGAACAGGGA
Lrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrarrerrerrrrerrerrrrrrrerr e e rrerrrarrrrrrrrerrrrrrrrrreend
DPP2 1595 aggagcggtactgtgtcctgtcatgccttatcgactccctgeccggaggtggacgtcacggcgctgtecgtecgtacttcttcacagatcctgecgaacaggga
DPP1 1672 CACAACGACACARATAATGGTCTCGTTAACCACGGAGTGTGAGGAGCACATCCCGTGGGCATGGGTGGACGTACCACGGGGTCCTCCCATTCTTTTTGGA
Frerrrrrrrrarrrrrrerrerrrrerrerrrrerrerrerrrrerrrrrrrrrrrrrrarrrrrrrrrrrrrrrrerrrrerrerrrrern
DPP2 1695 cacaacgacacgaataatggtctcgttaaccacggagtgtgaggagcacatccegtgggegtgggtggacgtaccacggggtecteccattetttttgga
DPP1 1772 AGCACCCACGACGTTCTTCTCCGCCATGCCACCGAAACAAAGGAGGCAAATTGGCACATTTACGTGCGGGATTTGGCGGCGGACAGCAAGGAAGAATGGC
terrerrrerrerrrrrrrerrrrerrrrrrrerrrrrrrrtecrrrrrrrerrrrerrerrererrerrrrarrrrrrrrrrrrrrrerrrarrreen
DPP2 1795 agcacccacgacgttcttctccgeccatgccaccgaaacaaagacggcaaattggcacatttacgtgecgggatctggcggeggacagcaaggaggaatgge
DPP1 1872 GTCCACTGACAAAAGGAARACTGGAACGCAAAGCCCGGCAGCTTACGGCTGCTGCAGGACCGTGTGGTATTCATGGCAAATGCGGACGGCAGGCTTGGTAA
Lerrrrrrerrrrrrrrrrrrerrrrrrrrranrrrrrrrerrrrrrrra et rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrerrrreen
DPP2 1895 gtccactgacaaaaggaaactggaacgcaaaacccggcagcttacggecttectgcaagaccgtgtggtattcatggcaaatgecggacggcaggcttggtaa
DPP1 1972 TGTCATTTACAGTGTTCCGCTGGGCTTCTCTTCCGTGGAACCCGCAACAGCCGCGCAACTCACACGACTGTCACCTTCTCACGAACACGTGTACAGTTTC
L-t-btrrrrrrrrrerrerrrrerrerrrreerrrrrrerrerrrrerreerrrerrerrrrerrrrrrerreerrrerrererrerrerrrrertd
DPP2 1995 tgccctttacagtgttccgectgggettectetteccgtggaaccegcaacagecgegecaactcacacgattgtcaccttetcacgaacacgtgtacagttte
DPP1 2072 ACTGTTCGGARACGGCTACATCTGCTATGTTGCGAGCACAGCAGAGACACCCCCACAGTTGTACATTGCCTCGCTTCTTTCACCCGARTCACGGCGTCTCG
I N R N NN |
DPP2 2095 acagttcggaacggctacatctgctatgttgcgagcacagcagagacacceccacagttgtacattgoctogettctttcacecgaatcacggegtoteg
DPP1 2172 TTCARACAAARGTTCCAGGATAGCGACAARARGGGTGCTGTTGATGAAGGARARGGCACCCCARTTTCGTT TCTGCACAGTGATGACCTTATCAAGACCGA
[ e S R RN |
DPP2 2195 ttcaaacaaaggttcaggatagcgacaaaaaaggtgctgttgatgaaggaaaaggcaceccaatttegtttetgecacagtgatgaccttatcaagaccga
DPP1 2272 ACTTGTCACCACCATAAGCCGACGCGGTGTTCCTCTCAGTGGTCGATTGTTCAGGTCGCCCACCGCTGTCCCGGGCACGCCAGCTCCGCTAGCCATGTAT
IR S N RN
DPP2 2295 acttgtcaccaccatcagccgacgcggtgttccactcagtggtcgattgttcaggtcgeccacaegotgtacccgggcacgaccagetaecgetagecatgtat
DPP1 2372 GTTTACGGCGGACCACATGTCCAGCTGGTTTACGAARATGACTACGAACTTATT TGCAAGCCACTTTTTCAGGTTATGGCARAGRACGGCATCTCCGTCC
[EE R N NN ]
DPP2 2395 gtttacggcggaccacatgcccagoctggtttacgaaaatgactacgaacttatttgcaagccactttttcaggttatggcaaagaacggcatctocgtac
DPP1 2472 TGGTTGCAGACGGGCAAATGAGTAATGCCARCGGCCTGGTGGATCTCAGTATCTGCARGCATAACATGGGGAACTTTGAAACGTCAGACTACGTAGACCT
trrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrarrrrrrrrrrrrarrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrerrrrerrrrerrerrrrend
DPP2 2495 tggttgcagacgggcaaatgagtaatgccaacggtctggtggatctocgtatctgcaagecataacatggggaactttgaaacgtcagactacgtagaccet
DPP1 2572 TGCARARCATGTCACAGCTTCTCCCCTCCAGCCGAGCGGTTTTATTGCCGATCCCACRAAGRATTGCCATCTTTGGGTGGTCCTACGGAGGGTATGCARCG
trrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrerrerrrrerrerrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrerrrerrrrrrrerrrrend
DPP2 2595 tgcaaaacatgtcacagcttctcccctccagocgagocggttttattgecgatcccacaagaattgocatetttgggtggtcctacggagggtatgecaacy
DPP1 2672 CTTCTGGCGATGTCACAGGCGTCCGATACATTTAAGAT TGGCTTTGCCGGCGCTCCAGTGACTGATTGGACGCTTTACGACACGGGATACACGGAGCGAT
trrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrerrerrrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrerrrrerrerrrrrrrrarrrrd
DPP2 2695 cttctggcgatgtcacaggcgtccgatacatttaagattggoctttgccggegoctccagtgactgattggacgetttacgacacgggatacacagagegat
DPP1 2772 ACATGGGTGAGCTTTATGCCAGTGATGTTGGCGCCGTGGAAGCCCARAAGAGGARCGTCAAARGCGCTGCGTACACARRAAGTACARTTAGCCARTTTGT
trrrrrrrerrerrrrr-rrrrrrrrranrrrerrrrrrrarrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrreerrreed
DPP2 2795 acatgggtgagctttattccagtgatgctggcgccgtggaggeccaaaagaggaacgtcaaaagocgetgagtacacaaaaagtacaattagecaatttgt
DPP1 2872 TACCGGCCTTCCGGATGATCTGAATCGTCTATTCATCGCCCATGGTCTTCTGGATGAGAATGTTCACTTCACCCACTCCTGCGCTCTCATAARCGCAATG
[N N N N N NN RN
DPP2 2895 taccggcctcccggatgatctgaatcgoctattcatcgoccatggtocttcoctggatgagaatgttcacttcacccactectgagetctecatcaacgcaatyg
DPP1 2972 GTTGCTGCGGGARAGCCGTTCAGTATCCTCACTTACCCGGGTGAGCGTCATGGGCTTCGACARAARAAAGTCTCTCGTCTCCATCATGACGCGATGCTGA
IR R NN
DPP2 2995 gttgctgcgggaaagccgttcagtatcctcacttaccegggtgagegtcatgggcttcgacaaaaaaaagtctoctogtctoccaccatgacgegatgotga
DPP1 3072 TAAAARATACTGGTAGAAARTGTTGTGAGATCCACCCACARCCTTAGTTTGCCGCTTTGCACACGGAGAGGCGGCTTCAAGTGATGCARTGGGTTGGCGTAG

1 EEEEL- R EEEEE PECEEEEERERE BRI EEEEE 2R GP08 DEE BEREREE- -0 FEECE] PR EEEREE PEEEEE IR 12D
DPP2 3095 taaaaacactggtagaaatgttgtgagatccacccacaaccttactttgctgotttgcactcagagaggcggcttcaagtgatgcaatgggttggegtag
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Figura 4. Alinhamento das sequencias de dpp8tc disponiveis no genedb. DPP1
corresponde ao gene com o cddigo TcCLB.510183.20, enquanto DPP2 corresponde ao

gene com o codigo TcCLB.503637.30. As sequéncias sublinhadas correspondem aos

iniciadores desenhados nas regides 5' e 3'UTR.

Amplificacio das regioes S'UTR e 3' UTR

Apo6s andlise do numero de copias destes genes no genoma de 7. cruzi,
iniciamos a montagem do cassete para o nocaute fisico. Para isso as regides S'UTR e
3'UTR tanto do gene de otutc como para o gene de dpp8tc foram analisadas a fim de se
desenhar um par de iniciadores que amplificasse cada regido (Tabela 1). No comeco dos
iniciadores senso 5'UTR foi inserido um sitio de restricdo para a enzima Notl e os
iniciadores antisenso 5'UTR possuiam na por¢ao 3’ um conjunto de sitios de restrigao
das enzimas Bgl/ll, BamHI e Xhol (Figura 5 A). Inversamente, os iniciadores senso
3'UTR detinham na por¢ao 5’ uma sequéncia para sitios de enzimas de restricdo na
ordem Xhol, BamHI e Bglll, e os iniciadores antisenso 3'UTR continham uma sequencia

de Notl ao seu final (Figura 5 A).

Os produtos de PCR da amplificagdo dos fragmentos 5S'UTR e 3'UTR foram
entdo submetidos a uma nova PCR sendo estes produtos utilizados como moldes na
reacdo. Assim utilizando os iniciadores S'UTR senso e 3'UTR antisenso foi gerado um
novo fragmento que ¢ produto da unido entre as regides 5S'UTR e 3'UTR (Figura 5 B)
por conta do anelamento dos sitios de restricdo das enzimas BamHI, Xhol e Bglll. A
unido dos fragmentos de dpp8tc gerou um cassete contendo 794 pb, enquanto a uniao

dos fragmentos de otutc gerou um cassete contendo 813 pb (Figura 6).

Para dpp8tc obtivemos um par de iniciadores que amplificava teoricamente 612
pb na regido S'UTR e 182 pb na regido 3'UTR, enquanto o par de iniciadores da regiao
S'UTR do gene de otutc amplificava 409 pb e 404 pb na regido 3'UTR . Todos estes
produtos foram amplificados por PCR com o tamanho esperado como mostrado na

Figura 6.
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ADJ 5' Gene de Interesse ADJ

IXoBaBg I INotI I
| Notl I lXoBaBg I

PCR PCR
g /
y
B 2° PCR contendo os primers com Notl

| Notl i IXoBaBg | INotI I

Figura 5. Estratégia de construcao dos cassetes para nocaute. A, posi¢ao dos iniciadores
nas regides S'UTR e 3'UTR, contendo sitios de restricdo para as enzimas Notfl e Xhol,
BamHI e Bglll. B, segunda PCR usando os produtos da primeira PCR como molde e os
primers contendo o sitio de Nofl o que resulta na ligacdo das duas regides UTRs via sitios

de BamHI, Xhol e Bglll.

Os resultados da amplificagdo das regides S'UTR e 3'UTR de cada gene nos
tamanhos esperados, assim como a unido dos fragmentos em um Unico produto no

tamanho esperado podem ser observados na Figura 6

A B

MM 1 2 3 MM 1 2 3

850 pb —»
650 pb —»

400 pb —»

850 pb—»
650 pb——»
500 pp—»

200 pp—» 200 pb >

Figura 6. Perfil eletroforético dos produtos de PCR para montagem do cassete. Gel de

Agarose 1,2%. A, Amplificacdo dos fragmentos de dpp8tc; 1 amplificacdo da regido 5S'UTR
58



DS Universidade de Brasilia

Débora T. A.Figueirédo — Nocaute de dpp8tc e otutc em T. cruzi

corespondendo a 612 pb; 2, amplificacdo da regido 3'UTR gerando um fragmento com 182
pb e 3, fragmento com 794 pb resultado da ligagdo de 1 e 2 por PCR. B, amplificacdo dos
fragmentos de otutc; 1, amplificagdo da regido 5'UTR com 409 pb; 2, amplificagdo da
regido 3'UTR com 404 pb e 3, fragmento de 813pb apds 2* PCR contendo a partir de 1 e 2.
MM, marcador 1Kb DNA ladder Invitrogen.

Clonagem do cassete no vetor pGem

O produto da unido das regides S'UTR e 3'UTR foi entdo purificado e inserido
em um vetor pGEM T-easy gerando o vetor pgem-utrsdppStc € o vetor pgem-utrsotutc
que corresponde ao vetor pGEM que contém as regides S'UTR e 3'UTR unidas do gene
da otutc e dpp8tc. Estes vetores foram entdo usados para transformar a bactéria
competente XL1Blue por meio de choque térmico. Este vetor possui um gene reporter
que codifica a enzima B-Galactosidase, onde esta localizado o sitio de clonagem. Esta
enzima possui sua expressao induzida por IPTG e degrada o substrato X-gal,
produzindo um substrato azul o que torna possivel diferenciar as colonias (brancas) que
carregam o plasmideo ligado ao gene de interesse. Desta forma, varias colonias brancas
foram produzidas, das quais 6 para cada gene foram submetidas a PCR de coldnia a fim
de confirmar a presenca do cassete inserido. Todas as PCRs amplificaram os genes
desejados e assim, os plasmideos foram amplificados por midiprep para dar

continuidade a producao final do cassete (dados ndo mostrados).

Os vetores pgem-utrsdppStc e pgem-utrsotutc foram digeridos com as enzimas
de restricao Xhol e Bgl/ll no intuito de linearizar o vetor para receber o novo inserto, o
gene que codifica a enzima neomicina fosfotransferase (neo) que confere resisténcia a
geneticina (G418). As digestdes foram confirmadas em gel de agarose onde foi
visualizada uma banda de 3820 pb para o vetor pgem-utrsdpp8tc e 3840 pb para o vetor
pgem-utrsotutc (Figura 7, linhas 1 e 2). O vetor pgem-neo também foi digerido com as
mesmas enzimas, a fim de liberar o fragmento correspondente ao gene de neo de 818 pb

(Figura 7, linha 3).
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2000pb__p

850pb____p

200pb—_p»

Figura 7. Digestio de vetores com enzimas de restricio Xhol e Bglll. Gel de
Agarose 0,8%. MM marcador 1Kb DNA ladder Invitrogen. 1, digestdo do vetor pgem-
utrsdpp8tc (3820 pb); 2, digestdo do vetor pgem-utrsotu (3840 pb) e 3, digestdo do
vetor pgem-neo com liberacdo de um fragmento de 818 pb correspondendo ao

fragmento de neo e um fragmento de 3015 pb que corresponde ao vetor pPGEM T Easy.

O inserto de neo foi entdo ligado entre as regides 5'e 3'UTR presentes nos
vetores pgem-utrsdpp8tc e pgem-utrsotutc gerando os vetores pgem-5'neo3'dppStc e
pgem-5'neo3'otutc contendo os cassetes finais. Estes vetores foram entdo usados para
transformar bactérias competentes XL1Blue. Novamente, 6 colonias brancas foram
submetidas a PCR de colonia usando os iniciadores contendo o sitio de Notl para
confirmar o tamanho esperado de cada inserto. Uma coldnia positiva de cada cassete foi

submetida a midipreparacdo de DNA plasmidial que foi digerido com a enzima Nofl

liberando o cassete final no tamanho esperado (Figura 8).

MM A B

Figura 8. Digestao dos vetores contendo os cassetes finais para o nocaute. Gel de
Agarose 0,8%. MM Marcador 1Kb DNA ladder Invitrogen. A, digestao do vetor pgem-

S'neo3'dppS8tc liberando o pGEM T Easy de 3015pb e o cassete final contendo 5S'UTR,
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neo ¢ 3'UTR com um tamanho de aproximadamente 1612 pb. B, digestdo do vetor

pgem-35'neo3'otutc liberando o cassete final de otutc com 163 1pb.

Estes plasmideos foram sequenciados e o resultado do sequenciamento foi
comparado com a sequéncia esperada da ligagao 5S'UTR+ neo+3'UTR para cada gene,
como pode ser observado na Figura 9 para o vetor pgem-5'neo3'dppStc, e na Figura 10

para o vetor e pgem-5'neo3 otutc.

¥

# Aligned_sequences: 2

4 1: EMBOSS 001

4 2: EMBOSS_001

4 Length: 904

4 Identity: 742/904 (82.1%)

4 Similarity: 742/904 (82.1%)

4 Gaps: 110/904 (12.2%)

# Score: 4477.0

4

EMBOSS_ 001 1 ATG-——--—--—--- ATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGANAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACANACAATCGGCT 91
| (NN R RN R R R N R N NN RN RS RN RN

EMBOSS_ 001 1 ATGGGATCGGCCATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCT 100

EMBOSS 001 92 GCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCANGACGAGGC 191
Ferrrreerrrrrrrrreererrrrerrerr e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et

EMBOSS 001 101 GCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGRATGARCTGCAGGACGAGGC 200

EMBOSS 001 192 AGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAANCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGARNTG 291
Ferrrreererrerrereererrererrerrererrerrerrre e e e e rer e et e et e e e e e e e e el

EMBOSS_001 201 AGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGARGTG 300

EMBOSS 001 292 CNNGGGCNNNATCTNCTGTCATCTCNNNNNGNNNCNGNCNANNAAGTATCCATCATGNNTGANGCAATGNNGCGGCTGCNNNNNNCNNGATNNNGCTACN 391
R RN RN R RN NN RN R R e R RN R R RN P R R RN RN R R R B S

EMBOSS_001 301 CCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAARAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGC————————————————, ATAC- 383

EMBOSS_ 001 491

EMBOSS 001 400

EMBOSS 001 492 GCCCATTCGNCCACCNNGCGAANCATCGCATCGAGCGAGCACGTANTNGGATGNAAGCNNGT-NTNTCGATCAGGATGATNNGGACGARGAGCATCAGGG 590
(R R R N R R RN N P N P N N e e AR AR RN RN N RN R R RN A NN RN

EMBOSS_001 401 GCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGARGAGCATCAGGG 500

EMBOSS_001 591 GCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCNCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGRATATCATG 690
N N R N R R NN R N N N N N RN N RN R R R NN RN

EMBOSS 001 501 GCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATG 600

EMBOSS_001 691 GTGGAARATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAG 780
FEEEEEErr et et e e e e e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e

EMBOSS 001 601 GTGGAARATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGRAG 700

EMBOSS_001 791 AGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTT 890
FEEEEEErEt et ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

EMBOSS 001 701 AGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTT 800

EMBOSS 001 8391 CTGA 894
111

EMBOSS_001 801 CTGA 804

Figura 9. Alinhamento do sequenciamento do cassete final para o gene de
otubaina. Alinhamento da sequencia sequéncia do gene predito e do gene
sequenciado Entre os 409 pb da regido 5S'UTR proximo ao gene e os 404 pb da regido
3'UTR apds o gene de otubaina foi adicionado a sequencia para o gene de resisténcia a
neomicina, gerando a sequencia correspondente ao cassete final. Esta sequencia foi
alinhada com o resultado do sequenciamento do cassete feito em laboratdrio através das

PCRs. Este alinhamento gerou uma identidade e similaridade 82,1%.
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FRAHARAGAEAAAR AR ARR AR

# Program: needle

# Aligned sequences: 2

4 1: EMBOSS_001

# 2: EMBOSS 001

# Length: 931

4 ‘Jentltj 744/931 (79.9%)

N 744/931 (79.9%)

4 139/931 (14.9%

# Score: 4476.0

4

EMBOSS_001 1 ATG--------- ATTGAACRAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGANAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGANAATCNGCT 91
| Frrrrrrrrrrrererrererrerr e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el

EMBOSS_ 001 1 ATGGGATCGGCCATTGAACRAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCT 100

EMBOSS_ 001 92 GCTCTGATGCCNNCNNGTTCNGGCTGTCAGCGC-NNGGCNNCCNNNNC-TTTTGTCAANACCNNNCNGNCCNGTNNCNTGANTNANTGCAGNNNAGNAGC 189
LI O A T R I R I I I T A I B B I B I

EMBOSS 001 101 GCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGT—————————————————————————— 174

EMBOSS 001 190 NCGNTNNNNNGNNNNNNCNNNNNNNGTNCNNNNNNNNNNNNNNGACNTTNTNNNNGNNNNGNNNGNNNNNTNTTTTTTNNNCNNNNCCGACCNNNNNNGN 289

EMBOSS 001 174 ——m e 174

EMBOSS 001 290 NGCCCNGAATGAANTGCAGGANGAGNCAG-NNNNNTATCGTNNNTNNNCNNGNCGGNNGTNCNNTGCGCAGCTGTGCTNGACGTTGTCACTGAAGCGGGA 388
I T T T U T P T O I Y RPN [ B e B o B e i e e A R R N R R RN RN RN RN

EMBOSS 001 175 -GCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGA 273

EMBOSS 001 389 AGGGACTGGCTGCTATTGGGCGARAGTGCCGGGGCAGGATCTCCNGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGARAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGC 488
Perrrrrrreerrrrererreerererrerr e e e re et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

EMBOSS_001 274 AGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGARAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGC 373

EMBOSS_001 489 GGCTGCATACGCTTGATCCGG AAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCA 588
FEEEETEEr et FEErrrrrrrrerr e e et e e e e e e e e e e

EMBOSS_001 374 GGCTGCATACGCTTGATCCGG AAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCA 473

EMBOSS_001 589 GGATGATCTGGACGAAGAGCATCA! T( CAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCAT 688
FErrerrerrrrrrrrrerrerrererrererrerrerrrr e errererrerrrerre e e e e e e e e e e e et e e e e e

EMBOSS 001 474 GGATGATCTGGACGRAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGARACTGTTCGCCAGGCTCARGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCAT 573

EMBOSS 001 689 GGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGARAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAG 788
FEererrererrerrrrrrrrrrrrerrererrerr et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

EMBOSS 001 574 GGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAARATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAG 673

EMBOSS 001 789 CGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGC 888
(RN R R RN R N R R R N AR R N RN RN NN RN RN RN

EMBOSS 001 674 CGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGE 773

EMBOSS_001 889 CTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGA 919
FEEEEEEEE et e et

EMBOSS_001 774 CTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGA 804

Figura 10. Alinhamento do sequenciamento do cassete final para o gene de DPPS8.
Entre os 612 pb da regidao S'UTR proximo ao gene e os 182 pb da regido 3'UTR apos o
gene de DPP8 foi adicionado a sequencia para o gene de resisténcia a neomicina,
gerando a sequencia correspondente ao cassete final. Esta sequencia foi alinhada com o
resultado do sequenciamento do cassete feito em laboratério através das PCRs. Este

alinhamento gerou uma identidade e similaridade 79,9%.

Delecao dos genes de dpp8tc e otutc por nocaute génico

Uma vez que ambos os vetores estavam prontos e sequenciados, os cassetes
foram amplificados por PCR, usando os iniciadores contendo Nofl, precipitados
ressuspendidos em agua estéril (Figura 11). Os cassetes finais foram entao transfectados
em 7. cruzi selvagens da cepa CL-Brenner segundo as condi¢des descritas na
metodologia. Apos a transfeccdo os parasitos foram selecionados com G418 durante

cerca de 8 semanas, tempo onde foi possivel obter populagdes resistentes ao antibiotico.
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MM A B

1650 pb —»
1000 pb —»

Figura 11. Amplificacio dos cassetes finais para transfeccio. Gel de Agarose 1.2%.
MM marcador 1Kb DNA ladder Invitrogen. A, amplificagdo do cassete final para
nocaute de otutc de 1631 pb e B, dpp8tc de 1612 pb.

Analise por PCR dos parasitos transfectados

De forma semelhante a PCR de colonia de bactéria, esta foi realizada direto das
culturas dos parasitos, sem extracao prévia do DNA gendmico. Um fragmento no
tamanho esperado para o gene de resisténcia a neomicina (818 pb) foi observado a partir
das culturas de parasito transfectados com os diferentes cassetes utilizando os
iniciadores que se alinham na regido 5’UTR do gene neo na regido 3’UTR do gene neo,
no entanto nenhuma amplificagdo foi observada na cultura de parasitos selvagens

(Figura 12), confirmando a inserc¢do de neo nos referidos parasitos.

MM 1 2 3

850pb— »
650pb— »

Figura 12. Confirmacio da presenca do gene neo nos parasitos nocauteados. Gel de
Agarose 0.8%. MM marcador 1Kb DNA Iladder Invitrogen. 1, amplificacdo do
selvagem; 2, amplificagdo do gene neo em parasitos otutc™™; 3, presenca do gene neo
nos parasitos dpp8tc™.
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Tendo em vista a presenca de dois alelos para ambos os genes foi realizada uma
PCR para confirmar quantos alelos foram substituidos pelo cassete. O resultado pode
ser observado na figura 13, onde verificamos que foram amplificados fragmentos do
tamanho esperado para dpp8tc (2580 pb) e otutc (795 pb) indicando que a0 menos um

alelo nao foi afetado, ou que existe uma copia extra no genoma.

MM A B

3000 pb >
2000 pb —»

850 pb —»
650 pb —>

Figura 13. Confirmacao da presenca de um alelo dos genes de interesse em
parasitos nocauteados. Gel de Agarose 1.2%. MM marcador 1Kb DNA ladder
Invitrogen. Amplificagcdo de dppStc (A) e otutc (B) em parasitos nocauteados para estes

genes, confirmando a presenga de mais um alelo.

Buscando confirmar se houve a substitui¢ao dos dpp8tc ou otutc por neo em ao
menos um alelo, validando assim o simples nocaute, foi realizado uma PCR utilizando

os iniciadores seguindo as seguintes combinagdes (Figura 14):

I. O iniciador senso que se anela na regiao 5S'UTR do gene de ofutc com o iniciador

antisenso que se anela na regido 3' do gene de neo resultando em um fragmento

com 1222 pb.

I. O iniciador senso que se anela na regido 5' do gene de neo com o iniciador
antisenso que se anela na regido 3' UTR do gene de otutc amplificando um

fragmento com 1217 pb.
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III. O iniciador senso que se anela na regido 5'UTR do gene de dppS8tc com o
iniciador antisenso que se anela na regido 3' do gene de neo gerando um

fragmento com 1425pb.

IV. O iniciador senso que se anela na regido 5' do gene de neo com o iniciador
antisenso que se anela na regido 3' UTR do gene de dppS8tc resultando em um

fragmento com 995pb.

S5'UTR 3'UTR

5'UTR 3'UTR
H Neo P

1/l —» ccmecmecmenmenm: - 5'UTR senso — Neo antisenso

| WAAY4 — P ccmecmesmecmanm, -<+— Neo senso — 3'UTR antisenso

Figura 14. Representacio das combinacdes dos iniciadores utilizados para
confirmacao da substituicdo dos genes de interesse. Representacdo das combinagdes
I/ III utilizando os iniciadores senso da regido S'UTR do gene de interesse e o iniciador
antisenso da regido 3'UTR neo, e representacao das combinagdes 11 / IV que utiliza dos
iniciadores senso da regido 5S'UTR de neo e antisenso da regido 3'UTR do gene de

interesse.

A figura 15 mostra que todas as PCRs amplificaram os fragmentos do tamanho
esperado, confirmando que ocorreu a recombinagdo homoéloga entre os cassetes e as

regides UTRs do gene de interesse, que resultou na sua substituicdo pelo gene de neo.

A MM 1 2 B MM 1 2

1650pb ———»
1000pb — »
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Figura 15. Substituicdo dos genes de interesse por neo. Gel de Agarose 0.8%. MM
marcador 1Kb DNA ladder Invitrogen. A, amplificagcdes de dppS8tc, 1, combinagado I de
iniciadores, 2, combinagdo de pares de iniciadores II; B, amplificagdes utilizando os
parasitos otutc™”, 1, combinacdo de iniciadores III, 2 combinacdo de pares de

iniciadores IV.

Para confirmar o local de inser¢ao do cassete foi realizada uma PCR utilizando
os genes adjacentes aos genes de interesse como molde. De acordo com o genoma
sequenciado de 7. cruzi da cepa CL-Brenner o gene dppStc estd localizado entre os
genes TcCLB.503637.20 que codifica uma proteina nao conhecida e o gene
TcCLB.503637.40 que codifica um pequeno RNA nucleolar (snoRNA). O gene otutc
esta localizado entre os genes TcCLB.509179.160 que gera uma proteina hipotética e
pelo gene TcCLB.509179.140 que codifica uma myo-inositol-1-monophosphatase
(myo). Assim, iniciadores foram desenhados nas extremidades destes genes de forma

que as seguintes combinagdes foram realizadas (Figura 16):

I.  Iniciador senso que se anela na regido 3' do gene hipotético
TcCLB.503637.20 e o iniciador antisenso que se anela na regido 3' do gene

neo, resultando em um fragmento com 1853 pb.

II.  Iniciador senso que se anela na regido 5' do gene neo € o iniciador antisenso

que anela na regido 5' do gene snoRNA, gerando um fragmento com 1375pb.

III.  Iniciador senso que se anela na regido 3' do gene hipotético
TcCLB.509179.160 e o iniciador antisenso que se anela na regido 3' do gene

neo amplificando um fragmento com 1291 pb.

IV. Iniciador senso que se anela na regido 5' do gene neo e o iniciador antisenso
que anela na regido 5' do gene myo, produzindo um fragmento com tamanho

esperado de 1467 pb.
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I/II — P cemermesmsemes = mrsmesmsem.e-a. -

nr/Iv S P -

Figura 16. Representacio esquematica das combinacdes para confirmar o local de

recombinacio do cassete.

Desse modo, foi observada a amplificagdo da regido 3’ do gene adjacente
esquerdo até a regido 3’ do gene de neo e da regido 5’ do gene de neo até a regido 5’ do
gene adjacente direito, que seriam amplificadas apenas nos mutantes, confirmando o
local de insercao do cassete. E ainda, foi amplificado um fragmento que corresponde ao
final do gene adjacente esquerdo ao inicio do gene adjacente direito, sendo amplificada
nos mutantes e no parasito ndo nocauteado, porém em tamanhos diferentes (dados nao
mostrados). A Figura 17 mostra o padrdo das amplifica¢des, nos tamanhos esperados.
Estes resultados confirmam a recombinagdo homologa dos cassetes construidos no

locus génico correto.
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B

MM 1 2

2000 pb
1650 pb

1000 pb

Figura 17. Correta recombinacdo homologa dos cassetes no lécus génico correto.
Gel de Agarose 0.8%. MM marcador 1Kb DNA ladder Invitrogen. A, amplificacdes de
otutc” ", 1, combinacao de iniciadores IV, 2 combinagdo de pares de iniciadores V, B,
amplificacdes utilizando os parasitos dpp8tc™, 1, combina¢io I de iniciadores, 2,

combinacao de pares de iniciadores II.

Analise do crescimento dos parasitos nocauteados

Os epimastigotas transfectados (nocauteados) e selecionados e os parasitos
selvagens foram analisados a fim de verificar se o simples nocaute foi suficiente para
alterar a taxa de crescimento dos parasitos. Para isso, foi observado o perfil da curva de
crescimento dos parasitos nocauteados para dppS8tc ou otutc comparados aos parasitos
selvagens. Os parasitos foram analisados durante uma semana onde foi observada uma
diferenca na curva de crescimento dos otutc™”", visto que estes cresceram de forma mais
lenta (-23%) comparados com os parasitos selvagens como mostra a Figura 18. No

/

entanto, os parasitos dpp8tc’” apresentaram um crescimento de cerca de 25% maior

quando comparados com o selvagem (Figura 18).
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Figura 18. Analise de crescimento dos parasitos nocauteados. O crescimento dos
parasitos epimastigotas selvagens, dpp8tc+/', otutc™ foi analisado durante 5 dias na
presenca ou ndo do antibiotico de selegdo G418. * P < 0.05 sendo significativamente

diferente do selvagem

Comparacio da infectividade dos parasitos nocauteados

As formas epimastigotas nocauteadas e selvagens foram submetidas a
diferenciagdo em tripomastigotas metaciclicas por cultivo em fase estacionaria no
intuito de avaliar a infectividade destes parasitos. Esta diferenciagdo foi efetiva para os
dois parasitos nocauteados dpp8tc+/' e otutc”” , onde todos os parasitos demoraram o
mesmo tempo para se diferenciar, ndo havendo alteracio no processo de
metaciclogénese in vitro. O teste de infectividade foi realizado por incubagdo dos
tripomastigotas nocauteados com células L6 (mioblasto de camundongo) em dois
tempos de infecgdo, 3 e 24h. A figura 19 mostra formas amastigotas dentro das células

L6, mostrando que os parasitos nocauteados nao perderam a capacidade de infeccao.

Com intuito de comparar a capacidade infectiva dos parasitos nocauteados com
os parasitos selvagens, foi realizado um teste para estimar a frequéncia de infeccao das
células hospedeiras. Na figura 20, observamos a porcentagem de cé€lulas infectadas por
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cada mutante e pelo selvagem em diferentes tempos. Apds 3 h de infec¢do observamos
que ambos os mutantes infectam mais células que o selvagem, ja que em todos os
experimentos o mesmo numero de células L6 foi infectado com a mesma quantidade de
formas tripomastigotas. Apds 3 horas de infec¢do observamos que a porcentagem de
células infectadas pelos mutantes dpp8tc”foi 1,76 vezes superior que o selvagem,
enquanto os parasitos ofu’ infectaram 1,65 vezes mais células que o selvagem.
Resultado similar foi observado quando a infec¢do foi de 24 h, porém uma maior
porcentagem de células infectadas é observada para a infec¢cdo com parasitos otutct/-, a
qual foi 3 vezes superior que a porcentagem de células infectadas pelo selvagem,
enquanto os mutantes dpp8tc+/ " apresentaram uma porcentagem de células infectadas

similar a observada em 3 horas, sendo capazes de infectar 1,65 vezes mais células que o

selvagem.
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Figura 19. Capacidade de infeccio dos parasitos nocauteados em células L6.

Células fotografadas com a objetiva de 40x. Células infectadas em 3 horas de infeccao
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com parasitos nocauteados para dppStc (A), otutc (B) e células infectadas com selvagem
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Figura 20. Teste de infeccdo de células L6 por tripomastigotas in vitro. As células
murinas L6 foram lavadas apos 3h ou 24h da infec¢do com tripomastigotas selvagens
(WT), dpp8tc+/ ", otu”" e analisadas quanto a presenca de formas amastigotas ap6s 96h
do inicio do teste. * P < 0.05 quando comparado com o selvagem, sendo

significativamente diferente.

Verificacao da atividade de DPP8

A atividade proteolitica da enzima DPPS foi observada nos mutantes para o gene
dpp8tc e comparada com a atividade da mesma enzima nos parasitos selvagens. Em
vista disso, o teste de atividade foi realizado utilizando o substrato fluorogénico tipico
para DPPIV Gly-Pro-AMC. No intuito de validar o teste, outro substrato foi escolhido a
fim de medir a atividade de outra enzima como controle (N-Suc-Gly-Gly-Arg-AMC
substrato da enzima oligopeptidase B). Como resultado, observamos ao invés de uma
diminui¢do, um aumento de 62% da atividade de DPP8 em extrato total do parasito
nocauteado (Figura 21). Este resultado foi obtido por normalizagdo usando como
parametro o teste controle, considerando que a atividade de oligopeptidase B ¢
constante entre os parasitos selvagens e nocauteados. Resultado semelhante foi obtido
em testes usando como controle o substrato de prolil oligopeptidase (dados nao

mostrados).
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Figura 21. Teste de atividade de DPP8. O teste enzimatico foi realizado com os
substratos Gly-Pro-AMC e N-Suc-Gly-Gly-Arg-AMC utilizando extrato contendo 1 x
10° parasitos. * P < 0.0001 sendo significativamente diferente do WT.

Montagem do cassete para a realizacdo do segundo turno de nocaute

Os cassetes para o segundo turno de nocaute foram confeccionados a partir dos
vetores pgem-utrsdppStc € pgem-utrsotutc que possuem as regioes S'UTR e 3'UTR
unidas dos genes dppStc e otutc. Estes vetores e o vetor pgem-hyg foram digeridos com
as enzimas de restricdo Xhol e Bgl/ll, de forma que o gene de resisténcia a higromicina
(higromicina fosfotransferase, /4yg) liberado foi ligado entre as UTRs de cada gene. A
clonagem dos cassetes foi confirmada por PCR de coldnias a partir das bactérias
transformadas com cada ligacdo. O presenca do inserto também foi confirmada por
digestdo dos plasmideos obtidos com a enzima Notl. Estas ligagdes geraram os vetores
pgem-5'hyg3'dppStc e pgem-5'hyg3 otutc que foram sequenciados e analisados (Dados

nao mostrados).

Realizacdo do duplo nocaute

O segundo cassete contendo o gene de resisténcia a higromicina flanqueado
pelas regides 5'UTR e 3'UTR foi amplificado em quantidade suficiente para a

transfeccdo (cerca de 30 pg) (Figura 22). Os parasitos que ja haviam sido nocauteados e
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que sofreram recombina¢do homologa do gene de ofutc ou dppStc pelo gene de neo,
foram transfectados com o cassete contendo /yg e selecionados com ambos os
antibidticos, G418 e higromicina. Apesar de duas tentativas, ndo foi possivel isolar

parasitos viaveis com a dupla seleg@o de antibioticos.

2000pb— »
1650 pp———>

Figura 22. Segundo cassete contendo hyg. Gel de Agarose 0.8%. MM
marcador 1Kb DNA ladder Invitrogen. A, amplificagdo do cassete final para nocaute de

otutc de 1851 pb e B, dpp8tc de 1832 pb.
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DISCUSSAO

A caracterizacdo experimental da fun¢do de genes em tripanossomatideos tem
fortemente abordado as técnicas de genética reversa que tem sido facilitada pelo
desenvolvimento e otimizagdo de estratégias de manipulacdo genética e protocolos de
transfeccdo (Teixeira e Darocha, 2003). Em contraste com as técnicas robustas e
extensivas para manipulagdo genética documentada para Trypanosoma brucei e
Leishmania, as técnicas validades para 7. cruzi sdo ainda pouco relatadas. A delegdo de
genes alvos tem sido uma das mais importantes ferramentas para o estudo da funcdo de
genes, principalmente em organismos onde a técnica para silenciamento de genes por
RNA interferente falhou (Militello, Refour et al., 2008). O primeiro 7. cruzi mutante
carregando uma dele¢do de um gene alvo foi gerado a mais de 18 anos (Cooper, De
Jesus et al., 1993), e infelizmente, a lista de genes que foram alterados por estudos de
genética reversa em 7. cruzi até entdo, ndo aumentou consideravelmente (Cooper, De
Jesus et al., 1993; Ajioka e Swindle, 1996; Caler, Vaena De Avalos et al., 1998;
Allaoui, Francois et al., 1999; Manning-Cela, Cortés et al., 2001; Conte, Labriola et al.,
2003; Annoura, Nara et al., 2005; Macrae, Obado et al., 2006; Gluenz, Taylor et al.,
2007; Wilkinson, Taylor et al., 2008; Xu, Brandan et al., 2009; De Souza, Rampazzo et
al., 2010; Campos, Silva ef al., 2011; Collins, Craft et al., 2011; Serpeloni, Moraes et
al., 2011). Apesar das dificuldades em se deletar genes em 7. cruzi, o proposito inicial
deste trabalho de mestrado foi ndo somente estudar por nocaute génico dois alvos
quimioterapicos potenciais, DPP8 e otubaina, mas igualmente, aprimorar um protocolo

de nocaute para este parasito.

A partir da analise e do alinhamento das duas sequéncias disponiveis para o gene
de otubaina e DPP8 no banco de dados genedb, foi possivel iniciar o nosso estudo sobre
a fungdo desta proteina por meio do nocaute fisico, visto que estes genes apresentam
Unica copia no genoma do parasito. Ao alinharmos as sequéncias dos dois alelos
observamos uma discreta diferenca entre elas (6% para otutc e 4% para dppStc), que se
deve ao fato do clone CL Brener, escolhido para o sequenciamento e utilizado neste
trabalho, ser derivado de um evento de hibridizacdo entre as linhagens 7. cruzi Il e T.
cruzi 111 (De Freitas, Augusto-Pinto et al., 2006), tendo portanto divergéncia entre os
proprios genes.
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Para a montagem dos cassetes utilizamos as regides intergénicas 5' e 3' UTR
anexas aos genes de interesse que variaram em respectiva extensao 5' e 3' UTR de 612
pb e 182 pb para dpp8tc e para otutc, 409 pb e 404 pb. A escolha destas extensodes foi
ponderada tendo em vista o tamanho total da regido intergénica e que 78 nucleotideos
especificos do gene dhfr-ts ou do gene ech nao foram suficientes para a recombinagao
homologa em 7. cruzi (Xu, Brandan et al., 2009) e que estudos com Leishmania
demonstraram que no minimo 150 nucleotideos sdo necessarios para guiar a
recombinacdo homologa (Papadopoulou e Dumas, 1997). No entanto, ¢ importante
ressaltar que diferentemente destes dois parasitos, em 7. brucei uma recombinacao foi
obtida utilizando apenas 42 nucleotideos de homologia (Gaud, Carrington et al., 1997).
Além disso, a utilizacdo de PCR para a amplificagdo e ligacdo das UTRs, mostrou-se
uma estratégia simples e rapida para utilizacdo na montagem do cassete e posterior

transfeccdo no parasito 7. cruzi.

O resultado do sequenciamento dos cassetes nao foi longo o suficiente para
analisarmos a sequencia dos cassetes completos. Porém foi o suficiente para
analisarmos as regides 5' e 3' UTR, mostrando alta identidade entre a sequéncia obtida

do sequenciamento e a sequencia da cepa CL-Brener depositada no banco de dados.

O conhecimento prévio das sequencias dos genes adjacentes aos genes de
interesse, € até mesmo a sequéncia dos proprios genes de interesse € das suas
respectivas UTRs demonstra a importancia de se ter o genoma de 7. cruzi conhecido.
Por isso se faz necessario o conhecimento do genoma de mais cepas visto a grande
diversidade genética apresentada pelo parasito, para assim viabilizar o estudo de mais

possiveis genes com potencial quimioterapico.

Gracas a estas informacdes do genoma, a analise obtida através das PCR dos
parasitos nocauteados mostrou ser uma abordagem muito Util, visto que os parasitos
possuem o gene de resisténcia neo, que o cassete esta correto e que integrou no local
correto,. Porém essa técnica ndo permite inferir quantas copias do gene o parasito
possui, nem se o gene de interesse foi, por exemplo, duplicado em outro local, como ja
relatado em estudo de nocaute em Leishmania (Tovar, Wilkinson et al, 1998;
Mukherjee, Langston et al., 2011). Para isso faz-se necessario a técnica de Southern

Blot, que ainda nao foi realizada.
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A ubiquitina ¢ uma proteina altamente conservada em diversos organismos, €
sua ligacdo a uma proteina alvo, ubiquitinacdo, ¢ requerida para diversos processos
biologicos, tais como regulacdo da estabilidade de proteinas, progressao do ciclo
celular, transcricado de genes e respostas imunes (Haglund e Dikic, 2005). Apos a
marcacdo da proteina com a ubiquitina, ela pode ser entdo encaminhada para a
protedlise, onde esta proteina marcada serd entregue ao proteassoma, um complexo
multiprotéico que ira degradar a proteina e reciclar a ubiquitina (Wilkinson, 2000). A
contribuicdo do proteassoma para os processos de diferenciagdo do 7. cruzi foi
previamente demonstrado utilizando um inibidor de proteassoma, como a lactacistina,
que inibiu a diferenciagdao de tripomastigotas em amastigotas, ¢ a diferenciagdo
intracelular de amastigotas em tripomastigotas, interferindo assim na metaciclogenese
do T. cruzi (De Diego, Katz et al., 2001; Barboza, Cardoso et al., 2012). Além disso, as
transi¢des entre os hospedeiros, bem como as mudangas no ambiente sdo acompanhadas
de extensas mudan¢as metabdlicas e morfoldgicas no parasito (El-Sayed, Myler et al.,
2005), onde a ubiquitinacdo ou deubiquitinacdo de proteinas deve ter um papel

fundamental.

Analises de crescimento mostraram que os parasitos simples mutantes para otutc
tiveram uma discreta diferenca na taxa de crescimento, crescendo 22,5% mais lentos
que o selvagem. Esta curva foi realizada 5 vezes de forma independente, e resultados
similares foram encontrados. Os parasitos nocauteados para otutc foram ainda capazes
de se diferenciar em tripomastigotas, e desafiados a infectar células L6 de mioblastos de
camundongos. Os mutantes foram capazes de infectar 1,65 vezes mais células que os
parasitos selvagens em 3 horas de infec¢cdo, e em 24 de infeccdo este aumento foi de
cerca de trés vezes superior em relagdo ao selvagem. Este fato pode ser explicado pela
observagio que os mutantes dpp8tc”"se multiplicam mais rapido e que apesar de termos
uma alta porcentagem de células infectadas pelos mutantes para o gene ofu eram
observadas poucas formas amastigotas dentro das células. No entanto estes fatos serdao
corroborados através do teste in vivo, no qual a parasitemia do animal sera analisada.
Além disto, estes resultados poderiam ser explicados visto que a otubaina poderia estar
interferindo na ubiquitinagdo de proteinas o que levou o parasito a crescer de forma
mais lenta. Outra hipotese seria a de que estaria ocorrendo uma reducao dos niveis da

otubaina e que isto estaria interferindo na expressdo de alguns genes que regulariam o
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crescimento e a infec¢do. No entanto, o nivel de expressdo de otubaina ndo pode ser
estimado por teste enzimatico devido a inexisténcia de um substrato fluorogénico para
esta enzima e pela dificuldade de se realizar um Western blot como sera discutido mais

adiante.

A familia DPPIV ¢ composta por seis membros: a DPPIV propriamente dita,
proteina de ativagao do fibroblasto (FAP), DPP§, DPP9, DPP6 ¢ DPP10. Alguns
membros desta familia possuem atividade peptidasicas especificas Unicas entre as
proteases por serem capazes de clivar uma ligagdo peptidica flanqueado por um residuo
de prolina, aminoacido que torna uma ligacao peptidica relativamente resistente a agao
de outras proteases (Van Goethem, Matheeussen et al., 2011). A importancia bioldgica
destas peptidases ¢ reforcada pelo fato de que muitos peptideos bioativos, como
hormonios quimiocinas e neuropetideos, contém um ou mais residuos de prolina e o
processamento e degradagdo de tais peptideos regulatorios biologicamente importantes
requerem peptidases especificas (Rosenblum e Kozarich, 2003). Apesar de suas
semelhangas estruturais e enzimaticas, estas proteinas possuem funcdes fisioldgicas

distintas, como indicado pela sua diferente expressao e localizagao.

As funcdes de DPP8 e DPP9 sdao as menos estudadas, e por isso relativamente
pouco se sabe sobre elas. Diferentemente de DPPIV e FAP, DPP8 ¢ uma proteina
soluvel localizada no citoplasma (Abbott, Yu et al., 2000), o que também foi visto em
nosso estudo através de uma imunoflorescéncia realizada durante este trabalho (dados
nao mostrados). Em nossos estudos com DPP8 observamos que 7. cruzi mutantes para o
gene de dppStc apresentaram um crescimento relativamente superior ao observado no
selvagem (25% superior). O teste de atividade também demonstrou alta atividade para
os nocauteados quando comparados com o selvagem, sendo que os mutantes para DPP§
tiveram uma atividade enzimdtica 62% superior que os parasitos selvagens. Os parasitos
tripomastigotas nocauteados para o gene de DPP8 ndo perderam sua capacidade
infectiva, conseguindo infectar células L6 de mioblastos de camundongos. No teste de
infectividade, estes parasitos nocauteados infectaram cerca de 1,76 vezes mais células
L6 comparados aos parasitos selvagens em 3 horas de infeccdo e este aumento se

manteve praticamente constante com 1,65% vezes mais em 24 horas de infec¢ao.
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A alta atividade e alta proliferagdo observadas nos parasitos nocauteados para
dpp8tc poderiam ser explicadas por: 1) aumento da expressao do alelo restante ou 2)
aumento da expressdao de genes com atividade similar a DPP8, sem, no entanto, haver
diferenca na atividade de prolil oligopeptidase ou 3) pela presenga de uma copia extra
no genoma, que poderia sugerir uma estratégia de evasao pelo parasito a fim de evitar a
perda de um gene essencial. A hipotese de que o parasito estaria tentando compensar a
perda deste gene através do aumento da expressao do segundo alelo ou de outro gene
poderd ser confirmada por meio da analise de espectrometria de massa, que nos
mostraria quais seriam as possiveis proteinas que estariam sendo superexpressadas.
Uma possivel proteina que poderia estar sendo superexpressa seria a X-Pro, visto que
esta possui uma atividade similar a DPP8, e poderia estar influenciando o resultado
observado para a atividade de DPP8. Para confirmar se a X-Pro estaria sendo
superexpressada um western blot devera ser realizado utilizando anticorpos anti- X-Pro,

detectando assim, o nivel de expressao destas proteinas.

Kangethe e colaboradores (2011) observaram que parasitos T.brucei brucei
nulos para o gene de oligopeptidase B (TbOPB) tiveram um aumento da atividade de
outra enzima prolil oligopeptidase, sugerindo que a enzima POP poderia estar

compensando a perda da atividade de OPB nos mutantes nulos.

Viarias tentativas foram realizadas a fim de se obter um Western Blot que nos
mostraria a expressao diferenciada entre as amostras de parasitos nocauteados e
selvagens. Porém os anticorpos disponiveis em nosso laboratério sdo de outros
organismos, sendo que o anticorpo para DPP8 foi produzido a partir da DPPS8
recombinante de 7. brucei e o anticorpo de otubaina foi produzido a partir da OTU
recombinante de Leishmania chagasi, uma vez que as recombinantes de 7. cruzi ainda
ndo foram produzidas. Estes anticorpos apresentaram atividade cruzada baixa para as
proteinas de 7. cruzi, o que dificultou a marcacdo em um nivel suficiente para a
quantificagdo. Porém um western blot devera ser realizado utilizando anticorpos anti-

ubiquitina que poderia revelar um aumento de prote’inas ubiquitinadas.

A hipdtese de que o parasito poderia produzir copia(s) extra(s) de um gene foi
observada na tentativa de se obter o duplo mutante de 7 cruzi para os genes de enoil-

CoA hidratase (ech) e UDP-Glcp 4'-epimerase (tcgale) e dhfr-ts (Macrae, Obado et al.,
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2006; Xu, Brandan et al., 2009; Perez Brandan, Padilla et al., 2011). O papel da DPPS8
humana na proliferacdo foi avaliado por Yu e colaboradores (2006), que utilizaram
células transfectadas com o vetor com GFP comparado com os vetores DPP8-GFP,
DPPO-GFP. As células transfectadas com os vetores DPP8-GFP ¢ DPP9-GFP tiveram
suas médias de proliferagdo maior do que aquelas obtidas apenas com o vetor GFP. A
hipdtese de duplicagdo do gene dppS8tc s6 podera ser confirmada através da realizagao
de um Southern Blot, que indicaria quantas cOpias deste gene os parasitos selvagens e
nocauteados teriam. Outra hipdtese seria a de que o parasito estaria tentando compensar
a perda deste gene através do aumento da expressdo de outro gene. Esta superexpressao
de um outro gene poderia estar levando a estes resultados observados. Porém estas
hipdtese so seria confirmada através da andlise por espectrometria de massas que nos

mostraria quais seriam as possiveis proteinas que estariam sendo superexpressadas.

A completa delecdo de um gene através da recombinacdo homdloga nao ¢ uma
tarefa facil. Os parasitos que haviam sido nocauteados ¢ que sofreram recombinagdo
homologa do gene de ofu pelo gene de neo, e foram transfectados com o cassete
contendo o gene de resisténcia a higromicina, foram selecionados com ambos os
antibidticos. Da mesma forma os parasitos que haviam sido nocauteados para o gene
dpp8tc foram transfectados com o cassete contendo o gene de resisténcia a higromicina,
e também selecionados com ambos antibioticos. Estes parasitos ndo foram viaveis, visto
que apos a selecio com os antibidticos as culturas de dpp8tc™, otutc” e selvagens
morreram. Isto poderia ter ocorrido visto que estes genes poderiam ser essenciais ao

parasito. Porém este experimento devera ser repetido para posterior analise.

Aparentemente, as duplicagdes do gene alvo ou do cromossoma inteiro durante
um experimento de nocaute com 7. cruzi acontecem com alguma frequéncia. Identificar
a frequéncia na qual os eventos de duplicagdo acontecem seria de grande valia para
realizagdo de protocolos de dele¢do e para sondar a plasticidade do genoma deste
parasito intrigante. Possivelmente, a trissomia e a poliploidia sdo eventos mais
frequentes do que o esperado neste parasito o que dificulta bastante o estudo da fungao

de genes utilizando a técnica de nocaute.

Um experimento realizado sem sucesso foi o de selecdo dos parasitos duplo

nocaute, apos transfeccdo com o segundo cassete contendo /yg, que nao sobreviveram.
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Isto poderia ter ocorrido visto que estes genes poderiam ser essenciais ao parasito. No
entanto, este experimento foi realizado duas vezes e novas estratégias serdo testadas em
breve, como a de repetir o nocaute comegando pela transfecgdo com o cassete contendo
hyg e a segunda transfec¢do com o cassete contendo neo. Ainda, sera realizada uma
transfeccdo contendo quantidades equimolares dos dois cassetes, seguida de dupla
selecdo com os antibidticos. Outro experimento sem sucesso foi um teste de
infectividade in vivo utilizando camundongos Balb C machos com 8 semanas que foram
infectados com tripomastigotas selvagens e nocauteados oriundos da cultura em células
L6. A dificuldade deste experimento foi a de determinar a parasitemia, visto que esta
era baixa mesmo nos animais infectados com os parasitos selvagens. Mesmo com o
cultivo prévio de tripomastigotas infectivos isolados dos camundongos, nao foi possivel
obter uma parasitemia satisfatoria. Novos testes deverdo ser realizados para padronizar

estes experimentos in vivo.

Finalmente, ¢ importante ressaltar que os resultados do estudo funcional destes
dois genes, aqui apresentados, sdo preliminares. Varios desafios ainda terdo de ser
superados, porém este foi o primeiro passo de um longo caminho. Os resultados e
ferramentas aqui obtidos poderdo contribuir significativamente no entendimento da

funcgdo destas proteinas.
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CONCLUSAO
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CONCLUSAO

Os resultados preliminares apresentados neste trabalho nos permitem concluir

que:
A O protocolo de transfeccao utilizado no trabalho ¢ valido;

A Os genes dpp8tc e otutc foram corretamente substituidos por neo contido nos

cassetes;

A Os parasitos nocauteados para o gene de ofutc apresentaram uma taxa de
crescimento ligeiramente inferior da apresentada pelo selvagem na forma

epimastigota;

A A taxa de crescimento observada para os mutantes do gene de dppStc foi

superior a observada nos parasitos selvagens epimastigotas;

A Foi possivel observar que os parasitos nocauteados para o gene dppStc
apresentam atividade in vitro no substrato Gly-Pro-AMC superior a atividade

observada no selvagem;

A As analises dos mutantes para os genes de dpp8tc e otutc indicam que eles nao
perderam sua capacidade de diferenciacio em formas tripomastigotas

metaciclicos;

A De acordo com o teste de infec¢do in vitro em células L6, os parasitos
nocauteados para dppStc e otutc foram muito mais infectivos que os parasitos

selvagens
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PERSPECTIVAS

7

Para dar continuidade ao estudo deste trabalho € necessario aperfeigoar e

complementar alguns dados e para isso as seguintes perspectivas sao propostas:

A

Realizar um Southern blot no intuito de analisar quantas copias dos genes de

dppStc e otutc existem nos respectivos parasitos nocauteados.
Repetir o duplo nocaute dos parasitos;
Produzir anticorpos anti-DPP8 e anti-OTU de T. cruzi;

Realizar um Western blot utilizando agora os novos anticorpos no intuito de
detectar a expressao diferencial das proteinas nocauteadas, além de utilizar os

anticorpos anti-ubiquitina ¢ anti X-Pro

Repetir um novo teste in vivo utilizando os parasitos tripomastigotas simples

nocaute e duplo nocaute;

Realizar uma anélise de espectrometria de massa para verificar a expressao das
proteinas nos parasitos simples e duplo nocaute comparada aos parasitos

selvagens.
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