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RESUMO

O Trypanosoma cruzi € o agente etiologico da Doenga de Chagas, zoonose endémica
das Américas do Sul e Central. E um parasito da ordem Kinetoplastidea, familia
Trypanosomatidae caracterizado pelo DNA mitocondrial cinetoplasto (kDNA). Atualmente
estima-se que 8 milhdes de pessoas estdo infectadas com 7. cruzi no mundo das quais 4,6
milhdes no Brasil. As proteinas Centrinas foram descritas inicialmente como componentes
dos centros organizadores de microtibulos em eucariotos. Sdo proteinas da familia EF-Hand
composto por dois pares de hélice-alga-hélice, motivo de ligacdo ao Ca?*. Ao se ligar ao Ca?*,
essas proteinas mudam de conformag¢dao conferindo mobilidade ao sistema. Em
cinetolplastideos foram descritas cinco centrinas (CEN1 - CENS) que se relacionam com a
duplicacdo de organelas e citocinese, sendo que a CENS foi identificada apenas nesse grupo
de organismos e ainda ¢ muito pouco estudada. A centrina5 em 7. cruzi possui a expressao de
mRNA relativamente alta em todas as principais fases de vida. Esse trabalho teve como
objetivo o estudo da proteina centrina5 de 7. cruzi. A partir da sequéncia de aminoacidos
predita para essa proteina, realizamos andlises in silico. O estudo das familias proteicas da
TcCENS previu dois dominios EF-hand, responsaveis pela ligacdo ao Caz". A modelagem
tridimensional da proteina previu uma estrutura com a pontuacdo de GMQE igual a 0,64. Os
estudos filogenéticos relacionaram a TcCEN1 e TcCEN3 a TcCENS; assim possivelmente,
essas proteinas possuem func¢des analogas. Para o estudo da func¢do, silenciamento génico foi
realizado através do sistema CRISPR/Cas9. Para tal, parasitos modificados de 7. cruzi, que
expressam a Cas9, foram utilizados em conjunto a RNAs guia (sgRNA) com o objetivo de
induzir mutacdo génica no gene 7cCENS introduzindo codons de parada precoce. Os sgRNAs
desenvolvidos e utilizados nesse trabalho foram eficientes para gerar o silenciamento génico,
entretanto, ndo houve detec¢do de mudanga na morfologia do parasito. Estudos posteriores
sdo necessarios a fim de estabelecer uma funcdo para essa proteina dentro da fisiologia do T.

Ccruzi.

Palavras-Chave: Trypanosoma cruzi, centrina, Doenca de Chagas, CRISPR-Cas9



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the etiologic agent of Chagas' disease, an endemic zoonosis in
South and Central America. It is a parasite of the order Kinetoplastidea, family
Trypanosomatidae, characterized by the mitochondrial kinetoplast DNA (kDNA). Currently it
is estimated that 8 million people are infected with 7. cruzi in the world, 4.6 million of these
patients, in Brazil. Centrin proteins were initially described as components of microtubule
organizing centers in eukaryotes. They are proteins of the EF-Hand family composed of two
pairs of helix-loop-helix, reason for binding to Ca2 *. When binding to Ca2 *, these proteins
change conformation giving mobility to the system. In kinetoplastids, five Centrins (CEN1 -
CENS) have been described. They are related to the duplication of organelles and cytokinesis.
CENS has been identified only in this group of organisms and is still very poorly studied.
Centrin 5 in 7. cruzi has relatively high mRNA expression in all main life stages. This work
aimed to study the 7. cruzi Centrin 5 protein. From the aminoacid sequence predicted for this
protein, we perform in silico analyses. The study of the protein families of TcCENS predicted
two EF-hand domains, responsible for binding to Ca2*. The three-dimensional modeling of
the protein predicted a structure with a GMQE score of 0.64. Phylogenetic studies related
TcCEN1 and TcCEN3 to TcCENS; possibly, these proteins have analogous functions. For the
study of function, gene silencing was performed using the CRISPR-Cas9 system. For this
purpose, modified 7. cruzi parasites, which express Cas9, were used together with guide
RNAs (sgRNA) in order to induce gene mutations in the 7cCEN5 gene by introducing early
stop codons. The sgRNAs developed and used in this work were efficient to generate gene
silencing, however, there was no detection of variation in the parasite's morphology. Further
studies are needed in order to establish a function for this protein within the physiology of T.

Cruzi.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Centrin, Chagas Disease, CRISPR-Cas9



SUMARIO

TINTRODUGAO . .....ciuittiiuetteeterteereenerterseerseesesssessesseessssssessseessressssssmesns 1
1.1 HISTORICO ....uuuvviiiiiiiiiiiiiiitieeeeeneiirrteeeeeessssssnsrsseeessssssessanesons 1
1.2 ADOENCA DE CHAGAS. ...c.utiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiatcnicieecnstsassnasanes 2
1.3 O TrypanoSoma@ CrUZi......ceueeveeiiineiiieiiiniiiesssssossscsssssssssssssasssssssssssssss 3
1.4 TRANSMISSAO....ccuttiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeiiimnesissssmssmssee 5
LS EPIDEMIOLOGIA......cctiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiietettstsnsusassssssnsens 9
1.6 DIAGNOSTICO.....cccuuunieernniieeeeereenneeerssnneeessieesssssnnssmssssessssnnsnssnnnes 11
1.7 TRATAMENTO...cccitiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiitiietiatintitetistinecssssscenecacees 13
1B 9 23 DNV 001\ 0N 0 N 14
1.9 ORGANIZACAO CELULAR DO Trypanosoma cruzi .........eeeueveeeunnnnn 16
1.10 CentrinaS.....ccoeiiniiiiiiiiiiieiiiiiieiiiiiiiieiiiiiieieiisietitiscensnncen 19
1.11 CentrinaS EM TRYPANOSOMATIDAE......cccccovtviiiuiiiiieiiinnnnnnnns 22

1.12 SILENCIAMENTO DA TcCENS COM CRISPR/CAS9.........ccuueveeeeen. .23

20 1UISH N 20 (07 U 1 Y7- N 28
RI0) 331 00 N V(0 TSR 30
4 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL......cuuveirttnieerrenneeerreneeersaneeerssneeesssnneesees 31
5 MATERIAL E METODOS .....cevvtuueeerreneeerrrnneeeeresneeeerssneeeesssneeessensesssnneesens 33
SI8 BLY 2N N 00 28 1N RN 33
ST 0% 1 5 X0) ) 10 1 S 37
6 RESULTADOS E DISCUSSAO.......cccvutuieeertrnieeererneeeeresneeeerssneeeesssneeesssnnnnn 49
6.1 ANALISES IN SILICOQ.......c.cccuueeeeerneeeereeneeeeresneeeessnneesssssressenessssnnns 49
6.2 SILENCIAMENTO GENICO......ccccvvuueeerreneeeeeeneeerenneeeessnneeeessnnnnns 59
R 6(0): (0 1 117 6) 21 SN 69
8 PERSPECTIVAS ....cevtuueeirrrnieeerrenneeerssnneeesssneeeessssneeesssnesesssssesessssmmssnnesesns 70

9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....cccvvuuuieiieeririnieeeeeeernnnneeeeeessnnnnnnenns 71



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Paises europeus e anos de implementacdo de politicas de andlise de sangue de
individuos em situacao de risco para transfuSA0. . .....oevueeeiriiinie i 11
Tabela 2. Programas governamentais de conten¢do da doenca da Chagas dos paises
endémicos da América do Sul e ano de implementagao............ooevvviiiieiiiiiiiininiiiiannnns 15
Tabela 3. Numero de acesso aos bancos de dados das sequéncias utilizadas para analises in
SIICO dAS COMETINAS . ... e ettt e ettt e e e e ea e 37

Tabela 4. Parametros utilizados para Reagdo em Cadeia da DNA Polimerase (PCR).......... 41

Tabela 5. Oligonucleotideos utilizados para amplificagdo da sequéncia scaffold de pX330...44
Tabela 6. Sequéncias dos cassetes de DNA sintetizadas para indug¢ao do reparo por homologia
com introdugdo de codon de parada............ooeiiiiiiiiiii e 45

Tabela 7. Oligonucleotideos utilizados para confirmacao da inser¢do do cddon de parada no

1eParo POr hOMOLOZIA. .. ...t 46
Tabela 8. Oligonucleotideos utilizados para a PCR tipo nested................ccccoeevveeinen. .. 47
Tabela 9. Matriz de identidade entre Centrinas de Trypanosoma cruzi e centrinas............ 53

Tabela 10. Sequéncias escolhidas para a produgdo do sgRNA pela plataforma EuPaDGT....59
Tabela 11. Quantificagdo dos SgRNA ap0Os purificagdo............ccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 53



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Principais formas de vida e morfologia do Trypanosoma cruzi............................4
Figura 2. Ciclo de vida e transmissao vetorial do protozoario Trypanosoma cruzi................ 6
Figura 3. Distribui¢ao geografica das principais espécies de triatomineos nas Américas....... 7
Figura 4. Nimero estimado de casos de infec¢do por Trypanosoma cruzi em 2016............. 9

Figura 5. Representacdo esquematica de seccdo longitudinal da forma epimastigota de

TrYDANOSOMIA CHUZT. ..ottt e 17
Figura 6. Representacdo esquematica do motivo EF-Hand.................ccoooiiiiiiiiiiiiiin. 20
Figura 7. Representagao esquematica do dominio EF-Hand.................c.cccoooiiiiiiiiann.. 21

Figura 8. Expressdo relativa de mRNA nas trés formas de vida do Trypanosoma cruzi em
relacdo a expressdo do gene de manutengdo GAPDH..............ooiiiiiiiiiiiiiiiii i, 24
Figura 9. Visdo geral do mecanismo de aquisicdo de sequéncias e interferéncia do sistema
CRISPR/CAST. .. . et e 26

Figura 10. Diagrama da endonuclease Cas9 com sgRNA pareado a sequéncia exdgena e

induzindo a clivagem das duas fitas do DNA..........coiiiiiii e 27
Figura 11. Mecanismo de agao e inducao de reparo por homologia direta (HDR).............. 27
Figura 12. Estratégia experimental para a analise in silico de TcCENS........................... 31
Figura 13. Estratégia experimental para andlise da fungdo de TcCENS...................c...e 32
Figura 14. Mapa fisico do plasmideo pX330.......ooeiiriiiiiii e, 36
Figura 15.Fluxograma para escolha de sgRNA mais eficiente.................cooiiiiiiin... 43
Figura 16. Esquema de amplificagdo da sequéncia scaffold inserida no vetor pX330.......... 43

Figura 17. Estruturas dos oligonucleotideos utilizados para amplificacdo da sequéncia
SCAffold do VEtOT PX B30 . . ettt 44
Figura 18. Reacdo de PCR do tipo Nested........c.oouviniiiiiiiiiiii e 47

Figura 19. Modelagem da estrutura quaternaria da proteina TcCENS5 pelo programa Swiss-

Figura 20. Alinhamento dos aminoacidos de TcCENS e da estrutura tridimensional criada em
SWISS=PTOE. ... e e 52
Figura 21. Alinhamento multiplo das centrinas de tripanossomatideos e

SCCDIC L. . 54



Figura 22. Arvore filogenética dos tripanossomatideos e SCCDC31...............cccceeevunn... 55

Figura 23.Alinhamento multiplo das centrinas de tripanossomatideos, ScCDC31 e Homo

R0 2 27ROt 56
Figura 24. Arvore filogenética dos tripanossomatideos, ScCDC313 e Homo sapiens.......... 57
Figura 25. Produto da amplificagdo do vetor pX330........covvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieee 60
Figura 26. Produto de RNA proveniente da transcri¢cdo in vitro e ap0s purificagao............ 60
Figura 27. Amplificacao das sequéncias mutagenizadas com cddon de parada.................. 62
Figura 28. Curva de crescimento dos parasitos transfectados com sistema AMAXA 1........ 62

Figura 29. Anélises de imunofluorescéncia dos 1x107 parasitos transfectados.................. 63

Figura 30. Nested PCR dos oligonucleotideos especificos para sgRNA 153.................... 64
Figura 31. Nested PCR dos oligonucleotideos especificos para sgRNA 145 revcom......... 65
Figura 32. Curva de crescimento dos parasitos transfectados com sistema AMAXA 2........ 66

Figura 33. Analises de imunofluorescéncia dos 5x106 parasitos transfectados.................. 67



ABREVIATURAS

AMCHA - Iniciativa dos Paises Amazonicos
CRISPR - Repeticoes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas
crRNA - CRISPR RNA

DAPI - 4°,6’-diamino-2-fenil-indol

DNA - Acido Desoxirribonucleico

dNTP - Deoxinucleotideo Trifosfato

EDTA - Acido Etileno-Diamino-Tetra-Acético
ELISA - Ensaio de Imunoabsor¢ao Enzimatica
FAZ - Zona de Adesao Flagelar

GPI - Glicosilfosfatidilinositol

HDR - Reparo Dirigido por Homologia

[AC - Iniciativa do Paises Andeanos

IFA - Imunofluorescéncia Indireta

INCOSUR - Iniciativa do Cone Sul

IPTG - Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida
kDNA - DNA mitocondrial de cinetoplastideos
kDa - kiloDaltons

MME] - Jun¢ao final mediada por microhomologia
MMPS - Metaloproteinases de Matriz

NCBI - National Center for Biotechnology Information
NPC - Complexo de Poro Nuclear

NUC - Dominio Nuclear da Cas9

OMS - Organizacao Mundial da Satde

PAM - Motivo Adjacente ao Protoespacador

pb - Pares de Base

PBS - Tampao Salina Fosfato

PCR - Reacdo em Cadeia da DNA Polimerase

pH - Potencial Hidrogenidnico

PFR - Estrutura Paraflagelar


https://pt.wikipedia.org/wiki/Pal%C3%ADndromo
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

REC - Dominio de Reconhecimento da Cas9

RNA - Acido Ribonucleico

RNAI - RNA interferente

sgRNA - RNA guia

SIDA - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

SCC - Proteinas de Coesdo das Cromatides Irmas

TA - Temperatura Ambiente

tractRNA - RNA transativador

X-Gal - 5-bromo-4-cloro-3-indoxil-pB-D-galactopiranosideo

TIMPs - Inibidoras Teciduais de Metaloproteinases






1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana ¢ uma zoonose causada pelo
parasito intracelular Trypanosoma cruzi e transmitida, principalmente, por insetos
hemat6fagos, conhecidos popularmente como barbeiros. Essa doenga ¢ endémica das
Américas Central e do Sul e, devido a migracdo humana, se espalhou por diversos paises da
América do Norte, Europa e Oceania (COURA e VINAS, 2014). Além disso, a doenga de
Chagas também faz parte das 18 doencgas tropicais negligenciadas (OMS, 2017). A falta de
desenvolvimento de novas técnicas e medicamentos contra Chagas ocorre principalmente pela
falta de financiamento pelas empresas farmacéuticas e de biotecnologia e pela escassez de
incentivo governamental (PEDRIQUE, 2013). Entre 2007 e 2012, foram destinados apenas
4,7% de financiamento para doengas causadas por cinetoplastideos, enquanto para a

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) houve 36,5% de suporte financeiro

(HORSTICK et al., 2015).

1.1 HISTORICO

A evidéncia mais antiga encontrada para a infeccdo com 7. cruzi datada ha 9000 anos
e foi retirada de espécimes mumificados (Chinchorros) da regido do deserto do Atacama entre
o norte do Chile e o sul do Peru (ALLISON et al., 2003). No Brasil, os indicios mais antigos
de infec¢do em humanos foram encontrados no sitio arqueologico do Abrigo do Malhador no
Vale do Peruagu, em Minas Gerais, que datam entre 4500 e 7000 anos atras (FERNANDES et
al., 2008).

No entanto, a primeira descricdo da doenga de Chagas e seu agente etioldgico foi feita
por Carlos Chagas apenas em 1909 durante uma campanha antimaléria, no norte de Minas
Gerais. Enquanto a estrada de ferro da Central do Brasil era construida, Carlos Chagas
encontrou insetos hematdfagos da Familia Reduviidae nas residéncias e descreveu a presenca
de organismos flagelados no intestino deles. Com esses insetos, Oswaldo Cruz, no Rio de
Janeiro, infectou primatas, caes, cobaias, coelhos e, em cerca de um més, observou esses
mesmos protozodrios no sangue periférico desses animais e verificou que alguns eram mais

vulnerdveis as agdes do parasito. A partir dai, Chagas fez testes nos moradores da regido e



também observou a presenga dos parasitos em humanos, o que comprovou a relagio entre o

parasito, inseto e mamiferos (CHAGAS, 1909).

1.2 ADOENCA DE CHAGAS

A doenga de Chagas ¢ contraida quando o homem ¢ infectado com o parasita
Trypanosoma cruzi. Possui duas fases clinicas: aguda e cronica. A fase aguda, normalmente €
assintomatica. Nesse periodo, hd uma alta parasitemia e pode durar entre um e dois meses.
Apesar disso, se ndo tratados, cerca de 2-8% dos pacientes podem vir a obito durante esse
periodo (PEREIRA et al., 2009; CHATELAIN, 2015). Em alguns casos, o paciente pode
desenvolver alguns sintomas inespecificos como febre, edema, adenomegalia,
hepatoesplenomegalia, miocardite ou meningoencefalite (PEREIRA et al., 2009). Como a
infeccdo pode progredir para uma doenga cronica e portanto, persistente, ¢ fundamental que o
diagnostico seja feito rapidamente apos a infeccdo (FILARDY et al., 2018).

A fase cronica pode se manifestar num periodo de 10 até 30 anos apds a infec¢do
inicial. Cerca de 60% dos pacientes ndo desenvolvem manifestacdes sintoméaticas da doenga,
apresentando a chamada forma indeterminada. A mesma ¢ caracterizada pela presenga de
anticorpos anti-7. cruzi, porém sem manifestacdo sintomatica nos 6rgdos (CHATELAIN,
2015). Aproximadamente 40% dos pacientes infectados desenvolvem uma das trés formas
clinicas: cardiaca, digestiva e cardiodigestiva (CHATELAIN, 2015). O desenvolvimento da
doenca esta ligado principalmente a linhagem do parasito, forma de transmissao, se o paciente
jé sofre com alguma doenga infecciosa e padrao imunolédgico do paciente (CARDOSO et al.,
2006; MINISTERIO DA SAUDE, 2015). A principal causa de morte desses pacientes envolve
insuficiéncia cardiaca (70%), o restante pode vir a Obito de forma stbita (CHATELAIN,
2015). Como na fase cronica ha baixa parasitemia, sa detec¢do da infeccdo torna-se mais
dificil (PEREIRA et al., 2009).

A progressao da forma cardiaca ¢ a mais severa das condigdes clinicas. A resposta
imune a infec¢do causa danos a células e tecidos causando manifestagdes clinicas (DA SILVA
COSTA et al., 2019). Na fase aguda ha liberacdo de citocinas e quimiocinas que induzem
respostas pro-inflamatdrias (CARDOSO et al., 2006; DA SILVA COSTA et al., 2019). A fase

cronica caracteriza-se pela remodelacao tecidual causada pelo parasito (DA SILVA COSTA et



al., 2019). Metaloproteinases de Matriz (MMPs) e Inibidoras Teciduais de Metaloproteinases
(TIMPs) sao responsaveis pela resposta pro-inflamatoria com a deposi¢do de colageno na
matriz extracelular. Durante a infec¢do, a expressdo dessas enzimas ¢ alterada (DA SILVA
COSTA et al., 2019). MMPs sao responsaveis por degradar a matriz extracelular e sdo
reguladas pelas TIMPs. No decorrer da infec¢do, com a ativagdo das TIMPs, ocorre inibig¢do
das MMPs, causando acimulo de matriz extracelular e, portanto, remodelagem do tecido (DA
SILVA COSTA et al., 2019). Os principais sintomas da forma cardiaca sdo: arritmia,
insuficiéncia cardiaca e tromboembolismo (RASSI et al., 2010).

A forma digestiva da doenga de Chagas ¢ a segunda mais frequente em pacientes
cronicos (ENEZ e HENRIQUEZ, 2019). Os sintomas relacionam-se as denervagdes entéricas
e hipertrofia de oOrgdos gastrointestinais desde glandulas salivares, es6fago, estomago,
intestino, vesicula biliar (MATSUDA et al., 2009). As alteragdes do funcionamento desses
orgdos causam disturbios alimentares, ma absorcdo de nutrientes e constipacdo intestinal
(RASSI et al., 2010 e ENEZ ¢ HENRIQUEZ, 2019).

A forma cardiodigestiva ¢ descrita pela combinacdo dos sintomas cardiacos e
digestivos (RASSI et al., 2010). Os sintomas cardiacos normalmente se manifestam primeiro
em relacao ao megaesofago e/ou megacolon (RASSI JR et al., 2012). A progressao da doenga
para a forma cardiodigestiva tem relagdo com a resposta imunologica do paciente. DA SILVA
COSTA et al. (2019) descreveu que, na progressao cardiodigestiva, a produgdo de citocinas ¢

feita pelos eosinofilos.

1.3 O Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi ¢ um parasito unicelular da Ordem Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae. E caracterizado pela presenga do flagelo e do kDNA, uma rede de DNA
extranuclear que corresponde ao material genético da mitocondria do parasito (LEVINE et
al., 1980). Os parasitos sao digénicos, com um hospedeiro vertebrado e um invertebrado.
Durante seu ciclo de vida passa por mudangas morfologicas e fisioldgicas no qual apresenta
trés principais formas de vida: amastigota, epimastigota e tripomastigota. As formas sdo
morfologicamente distintas e definidas a partir da localizacdo do cinetoplasto em relacdo ao

nucleo e da origem do flagelo (Figura 1) (DE LANA E MACHADO, 2010).
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Figura 1. Principais formas de vida e morfologia do Trypanosoma cruzi. (A) Forma amastigota ¢
arredondada, com 2- 2,5um, flagelo interno. (B) Tripomastigota possui forma alongada com 20-30 um,
cinetoplasto posterior e flagelo que emerge por baixo da membrana citoplasmatica. (C) Epimastigota com
formato fusiforme, com 20 - 30 pm, cinetoplasto em regido posterior e livre. Nu, nucleo; bb, corpo basal; kt,
cinetoplasto; fl, flagelo (CARVALHO, 2017; ALBA SOTO e GONZALEZ CAPPA, 2019; adaptado).

Amastigota, forma intracelular do parasito; ¢ diferenciada no citoplasma da célula
hospedeira a partir de tripomastigotas e¢ se multiplica por divisdo bindria. Possui forma
ovalada com grande nucleo, cinetoplasto e flagelo recluso no bolso flagelar (ALBA SOTO e
GONZALEZ CAPPA, 2019). Apos diversos ciclos de multiplicagio, amastigotas se
diferenciam em tripomastigotas, as células infectadas se rompem liberando mais parasitos.
(ALBA SOTO e GONZALEZ CAPPA, 2019).

Epimastigota ¢ a forma de vida ndo infectiva para mamiferos. E encontrada no
intestino médio do inseto vetor e se multiplica por divisdo binaria. Possui um aspecto
fusiforme e cinetoplasto ¢ localizado entre o nucleo e o flagelo que emerge livremente
(ALBA SOTO e GONZALEZ CAPPA, 2019). Tripomastigotas se diferenciam em

epimastigotas no intestino de triatomineos devido as caracteristicas particulares desse



ambiente, incluindo temperatura, proteinas e tipos celulares (ALBA SOTO ¢ GONZALEZ
CAPPA, 2019).

A forma tripomastigota ¢ alongada, possui cinetoplasto anterior ao nucleo, o flagelo
emerge de perto do cinetoplasto por baixo da membrana citoplasmatica com forma de
membrana ondulante; essa forma ¢é encontrada no inseto ¢ em mamiferos. A forma
tripomastigota metaciclica ¢ resultado da metaciclogénese do parasito no intestino de
triatomineos; ¢ a forma infectiva liberada nas excretas do inseto. A forma tripomastigota
sanguinea ¢ a circulante no sangue dos mamiferos, diferenciada a partir da forma amastigota
intracelular nas células de mamiferos (ALBA SOTO ¢ GONZALEZ CAPPA, 2019). Essa
forma de vida ¢ considerada infectiva, pois pode entrar em diversos tipos celulares. A entrada
do parasito em células ¢ feita por via de receptores que ainda ndo foram totalmente
caracterizados. Uma vez dentro das células, a mudanga de ambiente, como mudanga de pH,
presenca de moléculas do meio intracelular e cascata de fosforilagdo/ desfosforilagao induz a
mudanca morfologica das tripomastigotas para amastigotas (ALBA SOTO ¢ GONZALEZ
CAPPA, 2019).

1.4 TRANSMISSAO

A forma cléssica de transmissdo (Figura 2) do 7. cruzi ocorre vetorialmente por
insetos, conhecidos popularmente por “barbeiros”, dos Géneros Rhodnius, Panstrongylus e
Triatoma (Ordem: Hemiptera, Familia: Reduviidae, Subfamilia: Triatominae), que possuem
uma distribuicdo endémica nas Américas (Figura 3). A Subfamilia Triatominae ¢ caracterizada
pelo hébito hematofago, e provavelmente todas espécies sdo capazes de transmitir o 7. cruzi
(SCHOFIELD e GALVAO, 2009). Os barbeiros contaminam-se com parasitos durante o
repasto, ao ingerir sangue contaminado com 7. cruzi (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). No
intestino médio dos triatomineos, os parasitos se diferenciam na forma replicativa
(epimastigota) e, quando atingem a por¢ao final do intestino, novamente se diferenciam na
forma infectiva para vertebrados (tripomastigotas metaciclicas). Durante a alimentagcdo dos
insetos, ha liberagdo de tripomastigotas metaciclicas pelos excrementos (CLAYTON, 2010).
O T. cruzi pode entrar no corpo de mamiferos em lesdes causadas pela picada do inseto e

também pelas mucosas (JANSEN et al. 2017).



em tripomastigotas que rompem as células

Amastigotas intracelulares diferenciam-se
infectadas e retornam ao sangue.

binaria em células de tecidos infectados.

e Amastigotas se multiplicam por fissdo
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Figura 2. Ciclo de vida e transmissdo vetorial do protozoario Trypanosoma cruzi. (1) Insetos triatomineos
sdo hematdfagos e ao se alimentar liberam formas tripomastigotas pelas fezes. Esses parasitos entram no corpo
humano por ferimentos ou mucosas. (2) Ao entrar em células, o 7. cruzi diferencia-se em amastigotas. (3) As
amastigotas se multiplicam dentro de células por fissdo binaria. (4) Ao se multiplicar dentro das células as
amastigotas podem se diferenciar novamente em tripomastigotas e romper a célula liberando mais parasitos no
sangue. (5) Ao se alimentar, triatomineos podem ingerir as tripomastigotas circulantes. (6) No intestino médio
do triatomineo, os parasitos passam por outra diferenciagdo para a forma epimastigota. (7) Epimastigotas se
multiplicam por fiss@o bindria no intestino médio. (8) No intestino grosso de triatomineos o parasito passa pela
metaciclogénese na qual retorna ao estagio de tripomastigota metaciclica (CDC, 2019; adaptado).
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Figura 3. Distribuiciio geografica das principais espécies de triatomineos nas Américas. Nomes de
espécies em vermelho representam as mais importantes como vetor de transmissao do 7. cruzi (GOURBIERE
etal., 2012).

A transmissao vetorial depende das condigdes de moradia e distribuicao do hospedeiro
invertebrado (DIAS et al., 2008). Por isso, a sua maior incidéncia é comum em regides rurais
e mais arborizadas em que haja proximidade dos triatomineos € humanos (CARLOS PINTO
DIAS et al., 2015). Consequentemente, a populacdo mais atingida trata-se de individuos com
menor poder aquisitivo, em condigdes de moradia marginalizada e afastada de centros
urbanos (PAHO, 2016; SOUZA, 2016). A transmissao ¢ continuada dependendo do estado de
infec¢do do homem ou espécies reservativa. Ou seja, a quantidade de parasitos circulantes no
sangue, a cepa do parasito e as condi¢coes imunologicas do hospedeiro vertebrado. Destaca-se
que, em 2006, a Organizagdo Pan-Americana de Saude certificou o Brasil com a interrupgao
da transmissdo vetorial pela espécie Triatoma infestans (FERREIRA e SILVA, 2006). Mesmo

assim, outras espécies de triatomineos ainda sdo encontradas em todas as regides brasileiras



(RIBEIRO JR et al., 2015; MINISTERIO DA SAUDE, 2019), incluindo T infestans
(BRANDAO et al., 2015).

A transmissao oral ocorre quando hé ingestdo do parasito em triatomineos e/ou suas
excregdes (VALENTE et al., 2009, SOUZA-LIMA, 2013). Os principais alimentos
contaminados sdo agai (Euterpe oleracea) e cana de agtcar (Saccharum spp.) (DIAS et al.,
2008). Desde 1960 sao descritos diferentes casos de transmissdao oral (DIAS et al., 2008;
NOBREGA et al., 2009, ALARCON DE NOYA et al., 2010). A transmissdo oral causa surtos
de infec¢io aguda em areas domiciliadas (ALARCON DE NOYA et al., 2010, RASSI JR et
al., 2012). Dentre as formas de transmissdo, essa também ¢ a mais complexa para ser
confirmada (ALARCON DE NOYA et al., 2010). Diferentemente das outras formas de
infec¢do, a via oral ndo contém evidéncias para a constru¢do de um diagnostico, como sinal
de Romafia e possibilidade de anélise sorologica de doadores ou mies infectadas (ALARCON
DE NOYA et al., 2010). Além disso, as manifestagdes clinicas apos a contaminagao sao mais
severas que as de outras formas de transmissdo (SANCHEZ e RAMIREZ, 2013). Foi
reportado que 87,2% dos pacientes desenvolvem sintomas quando infectados pela via oral
(ALARCON DE NOYA e NOYA GONZALEZ, 2019).

A transmissao de mae para feto pode ocorrer em qualquer fase da gravidez e em
gestagdes posteriores (SANCHEZ ¢ RAMIREZ, 2013). A transmissdo congénita pode causar
aborto, nascimento prematuro e lesdes fetais no figado, bago, coracdo e sistema nervoso
central (SANCHEZ ¢ RAMIREZ, 2013). Pacientes infectados congenitamente com 7. cruzi
tém 30% de chance de desenvolver uma das formas cronicas sintomaticas (SANCHEZ e
RAMIREZ, 2013).

Outras formas de transmissdo do 7. cruzi sdo por transfusdo sanguinea e transplante de
orgaos (CHATELAIN, 2015). Esse tipo de transmissdao aumentou principalmente apos a
segunda metade do século XX, em paises ndo endémicos (DIAS, 2013). Nos casos de
infec¢do por produtos sanguineos e Orgdos, normalmente o paciente ndo apresenta nenhum
sintoma agudo. Quando estes sdo presentes, sdo em pacientes imunossuprimidos, que
apresentam problemas neuroldgicos, como meningite e encefalite, e insuficiéncia cardiaca

(MOREAES-SOUZA e FERREIRA-SILVA, 2011).



1.5 EPIDEMIOLOGIA

Cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas estao infectadas com o 7. cruzi no mundo (Figura
4) (OMS, 2020). Anualmente, 10 mil pessoas falecem em decorréncia das complicagdes da

doenga, principalmente por progressao das disfun¢des cardiacas (KIRCHHOFF et al., 2018).

Numero de casos estimados de infec¢cio com Trypanosoma cruzi

B <900 900-89.999 [ 90,000-899.999 [l 2900.000 Sem casos

oficialmente relatados

Figura 4. Numero estimado de casos de infecciao por Trypanosoma cruzi em 2016. (SANTOS et al.,
2020; adaptado).

Estima-se que no Brasil existam 4,6 milhdes de pessoas infectadas com o 7. cruzi
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019; MARTINS-MELO et al., 2014). Em 2018, 6,6% dos
casos registrados ndo tiveram a forma de transmissio definida (MINISTERIO DA SAUDE,
2019). A negligéncia do sistema publico em relacdo a doenga de Chagas contribui para que
muitos desses casos nao sejam diagnosticados, e consequentemente nao sejam
adequadamente tratados.

No ultimo Boletim Epidemiolégico do Ministério da Satde (2019), foram
confirmados 380 novo casos no ano de 2018. Desses, 86,8% ocorreram pela transmissao oral

do T cruzi (ANDRADE et al., 2014). A segunda forma forma mais registrada foi a vetorial



10

(6,1%) pelo ciclo silvatico (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Em 2006, o Brasil certificou a
interrupgdo da transmissdo vetorial por 7. infestans, a principal espécie responsavel por essa
transmissdao (COURA e VINAS, 2014). Mesmo assim, em um relatorio epidemiologico, 13
espécies de triatomineos foram reportadas por toda extensdao do pais, incluindo o 7. infestans
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019). A maior incidéncia da doenga de Chagas foi registrada na
regido Norte (92,1%) (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Os casos reportados de transmissdo oral foram confirmados no estado do Amazonas:
2004, no municipio de Tefé, uma paciente com testes confirmados pela ingestdo de vinho de
acai (Euterpe oleracea) (MEDEIROS et al., 2008); 2008, em Coari (BARBOSA-FERREIRA
et al., 2010); 2010, em Santa Izabel do Rio Negro (SOUZA-LIMA et al., 2013). A
transmissdo por via congénita também foi reportada pelo boletim epidemioloégico do
Ministério da Saude (2019), porém em menor porcentagem dos casos (0,3%).

Diversos paises nao endémicos relatam pessoas infectadas por vias de transmissao
como transfusdes de sangue e via congénita (CASTRO, 2009; SANCHEZ ¢ RAMIREZ,
2013; ANDRADE et al., 2014; STRASEN et al., 2014; ANTINORI et al., 2017). A
disseminagdo da doenca nesses paises decorre do aumento da migracio humana e
reemergéncia da transmissao nos paises endémicos (ANDRADE et al, 2014; MARTINS-
MELO et al., 2019). As taxas europeias de transmissdo vertical variam entre 2,6% a 13,8% e
a soroprevaléncia ¢ maior entre imigrantes Bolivianas (11,4% a 34,1%) (ANTINORI et al.,
2017). Em relagdo a locais nao endémicos, na Europa ha menor taxa de transmissao por
transfusodes. Isto acontece porque, assim como no Brasil, diversos paises adotaram politicas
de triagem de produtos sanguineos para doadores submetidos a condi¢des de risco de
contaminagao (Tabela 1) (ANTINORI et al., 2017).

Nos Estados Unidos, a estimativa de imigrantes infectados ¢ de 2% (SCHMUNIS e
YADON, 2010). No Canadad foram estimados, em 2006, que 3,5% dos imigrantes latinos
estavam infectados com o 7! cruzi (SCHMUNIS e YADON, 2010). Na Europa, a prevaléncia
da doenca de Chagas em imigrantes chega a 4,7% (SMITH e MARCOS, 2019). Estimativas
de imigrantes infectados com 7. cruzi na Espanha chegam a 2,3% do total de imigrantes
latinos (GASCON et al., 2010). Na Italia, as estimativas chegam a 11% de pessoas infectadas

(REPETTO et al., 2015). Paises na Oceania também reportam pacientes infectados com 7.
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cruzi. Na Austrélia, 1,65% dos imigrantes latinos estdo infectados e na Nova Zelandia 1,3%

dos imigrantes estdo contaminados (JACKSON et al., 2014).

Tabela 1. Paises europeus e anos de implementacio de politicas de anilise de sangue de individuos em
situacdo de risco para transfusio.

Pais Ano de implementacio
Reino Unido 2005
Espanha 2005
Franca 2009
Suécia 2009
Suica 2012
Bélgica 2013

Fonte: REQUENA-MENDEZ et al., 2014

1.6 DIAGNOSTICO

O diagnostico da doenga de Chagas ¢ construido a partir dos antecedentes
epidemiologicos, manifestacdes clinicas apresentadas pelo paciente e os testes laboratoriais
(OSTERMAYER, et al., 2017). Os profissionais de saide devem atentar-se as diferentes fases
da doenga (aguda e cronica) pois os testes diagnosticos sdo diferentes para deteccdo da
infeccdo (LUQUETTI e SCHMUNIS, 2017). O diagndstico completo e correto permite a
escolha do tratamento adequado e proporciona informacgdes epidemiologicas importantes para
a interrupcao da transmissdo (LUQUETTI e SCHMUNIS, 2017).

Durante a fase aguda, as metodologias sdo baseadas, principalmente, em testes
parasitologicos que permitem a visualizagdo do parasito a partir de amostras do sangue.
Dentre elas, a mais indicada ¢ a visualizagdo em sangue fresco em microscopio, porém a
sensibilidade desses testes ¢ proporcional a parasitemia (GOMES, 2017). Outros testes
utilizados sdo baseados na concentragdao e observacao do parasito: Strout (1962), no qual o
sangue ¢ coagulado e separado do soro que depois € analisado em microscopio para deteccao
de parasitos; Microhematocrito, no qual o sangue ¢ retirado por um capilar que ¢ centrifugado
para separar as diferentes células do sangue, o parasito ¢ observado na mesma por¢do dos

leucocitos (LUQUETTI e SCHMUNIS, 2017). O teste imunologico, que pode ser feito na
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fase aguda, ¢ a detec¢do de anticorpos IgM anti-7. cruzi por imunofluorescéncia indireta ou
aglutinacdo direta; mesmo assim esse teste ndo possui tanta sensibilidade quanto o
diagnostico direto pois depende da resposta imunolégica do paciente (BRITTO e MOREIRA,
2017). O diagnoéstico em recém-nascidos € feito a partir do sangue do corddo umbilical ou
venipuntura e analisado por métodos convencionais de diagnostico (SANCHEZ e RAMIREZ,
2013).

O diagnostico durante a fase cronica ¢ feito, principalmente, por métodos
imunolédgicos ja que ha uma parasitemia muito baixa (OMS, 2007). Cerca de 98% dos
pacientes infectados possuem os anticorpos especificos (OMS, 2007). Dessa forma, deve-se
realizar testes em combinacdo, um com alta sensibilidade e outro, alta especificidade (OMS,
2007). Os principais testes imunoldgicos utilizados sao ELISA e Imunofluorescéncia indireta
(IFA) (OMS, 2007). A imunofluorescéncia indireta (IFA) € feita utilizando um anticorpo IgG
anti-humano em combina¢do com um anticorpo conjugado fluorescente, que ¢ observado em
microscopio de fluorescéncia. Apesar de muito sensivel, a IFA requer equipamentos caros e
técnicos especializados para a execucdo do teste (LUQUETTI e SCHMUNIS, 2017). O
método imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) utiliza antigenos
conjugados a células, que reagem a anticorpos com marcadores fluorescentes, que sao
analisados em espectrofotdmetros, garantindo a objetividade do teste; mesmo assim, técnicos
especializados e aparelhos para andlise sdo necessarios para realizar o teste (LUQUETTI e
SCHMUNIS, 2017).

A deteccao por xenodiagndstico, hemocultura e PCR ¢ utilizada apenas como forma
de confirmar testes soroldgicos positivos (OMS, 2007). Xenodiagndstico ¢ feito com a
alimentacdo de triatomineos a partir de amostras de sangue do paciente. Essa técnica demanda
habilidades técnicas, tempo e grande colonia para que possa ser confirmado o diagnostico
(LUQUETTI e SCHMUNIS, 2017). A hemocultura ¢ definida pelo crescimento de cultura do
parasito in vitro a partir de amostra sanguinea. As limitacdes desse teste envolvem os
materiais, que devem ser estéreis, tempo, pois as culturas devem crescer em 30 dias e
habilidades dos profissionais do laboratorio (CHIARI et al., 1989; LUQUETTI e
SCHMUNIS, 2017). O método de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem como
objetivo amplificar sequéncias especificas do parasito, como sequéncias do DNA do

cinetoplasto (kDNA). O diagndstico com essa ferramenta ¢ normalmente o mais preciso; a
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parasitemia, no entanto, ¢ um fator a ser considerado caso o teste seja negativo (BRITTO e

MOREIRA, 2017).

1.7 TRATAMENTO

Como a doenga de Chagas acomete principalmente pessoas em paises pobres € pouco
desenvolvidos, ela encontra-se na lista de doengas negligenciadas pela OMS. Dessa forma, ha
pouco investimento para a descoberta de novas drogas (PEDRIQUE, 2013). Isso pode ser
comprovado pela disponibilidade de tratamento existente (CHAO et al., 2020). As tUnicas
duas drogas aprovadas para o tratamento da doenga de Chagas sdo Benznidazol e Nirfutimox,
que foram descobertas nas décadas de 1960 e 1970, respectivamente. Sio medicamentos que
possuem maior eficiéncia antiparasitéria na fase aguda da doenga (PEREZ-SILANES et al.,
2016). As taxas de cura em pacientes em fase aguda sdo de 65% a 80%; em recém-nascidos
infectados pela via congénita, a taxa de cura pode chegar a 100% (MOLINA ef al., 2015).
Durante a fase crdnica, a taxa em adultos varia de 15% a 35% e em criangas, 60% (MOLINA
etal.,2015).

O Benznidazol ¢ a principal escolha medicamentosa contra a doenga de Chagas e o
Nirfutimox ¢ utilizado como tratamento alternativo. Apesar da relativa eficiéncia, esses
medicamentos sdo bastante toxicos para o paciente, dados os efeitos colaterais como
acometimento do sistema nervoso central e periférico, alteracdes no funcionamento da
medula 0ssea, intolerancia gastrointestinal e irritacdo da pele (DIAS, 2013).

Em gestantes, o tratamento deve ser interrompido, pois ainda ndo se sabe os efeitos
adversos da terapia; porém, com a suspeita, pode-se diagnosticar recém-nascidos que, se
tratados, podem ser curados da infecgdo (SANCHEZ e RAMIREZ, 2013).

Outros farmacos estdo sendo testados contra a infec¢do do 7. cruzi, como o
antifungico Posaconazol, pertencente a classe dos triazois, que impede a via do ergosterol em
microorganismos, necessaria para a multiplicagdo do parasito durante a infeccdo (MOLINA et
al., 2015). Ergosterol ¢ um esterol constituinte da membrana de fungos e protozoarios,
responsavel por modular a fluidez, integridade e permeabilidade da membrana do parasito
(SANTOS et al., 2020). Em modelos murinos, as taxas de cura foram 90% na fase aguda e

60% na fase crdnica, ou seja, maiores indices que os tratamentos anteriores (MOLINA et al.,
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2015). Apesar do sucesso nesses modelos, essas taxas ndo foram reproduzidas em testes
clinicos com humanos (MOLINA ef al., 2015). Mesmo assim, estudos com terapias
combinatorias de Posaconazol e Benznidazol em murinos obteveram respostas positivas, pois
reduziram a carga parasitaria € houve diminuicdo nas lesdes teciduais em comparagdo com
terapias unicas (ECHEVERRIA et al., 2020).

Apds 60 anos do desenvolvimento de medicamentos contra Chagas, ainda temos
apenas os dois mesmos medicamentos disponiveis para o tratamento da doenca (CHAO et al.,
2020). Além de antiquado, o tratamento existente ¢ ndo possui taxas de cura significativas,
contém efeitos adversos nocivos para os pacientes (SANTOS et al., 2020). Pacientes mais
suscetiveis, como idosos e gestantes, encontram-se desamparados pelo tratamento disponivel
(VIOTTTI et al., 2009). Dessa forma, torna-se significativo o estudo profundo do parasito
com o objetivo de desenvolvimento de novos farmacos no contexto da doenca de Chagas

(CHAO et al., 2020).

1.8 PREVENCAO

Além da terapia com farmacos, a prevencao da transmissao também ¢ uma medida
que também deve ser considerada para o tratamento da doenga. De acordo com a OMS
(2017), a transmissdo do 7. cruzi deve ser prevenida com medidas de controle relacionadas
aos hospedeiros. Para isso, as estratégias de prevencdo devem considerar as diversas formas
de transmissdo do parasito, ecologia e distribuicdo de triatomineos, possibilidade de
contaminagdo por transfusdes sanguineas e transplante de 6rgdos e a transmissdo congénita
(ALBAJAR-VINAS et al., 2011).

No tocante ao hospedeiro invertebrado, as medidas de controle incluem: eliminacao
dos triatomineos com inseticidas; melhoria nas condi¢des de moradia; instalacdo de telas
mosquiteiras e incentivo a campanhas de prevencao e instru¢cdo (OMS, 2017; PAHO, 2016).
Desde 1991, paises endémicos para Chagas criaram diversos programas (Tabela 2) para
eliminacao dos vetores e controle da doenca de Chagas (COURA et al., 2014). Contudo, por
falta de vigilancia e fiscalizagdo, esses programas governamentais tém falhado em conter
efetivamente o nimero de novas infecgdes (ANDRADE et al., 2014). Além disso, o nimero

de espécies de triatomineos capazes de transmitir o 7. cruzi passa de 140, o que torna o
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controle complicado e a reemergéncia da transmissdo um risco constante (SCHOFIELD e

GALVAO, 2009; COURA et al., 2014; PINAZO e GASCON, 2015).

Tabela 2. Programas governamentais de conten¢do da doenga da Chagas dos paises endémicos da
América do Sul e ano de implementacio.

Nome do programa Paises participantes ) Ano de . Objetivos
implementacgiao

Eliminar 7. infestans e

Argentina, Bolivia, ) ,
outros trratomineos,

Iniciativa Cone Sul Brasil, Chile, 1991

(INCOSUR) . . regularizar os bancos
Paraguai, Uruguai
de sangue
Iniciativa dos Paises  Colombia, Equador, 1997 Eliminar os vetores

Andeanos (IAC) Peru, Venezuela
Analisar os riscos da
doenga, identificar
requisitos para
monitoramento e

prevengdo da doenga
de Chagas

Bolivia, Brasil,
Iniciativa dos Paises  Colombia, Equador,
Amazonicos Guiana, Guiana 2002
(AMCHA) Francesa, Peru,
Suriname ¢ Venezuela

Fonte: COURA et al., 2014

Em relagdo a hospedeiros vertebrados, as medidas de controle abrangem o ciclo
silvatico e os hospedeiros humanos. Como j& foram reportados mamiferos e aves que podem
ser reservatorios do 7. cruzi, a prevengdo da transmissdo do parasito deve englobar o
tratamento das redes de saneamento basico e promover saide publica veterinaria (OMS,
2010).

Em humanos, as medidas de controle envolvem principalmente a diversificagao e
melhoramento das formas de diagndstico, com testes mais sensiveis a infec¢do e capacitacao
profissional para realizé-los (OMS, 2013). A migra¢do humana de zonas rurais para centros
urbanos também € um fator a ser considerado na prevencao da transmissdao. Apos a segunda
metade do século XX, com globalizacdo, urbanizagdo e migracdo de pessoas, o risco de
expansdo da doenca de Chagas aumentou, principalmente pelas vias transfusional e congénita
(DIAS, 2013; PINAZO e¢ GASCON, 2015). No Brasil, ¢ compulsoria a notificacdo da
infeccao da doenga de Chagas para doadores de 6rgaos ou derivados de sangue e transplante
de orgaos (RAMOS et al., 2018).

Em paises nao endémicos, a principal forma de controle da transmissao acontece pela

fiscalizacdo de bancos de transfusdo de sangue, transplante de 6rgdos e triagem em recém-
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nascidos (REQUENA-MENDEZ et al., 2014). Apenas alguns paises da Unido Europeia
demandam testes laboratoriais especificos para o T. cruzi para imigrantes de paises endémicos
(BASILE et al., 2011; REQUENA-MENDEZ et al., 2014). O primeiro pais a implementar
testes para prevencao da transmissdo foi o Reino Unido, em 1999, enquanto a Espanha e a
Francga s6 comecaram essa pratica em 2005 e 2009, respectivamente. O ultimo pais a testar
materiais para transfusdo foi a Suica, em 2013 (REQUENA-MENDEZ et al., 2014). Mesmo
assim, o 7. cruzi continua sendo disseminado, ja que portadores ndo sdo identificados porque
os testes laboratoriais ndo sdo universalizados e padronizados (REQUENA-MENDEZ et al.,
2017).

Os sistemas de doacdo de sangue e transfusdo de o6rgdo devem construir bases de
triagem desses materiais para garantir a seguranca de todos os usuarios (OMS, 2007). Em
2013, a OMS divulgou um guia de avalia¢do da aptiddo de doadores de sangue que incentiva
a padronizagdo das praticas de centros de banco de sangue e derivados. O manual tem como
objetivo dar seguranca a pacientes e técnicos. Além disso, incentiva o aperfeicoamento
estrutural, cientifico e educacional principalmente na capacitacdo profissional e na educagdo
dos usuarios e doadores de sangue.

O controle da transmissao via oral deve limitar o contato do 7. cruzi com alimentos.
Isso é feito ao criar barreiras entre o alimento e animais contaminados com 7. cruzi em casa,
com o uso de telas, inseticidas e guardando os alimentos, para que triatomineos e seus
excrementos ndo contaminem os alimentos. Outra medida de profilaxia tem relagdo com a
industria e distribuidores dos produtos que podem ser contaminados; para prevenir isso, €sses

alimentos devem ser pasteurizados (ALARCON DE NOYA e GONZALEZ, 2019).

1.9 ORGANIZACAO CELULAR DO Trypanosoma cruzi

Por se tratar de um organismo eucarioto, o 7. cruzi possui um nucleo definido,
organelas compartimentalizadas (Figura 5), citoesqueleto, metabolismo e regulacao genética
complexos (KOUMANDOU et al., 2013). A membrana externa ¢ formada por bicamada
lipidica na qual as principais proteinas de membrana sdo ancoradas, principalmente por
glicosilfosfatidilinositol (GPT) (ALBA SOTO e GONZALEZ CAPPA, 2019). As organelas

cinetoplasto, glicossomos, acidocalcissomos sdo presentes na Ordem Kinetoplastidea e



17

servem como a principal forma de classificagdo e diferenciagdo dentro desse grupo

(KOUMANDOU et al., 2013).

Microtibulos
subpeculiares

Reservossomo

Acidocalcissomos

Mitocondria

Nucléolo
Glicossomo

Cinetoplasto

Bolsa Flagelar | Complexo

de Golgi

Vaciolo
contractil

Estrutura Paraflagelar

Axonema

Citéstoma

Figura 5. Representacio esquematica de sec¢io longitudinal da forma epimastigota de Trypanosoma
cruzi. (DOCAMPO et al., 2005; adaptada).

O Nucleo ¢ um compartimento definido por bicamada lipidica (SOUZA, 2002),
responsavel por manter o material genético separado do citoplasma e coordenar a expressao
génica (KOUMANDOU et al., 2013). Em toda sua extensdo, a membrana nuclear possui
poros (Nuclear Pore Complexes - NPCs), que mant€ém uma comunicacdo com 0O meio
extranuclear pela passagem de substratos, proteinas ¢ RNAs (SOUZA et al., 2017;
KOUMANDOU et al., 2013). Nas diferentes formas de vida do parasito, o nticleo se molda
em diferentes conformagdes. Em tripomastigotas, o nucleo se torna alongado ¢ com

heterocromatina ndo condensada (CALDERANO et al., 2017). Em formas replicativas e



18

durante esse processo, a membrana nuclear permanece intacta e arredondada. Essa
conformacdo ¢ possivel devido a organizagdo intranuclear mantida por microtiibulos e pela
dispersdo da cromatina para a periferia do ntacleo (SOUZA et al., 2017, CALDERANO et al.,
2017).

Os cinetoplastideos foram classificados pela formagao e organizagdo da mitocondria.
A mitocondria do Trypanosoma cruzi € a principal organela de geracdo energética, e sintetiza
metabolitos essenciais para o funcionamento celular (CALDERANO et al., 2017). O material
genético da mitocondria, chamado de cinetoplasto (KDNA), ¢ formado por uma concatenacao
de maxicirculos e minicirculos de DNA que ficam posicionados conforme as diferentes
formas de vida do parasito (SOUZA et al., 2017).

O citoesqueleto mantem a forma do parasito, confere mobilidade e movimentacao
celular. E uma estrutura composta por microtibulos, filamentos espessos, filamentos
intermediarios e microfilamentos (SOUZA e VIDAL, 2017). Desses componentes, 0s
principais sdo os microtibulos, formados pelas proteinas actina e tubulina que compdem a
camada subpeculiar abaixo da membrana plasmatica, responsavel por manter o formato do
parasito e conferir resisténcia a danos mecanicos (SOUZA e VIDAL, 2017; ALBA SOTO e
GONZALEZ CAPPA, 2019). Os microtibulos também compdem o complexo citosoma-
citofaringe, um canal de ligacdo dos corpos basais até a bolsa flagelar e uma estrutura tubular
pelo citoplasma (SOUZA et al., 2017). Os filamentos espessos e intermediarios ainda ndo
foram completamente descritos, porém também possuem funcao estrutural (SOUZA, 2002).
Os microfilamentos sdo formados principalmente por actina e sdo relacionados intimamente
com a forma, movimento e transporte de moléculas do parasito (SOUZA, 2002).

O flagelo emerge da bolsa flagelar que ¢ uma invaginacdo da membrana plasmatica e
nao ¢ mantida pelo citoesqueleto. Na bolsa flagelar, ha uma estrutura bilobular que se associa
ao aparato de Golgi e possui diversas proteinas constituintes, em especial a centrina2
(SOUZA et al., 2017). O flagelo ¢ formado por nove pares de microtibulos periféricos e um
par central associado ao corpusculo basal, que ¢ composto por nove trincas de microtubulos
(SOTO e CAPPA, 2019). Conforme o estagio de vida do parasito, o flagelo emerge de
diferentes localizagdes (SOUZA, 2002). A principal funcio do flagelo ¢ motilidade celular e
reconhecimento sensorial do meio (CALDERANO et al., 2017). Além disso, é coberto por

uma membrana e liga-se ao citoplasma pela zona FAZ (Flagellar Attachment Zone) e ao
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corpusculo basal que ¢ ligado ao citoplasma e ao cinetoplasto. O corptisculo basal possui uma
fun¢do semelhante ao centriolo, do qual partem os centros organizadores do fuso mitético,
que formam os microtubulos do flagelo e fazem a separacdo dos cromossomos durante a
citocinese (CALDERANO et al., 2017). A parte axial, ou externa, do flagelo possui estrutura
paraflagelar (PFR) que ¢ responsavel pela motilidade. O flagelo ¢ anexado ao corpo do
parasito, ¢ necessario para sua sobrevivéncia e atua na evasao imunoldgica pelo parasito
(CALDERANO et al., 2017).

O Trypanosoma cruzi também possui pequenas organelas formadas por uma unica
bicamada lipidica, os glicossomos e acidocalcissomos. Os glicossomos sdo organelas
esféricas distribuidas pelo corpo do parasito; sdo responsaveis por concentrar e
compartimentalizar enzimas da via glicolitica (CALDERANO et al., 2017; ALBA SOTO e
GONZALEZ CAPPA, 2019). Essa organela engloba enzimas de processos metabélicos
celulares como glicdlise, salvamento de purinas, oxidacdo de &cidos graxos, biossintese de
pirimidinas, isoprenol e esterdis (SOUZA et al., 2017). Os acidocalcissomos sdo granulos
eletrondensos e acidos que estocam calcio, fosforo, potéassio, sédio, zinco, mantém o pH
celular e osmorregulagdo ja que o parasito muda de morfologia e ambiente durante o ciclo de
vida (SOUZA et al., 2017; SOUZA e VIDAL, 2017). Os acidocalcissomos sdo uteis durante
condi¢des de estresse osmotico ou nutricional e sdo relacionadas a viruléncia do parasito. O
Ca2* dos acidocalcissomos participa de processos como invasdo do hospedeiro pelos parasitos
e metaciclogénese, corroborando, assim, para a importancia do CaZ* no ciclo do 7. cruzi
(CALDERANO et al., 2017).

O reticulo endoplasmadtico, assim como em outros eucariotos, funciona como
maquinaria de dobramento de proteinas e modificagdes co/pOs transcricionais
(CALDERANQO et al., 2017). O complexo de Golgi ¢ responsavel pela produgdo de organelas
secretoras, as quais liberam componentes pelo compartimento flagelar e aparato lisossomal
(CALDERANO et al., 2017). O complexo de Golgi do T cruzi participa do processo de
glicosilagdo de glicoconjugados (CALDERANO et al., 2017; SOUZA e VIDAL, 2017).

1.10 CentrinaS
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As proteinas centrinas, ou calcitracinas (MADEDDU, 1996), pertencem a
superfamilia das Calmodulinas, de proteinas ligantes a Ca2* (ZHANG e HE, 2012). Sao
proteinas encontradas ubiquamente em eucariotos com cerca de 80-90% de identidade entre
vertebrados e 50-70% entre vertebrados e eucariotos inferiores. A identidade e distribuicao
das Centrinas nos eucariotos evidenciam a indispensabilidade dessas proteinas para o
funcionamento celular como um todo (SHIEBEL E BORNENS, 1995). Além disso, elas
possuem uma grande diversidade principalmente nas regides N-terminal e C-terminal que
promovem variacdo quanto as propriedades biofisicas e bioquimicas e diferem nas
localizagoes celulares e fungdes (SCHIEBEL E BORNENS, 1995; ZHANG e HE, 2012).

Na subfamilia das Centrinas encontram-se Calmodulina, Troponina C e Parvabulmina,
todas com quatro motivos Hélice-alga-hélice (Figura 6), possivelmente ligantes a Calcio
(SCHIEBEL E BORNENS, 1995). O dominio EF-Hand, caracterizado por ligacdo a metais,
possui estrutura basica de dois motivos EF (hélice-alga-hélice). O dominio EF-Hand possui
afinidade pelo Ca2* entre as hélices e uma sequéncia flexivel de ligacdo entre os motivos
(Figura 7) (BABINI et al., 2005). As Centrinas foram descritas em fibras contracteis dos
corpos basais de Chlamydomonas reinhardtii, essas proteinas mudam de conformacao fisica
ao se ligarem ao Ca2?*, dessa forma, foram relacionadas a divisdo dessas células

(SALISBURY, 1995).

Figura 6. Representagio esquematica do motivo EF-Hand. Constituido de hélice-alga-hélice, o local de
ligagdo ao Ca2*entre as hélices. ()X, Y, (-)Z e # sdo as ligagdes ao Ca2*. w € molécula de agua (H20).
(BABINI et al., 2005).
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A primeira descricdo das Centrinas foi feita em células da alga verde Tetraselmis
striata spp., depois em fungos (Saccharomyces cerevisiae), flagelados ameboides
(Paramecium spp.), ¢ mamiferos (Homo sapiens, Mus musculus) (SCHIEBEL e BORNENS,
1995; MADEDDU et al., 1996). Em diversos organismos, Centrinas ndo possuem um numero
especifico de homologos, por exemplo, um em levedura, quatro em mamiferos, no minimo
dez no protozoario Tetrahymena spp. € 48 no Paramecium spp. (GONGENDEAU et al.,
2008). Em tripanossomatideos, como Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei, foram
descritas cinco Centrinas relacionadas a divisdo celular desses parasitos (SELVAPANDIYAN

etal., 2012).

<Inke*

Figura 7. Representagao esquematica do dominio EF-Hand. Um dominio EF-Hand ¢ constituido por dois
motivos EF. Hélices I e II sdo um motivo ¢ Hélices III e IV, outro. Setas representam a-hélices e linhas, partes
nao estruturadas da cadeia peptidica. X, Y e Z sdo as possiveis ligagdes ao Ca2*. G ¢ aminoacido Glicina e I,
Isoleucina. (BABINI ef al.. 2005).

As Centrinas sao uma das mais antigas proteinas com fung¢des relacionadas a conexao
dos microtubulos e estruturas ligadas & membrana, garantindo a forma celular (DEVOS et al.,
2014). Existem evidéncias de associagdo entre a formac¢do do complexo nuclear, que forma os
microtibulos, € a maquinaria de divisdo celular (DEVOS et al., 2014). Essas proteinas sao
associadas aos centros organizadores de microtubulos (MTOCs) em organismos ndo ciliados;
em corpos basais de organismos flagelados e corpo polar do fuso em leveduras

(SALISBURY, 1995). As Centrinas relacionam-se também aos filamentos contrateis que se
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ligam a essas diferentes organelas; dessa forma, sdo proteinas envolvidas na duplicagdo e
segregacdo do centrossomo e corpos basais, que sdo aparatos importantes para a divisao
celular (SELVAPANDIYAN et al., 2007).

A proteina centrina de Chlamydomonas reinhardtii foi a primeira proteina
centrossomal molecularmente caracterizada e também esté relacionada a fibras contrateis do
nucleo e do corpo basal (WRIGHT et al., 1985). Em fungos como S. cerevisiae, a proteina
centrina codificada pelo gene CDC31 foi estabelecida como essencial para esse organismo;
ela ¢ relacionada a duplicagdo dos corpos basais e do corpo polar do fuso, uma rede de
filamentos que organiza o citoesqueleto durante a divisdo celular (SHIEBEL E BORNENS,
1995).

Em humanos, foram identificadas trés proteinas Centrinas com diferentes funcgdes
celulares, relacionadas principalmente a posicdo relativa ao centriolo e associada ao
centrossomo durante todo o ciclo celular (SHIEBEL E BORNENS, 1995). Em células HeLa,
a expressao reduzida da centrina2 acarretou a diminuicdo do contetdo centriolar e, 72 horas
apos a intervencao, 70% das células ndo possuiam nenhum centriolo. Este experimento deu
fundamentos para relacionar a centrina a maquinaria de duplicagdo, durante a divisdo celular.
Com isso, outras consequéncias aconteceram para a célula, como defeitos posteriores na

mitose e citocinese que causaram morte celular (RICE E AGARD, 2002).

1.11 CentrinaS EM TRYPANOSOMATIDAE

Em tripanossomatideos existem cinco genes provaveis para Centrinas (HE et al.,
2005; SELVAPADIYAN et al., 2012) que possuem varias diferencas quanto a localizagao e
atividade. A homologia das cinco Centrinas entre os tripanossomatideos ¢ baixa (35-45%);
além disso, essas proteinas possuem similaridades entre seus homologos de outros
organismos eucariotos. A sequéncia amino-terminal das Centrinas ¢ a regido com maior
numero de diversificagdo, o que pode evidenciar as diferencas funcionais existentes entre
essas proteinas (SELVAPADIYAN et al., 2007).

Outros cinetoplastideos foram analisados quanto as consequéncias da delecdo de
Centrinas. Selvapadiyan, em 2004, analisou a delecdo dos dois alelos da LdCEN1 em

amastigotas (intracelular) de Leishmania donovani. Isso resultou no bloqueio da progressao
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do ciclo celular e da infec¢do, causou mudancas morfoldgicas como células com multiplos
nlcleos e cinetoplastos. Além disso, a LACENI1 foi relacionada a duplica¢do do corpo basal.
Em Trypanosoma brucei, a TbOCENI ¢ localizada no corpo basal (HE et al., 2005) e quando
reprimida, impede a citocinese e divisdo do cinetoplasto e corpos basais .

TbCEN?2 foi citolocalizada no complexo de Golgi em uma estrutura bilobular (HE et
al., 2005). Quando reprimida, impede a citocinese e divisao do cinetoplasto; além disso, a
duplicagdo do Golgi foi reprimida quando a TbCEN2 estava deletada (HE et al., 2005;
WANG et al., 2012). Outras estruturas como FAZ, local de ligagdo com o flagelo e membrana
citoplasmatica, também sdo inibidas quando hé o silenciamento de TbCEN2, provavelmente
pela localizagdo da proteina que ¢ adjacente a zona FAZ (ZHOU et al., 2010).

A TbCEN3 foi citolocalizada no flagelo, ¢ quando deletada causou retardo na
mobilidade dos parasitos; entdo, eles percorreram distdncias menores. A auséncia de
movimento dos parasitos foi relacionada ao insucesso das ligacdes ao CaZf, que sao
necessarias para a motilidade dos flagelos (WEI et al., 2014)

TbCEN4 nio ¢ reconhecida pelo anticorpo monoclonal 20H5 de C. reinhardtii; possui
trés dominios EF-Hand, e esta localizada ao redor dos corpos basais (SELVAPADIYAN et al.,
2007). Ao ser deletada, causou retardo na progressao do ciclo celular e células com multiplos
ou nenhum nucleo, porém com todas as outras organelas divididas normalmente (SHI ef al.,
2008, WANG et al., 2012). Ao se multiplicarem, perdem a forma e o flagelo. Em sua
morfologia, essas células ficam aumentadas e sem forma definida (pleomorficas)

(SELVAPADIYAN et al., 2007).

1.11.1 CENTRINAS

A centrina5 (CENS) foi identificada em tripanossomatideos e ndo foi descrita em
nenhum outro grupo de organismos. A TbCENS5 também nao ¢ reconhecida pelo anticorpo
monoclonal 20HS, como outras centrinas de tripanossomatideos (HE et al., 2005). Souza
(2016) analisou os niveis de expressao de mRNA para as cinco Centrinas de Trypanosoma
cruzi (TcCENs) e Subunidade SCC1 da Coesina (SCC1) nas diferentes formas do parasito
(Figura 8). A Subunidade SCC1 ¢ relacionada a citocinese e segregacao de cromossomos ¢ a

sua delecao causa falhas na divisao celular (GLUENZ et al., 2008). Em comparagao as outras
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Centrinas, a TcCEN2 e TcCENS tiveram um padrdo de expressio de mRNA semelhante a
SCC1, que ¢ ativa em toda citocinese. Isso levantou a hipdtese de que a TcCENS pode
relacionar-se a cariocinese, ja que apresentou niveis altos de expressdao de mRNA (SOUZA,
2016).

A filogenia de TbCENS relacionou-a evolutivamente a TbCEN2 e previu um peso
molecular de 20kDa. A citolocalizagdao por fluorescéncia evidenciou sua localizacdo no
flagelo e distribuicao no nucleo, obedecendo um padrdo durante a citocinese. No decorrer do
ciclo celular, a distribuicdo foi mais concentrada no nucleo. Além disso, suspeita-se da

interacao entre TbOCENS e TbCENI1, TbCEN3 e TbCEN4 (SHAN et al., 2019).
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Figura 8. Expressao relativa de mRNA nas trés formas de vida do 7. cruzi em relaciio a expressiao do
gene de manutencio GAPDH. AMA - amastigota, EPI - epimastigota e TRIPO - tripomastigota. C1, C2, C3,
C4, C5 sdo TcCENI1, TcCEN2, TcCEN3,TcCEN4, TcCENS respectivamente; SCC1 ¢é a Subunidade 1 da
Coesina; Amastina é gene endogeno e controle juntamente com gene de manutengdo GAPDH. (SOUZA,
2016).
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1.12 SILENCIAMENTO DA TcCENS COM CRISPR/Cas9

A maquinaria de CRISPR-Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeat ¢ CRISPR-associated proteins) foi descoberta como mecanismo de imunidade de
bactérias e archaeas e pode ser utilizada na engenharia genética de outros organismos
(KOONIN e MARAKOVA, 2009). CRISPR-Cas9 funciona como uma memoria imunologica
que induz a clivagem de um &cido nucleico exdgeno. No genoma bacteriano ha operon com
grupos de nucleotideos repetidos palindromicos interespagados por pequenas sequéncias
adquiridas a partir de d4cidos nucleicos externos provenientes de uma infeccdo por
bacteriofagos (HORVATH e BARRANGOU, 2010). O sistema CRISPR-Cas9, encontrado em
Streptococcus pyogenes, ¢ uma nuclease do tipo I, que utiliza um RNA guia (sgRNA) como
forma de induzir uma quebra na dupla fita de DNA ao reconhecer a sequéncia exdgena
previamente incorporada (Figura 9) (HELER et al., 2015). CRISPR-Cas9 ¢ composta por um
RNA guia (sgRNA) e endonuclease Cas9 (CUI et al, 2018). O sgRNA ¢ formado pela fusao
de RNA CRISPR (crRNA) e crRNA transativado (tracrRNA) (CUI et al., 2018). O crRNA ¢
obtido pela transcrigdo do spacer, que consiste em aproximadamente 20 nucleotideos,
complementares a sequéncia-alvo proveniente de bacteriofagos invasores (HELER et al.,
2015). O tracrRNA ¢ uma sequéncia constante que se liga a Cas9 ao adquirir uma estrutura
secundaria (CUI et al., 2018). Para que CRISPR-Cas9 seja ativada ¢ necessaria uma
sequéncia de reconhecimento chamada PAM (protospacer adjacent motif), constituida de
nucleotideos 5’ NGG 3’ adjacente aos nucleotideos alvo (Figura 10) (HELER et al., 2015).

Como o Trypanosoma cruzi ndo possui o mecanismo de RNA interferente (RNAI), e
com o objetivo de investigar a fun¢do da TcCENS, foi entdo empregada a técnica de edicao
génica por CRISPR-Cas9 para efetuar o silenciamento do gene devido sua eficacia
comprovada em 7. cruzi (PENG et al., 2015). Essa técnica consiste na utilizagdo de um
oligonucleotideo de RNA (RNAguia - sgRNA) para um alvo especifico que, ao hibridizar
com o DNA gendmico, induz a modificagdo conformacional da endonuclease Cas9 e causa
uma clivagem da dupla fita (double-stranded break - DSB) do DNA em um local especifico.
A partir dai, a maquinaria celular ¢ responsavel por reparar a quebra da dupla fita; nesse
organismo, em especifico, os reparos acontecem por micro homologia das juncdes de quebra

(microhomology-mediated end joining - MMEJ) (Figura 11). A sequéncia estd propensa a
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erros ao ser reparada na auséncia de uma sequéncia de homologia, possibilitando dele¢des de
nucleotideos do gene. Outra forma de reparo da dupla quebra do DNA ¢ a utilizacdo de uma
sequéncia de nucleotideos homologos ao local da modificagdo; um cassete da regido pode ser
utilizado para induzir um reparo guiado. Essa estratégia foi utilizada para inserir sequéncias
especificas na regido da quebra e causar uma modificacdo guiada, como a inser¢do de colons

de parada precoce (PENG et al., 2015).

A-AQUISICAO DAS SEQUENCIAS EXOGENAS B - INTERFERENCIA
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Figura 9. Visao geral do mecanismo de aquisiciao de sequéncias e interferéncia do sistema CRISPR/Cas9.
(A) Mecanismo de aquisi¢do de sequéncias exdgenas por CRISPR/Cas9. Acidos nucleicos invasores sio
clivados e incorporados ao genoma bacteriano, como spacers (blocos coloridos), entre regides repetitivas
(losangulos cinza). Depois da transcricdo, o crRNA ¢ clivado pela RNAaselll formando associagdes com
proteinas Cas9. (B) Mecanismo de interferéncia de CRISPR/Cas9. No momento de uma nova infec¢do, as

sequéncias sgRNA na Cas9 sdo responsaveis por reconhecer o material genético exodgeno e clivar, de forma
que a infec¢do ndo prosseguira (THURTLE-SCHMIDT e LO, 2018; adaptado).




27

sgRNA
~ (tracrRNA-crRNA)

Sequéncia gendmica alvo

5 DNA
3 gendmico

Nuclease Cas9

Figura 10. Diagrama da endonuclease Cas9 com sgRNA pareado a sequéncia exégena e induzindo a
clivagem das duas fitas do DNA. A sequéncia sgRNA consiste em cerca de 20 nt ligado a um tracrRNA que
ativa a Cas9. O pareamento na sequéncia alvo do DNA exdgeno acontece pela formacdo de um pareamento
complementar do sgRNA a sequéncia alvo, que é aberta. O dominio de reconhecimento (REC) interage com o
sgRNA e o dominio nuclear (NUC) contem os dominios de nucleases e interage com PAM e DNA alvo. A trés
nucleotideos da sequéncia PAM os dominios nucleases (RuvC e HNH) de Cas9 clivam cada um o DNA
invasor (CONG et al., 2013) (https://www.ozbiosciences.com/content/58-transfection-reagents-for-genome-
editing; adaptado).
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Formacio do complexo Cas9 -
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;
,
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Sequéncin modelo com bragos de hemologin que induzem o
reparo ¢ mutagénese no DNA clivado
l Edi¢ao
ALy especifica

Figura 11. Mecanismo de ac¢fo e inducao de reparo por homologia direta (HDR). Cas9 se liga ao sgRNA
que reconhece a sequéncia alvo causando clivagem nas duas fitas de DNA alvo. Uma sequéncia com
homologia adjacente ao sitio de clivagem ¢ inserida no sistema. O mecanismo biologico de reparo utiliza a
sequéncia homologa para reparar o DNA danificado. Na sequéncia de homologia pode-se inserir diferentes
mutagdes (http://www.addgene.org/guides/crispr/; com adaptagdes).
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2 JUSTIFICATIVA

O Trypanosoma cruzi € responsavel por causar a doenca de Chagas em cerca de 8
milhdes de pessoas e, anualmente, propicia o obito de 10 mil dessas pessoas, que vivem
principalmente em situacdo de pobreza, mas ndo exclusivamente (OMS, 2017). Esses
pacientes, em geral, ndo sabem que estao infectados até que sintomas cronicos comecem a se
agravar e tornem-se um fardo debilitante com alta taxa de morbidade (CHATELAIN, 2015).

Mesmo com a interrupgao da transmissao vetorial com 7. infestans, foram reportados
novos casos com transmissdo vetorial bem como surtos de casos agudos relacionados a
transmissdo oral (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Outras formas de transmissdo, como por
transfusdo sanguinea, transplante de orgdos e congénita, podem ocorrer em locais nao
endémicos (CHATELAIN, 2015). Essas formas de transmiss@o sdo responsaveis por expandir
a contaminagdo com 7. cruzi juntamente com a globalizacdo e o aumento do fluxo migratorio
tanto para paises ndo endémicos, como pelo éxodo rural (COURA e VINAS, 2014).

Os tratamentos oferecidos contra o parasito estdo defasados e possuem muitos efeitos
colaterais. As maiores taxas de cura sdo obtidas apenas durante a fase aguda da doenca
(MOLINA et al., 2015). Em adi¢ao a isso, os paises e a industria farmacéutica negligenciam a
necessidade dessas pessoas limitando a quantidade de recursos destinados a pesquisas. Dessa
forma, ndo sé o tratamento ¢ afetado, como também as formas de controle da transmissdo e o
estudo da biologia do agente etiologico (PEDRIQUE, 2013).

O Trypanosoma cruzi € um organismo com ciclo biolégico complexo, que passa por
mudancas morfologicas e fisiologicas (CALDERANO et al., 2017). Os mecanismos
celulares, moleculares e organizacdo gendmica ndo foram completamente descritos; pois
possuem caracteristicas unicas que ainda ndo foram estudadas o suficiente (FREILIJ, 2019),
principalmente, devido ao fator de ser uma doenga negligenciada.

As proteinas Centrinas sdo ubiquas em organismos eucariotos. Essas proteinas foram
encontradas em quantidades diferenciadas em cada organismo e a sua fun¢do relacionada
principalmente a divisdao de organelas (GONGENDEAU et al., 2007). Apesar disso, elas nao
foram propriamente estudadas e suas funcdes ndo estdo completamente esclarecidas no 7.

Cruzi.
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Nos tripanossomatideos foram encontradas cinco Centrinas, que possuem uma baixa
homologia entre si. Em Trypanosoma brucei as cinco Centrinas foram caracterizadas,
TbCENI1, TbCEN2 e TbCEN4 foram relacionadas a divisdo celular e de organelas essenciais
como nucleo, Complexo de Golgi e cinetoplasto (HE et al., 2005; SHI et al., 2008; WANG et
al., 2012); enquanto a TbCEN3 e TbCENS foram associadas ao flagelo; sendo, a TbCEN3
com fungdes relativas a divisao dessa estrutura e a mobilidade do parasito (WEI et al., 2014;
SHAN et al., 2019).

A centrina5 foi encontrada apenas em tripanossomatideos, o que a torna uma proteina
unica na qual o estudo tem extrema importancia (HE et al., 2005). O estudo de uma proteina
ainda nao caracterizada e inédita permite a busca por novos alvos terapéuticos para a doenca
de Chagas. Além disso, pode conduzir a possiveis evidéncias quanto a filogenia do parasito
em relacdo a evolugdo dos eucariotos. O estudo da centrina5 de Trypanosoma cruzi ¢
relevante pois acrescenta conhecimento novo a um organismo causador de uma doenga

tropical morbida e negligenciada.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Estudar a proteina centrina5 de Trypanosoma cruzi quanto a filogenia, estrutura e

fungao

3.2 Objetivos especificos

- Estudar a proteina TcCENS in silico

- Analisar a fungdo da centrinaS de Trypanosoma cruzi, por meio do silenciamento com

CRISPR/Cas9.
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4 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para a caracterizagdo da proteina TcCENS duas estratégias experimentais foram
definidas. A primeira (Figura 12) tem como principal objetivo a caracterizagdo in silico e
analise filogenética da TcCENS. A segunda estratégia (Figura 13) tem como objetivo principal

a analise funcional da proteina e andlise do parasito na auséncia da proteina TcCENS.

A B
Bancos de dados Banco de dados
NCBI UniProt
TriTrypsDB
v Sequéncias de
aminoacidos
Sequéncias genes
Alinhamento Modelagem Alinhamento par
multiplo Tridimensional a par
Construca Confiabilidade
OUSIGao Estrutura secundaria
filogenia

Figura 12. Estratégia experimental para analise in silico de TcCENS5. (A) Estratégia para analise de genes.
(B) Estratégia para analise proteica e modelagem tridimensional.
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Figura 13. Estratégia experimental para analise da funcio de TcCENS.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 MATERIAIS

5.1.1 Solucoes e Tampoes

Salina Tamponada com Fosfato (PBS) (1X)
NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; Na;HPO4 10 mM; KH2PO4 2 mM; o pH foi ajustado

para 7,2 e a esterilizacdo feita em autoclave por 20 min a 121°C.

Terrific Broth (TB) para células competentes
Pipes ou Hepes 10 mM; CaCl 15 mM; KCI1 250 mM; o pH foi ajustado para 6,7 com
KOH, MnClz 55 mM e depois o tampao foi esterilizado em filtro 0,45 pm pré-umedecido e

estocado a 4°C.

Tampao de eletroporacgao para Trypanosoma cruzi

KC1 120 mM; CaCl; 0,15 mM; KoHPO4 10 mM; Hepes 25 mM; EDTA 2 mM; MgCl,
5 mM pH ajustado para 7,6 e esterilizado em autoclave por 20 min a 121°C (DAROCHA et
al., 2004).

Soluciio para extracio de DNA plasmidial

Solucao I

Glicose 50 mM; Tris-Cl 25mM pH 8,0; EDTA 10 mM pH 8,0; a esterilizacao feita em
autoclave por 20 min a 121°C.

Solucao II

NaOH 0.2N; SDS 1%; a solugdo foi preparada no momento do uso em temperatura
ambiente.

Solucao 111

Acetato de Potéassio 3 M; Acido acético 5M.
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Solugdes para eletroforese e gel de agarose
Tampao TBE (0,5X)
Tris-borato 45 mM; EDTA 2mM.
Tampao de Amostra (1X)
TBE 10X; Glicerol 50%; Azul de Bromofenol 0,01%; Xileno Cianol 0,01%.
Brometo de Etideo (BrEt)

Soluc¢do estoque de 10 mg/mL em agua destilada. Solugdo de uso 0,5 pg/mL.

5.1.2 Meios de cultura para bactérias

Todos os meios foram esterilizados em autoclave, por 20 min, a 121°C.

2YT

Triptona 1,6%; Extrato de levedura 1,0%; NaCl 0,5%; O pH foi ajustado para 7,0 com
NaOH.

Luria-Bertani (LB) agar

Triptona 1,0%; Extrato de levedura 0,5%; NaCl 1,0%; O pH foi ajustado para 7,0 com
NaOH; 1,5% agarose.

SOB
Triptona 2,0%; Extrato de levedura 0,5%; NaCl 0,05%; KCI 2,5 mM; O pH foi
ajustado para 7,0 com NaOH, antes do uso foi adicionado MgCl. 2 M.

SOC

Idéntico ao meio SOB, com a adi¢ao de glicose 20 mM também estéril.

5.1.3 Meio de cultura para Trypanosoma cruzi

Liver Infusion Triptose (LIT): Infuso de figado 0,5%; NaCl 0,4%; KCI 0,4%;
NaxHPO4 0,8%; Glicose 0,2%; Triptose 0,5%. O extrato de figado foi adicionado a agua

destilada e aquecido, sob agitacao, por 1 hora e depois filtrado com papel Whatman® niimero
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1. O pH foi ajustado com HCI para 7,2. O meio foi esterilizado por filtragdo com filtro
Milipore (Merck) 0,22 pm. No momento do uso, o meio foi suplementado com Soro Fetal
Bovino (SFB) 10%, Hemina (25pg/mL) e antibidticos: Ampicilina (100 pg/mL),
Estreptomicina (100 pg/mL) e Canamicina (30 pg/mL). Para linhagens celulares LUCCAS9

foi adicionado Puromicina (100 pg/ mL).

5.1.4 Solucdes para imunofluorescéncia

TB para imunofluorescéncia

Triton X-100 0,1%; SFB 0,1% diluido em PBS.
Mounting

Glicerol 50%; DABCO 2,5%; DAPI 1 pg/mL em PBS.

5.1.5 Linhagens celulares

As linhagens utilizadas foram Trypanosoma cruzi CL Brener, parasitos modificados de
Trypanosoma cruzi CL Brener LUCCASDO.

A linhagem LUCCAS9 foi cedida pela prof. Izabela Marques Dourado Bastos,
Laboratorio Interagdo Parasita-Hospedeiro, Departamento de Biologia celular, Instituto de
Ciéncias Biologicas, Universidade de Brasilia. Esta consiste em parasitos que expressam as
proteinas Luciferase e a endonuclease Cas9 constitutivamente, foram utilizadas para os
experimentos de silenciamento génico.

Células bacterianas de Escherichia coli da linhagem DH5a (Invitrogen). Utilizadas

para procedimentos de clonagem.
5.1.6 Plasmideo
O plasmideo pX330 (Figura 14) (CONG et al., 2013) foi utilizado para incorporagao

da sequéncia scaffold ao RNA guia do sistema CRISPR/Cas9. Essa sequéncia ¢ necessaria

para a estrutura terciaria do RNA que se liga a Cas9, por isso ¢ uma parte essencial o
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funcionamento e estabilidade do sgRNA, principalmente durante a atividade in vitro

(NISHIMASU et al., 2014).

CMV enhancer| (chicken B-actin promoter
(pol III terminator! hybrid intron
gRNA scaffold

(AmpR] pX330
8484 bp

(AmpR promoter!

(AAV2 ITR!
bGH poly(A) signal|
nucleoplasmin NLS

Figura 14. Mapa fisico do plasmideo pX330. O vetor possui 8484 pb, resisténcia a Ampicilina, sequéncia
para tractrRNA (gRNA scaffold) e gene para Cas9 (CONG et al., 2013). SnapGene Viewer versédo 5.0.7.
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5.2 METODOS

5.2.1. Analises in silico

5.2.1.1 Bancos de Dados

Com o objetivo de reunir e ordenar as sequéncias de nucleotideos e aminoéacidos
referentes as Centrinas, foram utilizados os bancos de dados National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para sequéncias
genomicas de Cinetoplastideos (TriTrypDB) (https://tritrypdb.org/tritrypdb/ - Release 46, 6
Nov 2019) e de proteinas (UniProt) (https://www.uniprot.org/). Os genes escolhidos e seus

respectivos numeros de acesso estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Nimeros de acesso aos bancos de dados das sequéncias utilizadas para analises in silico das

Centrinas.
Organismo/ TriTryp UniProt
Nome NCBI Acession Referéncia
Cepa Acession Acession
ERRABOLU et
Homo sapiens HsCEN1 NP_004057.1 Q12798
al., 1994
LEE e HUANG,
Homo sapiens HsCEN2 NP_004335.1 P41208 1993
WIECH et al.,
Homo sapiens HsCEN3.1 NP 001284694.1 ESRIJF8 1996
WIECH et al.,
Homo sapiens HsCEN3.2 NP_004356.2 015182
1996
WIECH et al.,
Homo sapiens HsCEN3.3 NP 001284697.1 015182 1996
Saccharomyces
GOFFEAU et al.,
cerevisiae ScCDC31 NP _014900.3 P06704 1096
S288C
Trypanosoma
Tc00.1047053 El-Sayed et al.,
cruzi TcCEN1 XP_821799.1 Q4E591
506559.380 2005
CL Brener
Trypanosoma
P TcCLB. El-Sayed et al.,
cruzi TcCEN2 XP 821263.1 Q4E3T4
506401.90 2005

CL Brener
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://tritrypdb.org/tritrypdb/
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https://www.uniprot.org/

Trypanosoma
cruzi
CL Brener
Trypanosoma
cruzi
CL Brener
Trypanosoma
cruzi
CL Brener
Trypanosoma

brucei
TREU927

Trypanosoma
brucei
TREU927

Trypanosoma
brucei
TREU927

Trypanosoma
brucei
TREU927

Trypanosoma
brucei
TREU927
Trypanosoma
grayi
Trypanosoma
grayi
Trypanosoma
grayi
Trypanosoma
grayi
Trypanosoma
grayi
Leishmania

braziliensis

MHOM/BR/75/

M2904

TcCEN3

TcCEN4

TcCENS5

TbCENI1

TbCEN2

TbCEN3

TbCEN4

TbCENS

TgCENI

TgCEN2

TgCEN3

TgCEN4

TgCENS

LbCENI1

XP 806482.1

XP_813165.1

XP 811662.1

XP 844376.1

XP_846945.1

XP_823096.1

XP 845964.1

XP_829446.1

XP_009309420.1

XP_009309580.1

XP_009307106.1

XP_009310513.1

XP_009307021.1

XP_001564470.1

TcCLB.
503797.20

TcCLB.
508323.60

TcCLB.
509161.40

Tb927.4.2260

Tb927.8.1080

Tb927.10.8710

Tb927.7.3410

Tb927.11.1390
0

DQ04 017810
20

DQO4 019110
40

DQ04_003512
10

DQO04 028110
20

DQ04_003211
50

LbrM.20.1890

Q4CWI2

Q4DQ49

Q4DBBS

Q584G1

Q57VP6

Q38AA2

Q57WF6

Q382E7

A4HAVO

El-Sayed et al.,
2005

El-Sayed et al.,
2005

El-Sayed et al.,
2005

El-Sayed et al.,
2005

El-Sayed et al.,
2005

El-Sayed et al.,
2005

El-Sayed et al.,
2005

El-Sayed et al.,
2005

KELLY et al.,
2014

KELLY et al.,
2014

KELLY et al.,
2014

KELLY et al.,
2014

KELLY et al.,
2014

2007

38

PEACOCK et al.,



Leishmania
braziliensis
MHOM/BR/75/
M2904

Leishmania
braziliensis
MHOM/BR/75/
M2904

Leishmania
braziliensis
MHOM/BR/75/
M2904

Leishmania
braziliensis
MHOM/BR/75/
M2904

Leishmania major
Friedlin

Leishmania major
Friedlin

Leishmania major
Friedlin

Leishmania major
Friedlin

Leishmania major

Friedlin

Phytomonas
serpens

Hartl

Phytomonas
serpens

Hartl

Phytomonas
serpens
Hartl

Phytomonas
serpens
Hartl

LbCEN2

LbCEN3

LbCEN4

LbCENS

LmCENI

LmCEN2

LmCEN3

LmCEN4

LmCENS

PsCENI1

PsCEN2

PsCEN3

PsCEN4

XP_001562574.1

XP 001569255.1

XP_001565047.1

XP_001567431.1

XP_001686337.1

XP_001680978.1

XP_001687199.1

XP_001683292.1

XP_001685381.1

CCW66545.1

CCW71655.1

CCW70028.1

CCW66328.1

LbrM.07.0780

LbrM.35.6420

LbrM.22.1290

LbrM.32.0740

LmjF34.2390

LmjF.07.0710

LmjF36.6110

LmjF22.1410

LmjF.32.0660

A4HS522

A4HQDO

A4HCI2

A4HKA46

Q4Q2W1

Q4QIMO

Q4QO0E9

Q4QBK6

Q4Q5L7

W6KWIO

W6LB17

W6LIC8

W6KZ12

39

PEACOCK et al.,
2007

PEACOCK et al.,
2007

PEACOCK et al.,
2007

PEACOCK et al.,
2007

IVENS et al., 2005

IVENS et al., 2005

IVENS et al., 2005

IVENS et al., 2005

IVENS et al., 2005

PORCEL et al.,
2014

PORCEL et al.,
2014

PORCEL et al.,
2014

PORCEL et al.,
2014
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Phytomonas
PORCEL et al.,
serpens PsCENS CCW70565.1 W6L7R4 2014
Hartl

5.2.1.2 Alinhamentos e construcio filogenética

O alinhamento par a par foi feito com BLASTP versdo 2.2.28+. Para a construgdo de
alinhamentos e filogenias, foi utilizado o programa MegaX versaol0.1 (KUMAR et al.,
2018). Para construir os alinhamentos multiplos foi utilizado o programa ClustalW com
alinhamento progressivo, no qual sequéncias similares sdo alinhadas primeiro e utilizadas

como base para alinhamentos subsequentes.

5.2.1.3 Modelagem da centrina5

Com intuito de prever os dominios da TcCENS, a sequéncia de aminoécidos foi
inserida no Pfam (versao 32.0) com e-value de até¢ 1.0, que representa a casualidade da
predicdo (EL-GEBALI et al., 2019). Para previsao da estrutura secundaria de TcCENS foi
utilizado o programa JPRED 4 (versio v.2.3.1) (DROZDETSKIY et al., 2015). Esse
programa calcula a estrutura secundéria da proteina com base no banco de dados PDB. Para
obter as imagens com a predicdo da estrutura tercidria, a sequéncia de aminoacidos de
TcCENS foi inserida ¢ analisada no banco de dados do Swiss-model (WATERHOUSE et al.,
2018).

5.2.2 Reacdao em Cadeia da DNA Polimerase (PCR)

Os oligonucleotideos foram sintetizados a partir da sequéncia do gene TcCENS5 no
banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), nimero de
referéncia XM_806569.1 (EL-SAYED et al., 2005).

As reacdes de amplificagdo foram feitas com tampao PCR 10X, dNTPs a 10 mM para
cada, MgClz 50,0 mM; 10,0 pmol de cada primer, 5 U/ pL de Platinum® TaqgDNA polimerase
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(Invitrogen), 10,0 ng/ uL. de DNA genomico de Trypanosoma cruzi e volume final de 30 pL.

Os ciclos parametros utilizados estdo discriminados na Tabela 4.

Tabela 4. Parametros utilizados para Reacdo em Cadeia da DNA Polimerase (PCR).

Etapa Temperatura Tempo n° Ciclos
o . 1X
Desnaturagao inicial 94°C 1 minuto
Desnaturagéo 94°C 30 segundos
Anelamento 58%a 65°C 30 segundos 35X
Extensao 72°C 30 segundos/ 500 pb

Extensao final 72°C 1 minuto 1X

Hold 4°C >

5.2.3 Preparo de Células Competentes

Para producdo de células capazes de incorporar acidos nucleicos exogenos foi
utilizado o método adaptado de Inoue et al. (1990). Células E. coli DH5a foram cultivadas
overnight em uma placa de LB é4gar a 37°C. Quatro a seis colonias de 2-3 mm de didmetro
foram inoculadas em 5,0 mL de meio SOB e crescidas overnight sob agitagdo (250 rpm) a
37°C. No dia seguinte, 3,0 mL da cultura foram inoculados em 150,0 mL de meio SOB e
crescida sob agitagdo (250 rpm), a 18°C até a O.D.coo = 0,6. O frasco foi incubado, em gelo,
por 10 min e depois centrifugado a 2500 xg por 10 min, a 4°C. O sobrenadante foi descartado
e o sedimento foi ressuspendido em 48,0 mL de tampao TB gelado. Foi incubado no gelo por
10 min e depois centrifugado a 2500 xg por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspendido em 12,0 mL de tampao TB. DMSO foi adicionado a concentragdo
final de 7%. Aliquotas de 200 puL foram separadas em gelo e depois essas células foram

estocadas em -80°C.
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5.2.4 Transformacao celular por choque térmico

Em 200 pL de E. coli DH5a competentes foram adicionados 1-10 pg do produto de
plasmideo e incubadas em gelo por 30 min. O choque térmico foi feito ao incubar a amostra
em banho maria 42°C por 30 seg e rapidamente transferida para o gelo de 1 a 2 min. 800 uL
de meio SOC foram adicionados e depois incubada a 37°C por 1 hora. 100 pL da suspensao

de cé¢lulas foram inoculados em meio LB dgar com antibidtico seletivo, a 37°C por 18 horas.

5.2.5 Extracio de DNA plasmidial (miniprep)

Clones selecionados foram crescidos em 3 mL de meio 2YT com antibidtico de
selecdo e incubados sob agitacdo a 250 rpm, a 37°C, por 18 h. Pelo método de lise alcalina
(SAMBROOK e RUSSEL, 2001), 1,5 mL da cultura foi submetido a extracdo e apds a
purificacao foram ressuspendidos em 40 pL de dgua ultrapura estéril e incubados com RNase
por 15 min a 37°C. As amostras obtidas foram analisadas em gel de agarose a concentracao de

1,0 %.

5.2.6 Edicao génica com CRISPR-Cas9
5.2.6.1 Escolha e produciao do RNA guia (sgRNA)

O RNA guia foi desenhado especificamente para atingir o gene de interesse e se ligar
a maquinaria da Cas9 (Figura 15). A sequéncia do gene TcCENS foi inserida na plataforma
especifica para patégenos eucariotos (Eukaryotic Pathogen gRNA Design Tool - EuPaGDT)
(PENG e TARLETON, 2015) que procura possiveis sequéncias de sgRNA na extensdo da
sequéncia do gene de interesse, comparando com a sequéncia do banco de dados do
organismo referéncia 7. cruzi CLBrener TritrypDB-32 (hybrid diploid). As sequéncias
geradas pela plataforma levam em consideragdo diversos parametros: o motivo adjacente ao
espacador (PAM) com as sequéncias adjacentes a NGG, necessdria para o funcionamento da
endonuclease; previsdo dos possiveis off-targets, locais que ndo ha interesse de mutacdo no

genoma; eficiéncia do guia para aquela posi¢do exata. Além disso, a plataforma libera uma
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lista com os cassetes que podem ser utilizados para induzir o reparo por microhomologia

(PENG e TARLETON, 2015; PENG et al., 2015).

Procurar todos os sgRNAs
em sequéncia alvo

l

Para cada
sgRNA
Checar os pares de Conferir os alvos A
. A Checar a eficiéncia
microhomologia no genoma
on-target off-target

\/

Conferir os calculos
de pontuagdes

‘ Escolher sgRNA

Conferir contetido de GC e
estrutura secundaria

|

Sintetizar oligo de
DNA para sgRNA

Figura 15. Fluxograma para escolha de sgRNA mais eficiente.

A estrutura dos sgRNAs foi baseada na sequéncia molde de Peng ef al. (2015). Nessa
estratégia, um cassete senso de 83 nt e um oligonucleotideo antissenso amplificam a
sequéncia scaffold do vetor pX330 para formag¢do de uma sequéncia de DNA que sera

transcrita pela maquinaria T7 RNA polimerase (Figura 16).

5 PRS’ 3

— pol III terminatori

—

PR3’

Figura 16. Esquema de amplificacio da sequéncia scaffold inserida no vetor pX330. O produto da
amplificacdo deve ter 83 nt. Os oligonucleotideos senso possuem uma conformagdo que adiciona a sequéncia
do promotor da T7 RNA ploimerase ao sgRNA para posterior transcri¢do in vitro.
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5.2.6.2 Anelamento ao vetor pX330

Para obter a sequéncia especifica scaffold contida no plasmideo pX330 foi feito uma
amplificacdo in vitro por PCR. A amplificag¢do foi feita com um cassete senso especifico para
cada sgRNA. A estrutura do cassete consiste em promotor para T7 RNA polimerase,
sequéncia alvo especifica para inducao do corte e a sequéncia que anela a parte 5’ da
sequéncia scaffold contida no vetor pX330 (Figura 17). O oligonucleotideo anti-senso ¢

comum e anela a parte 3’ da sequéncia scaffold (Tabela 5).

5’

| T7 promoter ' > sgRNA153 5' primer scaffold i
— T7 promoter ™~ SgRNA 145 revcom 5' primer scaffold |

3

b 3' primer scaffold |

Figura 17. Estruturas dos oligonucleotideos utilizados para amplificaciio da sequéncia scaffold do vetor
pX330.

Tabela 5. Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo da sequéncia scaffold de pX330.

oligonucleotideo sgRNA Sequéncia Tm

GGAGGCCGGAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGAGTAAG

PR635 153 GCGTTGGATGTGAAAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG  90°C

PRE3T 145 GGAGGCCGGAGAATTGIAATACGACTCACTATAGGGAGAGCCGT ..
reveom  CCCTTCTGAGTCAAAAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG

PR639 PR3 AAAAAAGCACCGACTCGGTGCCACTT 65°C
scaffold

O promotor da T7 RNA polimerase sublinhado. Em negrito a sequéncia especifica para anelamento ao pX330.

5.2.6.3 Purificacio e Transcri¢io in vitro

ApoOs o anelamento da sequéncia scaffold ao sgRNA, o produto da reagdo foi
purificado com QIlAquick PCR Purification Kit (Qiagen), conforme as instrucdes do
fabricante. Nesse método, o DNA ¢ purificado a partir da afinidade com silica em altas
concentragdes de sais. Em seguida, esse produto purificado foi submetido a uma transcricao

in vitro com MEGAshortscript™ T7 Transcription Kit (Invitrogen), de acordo com as
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instrugdes do fabricante. Apos a purificagdo, o produto final foi quantificado com
espectofotdometro NanoDrop Lite (Thermo scientific) e submetido a um tratamento de
pasteurizagao a 67°C por 30 minutos. Dessa forma, o sgRNA ¢ eletroporado e logo utilizado

pela maquinaria CRISPR-Cas9.

5.2.6.4 Transfeccao das sequéncias em parasitos LUCCAS9

Para a transfeccao, foi feita uma cultura de parasitos Trypanosoma cruzi LUCCAS9
resistentes a Puromicina (10pg/mL) (Invitrogen); linhagem produzida e cedida pela Prof. Dra.
Izabela Marques Dourado Bastos Charneau, Laboratorio Interacdo Parasita-Hospedeiro,
Departamento de Biologia celular, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia.
Esses organismos possuem os genes Luciferase (LEWIS et al., 2014) e Cas9 internalizados,
produzidos pela propria professora Izabela (ndo publicado). Em cada condig¢ao de transfeccao
foram eletroporados: os parasitos, os RNA guia para cada mutagdo (15ug) e seus respectivos
cassetes para o reparo por homologia (10png) (Tabela 6). Como controle os parasitos foram

transfectados com a mesma quantidade em pL de H2O ultrapura.

Tabela 6. Sequéncias dos cassetes de DNA sintetizadas para inducio do reparo por homologia com
introducio de_codon de parada.

Oligonucleotideo sgRNA Sequéncia
PR636 153 TACATCGTAACCGAGAGCACAAAGCGCCACCTATCTATCTATTTCACATC
CAACGCCTTAATTCGTCCCGT
PR638 145 GCTCAACTTCGCGAGGCGTTTGACCTTTTTTAGATAGATAGGACTCAGA
revcom AGGGACGGGACGAATTAAGGCG

Foram feitas duas transfeccoes, na primeira foram eletroporados 1 x 107 parasitos
(MOTTRAM, 2016) e na segunda, 5 x 106 (PENG ef al., 2015) parasitos para cada guia
produzido. Depois os parasitos foram ressuspendidos na solugdo de eletroporacdo proveniente
do kit. A transfeccao foi feita com o sistema AMAXA, Human T Cell Nucleofector™ Kit
(Lonza) programa U33 de acordo com as instru¢des do fabricante. Esse método tem como
principio a criagdo de poros na membrana celular e nuclear apés aplicagdo de um pulso
elétrico, os programas e solugdes sdo exclusivos e otimizados para esse kit. Depois os

parasitos foram transferidos para cultura de meio LIT suplementado com 20% de SFB.
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5.2.6.5 Extraciao de DNA gendmico

Além dos parasitos coletados para imunofluorescéncia, foram separados 200 uL de
cultura para extracdo de DNA gendmico. Essa etapa foi feita com PureLink™ Genomic DNA
Mini Kit (Invitrogen) e em seguida a quantificacdo foi feita por absorbancia no NanoDrop

Lite (ThermoScientific).
5.2.6.6 PCR do DNA gendomico
Para confirmar a inser¢do da sequéncia do codon de parada presente no cassete de
homologia, foi feito uma amplificacdo das sequéncias mutagenizadas especificas com pares

de oligonucleotideos desenhados especificamente para a regido de mutagdo (Tabela 7). Para

cada reagdo de amplificagcdo foram utilizados 70 ng/uL de DNA gendmico.

Tabela 7. Oligonucleotideos utilizados para confirmacio da insercido do cédon de parada no reparo por

homologia
Oligonucleotideo sgRNA Sequéncia Tm
5’ PR561 - 5’ CGGCTCGAGATGGAGTCAATTAAGGCCAAG 3’ 60°C
3’ PR679 153 CGCCACCTATCTATCTATTTC 60°C
3’ PR680 reifif)m CCCTTCTGAGTCCTATCTATC 60°C

Sitio da enzima de restrigdo: Xhol - CTCGAG

5.2.6.7 Nested PCR

Com objetivo de aumentar a detec¢do da sequéncia mutagenizada, as amostras foram
submetidas a amplificacdo do tipo nested (Figura 18). Essa técnica consiste num primeiro
ciclo de amplificagdes de uma sequéncia mais externa e depois esse produto ¢ submetido a
uma segunda rodada de amplificagdes com um alvo especifico. Neste trabalho a sequéncia
amplificada foi a do gene TcCENS5 completo com os pares de oligonuceotideos PR561-
PR562. No segundo ciclo de amplificagdes foram utilizados os oligoncleotideos (Tabela 8)
que anelam nas sequéncias selvagem e mutadas especificas. Essas reagdes foram feitas com

os parasitos da segunda transfec¢ao.
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DNA gendmico TcCENS DNA gendmico

Figura 18. Reacdo de PCR do tipo Nested. A primeira rodada de amplificagdo foi feita com
oligonucleotideos mais externos (em azul). Como a reacdo de amplificacdo aumenta o numero de copias da
sequéncia, ¢ possivel utilizar esse produto para uma segunda rodada de amplificagdes com oligonucleotideos
especificos para a mutacdo (em rosa). A faixa em vermelho representa a mutagdo induzida.

Tabela 8. Oligonucleotideos utilizados para a PCR tipo nested.

Oligonucleotideo sgRNA Sequéncia Tm
5’ PR697 153 CCGCTTAGCATCAGCATTTC 60°C
3’ PR698 153 CAAAGCGCCACTTTCACATC 60°C

selvagem
3’ PR679 153 CGCCACCTATCTATCTATTTC 60°C
mutada
5’ PR722 145 TCTCGTGAATGAGAAGCCTG 60°C
revcom
145
3’ PR723 revcom CCCGTCCCTTCTGAGTCAA 60°C
selvagem
145
3' PR680 revcom CCCTTCTGAGTCCTATCTATC 62°C
mutada

5.2.6.8 Curva de crescimento

Para investigar se o silenciamento da TcCENS afetou o crescimento dos parasitos,
eles foram quantificados ap6s 24 h, 48 h e 96 h apds a transfeccdo por contagem direta em

camara de Neubauer.

5.2.6.9 Imunofluorescéncia

Para analisar a mudanga morfoldgica causada pelo silenciamento, foi executada a

imunofluorescéncia dos parasitos. O preparo das laminas para imunofluorescéncia envolve a

fixacdo das amostras. Todas as solug¢des utilizadas foram filtradas antes do uso para evitar
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background nas imagens. 200 uL das amostras de parasitos foram retiradas, todos os dias, no
mesmo horario da transfec¢do. As células foram lavadas com PBS 2 vezes e em seguida
ressuspendidas em 100 pL de PBS com 1% de formaldeido e incubadas a temperatura
ambiente (TA), por 30 min. Foi adicionado Triton X-100 em uma concentracao final de 0,1%
e incubadas a TA, por 10 min. Glicina foi adicionada a concentracdo de 0,1 M e incubada a
TA por 10 min. Depois, essas células foram centrifugadas a 2000 rpm e ressuspendidas em
200 pL de PBS; 50 puL de amostra foram espalhados em ldminas de microscopia tratadas com
poli-Llisina 0,01% previamente. Foi adicionado TB as laminas e incubadas a TA, por 5 min.
Adicionado o anticorpo primdrio Anti-cinesina diluido 1:1000 em TB e incubado durante a
noite, a 4°C. As laminas foram lavadas 3x com PBS e o anticorpo secundario, Alexa Fluor
488 Invitrogen® anti-mouse 1:500, foi adicionado e as laminas foram incubadas a TA por 1
hora, no escuro. Por fim, as laminulas foram fixadas com ProLong™ Gold Antifade Mountant
com DAPI (MOTTRAM, 2016). As laminas foram analisadas e fotografadas com
microscopio de fluorescéncia Axio Scope.Al (Zeiss) e as imagens coletadas com o programa

ZEN Lite. Posteriormente, as imagens foram tratadas no programa ImagelJ.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Analises in silico

6.1.1 A estrutura da TcCENS5S

O gene da centrina5 de Trypanosoma cruzi possui 561 nucleotideos e ndo foi
elucidado no cromossomo homologo, ou seja, até entdo apenas uma copia € encontrada no
genoma, na fita complementar. A TcCENS5 ¢ uma proteina com 186 aminoéacidos e sua massa
molecular ¢ de 20.71kDa.

Analises da proteina em banco de dados (Pfam Versdo 32.0) de dominios proteicos
previu que a TcCENS possui dois dominios EF-Hand (EL-GEBALI et al., 2019). Outros trés
dominios reconhecidos foram para canais de calcio dependentes de voltagem (tipo L), ou seja,
transportam Ca?* dependendo do potencial de agdo. Estudos anteriores com Centrinas
reportaram a presenca de dois dominios EF-Hand presentes nessa proteina em diferentes
organismos como Chlamydomonas reinhardtii (VEERARAGHAVAN et al, 2002) e
Toxoplasma gondii (HU et al., 2006).

A sequéncia de aminodcidos foi analisada em banco de dados para predicdo de
estruturas de proteinas: Swiss-Model (WATERHOUSE et al., 2018). Esse banco de dados cria
modelos de proteinas a partir da procura por homologia de sequéncias ja resolvidas. Para que
o modelo seja criado, o programa identifica motivos estruturais, alinha as sequéncias ao
modelo estrutural conhecido, constréi a imagem e analisa a qualidade da previsdo estrutural.
O modelo construido (Figura 19) possui locais de alca, que provavelmente se ligam ao Ca2*,
como predito na anélise anterior. No diagrama de Ramachandran, o lado direito representa as
conformagdes folha-B, no superior, e a- hélice, no inferior. No lado esquerdo superior, sdo
representados a-hélice com giro a esquerda. No modelo esbocado, os aminoacidos estdo
distribuidos entre as regides de a-hélice e folha-f nos locais de maior probabilidade de
ocorréncia. Apesar disso, a pontuagdo GMQE calculada para a estrutura completa ¢ de 0,64. A
pontuacao representa a qualidade do alinhamento da sequéncia modelo 4i2y.1.A e TcCENS, o

numero varia de 0-1 que significa que numeros mais proximos de 1 sdo mais confiaveis.


https://swissmodel.expasy.org/templates/4i2y.1
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- - - . CCCCCCCCCCTTISTT-TTCCCCC -~~~ CCCSHHHHHHHHHHHTTCTTCSSEECHHHHHHHHHHTT
Cha:n:; HESEKAKCTAKNLVNEKPA QKTPLSI FDSEGTGRPKALDVKVALCALG 64

4i2y.1.A kvrT=oon pvvoKkIMGED: T EEoracrkEAFSLHDKDGDGEPICRELGTVMRILG 311

CCCCHHHHHHHHHHHCTTCSSCEEHHHHHHHHTCCCCHHHHHHHHHHHHHHHSTTCSSEECHHHHHHHHH

Chain:A ¥YDVSKEELTQLLKQWGGSIVGGVDFNEFYCVLLAKMMQRESRSEAIRAFRL IDVAEKG, DDLRPIAD 134
4i2y.1.A cT|EDEZEE )2 [PxMNCTDSEEEIREAFRVHD EDEiELR 381

HHTCCCCHHHHHHHHHHSSCSCCSSSCCSSCCCSSSEEHHHHHHHC - - - - - -

Chain:A SUEMDLTDDELAEMVLPAHPPVGFGKNEN 186
4i2y.1.A00)cEKLTDEEVDEMIAVA) DI MG EEF 416

Figura 19. Modelagem da estrutura quaternaria da proteina TcCENS pelo programa Swiss-Model. (A)
Estrutura predita da proteina TcCEN5 em esquema de fita. A por¢do N-Terminal da proteina é a por¢do azul e
a C-terminal, vermelha. Pontos verdes representam o ion Ca2*. (B) Alinhamento da TcCENS contra a proteina
Indicadora de Calcio RGECO1 (4i2y), que se liga ao célcio. As barras coloridas representam a pontuagio
esperada para cada aminodcido utilizando a proteina 4i2y como modelo para os aminodcidos da TcCENS.
abaixo delas encontra-se a sequéncia consenso. As cores do modelo representam cada aminoacido. (C)
Diagrama de Ramachandran do modelo de TcCENS. Cada ponto colorido representa a posi¢do de cada
aminoacido na estrutura. Os angulos de torgdo entre os atomos de Ca- C (¥) e Ca-N (®). (WATERHOUSE et
al., 2018).
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Figura 19. Modelagem da estrutura quaternaria da proteina TcCENS pelo programa Swiss-Model. (A)
Estrutura predita da proteina TcCENS em esquema de fita. A por¢do N-Terminal da proteina € a por¢ao azul e
a C-terminal, vermelha. Pontos verdes representam o ion Ca2*. (B) Alinhamento da TcCENS contra a proteina
Indicadora de Calcio RGECO1 (4i2y), que se liga ao célcio. As barras coloridas representam a pontuagdo
esperada para cada aminoacido utilizando a proteina 4i2y como modelo para os aminoacidos da TcCENS.
abaixo delas encontra-se a sequéncia consenso. As cores do modelo representam cada aminoacido. (C)
Diagrama de Ramachandran do modelo de TcCENS. Cada ponto colorido representa a posi¢do de cada

aminoacido na estrutura correspondentes a imagem 19.B. Os angulos de tor¢do entre os atomos de Ca- C (V) e
Co-N (@). (WATERHOUSE et al., 2018).

SALISBURY, em 1995, descreveu que as Centrinas possuiam 4 motivos EF-Hand.
Asim como nesse estudo, em concordancia com os resultados obtidos previamente para o
Trypanosoma brucei previu presenca de quatro motivos EF-Hand para TODCENS (SHI et al.,
2008; SHAN et al., 2019). Em contraposi¢do, as conclusdes obtidas anteriormente de que as
Centrinas de tripanossomatideos possuiam diferentes sitios de ligacdo ao Ca?t. Em
Leishmania major e Trypanosoma brucei as Centrinas 1 a 3 foram descritas com dois sitios de
ligacdo ao Ca?*; centrina4, com um sitio e centrina5 ndo foi encontrado nenhum sitio de
ligacdao ao Ca2* (SELVAPADIYAN et al., 2007). Essa divergéncia pode ser obtida devido aos
diferentes programas de predicio de familias e dominios proteicos, nos resultados

divergentes, os estudos foram feitos em um programa que atualmente encontra-se fora do ar
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(http://molbio.info.nih.gov/molbio/). Quanto a pontuagdo QMQE, o resultado desse trabalho
foi igual ao modelo proposto por SHAN e al. (2019), no qual a pontuacdo obtida foi de 0,64.
Apesar de semelhantes, o modelo proposto por SHAN et al. (2019), foi obtido com a exclusao
de 25 aminodcidos iniciais e pelo alinhamento de Centrinas ja resolvidas dos organismos
Chlamydomonas reinhardtii, Homo sapiens, Mus musculus e Scherffelia dubia. Ao passo que
o modelo proposto por esse trabalho foi criado com base na proteina RGECOI, resolvida por
cristalografia de raio-x e com sitios de ligagdo ao Ca2* definidos.

Para analisar a confiabilidade da estrutura criada por Swiss-Model foi utilizado o
programa Phyre2 (Protein Homology/analogY Recognition Engine; versao 2.0) (KELLEY et
al., 2015). A sequéncia de aminoacidos foi comparada com a estrutura tridimensional pelo
programa One-to-one threading que alinha essas duas estruturas e calcula o intervalo de

confianga, identidade, conservagdo da sequéncia modelo e a estrutura criada (Figura 20).
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Figura 20. Alinhamento dos aminoacidos de TcCENS e da estrutura tridimensional criada em Swiss-
Prot. O intervalo de confianca do alinhamento ¢ de 99,95% e identidade de 100% entre aminoacidos e modelo
3D. No sitio de conservacdo estd a informacdo da conservacdo de cada residuo, linhas mais grossas
representam maior conservacao.

Em comparacdo com o modelo da TbCENS proposto por SHAN et al. (2019), a

conformacdo de TcCENS ndo possui formato de halter, apesar disso, as sequéncias


http://molbio.info.nih.gov/molbio/
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apresentam 71% de identidade e 81,7% de similaridade. Com a andlise in silico da estrutura
da TcCENS e os intervalos de confianca das predi¢des apresentados nesse trabalho, acredita-
se que essa estrutura proposta esteja tdo proxima a realidade quanto a estrutura de TbCENS.
Sugere-se, entdo, que andlises de espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (NMR)
sejam feitas para que as estruturas das proteinas possam ser elucidadas com mais precisao.
Essa técnica permite a construcdo de imagens de proteinas a partir da energia nuclear dos
atomos, que oferece maior resolugcdo de imagens. Além disso, essa técnica permite a obtengao
de imagens com mudangas estruturais das moléculas (RAMANUJAM et al., 2020), que pode
ser interessante para avaliar as diferentes conformagdes da centrina5 na presenga ou nao de

Caz+,

6.1.2 Filogenia das sequéncias de centrina

Para construgdo da filogenia da TcCENS5 foram executados alinhamentos par a par
(paiwise) e alinhamentos multiplos das sequéncias de aminoacidos de Centrinas descritas na
Tabela 3. Os alinhamentos foram feitos com os programas BLASTP (NCBI) e ClustalW
(LARKIN et al., 2007).

Os alinhamentos par a par foram feitos para identificar os niveis de identidade entre as
centrinas de Trypanosoma cruzi (Tabela 9). O alinhamento multiplo foi realizado para
estabelecer niveis de conservacao entre as Centrinas de tripanossomatideos ¢ a ScCDC31
(Figura 21); com esse alinhamento foi possivel a construcdo de arvore filogenética desses
organismos (Figura 22). O alinhamento multiplo com tripanossomatideos, ScCDC31 e
centrinas de Homo sapiens também foi realizado com ClustalW (Figura 23) e a arvore
construida por Méxima Verossimilhanga (Figura 24). O Método de Méaxima Verossimilhanca
foi o escolhido para todas as construcdes filogenéticas pois analisa as probabilidades de cada
ramo e utiliza os agrupamentos de maiores porcentagens para constru¢dao dos nos, construindo

uma arvore filogenética mais proxima ao modelo evolutivo (TAMURA et al., 2011).

Tabela 9. Matriz de identidade entre centrinas de 7Trypanosoma cruzi e a centrina 5. Os pardmetros
utilizados foram os de custo de gaps = 11 ¢ matriz BLOSUM 62. Alinhamentos feitos com BLASTP. (NCBI)

TcCEN1 TcCEN2 TcCEN3 TcCEN4

TeCENS 55% 35% 53% 35%
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Figura 22. Arvore filogenética dos tripanossomatideos e ScCDC31. Construida com o método Maxima
Verossimilhanga. O modelo de matriz foi de JTT. As porcentagens indicam a cobertura da analise para cada
ramo. Sc - Saccharomyces cerevisiae; Lb - Leishmania braziliensis; Lm - Leishmania major; Ps - Phytomonas
serpens; Tb - Trypanosoma brucei; Tc - Trypanosoma cruzi; Tg - Trypanosoma grayi.
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Figura 24. Arvore filogenética de tripanossomatideos, ScCDC31 ¢ Homo sapiens. Construida com o método
Maxima Verossimilhanga. O modelo de matriz foi de JTT. As porcentagens indicam a cobertura da analise para
cada ramo. Linhas em negrito sdo os ramos das Centrinas de humanos. Sc - Saccharomyces cerevisiae; Hs - Homo
sapiens; Lb - Leishmania braziliensis; Lm - Leishmania major; Ps - Phytomonas serpens; Tb - Trypanosoma
brucei; Tc - Trypanosoma cruzi; Tg - Trypanosoma grayi.
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Pelos alinhamentos multiplos pode-se inferir grupos sequéncias conservadas que
provavelmente correspondem aos dominios EF-Hand, os sitios conservados sdo representados
pelos blocos de mesma cor, cada aminoacido possui uma cor que o representa (Figura 21 e
Figura 23). As filogenias foram construidas a partir dos alinhamentos multiplos, mas
possuiram divergéncias quanto aos nds e ramos quando compradas as sequéncias das
Centrinas humanas. Na Figura 21, Centrinas 2, 3 e 4 s3o ortdlogas entre si, ou seja, sdo
provenientes de um mesmo no. As Centrinas 1 ¢ 5 também foram relacionadas entre si, com
um ancestral comum; corroborando com as identidades par a par expostas na Tabela 9. Nessa
filogenia a TcCENS foi associada evolutivamente a centrina5 de Trypanosoma grayi. Esse
tripanossomatideo € um parasita extracelular de répteis crocodilianos, transmitido pela
ingestdo de fezes da mosca Tsé-Tsé (Glossina palpalis) (HOARE, 1931). Em estudos
filogenéticos anteriores, o Trypanosoma cruzi foi evolutivamente relacionado ao 7. grayi
quando analisados filogeneticamente com outros tripanossomatideos também investigados
nesse trabalho como: Trypanosoma brucei, Leishmania braziliensis, Leishmania major e
Phytomonas serpens (KELLY et al., 2014).

A filogenia construida com as Centrinas de Homo sapiens (Figura 22) foi divergente
da primeira (Figura 24) montada nesse estudo. Nesta arvore filogenética, os grupos das
Centrinas 1, 2 e 4 s3o grupos ortdlogos. Além disso, as Centrinas 1 e 2 de H. sapiens sdo
correlacionadas ao grupo da centrina2; a centrina3 de H. sapiens, e suas isoformas, associadas
a centrina de Saccharomyces cerevisiae (ScCCDC31) e ao grupo da centrinal. Nessa filogenia,
o ramo da centrinaS ¢ considerado o mais divergente entre todas as centrinas, ja que esta
arranjado como grupo externo. Isto corrobora para o fato de que a centrina5 ¢ evolutivamente
divergente das centrinas de humanos e, possivelmente, um alvo para desenvolvimento de
farmacos. Semelhante a esses resultados, o estudo precedente com Trypanosoma brucei
aproximou a TbCENS a centrina$ de Leishmania major (LmCENS5) (SELVAPADIYAN et al.,
2007). Apesar disso, outro grupos apresentaram trabalhos com filogenias divergentes quanto a
historia evolutiva da centrinaS. SHI et al. (2009) e SHAN et al. (2019) correlacionaram a
TbCENS a centrina4 de L. major (LmCEN4). A discordancia pode ocorrer pois as sequéncias
de T cruzi ndo foram analisadas nesses estudos e devido aos diferentes métodos de

alinhamento utilizados e das diferentes pontuagdes atribuidas a gaps e pelo modelo de
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construcdo da arvore filogenética. Sugerem-se, entdo, estudos mais aprofundados acerca das

sequéncias das centrinas de trypanossomatideos.

6.2 Silenciamento génico

6.2.1 Escolha e produc¢io do sgRNA

A partir da analise genética in silico e pelo uso da plataforma EuPaGDT foi obtida
uma lista das possiveis sequéncias de sgRNA e duas delas foram escolhidas (Tabela 10) para a
sintese. TcCENS 145 revcom e TcCENS 153 foram selecionadas com base no fluxograma
para identificagdo do sgRNA (Figura 15). Ambas sequéncias foram escolhidas com base nas
caracteristicas para a melhor atividade do sistema CRISPR/Cas9. Ou seja, o sgRNA foi
escolhido para a maior eficiéncia com base na pontuagdo geral obtida pelo niimero de on e

off-targets, pontuacao geral, posicdo do sgRNA e eficiéncia dos cassetes de microhomologia.

Tabela 10. Sequéncias escolhidas para a producio do sgRNA pela plataforma EuPaDGT.

sgRNA A . pontuacio  On-target Off-
identificacio sequéncia sgRNA + PAM (NGG geral hit target hit
TCCENS&;“SJW CCGTCCCTTCTGAGTCAAAAAGG 0.54 1 0
TcCENS 153 TAAGGCGTTGGATGTGAAAGTGG 0.36 1 2%

A amplificagdo da sequéncia scaffold foi feita com intuito de produzir um sgRNA
completo para o silenciamento génico. A sequéncia obtida com a amplificagdo desse produto
(Figura 25) gerou um amplicom de 142 pares de base que posteriormente foi utilizado para a

transcri¢do in vitro e eletroporagdo nos parasitos LUCCAS9.
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0,2 kb

0,1 kb

Figura 25. Produto da amplificacio do vetor pX330. (M) Marcador 100bp DNAladder (Invitrogen). (1)
PR635-PR639 - sgRNA153; (2) PR637-PR639 - sgRNA 145revcom; (3) Controle negativo PR635-PR639; (4)
Controle negativo PR637-PR639. Eletroforese em gel de agarose 2,5% corada com EtBr. Amplicom de 142 pb.

0,2 kb

0,1 kb

Figura 26. Produto de RNA proveniente da transcricio in vitro e apos purificagdo. M - Marcador 100bp
DNAladder (Invitrogen); (1) sgRNA153; (2) sgRNA145 revcom. Eletroforese de agarose 2,5% corado com
EtBr.
Em seguida o produto purificado foi submetido a transcri¢do in vitro para producgao do
RNA que foi transfectado. Parte do produto amplificado codifica para o promotor da T7 RNA
polimerase; dessa forma, o produto de RNA da transcri¢dao possui 102 nt (Figura 26). O RNA

foi quantificado com NanoDropLite (ThermoScientific) (Tabela 11).
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Tabela 11. Quantificacdo dos sgRNA apés purificacio.

Sistema Quantificacao (ng/nL)
TcCENS 145 revcom 83,5
TcCENS 153 51,0

6.2.2 Transfeccao de parasitos LUCCAS9

Os parasitos epimastigotos LUCCAS9 foram transfectados com o sistema AMAXA.
Nas transfec¢des foram incorporadas as sequéncias dos sgRNAs e seus respectivos cassetes

para indugdo do reparo por homologia.

6.2.2.1 Transfeccao 1

Na primeira transfecc¢ao realizada, foram utilizados 1 x 107 parasitos de acordo com o
protocolo de MOTTRAM (2016). Para confirmar a introdugdo da sequéncia para mutagao,
parte dos parasitos foram separados para extragdo do DNA gendmico. O DNA de cada
condi¢ao foi submetido a um rodada de amplificagdes para confirmar a muta¢do dos parasitos
transfectados. (Figura 27). Na primeira transfeccdo o DNA foi amplificado apenas com pares
de oligonucleotideos 5’PR697 e 3' PR679 e PR680. A amplificacdo de sequéncias com cddon
de parada corrobora para a afirma¢do de que houve uma insercdo de mutagao no genoma dos
parasitos.

Apos confirmada a inser¢do da sequéncia do codon de parada, foi realizada a
contagem dos parasitos com o propodsito de verificar se a mutagdo provocou alteragdo no
crescimento dos parasitos mutados (Figura 28). houve uma diminuicdo do nimero de
parasitos nos cinco primeiros dias. Apdés o quinto dia, o nimero de parasitos comecgou a

aumentar.
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Dias ap0s a transfeccao
M 1 2 3 6 9 10 13 16 24 29 C

600bp
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200bp
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Figura 27. Amplificacio das sequéncias mutagenizadas com cédon de parada. O controle sdo as
sequéncias amplificadas do gene completo, com 561pb. (M) Marcador molecular 100 bp ladder (Invitrogen).
Gel de agarose 2,5% corado com EtBr.
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Figura 28. Curva de crescimento dos parasitos transfectados com sistema AMAXA 1. 1x107 parasitos
foram transfectados com os sgRNAs 153 e 145_revcom e seus respectivos cassetes de homologia. A contagem
de parasitos foi feita em cdmara de Neubauer.
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Além disso, parasitos também foram separados para andlises de imunofluorescéncia
para verificar mudangas morfoldgicas causadas pela mutagdo. Os parasitos foram incubados
com anticorpos policlonais para kinesina seguido de incubag¢ao com anticorpo par IgG murino
conjugado a Alexa fluor 488 para marcagdo de cinesina, proteina distribuida no corpo dos
parasitos associado aos microtubulos. Os parasitos também foram submetido a coloragdo com
DAPI para visualizagdo do nucleo e cinetoplasto. Nesse experimento nao foi possivel
observar mudangas morfologicas em comparagdo com os parasitos controle (Figura 29). Com
o anticorpo especifico para TcCENS seria possivel avaliar exatamente as mudangas

morfoldgicas causadas pela deplecdo da TcCENS.

DAPI KINESIN MERGE

Figura 29. Analises de imunofluorescéncia dos 1x107 parasitos transfectados. (A) Sistema de sgRNA153;
(B) Sistema sgRNA145 revcom; (C) Parasitos controle transfectados com agua. Escala 10 um, imagem
montada com o programa Image].
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6.2.2.2 Transfeccao 2

Na segunda transfec¢do realizada, foram utilizados 5 x 106 parasitos de acordo com o
protocolo de PENG et al. (2015). Essa estratégia foi utilizada, pois ja havia sido utilizada para
a transfeccdo de Trypanosoma cruzi com o sistema AMAXA, o mesmo utilizado nesse
trabalho. Para melhorar a detec¢do da mutacdo, j4 que um menor nimero de parasitos foram
utilizado, foi feita a PCR do tipo Nested. Apos a extracdo, o DNA total foi submetido a uma
primeira rodada de amplifica¢do, que consistiu na obtengdo do produto do gene TcCENS.
Depois, esse produto foi submetido a uma segunda PCR com os oligonucleotideos que
amplificam a sequéncia especificas da mutacdo e a sequéncia ndo mutada/selvagem. A
inser¢do da mutacdo com codon de parada pode ser comprovada pelo produto das

amplificacdes do sgRNA 153 (Figura 30).

A Dias Ap6s Transfecgdo B Dias Ap6s Transfecgéo
M 1 2 3 4 5 6 7 C M1 2 3 4 5 6 7

600bp —

600bp —>

200bp —»

100bp —»

600bp —

200bp —b

100bp —»

Figura 30. Nested PCR dos oligonucleotideos especificos para sgRNA_153. (A) Primeira reacdo da PCR
dos parasitos mutados, seguida das reagdes especificas com o primer para stop cédon e para a selvagem
(WT); (B)Reacdes de nested PCR para os parasitos transfectados com agua, controle.(M) Marcador 1kbPlus
Ladder (Invitrogen). Gel de agarose 2,5% corado com EtBr.
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Para o RNA guia sgRNA 145 revcom, a amplificacdo ndo pdde ser observada com os
oligonucleotideos especificos (Figura 31). Isso pode ser relacionado tanto ao niimero de
parasitos submetidos a extracdo do DNA genomico, como também a uma menor eficiéncia do
cassete de homologia em promover a mutagdo dos parasitos. Para melhorar a detec¢do dessa
mutagdo, sugere-se que seja feita PCR em tempo real que tem maior sensibilidade durante os

ciclos de amplificacao.

A Dias Apos Transfecgdo B
600bp —> L Dias Apods Transfecgdo
M 1 2 3 4 5 6 7
600bp —> I

Figura 31. Nested PCR dos oligonucleotideos especificos para sgRNA_145 revcom. (A) Primeira reacdo da
Nested PCR dos parasitos mutados, seguida das reagdes especificas com o primer para stop codon; (B) Reagodes de
Nested PCR para os parasitos transfectados com agua, controle. (M) Marcador 1kbPlus Ladder (Invitrogen). Gel
de agarose 2,5% corado com EtBr.
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Apos andlise da insercdo da sequéncia de cddons de parada, foi realizada a contagem
dos parasitos com o propdsito de verificar se a mutagdo provocou alteragdo no crescimento
dos parasitos mutados (Figura 32). Cada sistema de transfeccdo obedeceu um padrao
diferente. Os parasitos transfectados com o sistema TcCENS5 145 revcom e os parasitos do
controle negativo ndo tiveram decaimentos em numero nos primeiros dias. Enquanto os
parasitos transfectados com o sistema TcCENS5 153 tiveram uma diminui¢do do niimero de
parasitos entre o terceiro e quarto dia, tanto o sistema 145 revcom como o controle tiveram
aumento no numero de células. Apos o quinto dia, todos os sistemas voltaram a aumentar em
niumero de células, mas apds o oitavo dia todos os parasitos diminuiram em numero e
eventualmente todas as culturas morreram. Esse comportamento pode ser explicado pelo
menor nimero de parasitos em cultura e instabilidade dos métodos de cultivo, ja que o mesmo
padrao foi observado também pelos parasitos controle. Em suma, os parasitos transfectados
com o sistema sgRNA 153 apresentou um crescimento retardado quando comparado com os

parasitos controles.

1E+06

1E+05

Numero de parasitos (logvx)

— 153
= 145_revcom
controle

1E+04
1 2 3 4 5 6 7 8

Dias apés transfec¢ao

Figura 32. Curva de crescimento dos parasitos transfectados com sistema AMAXA 2. 5x10¢ parasitos
foram transfectados com os sgRNAs 153 e 145 _revcom e seus respectivos cassetes de homologia. A contagem
de parasitos foi feita em cdmara de Neubauer.

Além disso, para a andlise morfoldégica desses parasitos também foi feito
imunofluorescéncia das células dessa transfeccdo (Figura 33). Em comparagdo com os
resultados de imunofluorescéncia anteriores, os parasitos também ndo apresentaram

mudancgas morfologicas.
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DAPI KINESIN MERGE

Figura 33. Analises de imunofluorescéncia dos 5x106 parasitos transfectados. (A) Sistema de sgRNA153;
(B) Sistema sgRNA145 revcom; (C) Parasitos controle transfectados com agua. Escala 50 pm, imagem
montada com o programa Image].

As curvas de crescimento dos parasitos transfectados possuem padrdes de crescimento
diferentes. Esses padrdoes podem ser explicados pela quantidade de parasitos utilizados ou
pela qualidade e manuteng@o das culturas. Porém TcCENS aparentemente ndo ¢ uma proteina
essencial para sobrevivéncia do parasito. SHAN et al. (2019) propos que TbCENS interage
com TbCEN1, TbCEN3 e TbCEN4. Essas proteinas ja foram caracterizadas anteriormente. A
TbCEN1 e TbCEN4 fora localizadas no corpo basal e correlacionada a citocinese (HE et al.,
2005; SHI et al., 2008; WANG et al., 2012); a TbCEN3, localizada no flagelo e relacionada a
mobilidade (WEI et al., 2014). Como Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei sao

organismos relacionados evolutivamente, as proteinas TcCCENS e TbCENS sdo provavelmente
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proteinas homoélogas e podem exercer a mesma funcdo (EL-SAYED et al., 2005). Dessa
forma, ¢ possivel especular que TcCENS5 também possa interagir com as outras Centrinas.
Assim, quando ha deple¢ao de TcCENS, possivelmente as outras Centrinas podem suprir a
func¢do perdida dessa proteina (NOWAK et al., 1997; KAFRI et al., 2009).

Além disso, a TcCENS parece ndo causar mudangas morfologicas no parasito assim
como as outras centrinas descritas como LACENp (SELVAPADIYAN et al., 2001) e TbCENS
(SHAN et al., 2019). O estudo anterior que reduziu a expressdo de TbCENS com RNAi
também ndo obteve resultados quando a mudanca morfoldgica e de motilidade dos parasitos
(SHAN et al., 2019); dessa forma, os resultados obtidos nesse trabalho corroboram para que o
silenciamento da TcCENS nao causa mudangas morfologicas em parasitos mutados. Como
ndo foi verificado se TcCENS diminuiu a nivel proteico, talvez por mais que o gene tenha
sido deletado, h4d uma alta quantidade de TcCENS ja traduzida e ela seja estavel ou sofre
pouca reciclagem. Seria interessante sintetizar um anticorpo especifico para flagelo ou para a
propria TcCENS, ja que SHAN ef al. (2019) constatou que TbCENS ¢ enriquecida no flagelo
e no nucleo; assim, essas analises possibilitariam a investiga¢do da localizacdo e da expressao
de TcCENS durante os diferentes formas bioldgicas e também os efeitos reais da deplecao da
centrina5 em Trypanosoma cruzi. Além disso, estudos de mobilidade celular e a duplicagdo
do flagelo podem ser realizados para confirmar a ligacdo da TcCENS ao flagelo.

Outros autores também descreveram os papeis das Centrinas associadas a fibras
contracteis e a duplicacdo e divisdo de organelas (HE et al., 2005; WEI et al., 2014). Dessa
forma ¢ interessante a continuagdo dos estudos com as Centrinas, principalmente as

consequéncias da delecao da TcCENS, que € uma proteina nica de tripanossomatideos.
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7. CONCLUSOES

O modelo tridimensional proposto por esse trabalho parece ser proximo a
conformac¢do real da proteina. A TcCENS ¢ evolutivamente mais proxima a TcCENI e
TcCEN3 e elas podem compartilhar fungdes bioldgicas. Ao ser comparada evolutivamente
com as Centrinas de Homo sapiens, a TcCCENS torna-se um grupo externo divergente, ou seja,
sdo proteinas distantes e logo, TcCCENS ainda pode ser estudada para que se torne um alvo
farmacologico. Apesar da confirmagdo da mutagdo, os parasitos ndo apresentaram mudanga

morfoldgica em comparacdo aos parasitos do grupo controle.
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8. PERSPECTIVAS

A producdo heterologa da proteina TcCENS permitird analises bioquimicas e
biofisicas da proteina. Como em SHAN et al., em que foi possivel mensurar a quantidade de
Ca2t que se liga a proteina e as interagdes entre outras proteinas Centrinas. A producdo de
anticorpos ¢ essencial para a imunolocalizacdo (SHIEBEL e BORNERS, 1995), a analise por
western-blot, quantificagdo da proteina quando submetida a edi¢do génica por CRISPR/Cas9
com anticorpos conjugados (PENG et al., 2014).

Novos experimentos co CRISPR/Cas9 devem ser realizados em triplicatas. Com a
producao do anticorpo anti-TcCENS sera possivel avaliar as possiveis mudangas morfoldgicas

causadas pela delecao do gene TcCENS.
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