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RESUMO

A doenca de Chagas tem como agente etiolégico o parasito intracelular
obrigatdrio Trypanosoma cruzi e acomete aproximadamente 7 milhdes de pessoas no
mundo sendo endémica em paises da América Latina. A doenca caracteriza-se ainda
como negligenciada por n&o possuir tratamento eficaz para os casos durante a fase
cronica, bem como cura e por afetar, em sua maioria, a populacdo de baixa renda. Em
vista disso, € necesséria a descoberta de farmacos mais eficazes e seguros com
novos mecanismos de acao. Nesse contexto, a catepsina B destaca-se como uma
cisteino protease essencial em outros organismos pela sua atuacdo no processo
infeccioso. Embora ja tenha sua atividade enzimética estudada, abordagens de
estrutura e funcdo da catepsina B de T. cruzi (CatBTc) ndo haviam ainda sido
exploradas. Este trabalho, portanto, teve como objetivo a elucidacao das funcdes da
catepsina B de T. cruzi por meio de analises in silico e in vitro. Dessa forma,
desenvolvemos e avaliamos modelos tridimensionais da CatBTc. A partir do melhor
modelo obtido, realizamos uma triagem virtual da biblioteca de compostos do Museu
Nacional de Historia Natural de Paris, por meio de calculos de docking molecular e
outras abordagens computacionais para priorizar compostos potenciais inibidores de
CatBTc para posterior validacao in vitro. Por fim, a obtencéo da proteina recombinante
expressa em E. coli e do nocaute duplo dos alelos presentes nas cepas CL Brener e
Y utilizando o sistema CRISPR/Cas9 foram explorados com a finalidade de realizar a
sua analise funcional. Assim, foi possivel se obter dois modelos tridimensionais
computacionais da protease provenientes de servidores diferentes que foram
submetidos a calculos de docking com a selecdo 19 compostos promissores. A
proteina recombinante foi expressa e purificada nas frac6es solavel e insolivel com
sucesso, contudo, ndo apresentou atividade. A primeira tentativa de nocaute génico
resultou na morte e dificuldade de selecdo de parasitos mutantes possivelmente

devido importancia do gene para a sobrevivéncia do parasito.

Palavras-chave: doenca de Chagas; proteases; catepsina B; docking molecular;
inibidores; modelagem estrutural; triagem virtual; expressédo de proteina heteréloga;
CRISPR/Cas9
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ABSTRACT

Chagas Disease is caused by the obligate intracellular parasite Trypanosoma
cruzi and affects approximately 7 million people worldwide. Itis considered a neglected
tropical disease (NTD) for mostly infect low-income population from Latin American
countries and not having effective and safe treatment for the most severe cases.
Therefore, new therapeutic alternatives are required. In this sense, proteases stand
out as potential molecular targets of drugs for acting in essential biological processes.
Among them, the cysteine protease, cathepsin B sticks out in other organisms for its
role in infectious process. Although its enzymatic activity has already been studied,
structural and functional approaches of cathepsin B T. cruzi have not been explored
yet. Hence, this work, aimed to enlighten the performance and functions of cathepsin
B of T. cruzi through in silico and in vitro analyses. In this way, we developed and
evaluated three-dimensional CatbTc models. From the best obtained 3D model, we
performed a virtual screening of the compound library of the Muséum National
d'Histoire Naturelle de Paris (MNHN), through molecular docking calculations and
other computational approaches to prioritize potential CatbTc inhibitor compounds for
further in vitro validation. Ultimately, we attempted to obtain the recombinant protein
expressed in E. coli and the double knockout of the alleles present in the strains CL
Brener and Y using the CRISPR/Cas9 system aspiring to perform its functional
analysis. Thus, it was possible to obtain two 3D models of the protease from distinct
servers that were submitted to docking calculations, finally selecting 19 promising
compounds. The recombinant protein was successfully expressed and purified in
soluble and insoluble fractions, however, it displayed no activity. The first gene
knockout attempt resulted in the death and difficulty of selecting mutant parasites,

which was likely due to the relevance of the gene for the parasite’s survival.

Keywords: Chagas disease; proteases; cathepsin B; molecular docking; inhibitors;

structural modelling; heterologous protein expression; CRISPR/Cas9
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencga de Chagas

A doenca de Chagas (DC) foi descoberta em 1909 pelo pesquisador brasileiro
Carlos Chagas, que foi capaz de descrever a enfermidade completa contendo suas
manifestacdes clinicas, epidemioldgicas, o parasito e 0 seu vetor em sua paciente
crianca chamada Berenice (Figura 1) (CHAGAS, 1909). A doenca é uma
antropozoonose causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi que possuli
em seu ciclo bioldgico, hospedeiros vertebrados e invertebrados (NEVES, 2004).

E esta, a primeira doente.

_-l—n-n -.-----—.—--—-—un—
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Figura 1. A. Imagem da primeira paciente diagnosticada com a Doenca de Chagas, Berenice. B.
Noticia do jornal reportando as histérias da doenca e da paciente. Adaptado de (LIDANI et al.,
2019).

No que concerne o contdgio da DC, a transmissdo vetorial é descrita
classicamente desde os primérdios da descoberta da doenca, porém outras formas
ocorrem por outras vias como: transfusdo sanguinea de individuos infectados,
transmissdo vertical durante a gestacdo e por intermédio oral (WHO, 2021).
Atualmente, a transmisséo por via oral envolvendo alimentos, como cana-de-agucar e
acai, representa a principal via de infeccdo humana. Ha registros de surtos atribuidos
a contaminacdo oral em todas as &reas rurais e periurbanas da América Latina
(SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012). As formas secundarias se enquadram em
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acidentes de laboratorio, durante a manipulagédo de amostras ou animais infectados e
doacéo de 6rgédos (COURA, 2015).

A DC é dividida classicamente em duas fases distintas no hospedeiro
vertebrado, apresentando assim, fase aguda e fase cronica, onde a primeira
apresenta quadro assintomatico ou inespecifico com a presenca de dor de cabeca,
dores no corpo, febre e dificuldade para respirar e pode ser facilmente diagnosticada
se testada, pois ocorre a presenca de grande quantidade do parasita no sangue
periférico (DE SOUZA et al., 2016; STANAWAY; ROTH, 2015). Durante essa fase,
alguns pacientes podem apresentar o chagoma, ou seja, um edema ou sinal de
Romafia, um classico nédulo inflamatério de inchaco periorbital quando o T. cruzi tem
acesso pela conjuntiva (MALIK; SINGH; AMSTERDAM, 2015). J&a a fase cronica tem
inicio cerca de 2 a 4 meses apoOs a infeccdo aguda, concomitantemente com a
diminuicdo drastica da presenca do parasito na corrente sanguinea. Inicia-se entéo
um periodo silencioso prolongado, denominado forma indeterminada, no qual ndo se
encontram manifestacdes clinicas significantes além da sorologia positiva (MACIEL,
2016; (STANAWAY; ROTH, 2015). Tal configuracdo pode persistir por toda a vida
pois, aproximadamente 20-40% dos casos evoluem para as manifestacdes clinicas
predominantes nos sistemas cardiovascular e digestério (DUMONTEIL; HERRERA,
2017). Dentre essas manifestacfes, ocorrem taquicardias, bradicardias, aumento do
orgao que levam a parada cardiaca. Ainda, os sintomas podem evoluir também para
o desenvolvimento de megacdlon e/ou megaesdfago, em que esses 0Orgaos
expandem radicalmente de tamanho. Entretanto, os sintomas cardiacos sao 0s mais
presentes e severos, acometendo cerca de 1/3 dos individuos com sorologia positiva,
dado que o parasito possui maior tropismo para esse tipo de tecido. Os casos mais
graves de cardiomiopatia ndo possuem algum tratamento sendo o transplante do
orgdo (BERN, 2011; LIDANI et al., 2019).

1.2 Distribuicdo da doenca

A DC é atualmente considerada pela Organiza¢cdo Mundial da Saude como uma
doenca tropical negligenciada, pois acomete, em sua maioria, populacdes de baixa
renda, com estimativa de 7 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo. E

considerada também uma enfermidade endémica de regides tropicais e é encontrada
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principalmente em 21 paises da Ameérica latina (WHO, 2021). A DC ainda é
considerada um grande problema de saude publica tanto no Brasil como na América
Latina, segundo o Ministério da Saude, no periodo de 2000 a 2013 foram registrados
de 1.570 casos de doenca de Chagas aguda no Brasil, com a regido norte detendo
91,1% dos casos, sendo a transmissdo oral como a via mais frequente,
aproximadamente 69% dos casos totais (BRASIL, 2015). De acordo com a
Organizacao Mundial da Saude (OMS), em 2018, o niumero estimado de pessoas com
DC, aguda ou crdnica, no Brasil ultrapassa 900 000, sendo o lider de casos junto com
Argentina e México na América Latina (WHO, 2018).

A forma oral tem sua maior concentrac&o na regido amazonica, onde ocorreram
surtos de infeccéo, correspondentes a ingestdo de alimentos contaminados com as
fezes do vetor e/ou com partes do triatomineo e que nao foram devidamente
higienizados como por exemplo: acai, caldo de cana e sucos fazem parte dos grandes
contribuidores dessa transmissdo (SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012). O
impacto social, politico e econdmico da doenca é alto, pois é estimado que sejam
gastos 1,2 bilhdo de ddlares anualmente na América Latina devido a perda de
produtividade, sendo considerada, na América Latina, a doenca parasitaria que mais
apresenta essa repercussao (VIEIRA; PRACA; LUIS, 2018).

Atualmente, 0os movimentos migratérios acabaram por causar uma
redistribuicdo da doenca em paises como: Estados Unidos, Japdo, Canada, Espanha,
Franca, Suica, Nova Zelandia e Australia, por exemplo, como € possivel verificar na
Figura 2. Nos Estados Unidos, por exemplo, até 2015 s6 haviam sido reportados 28
casos de transmissao vetorial desde a primeiro relato de um caso em 1955. Porém,
esse numero nao representa o total real de pessoas infectados no pais, visto que a
maioria dos casos reportados sdo por meio de imigrantes que acessam 0 pais ja
portando a doenca (LIDANI et al., 2019). Estudos recentes de vigilancia mostraram
gue triatomineos adultos e ninfas foram encontrados em regides domésticas e peri
domeésticos no sul dos Estados Unidos, elevando o nimero dos casos de transmissao
vetorial (VIEIRA; PRACA; LUIS, 2018). Outros fatores relacionados aos aumentos de
casos sdo causados também pela exportacdo de alimentos, transplante de 6rgéos,
transfusdo sanguinea e transmissao congénita do parasito. Estes dados constatam
gue em paises considerados ndo endémicos, existe uma grande falha nas politicas
de controle do vetor (JACKSON, 2016). A razao para esses procedimentos passarem

desapercebidos é explicada pela baixa ocorréncia e, portanto, falha na triagem e



22

fiscalizacdo nesses paises. Assim, constitui-se uma populacdo sujeita as
transmissoes verticais e congénitas (MANNE-GOEHLER et al., 2016).
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Figura 2. Nimero estimado de imigrantes infectados com T. cruzi em paises ndo endémicos da
doenca de Chagas baseado em dados dos estados Unidos (2007), Canada (2006), Europa (2008-
2011), Japéo (2007), Australia (2011) e Nova Zelandia (2006). Adaptado de (LIDANI et al., 2019)

1.3 Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi

O parasito Trypanosoma cruzi pertence a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae sendo, portanto, um eucarioto hemoflagelado. Esta inserido no
género Trypanosoma do qual existem diversos exemplos de organismos, 0s quais séo
capazes de infectar e causar doencas em humanos e outros mamiferos (BRENER,
1997). T. cruzi se caracteriza como um parasito intracelular obrigatorio e, dentro do
seu ciclo biolégico, o agente etiologico possui 4 formas distintas que apresentam
caracteristicas bioguimicas, morfologicas e metabdlicas particulares, as quais sao
expressas diferencialmente de acordo com o hospedeiro infectado, ja que o
protozoario alterna o ciclo entre um hospedeiro invertebrado e um vertebrado
(BRINGAUD; RIVIERE; COUSTOU, 2006).

O principal vetor do T. cruzi € o seu hospedeiro invertebrado, um inseto
chamado triatomineo, ou popularmente barbeiro no Brasil, pertencente a familia
Reduviidae, subfamilia Triatominae. Ele se alimenta do sangue do hospedeiro
vertebrado, pois apresenta comportamento hematoéfago para repor necessidades
nutricionais necessarias para seu devido crescimento (SILVA, 2009). Todas as

espécies desta subfamilia estdo aptas para a transmissao do parasito ao hospedeiro
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definitivo, mas os relativos aos géneros Triatoma, Rhodnius and Panstrongylus tem
maior importancia epidemiolégica na Ameérica Latina, em razdo da adaptacdo em
colonizar ambientes peridomiciliar e domiciliar, entrando em maior contato com
animais domésticos e humanos (VIEIRA; PRACA; LUIS, 2018).

As formas do parasito se desenvolvem alternando entre estagios néo infectivos
e infectivos. As formas replicativas, conhecidas como epimastigostas e amastigostas,
estdo localizadas no intestino do vetor triatomineo e na célula do hospedeiro
mamifero, respectivamente. Em contrapartida, as formas infectivas, chamadas
tripomastigostas sanguineos e tripomastigotas metacicilicos sdo encontradas,
respectivamente, na corrente sanguinea de mamiferos e na porgéo final do intestino
de triatomineos (SOLIS-OVIEDO et al., 2018).

O ciclo biolégico se inicia com o repasto sanguineo do triatomineo infectado
com T. cruzi em um hospedeiro humano saudavel, como pode ser observado na
Figura 3, assim o inseto tem potencial de transmitir as formas tripomastigotas
metaciclicas do parasito, que possuem alta infectividade para o hospedeiro
vertebrado. Enquanto ocorre o repasto sanguineo, o triatomineo defeca e, assim,
consegue disseminar os parasitos através das fezes que podem entrar em contato
com o local da picada ou alguma mucosa proxima, acessando a corrente sanguinea.
Entdo, os tripomastigotas metaciclicos invadem as células e se replicam na forma de
amastigotas até se modificarem novamente para a forma tripomastigota sanguinea.
Nesta etapa, esses parasitos ficam circulantes na corrente sanguinea assumindo a
funcdo de infectar novas células e assim criar um ciclo infectivo (C. ONYEKWELU,
2019). O contato do triatomineo com as formas circulantes do parasito acontece
guando ocorre o repasto sanguineo em um hospedeiro infectado. Assim, 0s parasitos
migram para o intestino do triatomineo, ja transformados em epimastigotas, os quais
se multiplicam e se fixam em membranas presentes na porcéo final do érgdo. Este
passo € essencial para a maturacao deles, chamada metaciclogénese, possibilitando
a transformacado para a forma infectiva. Esta nova forma expressa um conjunto de
glicoproteinas de superficie implicadas em invasdo celular em mamiferos (SOLIS-
OVIEDO et al., 2018).
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Figura 3. Ciclo bioldgico do parasito Trypanosoma cruzi. Fonte: CDC Acesso em: 15/01/2020.

1.4 Tratamento da doenca de Chagas

O tratamento, atualmente, pode ser feito apenas com dois medicamentos,
benznidazol e nifurtimox (Figura 4), porém apenas o benznidazol € permitido no
Brasil. Ambos os faemacos possuem alta capacidade de cura da doenca, 60 a 80%
dos casos, se administrados nas fases iniciais, ou seja, na fase aguda, apresentando
diminuicdo na eficacia com a progressdo da doenca, se tornando ineficazes no
tratamento durante a fase cronica (MALIK; SINGH; AMSTERDAM, 2015). Foi capaz
de se provar que benznidazol ndo tem potencial de cura em pacientes com
cardiomiopatia estabelecida (JR; MARIN-NETO; RASSI, 2017). Um dos maiores
problemas envolvidos com esses medicamentos é que eles demonstraram diversos
efeitos colaterais toxicos para o organismo (DUMONTEIL; HERRERA, 2017). O
nifurtimox produz nitroreducdes, ciclos redox e gera espécies reativas de oxigénio
(ROS) que sdo compostos nocivos para o hospedeiro. Ainda, a espécie reduzida do
farmaco é conhecidamente carcinogénica e mutagénica durante o uso prolongado. O
benznidazol é metabolizado em espécies reativas parecidas com os formados pelo

nifurtimox, assim como é igualmente considerado carcinogénico (BUSCHINI, 2009).
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Além disso, o T. cruzi possui mecanismo de metabolismo de nitrohéterociclicos pelo
gene NTR (nitroredutase), principais compostos do nifurtimox e benznidazol. Dentro
do seu mecanismo de ac¢do, os nitrohéterociclicos precisam desse metabolismo por
parte do parasito para serem ativos, porém o efeito de resisténcia a eles ja foi descrito
com a reducao de expressao do gene NTR. Portanto, a possibilidade de uma mutagéao
em que fossem produzidos parasitos com resisténcia aos Unicos medicamentos
existentes é preocupante e nao pode ser ignorada (WILKINSON et al., 2008).

A melhor forma de prevencdo da doenca na Ameérica Latina é através do
controle vetorial evitando um crescimento do contagio em regifes que sao tipicas,
como também a triagem sanguinea de pacientes propensos a transfusdes ou
transplantes (WHO, 2021). Entdo, é possivel afirmar a necessidade da busca por
novos protoétipos tripanocidas com mecanismo de a¢cdo novo para o tratamento da DC
(BUSCHINI, 2009).
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Figura 4. Representacdo 2D da estrutura quimica dos medicamentos benznidazol e nifurtimox.
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1.5 Proteases

Proteases ou peptidases sdo moléculas que promovem a clivagem através da
hidrélise de ligacdes peptidicas presentes em proteinas e polipeptideos,
transformando-os em residuos de aminoacidos ou polipeptideos menores. Elas sédo
enzimas encontradas em diversos organismos e possuem multiplas funcées, dentre
elas: migracdo celular, apoptose, remodelamento e morfogénese tecidual. Partindo
desse principio, sao classificadas de acordo com o grupo nucleofilico participante do
seu sitio ativo. As protease sdo conhecidas atualmente pela presenca em pelo menos
7 familias em que séo classificadas como: serino, metalo, cisteino, aspartato,
glutamico, treonino proteases e asparagina liase (SIQUEIRA-NETO et al., 2018). As
peptidases apresentam duas atividades distintas: exopeptidase e endopeptidase. As
exopeptidases tem a capacidade de catalisar a formagédo de aminoéacidos livres ou
peptideos, sejam eles na regido N-terminal ou C-terminal do substrato, sendo
chamadas de aminopeptidases e carboxipeptidases, respectivamente. Enquanto que
as endopeptidases hidrolisam ligacdes peptidicas especificas dentro da cadeia
polipeptidica (RAKSAKULTHAI; HAARD, 2003). Elas séo capazes de clivar ligacdes
peptidicas de proteinas causando modificacbes em seus substratos e,
consequentemente, mudancas biologicas importantes. Entretanto, a atuacdo das
proteases ndo abrange apenas a degradacédo de proteinas, mas também o papel de
regular a localizacao e atividade de diversas outras proteinas. Ainda, estdo envolvidas
na viabilidade de inimeras células, operando na replicacéo, transcricao, proliferacéo,
diferenciacao e remodelagem da matriz extracelular, por exemplo (BOND, 2019). Uma
grande caracteristica delas € sua versatilidade e devido a esta atividade, possuem
também atuacdo consideravel em processos patologicos, sendo assim relatadas em
guadros de inflamacéo, doencas auto imunes e neurodegenerativas. Igualmente séo
descritas em processos de tumorigénese, visto que por estarem relacionadas a
diversos processos bioldgicos representam também um problema quando o equilibrio
€ rompido (KAPPELHOFF et al., 2017).

Em humanos, elas sdo expressas em diferentes tipos celulares, porém foi
observada a preferéncia por alguns tipos especificos como: micrdglias, eritrcitos,
linfocitos, macréfagos, células dendriticas, epitélio pulmonar e do trato

gastrointestinal, por exemplo. Existe também uma relacdo direta do aumento da
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expressdo de enzimas particulares nestes tecidos com a ocorréncia do desequilibrio
de proteases (PATEL et al., 2018). A localizacao das proteases ajuda na indicacao da
sua possivel funcdo, sendo assim, expressdes diferenciais dessas enzimas sao
utilizadas como biomarcadores para diagnésticos de certos tipos de patologia, sendo
possivel relaciona-las como alvos terapéuticos (YADATI et al.,, 2020). Quando
observados em organismos infectantes, apresentam importante papel nas regulagdes
e sinalizag@es celulares, tanto normais quanto patologicas do parasito, podendo assim
ser criticas no processo de infec¢do do patégeno (TURK et al., 2012; ZHANG et al.,
2013).

1.6 Catepsinas

Uma das familias de proteases que se destacam sdo as cisteino proteases.
Estas peptidases caracterizam-se por possuirem um residuo de cisteina (Cys), onde
0 grupo tiol deste aminoacido atua como nucleofilico na catalise. Geralmente, o sitio
catalitico desta enzima contém também um residuo de histidina (His) que funciona
como uma base (BARRETT; RAWLINGS, 1996). Elas sdo um dos mais famosos e
explorados grupos dentre as familias de proteases, visto que seus mecanismos de
acao, assim como de inibicdo ja sdo bastante elucidados em diversos organismos,
sendo envolvidos em diferentes processos patolégicos aos seres humanos e
representam, portanto, potenciais alvos de farmacos, o que os tornam muito atrativos
(MCKERROW, 2018). Os principais exemplos de cisteino proteases sdo as
catepsinas, que consistem em proteases lisossémicas e, logo, o pH 6timo de atuacéo
€ baixo. Por ter encargo de degradacao proteica, € necessario um controle estrito da
sua atividade. Para tanto, a maioria delas se apresenta inativada em forma de
zimogénio demandando uma ativacdo que faz com que sua conformacdo seja
modificada. Este processo é possivel pela presenca de formas pré elou pro
catepsinas, que sdo posteriormente clivadas, expondo o sitio ativo e as tornando
ativas (VERHAMME; LEONARD; PERKINS, 2019). Em relacdo ao pro-peptideo, a
retirada dessa regido nas proteinas que o possuem causa um impedimento na
construcéo da sua correta estrutura 3D ativa, se estiverem desnoveladas. Isso aplica-
se tanto para proteinas maduras desnaturadas in vitro quanto para proteinas
sintetizadas em sistemas de expressao artificial sem a regido pro, por exemplo. Tudo

isso indica o alto nivel de controle desse tipo de regulagédo (DEMIDYUK et al., 2010).
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Essa familia tem uma grande abrangéncia e ultimamente foram publicados
inumeros trabalhos demonstrando sua importancia tanto na fisiologia normal quanto
em patologias humanas (DANA; PATHAK, 2020). Catepsinas sao descritas em
humanos atualmente com 11 representantes (B, C, F, H, L, K, O, S, V, W, X, Z) dos
quais a maioria € amplamente expressa nos tecidos humanos. Dentre estas, as
catepsinas B e L apresentam maior destaque, visto que apresentam proteinas
homologas em diferentes organismos (VIZOVISEK; FONOVIC; TURK, 2019). Ambas
catepsinas ja foram descritas em diversas células e, portanto, as suas atuacdes intra
e extracelulares foram largamente investigadas, notando-se o0s papéis destas
proteases em multiplos processos fisioldgicos e patologicos (COULOMBE et al.,
1996). Essas peptidases foram igualmente correlacionadas a progressao de cancer
de mama, como também a taxa de reincidéncia do mesmo apdés tratamentos. Ao que
concerne outros tipos de cancer, foi possivel relacionar suas concentracdes a
probabilidade de sobrevivéncia dos pacientes no estudo de tumores pulmonares,
cerebrais e de célon, por exemplo (YADATI et al., 2020).

A catepsina L é produzida na forma de pré-pro-peptideo, onde ela é
enderecada ao lisossomo para que, entdo, ela possa modificar sua conformacao para
a forma madura da proteina com a insercéo no pH baixo encontrado na organela. Seu
envolvimento em doencas foi observado por meio da sua relacdo com diabetes,
fibrose hepatica, disfuncdo renal e diversos canceres invasivos, onde ela adquire
funcdes extremamente desreguladas (DANA; PATHAK, 2020). Partindo para outros
organismos com o foco como alvo terapéutico, a catepsina L apresenta ainda notavel
atuacdo em tripanosomatideos, nos quais ela é amplamente expressa e possui
grandes semelhancas bioquimicas com a catepsina B de T. cruzi, dispondo inclusive
de inibidores iguais (PEREIRA et al., 2019). Conhecida como brucipaina ou rodesaina
em Trypanosoma brucei, ela é responsavel, junto com outras cisteino proteases, pela
conclusao do ciclo biolégico do parasito no hospedeiro e, em vista disso, foi observado
gue sua inibicdo é capaz do prolongamento da vida de camundongos infectados
(ABDULLA et al., 2008). Estudos mais recentes mostraram ainda que essa protease
estd relacionada com a facilitacdo da entrada do virus SARS-COV-2 em células
humanas, assim como sua concentracdo circulante esta correlacionada com a
progresséo e severidade da COVID-19 (ZHAO et al., 2020).

1.6.1 Catepsina B
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A catepsina B é outro exemplo de uma participante muito relevante das
cisteino proteases e esta inserida dentro da familia das papainas. Ela é sintetizada
como pré-pré-enzima em forma de zimogénio e, em humanos, é constituida por 339
aminoacidos com o peso molecular de aproximadamente 30 kDa em sua forma
madura e ativa (CAVALLO-MEDVED; MOIN; SLOANE, 2011). Caracteriza-se como
uma cisteino protease lisossomal, assim como a catepsina L, e apesar de apresentar
homologia funcional e estrutural com outras enzimas da mesma familia, exibe
caracteristicas que a diferem das demais catepsinas: a posicdo que a ligacédo
peptidica é cortada, uma vez que ela possui atividade dupla de endo e exopeptidase,
como também a presenca do loop de oclusdo em sua conformacado que oculta o sitio
ativo impedindo a ligagdo do substrato anteriormente a maturacdo da enzima
(NAGLER et al., 1997). Suas atuagdes sdo bastante estudadas em humanos, visto
gue sua cristalografia em células hepaticas foi realizada ainda em 1991 exibindo sua
estrutura tridimensional, onde foi possivel constatar a localizacdo do sitio ativo, do
loop de ocluséo e suas cadeias, como observado na Figura 5 (MUSIL et al., 1991). A
protease possui um sitio ativo com uma triade catalitica em forma de “V” composto
pelos residuos de cisteina (Cys), histidina (His) e asparagina (Asn). Em humanos,
estes residuos se encontram nas posi¢coes Cys108, His278 e Asn298, quando ainda
h& a presenca do pro-peptideo, e Cys29, His199 e Asn219, em sua forma madura. A
proteina forma 6 pontes de dissulfeto e possui ainda 2 residuos de cisteina que nao

sdo pareados, a presente no sitio ativo € a Cys240 (SCHMITZ et al., 2019).
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//‘7 Triade catalitica

Figura 5. Modelo da estrutura 3D da catepsina B humana madura (PDB 1HUC) (MUSIL et al.,
1991). Figura gerada pelo programa UCSF CHIMERA, destaque aos residuos do sitio catalitico em
vermelho e o loop de oclusdo em azul.

O processo de maturacao da catepsina B humana ocorre devido a remocéao da
porcdo N-terminal pro-peptidica, a extensdo C-terminal e a ligacao dipeptidica entre
os residuos que interagem com o loop de ocluséo, resultando assim na forma madura
e ativa (TURK et al., 1996). A catepsina B humana primeiramente € produzida em sua
forma precursora e inativa de aproximadamente 45kDa ainda contendo a presenca do
peptideo sinal nos primeiros 17 residuos de aminoacidos, o qual a endereca para o
limen do reticulo endoplasmatico rugoso (RER), onde ela é sintetizada, para formar
a pro-catepsina resultando em uma conformacéo da enzima de aproximadamente 33
kDa. Entéao, esta forma é carregada para o aparato de Golgi através do RER, onde
sofre glicosilacio em 2 residuos de asparagina ao entrar em contato com
oligossacarideos contendo manoses fosforiladas. Por intermédio da glicosilacéo, a
protease tem a capacidade de se ligar a receptores manose-6-fosfato na via do trans-
Golgi, possibilitando o transporte via vesiculas para os lisossomos, a qual € finalmente
convertida para a conformacdo ativa e madura composta de 2 subunidades, uma
cadeia pesada com 25 kDa e uma cadeia leve com 5 kDa, mediante a dissociacédo da
regido pro. A pro-catepsina tem a importante funcdo dupla de ser auto estabilizadora
e inibidora para que ndo ocorra a maturacao precoce da enzima anteriormente a
chegada aos lisossomos. Este processo de maturacéo é pH dependente e a atividade
catalitica da protease é dependente da conformac&o do loop de oclusdo (MIJANOVIC
et al., 2019; SLOANE, 2014).
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O processamento do pré-peptideo, para causar a maturagédo da enzima, ocorre
pela presencga de pH baixo, aproximadamente 4,5, em que as interagdes entre a regido
pro e a por¢do madura se enfraguecem ocasionando uma conformacgdo mais aberta
e movel. O pro-peptideo apresenta predominantemente um dominio a-hélice que fica
posicionado como um “gancho” no topo do sitio catalitico, onde interage com a parte
madura e fortalece esta interacdo. A cadeia gerada pela regido pré serve como um
elo entre a regido N-terminal do segmento maduro e o “gancho” formado, pois se
estende através da fenda do sitio ativo em dire¢do a porcdo N-terminal da enzima
madura, oposta ao sitio de ligacao do substrato. A conformacéo obtida apds a insercao
em pH neutro desencadeia a clivagem intermolecular do pré-peptideo, devido a
atividade catalitica presente na pro catepsina B que, apesar de ser baixa, é suficiente
para promover ativagdo auto catalitica do zimogénio, preferencialmente entre os
residuos Met56-Phe57 (PUNGERCAR et al., 2009).

A funcéo de bloqueio exercida pelo loop de ocluséo é explicada pela interacao
gue os residuos da estrutura possuem com as cadeias laterais da proteina. Em
humanos, a histidina 110 (His110) e arginina 116 (Arg116) presentes no loop realizam
interacdes de pontes de sal com os residuos de acido aspartico (Asp22) e acido
aspartico 224 (Asp224), respectivamente. Dessa forma, sua estrutura se torna mais
compacta criando um impedimento fisico no acesso ao sitio catalitico (NAGLER et al.,
1997). Portanto, esta regido que dispde de aproximadamente 20 aminoacidos, por
meio desse evento, limita 0 espaco de interacdo para 2 residuos de aminoacidos da
regido C-terminal da ligacdo peptidica do substrato. Assim, evitando a ligacdo de
substratos grandes e, consequentemente, favorecendo a atividade de exopeptidase a
proteina. A atividade de exopeptidase € determinada pela interacao polar dos residuos
protonados de histidina (His110 e His111) presentes no loop permitindo a existéncia
de um espaco aceptor apropriado para ligacdo com o grupo carboxil C-terminal do
substrato. Logo, a protease possui uma atividade de carboxidipeptidase,
principalmente observada em pH acido. Quando a enzima se localiza nos
endossomos, ocorre a mudanca para pH neutro, resultando em estados de
protonacédo e desprotonacao dos residuos formadores das pontes de sal. O loop, por
consequéncia, assume outra conformagdo, ndo mais bloqueando o sitio catalitico,
proporcionado a entrada de substratos maiores favorecendo assim a atividade de
endopeptidase. Estudos referentes a mutacdo e/ou delecdo dos residuos

pertencentes ao loop indicaram a formacdo também de uma estrutura mais aberta
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viabilizando a atividade endopeptidica, visto que a protease perde sua atividade
exopeptidica (SLOANE, 2014; SCHMITZ et al., 2016; SCHMITZ et al., 2019).

Desde a resolucdo de sua estrutura, os aspectos voltados a suas funcoes e
atuacdes foram explorados culminando no foco do seu papel em mltiplas patologias,
principalmente cancer, que foram observados por meio de seus niveis de expressao
(SLOANE, 2014). Durante a investigacao sobre a peptidase, notou-se que a sua
regulacao durante a transformacdo maligna das células, ou seja, a formacéo de novas
células tumorais, se torna alterada fazendo com que ocorra a sua superexpressao,
diferentemente da fisiologia normal na qual ela se encontra extremamente regulada.
Esta alta expresséo ja foi descrita em cancer pulmonar, colorretal, cerebral, mamario
e prostatico (RAO, 2013). Outro dado interessante € que células tumorais expressam
transcritos variantes de catepsina B e L usando promotores e splicings alternativos.
Estes transcritos variantes de catepsina B foram identificados altamente expressos
em estudos referentes a gliomas e foram submetidos a infrarregulacédo, a qual resultou
em reducdo de crescimento, invasdo e da angiogénese do tumor (MOHAMED;
SLOANE, 2006; RAO, 2003).

Além disso, ha indicios de que a atividade carboxidipeptidica da protease esta
envolvida na taxa de proliferacdo celular, o que pode se tornar um problema em
pessoas que tem a neurogénese comprometida, como na doenca de Alzheimer (DA)
e Huntington, por exemplo (MIJANOVIC et al., 2019). Os niveis de CatB s&o
aproximadamente 50% maiores no soro de pacientes com DA comparados com
pacientes controles, o que posteriormente foi correlacionado também com disfuncao
cognitiva e deméncia. Estes niveis plasmaticos estdo presentes tanto em individuos
com casos leves quanto graves de DA, mas estes graus crescem a medida que a
doenca progride (SUN et al., 2015). Ainda, a catepsina B apresenta localizacéo
extracelular anormal no cérebro de pessoas com DA, contrastando com a localizacéo
intracelular nos lisossomos comumente exibida, o que indica uma redistribuicdo da
proteina nos cérebros dos afetados pela doenca (HOOK et al., 2020; ZHANG et al.,
2005).

1.6.2 Catepsina B de protozoarios

As cisteino proteases, como a catepsina B, sdo igualmente descritas em

protozoérios causadores de doencas e desempenham papéis importantes no ciclo de
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vida desses organismos (SAJID; MCKERROW, 2002). Em relagdo a suas atuacoes
em T. brucei, o mRNA da protease é suprarregulado na forma sanguinea do parasito,
indicando que ela estd envolvida no sistema de degradacdo de proteinas do
hospedeiro. O nocaute simples da catepsina B apresentou diminuicdo na taxa de
crescimento e morfologia anormal. A utilizacdo de RNAi com 0 objetivo de nocaute
duplo do gene in vitro indicou que o compartimento do lisossomo/endossomo
enlargueceu, contribuindo para uma morfologia disférmica do parasito com falha no
processo de citocinese. Estudos in vivo de RNAI mostraram que camundongos
obtiveram alta taxa de sobrevivéncia ap6s dois meses de infeccdo com auséncia de
parasitos na corrente sanguinea e de esplenomegalia. As pesquisas apontaram baixa
viabilidade e grande letalidade para o parasito (MACKEY et al., 2004; ABDULLA et al.,
2008; O'BRIEN et al., 2008).

Testes in vivo infectando camundongos C57BL/6 deficientes de algumas
cisteino proteases com Leishmania major revelaram que apenas 0S animais
deficientes de catepsina B exibiram maior resisténcia a infeccdo com melhora nas
lesdes e diminuicdo da carga parasitaria. Ainda, a inibicdo da protease modulou uma
resposta celular Thl protetiva precoce em camundongos BALB/c, que esta
provavelmente associada a intrinseca capacidade das células com deficiéncia da
proteina de secretarem mais interferon gama (IFNy) e reduzirem a proliferacédo por
parte das células TCD3 com uma resolucdo mais rapida da inflamacédo (GONZALEZ-
LEAL et al., 2014; RASID et al., 2016).

Em se tratando de T. cruzi, a proteina foi pouco elucidada, porém a protease
possui alta similaridade com catepsinas B de outros organismos, como por exemplo
de L. mexicana, Caenorhabditis elegans e a humana (CTSB), apresentando muitas
regides conservadas, principalmente na porcdo N-terminal das proteinas. Porém, a
protease mostrou pH 6timo de 4,5, atividade enzimatica em substratos proteicos e
sensibilidade para inibidores parecidos com a cruzipaina, ou catepsina L de T. cruzi.
(GARCIA et al., 1998). Entdo, a porcao madura da catepsina B de T. cruzi foi
caracterizada com 30 kDa que € produzida em todas as formas do parasito. A
superexpressdo da proteina atribuiu a epimastigotas uma maior capacidade
replicativa e de transformacdo em tripomastigostas metaciclicos comparada com o
genotipo selvagem (NOBREGA, 2001). Nota-se, porém, que a expressdo da protease
em epimastigotas é superior a outras formas de desenvolvimento do parasito, assim

como apresenta a atividade hidrolitica de modo principal sobre gelatina em condi¢des
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acidicas, indicando capacidade de clivar proteinas do hospedeiro quando se encontra
no meio extracelular. Foi possivel também encontrar sua localizacdo em granulos
lisossbmicos na porcdo posterior de epimastigotas e por todo o citoplasma em
amastigotas (RESTREPO, 2001).

1.7 Genética e biologia molecular do Trypanosoma cruzi

No que concerne a genética de T. cruzi, o parasito possui 0 seu DNA
compartimentalizado no nucleo, ao mesmo tempo que apresenta dentro de sua
mitocdndria, o DNA mitocondrial, ou também chamado de kDNA, localizado dentro da
estrutura chamada cinetoplasto. O kDNA é organizado em mini e maxi circulos
concatenados, que estdo igualmente presentes em outros tripanossomatideos,
compreendendo aproximadamente 15% do DNA total da célula. Os maxi circulos s&o
moléculas grandes analogas ao DNA mitocondrial de outros eucariotos com baixo
numero de cépias e codificam 0s genes estruturais para a correta funcdo mitocondrial.
Ja os mini circulos sdo moléculas pequenas com alto grau de conservacao e multiplas
copias responsaveis pela replicacéo e edicdo dos transcritos mitocondriais exclusivas
de tripanossomatideos. As diferencas fenotipicas entre cepas de T. cruzi ocorrem pela
diferenca na organizacdo e conteido do DNA e kDNA (JUNQUEIRA; DEGRAVE;
BRANDAO, 2005; TEIXEIRA; NASCIMENTO; STURM, 2006).

Por possuir alta variabilidade genética, as linhagens do parasito sao divididas
em 6 DTUs, ou unidades discretas de tipagem, que abrangem todas as cepas
existentes. As DTUs sado categorizadas com numeros romanos de I-VI abrigando as
cepas que possuem maior relacdo genética entre si, visto na Figura 6 (HIGUERA;
GUHL; RAMIREZ, 2013). A cepa de referéncia para o T. cruzi é a CL Brener, por se
tratar de uma cepa experimentalmente bem caracterizada, que teve seu genoma
sequenciado em 2005. Ela se caracteriza como hibrida, em virtude da presenca dos
alelos Esmeraldo-Like e Non-Esmeraldo-Like originarios de diferentes ancestrais com
DTUs distintas (Tcll e Tclll, respectivamente), portanto se enquadrando no DTU VI, a
gual engloba as linhagens resultantes de trocas genéticas entre as DTUs Il e Il (EL-
SAYED, 2005).
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Figura 6. Representacdo da classificacéo filogenética das DTUs I-VI de T. cruzi indicando os
ancestrais em comum e as forma¢6es de cada DTU. Adaptado de (TOMASINI; DIOSQUE, 2015).

Em comparacao a outros eucariotos, o evento de transcricdo do T. cruzi ocorre
em um processo diferente da maioria (Figura 6). Da mesma maneira que outros
tripanossomatideos, os genes codificadores de proteina presentes no T. cruzi sédo
organizados em clusters ndo sobrepostos na mesma fita de DNA contendo longas
unidades policistronicas de transcricdo de genes. Os clusters ndo possuem tamanhos
determinados podendo até ocupar 0 cromossomo inteiro, assim como 0S genes
inseridos neles ndo sdo necessariamente relacionados ou possuem funcdes
parecidas, sendo apenas separados por pequenas regides intergénicas (VAZQUEZ,
2007). Estas regibes correspondem a espacos nao codificantes de proteina, mas que
sdo igualmente transcritos. Dentro dessas regifes sao encontradas sequéncias

fundamentais que guiam as etapas envolvidas na regulacdo da expressdo génica
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como os trechos de polipirimidinas e a sequéncia de nucleotideos-sinal AG (NOZAKI,
CROSS, 1995).

A via do promotor RNA polimerase Il para a iniciacdo da transcricdo ndo é
identificada em T. cruzi e, consequentemente, 0 processo ndo é controlado no nivel
de genes individuais e sim do cluster completo. A transcri¢cao ocorre bidirecionalmente
e o pré-mRNA formado contém todos os genes presentes naquele cluster. Assim, ele
esta apto para passar pela etapa de processamento que consiste em 2 passos: 0
capeamento da regido 5’ e a poliadenilacdo. Primeiramente, a sequéncia lider (SL) é
transcrita e produz uma regido CAP, comportando 39 nucleotideos, que se liga a
regiao 5’ de cada mRNA guiado pela sequéncia de polipirimidinas presentes na regiao
intergénica e detém a funcao de estabilizar este mMRNA. Como resultado, 0 mRNA é
excisado propiciando assim, a poliadenilacdo. O segundo passo envolve a insercao
de uma sequéncia na regido 3' do mRNA contendo mudltiplas adeninas que sé&o
similarmente guiadas pelas sequéncias presentes nas regides intergénicas,
resultando assim nos mRNAs maduros individuais (CLAYTON, 2019; HERREROS-
CABELLO et al., 2020).
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Figura 7. Representacdo do mecanismo de processamento pds- transcricional do mRNA em T.
cruzi. Adaptado de (HERREROS-CABELLO et al., 2020).
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1.8 Utilizacao do sistema CRISPR/Cas9

Na procura de métodos eficientes para edicdo genética de tripanossomatideos
e, principalmente, o T. cruzi, 0 CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats-associated with gene Cas9) surgiu como uma ferramenta
promissora. O método foi desenvolvido com base no sistema imunolégico procariotico,
especifico de algumas bactérias, voltado para a defesa contra DNA exdgeno
eficientemente alvejando sequéncias virais e plasmidiais (LANDER; CHIURILLO;
DOCAMPO, 2016).

Antes da descoberta do seu funcionamento, em 1987, a presenca de uma
sequéncia contendo 29 nucleotideos que se repetia no decorrer do genoma
intercalada por sequéncias curtas néo repetitivas e néo relacionadas (posteriormente
chamadas de espacadores) foi observada em Escherichia coli. Em seguida, outros
organismos foram descritos como detentores desta sequéncia. Até que entdo, esses
nucleotideos constantes foram identificados como CRISPR (GUPTA et al., 2019).
Uma das primeiras constatacdes da funcéo bioldgica do CRISPR aconteceu apenas
em 2005 quando foi observado que as aparentes sequéncias repetidas que
intercalavam os seguimentos idénticos CRISPR obtiveram homologia a DNA invasivo
viral e plasmidial. Rapidamente o processo foi associado ao conhecido mecanismo de
RNA interferente (RNAI) exibido em eucariotos, porém os componentes da maquinaria
nao possuiram homologos com as proteinas Cas. O RNAIi, em eucariotos, consiste
em uma metodologia adaptada da resposta de defesa natural a invasao de fitas duplas
de RNA ocasionadas geralmente por virus. A técnica tem a capacidade de originar
fendtipo de mutantes nulos aos organismos com o gene silenciado, porém, em vez de
causar a eliminacdo do gene, causa apenas a sua infrarregulacdo. Posteriormente,
com o advento do sequenciamento de diversos organismos, o sistema CRISPR/Cas
foi altamente explorado até que os modelos adaptados foram caracterizados em
condi¢cBes nativas principalmente em Streptococcus thermophilus, Streptococcus
pyogenes e Pseudomonas aeruginosa (BARRANGOU; HORVATH, 2017; BALANA-
FOUCE; REGUERA, 2007).

Atualmente, o sistema CRISPR/Cas € dividido em 2 classes que sao
subdivididas em 6 tipos e 19 subtipos. O CRISPR/Cas Classe 1 utiliza complexos

efetores multi-proteinas, por outro lado o CRISPR/Cas Classe 2 opera com efetores
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advindos de uma Unica proteina. Inserida na Classe 2, a endonuclease SpCas9 de S.
pyogenes € umas das mais utilizadas associadas com o sistema CRISPR para edi¢céo
génica. As aplicacbes do sistema associado com a SpCas9 sdo imensuraveis. Entre
0s empregos mais utilizados da técnica estdo: edicdo de modulacao, transcricdo e
epigenética; screening em escala genémica,; terapia em células e embrides; edi¢do de
bases (ZHANG; QUAN; WANG, 2018).

A edicdo de bases é muito utilizada em tripanossomatideos, especialmente em
T. cruzi, pois 0s organismos possuem alto grau de plasticidade genémica, ou seja, a
tentativa de producao de mutantes nulos por outras abordagens geralmente provoca
a criacdo de novas copias dos alelos referentes ao gene de interesse, resultando
assim, em mais rodadas de transfec¢ao. A introducdo do CRISPR/Cas9 para esse tipo
de edicdo gerou grandes avancos na area. Em vista disso, a metodologia possui a
SpCas9, uma endonuclease guiada por RNA, que na adaptacdo da tecnologia do
CRISPR, pode ser guiada por uma sequéncia curta e especifica de aproximadamente
20 pb chamada de RNA guia (sgRNA). O sgRNA contém uma sequéncia
complementar ao gene alvo que necessariamente deve preceder um segmento PAM
(motivo protoespacador adjacente) o qual consiste em uma regido repetida ao longo
do genoma que marca o local de ligacéao a fita de DNA. Em CRISPR/Cas9, o PAM
mais utilizado, para a localizacdo, sao os nucleotideos: 5-NGG. Desse modo, o
SgRNA e a SpCas9 formam um complexo ribonucleoproteico, o qual localiza 0 motivo
PAM, ocasionando assim, a quebra da fita dupla do DNA. (RICO et al., 2018;
YAGOUBAT et al., 2020).

Prontamente, o sistema de reparo de DNA € ativado e, em tripanossomatideos,
preferencialmente, o método utilizado € o de reparo por micro homologia (MMEJ). O
mecanismo MMEJ consiste na recombinacdo de sequéncias homodlogas curtas
adjacentes ao corte, presentes em ambas as fitas de DNA, resultando em uma
delecdo de alguns nucleotideos. Outro recurso de reparo é por juncdo de
extremidades ndo homélogas (NHEJ) que apenas insere e exclui randomicamente
nucleotideos para a restauracéo do DNA, porém este dispositivo ndo € descrito em T.
cruzi (Figura 8). E por ultimo, recombinacdo homéloga direta (HDR), a qual usa um
DNA doador para o reparo homélogo. No intuito de se evadir o sistema MMEJ, 0 uso
de um DNA doador exdgeno € estabelecido para que aconteca a correta disrupgéo do

gene (GLOVER, 2011). Ainda, o emprego de cassetes que conduzem a homologia



39

direta com o objetivo de assegurar a eficiéncia do nocaute institui uma estratégia usual
em T. cruzi (LANDER; CHIURILLO; DOCAMPO, 2016).

-sgRNA
-Cas9
Protospacer PAM
GenomicDNA """ T -\r——";“} 3 v
! J 1] ;
I
a )
N
|
g Double strand break
Repair mechanism
MMEJ

Microhomology regions

|
| YOOOIIDOOX
0008 I 0 0

Figura 8. Representacdo do sistema CRISPR/Cas9 atuando na quebra da dupla fita de DNA
dispondo dos componentes moleculares e dos mecanismos de reparo de DNA. Adaptado de
(LANDER; CHIURILLO; DOCAMPO, 2016).

1.8.1 Edicao génica em Trypanosoma cruzi

No que diz respeito a edicdo génica em T. cruzi utilizando o sistema
CRISPR/Cas9, é necesséaria atencdo a alguns fatores que podem influenciar no
resultado. A endonuclease SpCas9 ja foi descrita como toxica para T. cruzi e
Leishmania spp., o que futuramente pode atrapalhar sua correta expressao e atuacao,
portanto a forma como ela vai ser expressa deve ser bem avaliada (LANDER,;
CHIURILLO; DOCAMPO, 2016). Assim como a presenca de off-targets, ou seja,
regides diferentes do gene de interesse que o SgRNA pode identificar e clivar, mesmo
se tratando de uma sequéncia especifica, 0 que impede a precisa supressao do alvo
(LANDER et al., 2016). Entretanto, mesmo com estes empecilhos, o CRISPR/Cas9

em T. cruzi é caracterizado como uma ferramenta extremamente eficiente no nocaute,
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exibindo 70% da populagdo com fendtipo mutante, e rapida pois, apos 2 dias da
transfeccao, é possivel constatar evidentes reducdes no niveis de expressao proteica
(PENG et al., 2015).

Uma das ferramentas genéticas mais eficazes presentes em T. cruzi € a
superexpressao de genes com o vetor pTREX (VAZQUEZ; LEVIN, 1999), um sistema
gue possibilita expresséao constitutiva de genes guiada por um promotor de genes
ribossomais, como também a integracdo da sequéncia no locus do DNA ribossomal.
Uma das estratégias para aplicacdo do CRISPR utiliza o plasmideo
SgRNA/Cas9/pTREX-n (Figura 9) que possui o0 SgRNA e a SpCas9 clonados em sua
sequéncia a montante e a jusante, respectivamente, do sinal de trans-splicing hx1. O
gene hx1l é proveniente de regides intergénicas de T. cruzi e caracteriza um sinal
altamente eficiente para processamento de mRNA e direcionamento de expressao
génica. A SpCas9, presente no plasmideo, esta fusionada a um sinal exdgeno de
localizacdo nuclear (NLS) e a GFP (proteina fluorescente verde). Dessa forma, os
mutantes podem ser visualizados por citometria de fluxo com o ndcleo marcado de
verde, por exemplo. Ainda dispde da marca de selecdo com o antibidtico neomicina
para auxilio na cultura celular. A maior vantagem do uso do sgRNA/Cas9/pTREX-n é
a possibilidade de uma unica rodada de transfeccéo para o nocaute de genes em T.
cruzi (DOCAMPO, 2015; VAZQUEZ; LEVIN, 1999).
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Figura 9. Representacédo do plasmideo sgRNA/Cas9/pTREX-n indicando a presenca de todos os
seus componentes. O sgRNA, na cor rosa, flanqueado pelo promotor ribossomal e o sinal hx1 com
0s sitios de restricdo para BamHI. Além da SpCas9 fusionada & GFP e NLS como marca de selecdo
para neomicina. Adaptado de (DOCAMPO, 2015).

1.9 Modelagem da estrutura tridimensional da catepsina B de Trypanosoma cruzi
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Tendo em vista uma melhor elucidacdo da funcdo e das interacbes da
catepsina B de T. cruzi com inibidores, a obtencdo de sua estrutura tridimensional é
imprescindivel. Entretanto, é evidente a discrepancia entre 0 numero de sequéncias
primarias depositadas em plataformas como o UniProt e o nimero de estruturas
tridimensionais resolvidas no PDB. Por exemplo, até 2017, no UniProt havia mais 85
milhBes de sequéncias primarias depositadas contra aproximadamente 120 mil
estruturas 3D no PDB, indicando que apenas cerca de 0,2% das estruturas das
proteinas chegam a ser resolvidas (ZHANG, 2018). Essa divergéncia pode ser
explicada primeiramente pelos equipamentos usados, geralmente com o uso de
técnicas como cristalografia por raio-X e espectroscopia por ressonancia magnética
nuclear, que elevam bastante o tempo e 0s custos relacionados a resolucao
experimental e cristalizacdo da estrutura de proteinas, consequentemente,
dificultando bastante o processo (ZHENG et al., 2019). Além disso, a obtencao do
cristal da proteina € um processo laborioso. Os resultados obtidos devem ser
validados e refinados e, mesmo com pessoas e maquinaria qualificadas,
configuragdes discordantes da proteina ainda podem ser alcancadas, posto que em
solucdo a proteina pode dispor uma conformacdo diferente da achada em cristal
(ACHARYA,; LLOYD, 2005). Para auxiliar nessa questéo, a aplicacdo de estratégias
computacionais tem sido essencial para preencher esta lacuna, gerando progresso e
sofisticacdo no resultados obtidos (YANG et al., 2014). A modelagem da estrutura
tridimensional da proteina possibilita a sua exploracdo em nivel molecular, as
interacdes com ligantes, assim como 0 conhecimento de sua estrutura quaternaria,
gue proporciona uma maior compreensao dos sistemas bioldgicos em que a proteina
esta inserida e como ela o influencia (WATERHOUSE et al., 2018).

Diferentes abordagens computacionais podem ser utilizadas quando se trata
do desenvolvimento do modelo tridimensional de uma proteina. Uma delas é a
modelagem por homologia, que se baseia no principio de que sequencias primarias
idénticas apresentam homologos estruturais conservados, viabilizando assim, a
modelagem baseada em um template ou molde. O método consiste em modelar
interacbes ndo caracterizadas usando estruturas experimentais de protdmeros
homaologos interativos como o molde (BERTONI et al., 2017). Ou seja, a predi¢do do

modelo acontece a partir da estrutura 3D, j4 resolvida e depositada em banco de
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dados, de uma outra proteina, que possivelmente € relacionada evolutivamente com
a proteina de interesse. Para tal, essas sequéncias depositadas precisam ter no
minimo 25% de identidade com a sequéncia de aminoéacidos do alvo. Além disso, o
limite de predicdo do modelo esta intimamente correlacionado com a similaridade
entre o alvo e o molde (VERLI, 2014). Um exemplo de servidor que faz modelagem
por homologia é o servidor Swiss Model (WATERHOUSE et al., 2018). A partir de uma
dada sequéncia primaria, 0 programa busca por proteinas resolvidas
experimentalmente no banco de dados de proteinas (PDB) e gera um modelo baseado
em estruturas resolvidas de sequéncias homdélogas. Como resultado, ele classifica os
PDB molde encontrados, por meio da porcentagem de identidade sequencial,
porcentagem de cobertura dos residuos da proteina no molde e dos valores estimados
globais de qualidade, entre eles, 0o QMEAN (Qualitative Model Energy Analysis) que
se trata de uma fungéo composta de pontuacdo com base nos aspectos geométricos
da estrutura de proteinas (BENKERT; TOSATTO; SCHOMBURG, 2008).

Outro método utilizado € o baseado no tipo de enovelamento ou threading da
proteina. O conceito de threading esta ligado ao processo de identificacdo de
templates de proteinas com estruturas resolvidas experimentalmente em banco de
dados de enovelamento (Protein Folding Database) que tém uma estrutura
potencialmente similar a proteina alvo (ZHENG et al., 2019). A metodologia se baseia
em estruturas 3D serem mais conservadas que sequéncias primarias, indicando que
sequéncias com baixa identidade ainda sao capazes de produzir estruturas altamente
similares (VERLI, 2014). Um exemplo de servidor que utiliza essa metodologia é o I-
Tasser. Este servidor utiliza o threading por meio de alinhamento multiplo em PDBs,
localizando assim, templates estruturais. O modelo atbmico é construido com base
em simulacfes de fragmentos continuos estruturais excisados dos templates obtidos
dos PDB moldes. Apds, predi¢cdes da funcéo séo derivadas da comparacao do modelo
gerado com proteinas de funcdes conhecidas (YANG; ZHANG, 2015). Como
resultado, uma lista com 10 PDB moldes € elaborada e designha até 5 modelos da
proteina alvo, aos quais atribui um valor determinante da confiabilidade do modelo
chamado C-score, conferindo assim, uma pontuacdo de qualidade global estimada
que variade -5 a 2 (ZHENG et al., 2019). O programa permite também a indicacéo de
algum PDB de sua escolha para que seja obrigatoriamente incluido na busca.

Por fim, o0 método baseado em aprendizado de maquina (AM), que incorpora

conhecimento fisico e biolégico da estrutura da proteina, realizando alinhamentos de
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multiplas sequéncias, gerando modelos com alta acuracia. AM pode ser utilizado para
predicdo de estruturas 3D de proteinas que ndo possuem homologos em bancos de
dados, por exemplo, com precisdo. Os algoritmos viabilizam a predicdo das
orientacfes e distancias entre os residuos de aminoacidos definindo uma estrutura
tridimensional otimizada. Um exemplo € o servidor trRosetta (YANG et al., 2020) que
aplica redes neurais profundas e modelagem por homologia para construir o modelo.
Isso induz o modelo a ter caracteristicas gerais de estruturas de proteinas conhecidas,
gerando assim, uma alta probabilidade de o resultado refletir proteinas “ideais” que
ocorrem naturalmente. Dos parametros que avaliam a qualidade do modelo gerado, o
TM-score predito representa a estimativa de confianga do modelo, variando de 0 a 1,
sendo TM-score > 0,6 um modelo com topologia predita corretamente.

Seguindo este mesmo método, o programa AlphaFold (JUMPER et al., 2021)
também é um exemplo de emprego da ferramenta computacional que possibilita a
modelagem com acuracia em nivel atbmico ainda que ndo haja estrutura similar
resolvida. Apesar de também operar com AM, o AlphaFold faz uso de outro tipo de
rede neural para formar a estrutura tridimensional da proteina que € dividido em 2
etapas. Primeiramente, o dado de entrada € processado construindo diversas
camadas de sequéncias alinhadas separando-as em blocos de interesse e néo
interesse, de acordo com a interpretacdo da rede. Posteriormente, € produzida a
estrutura tridimensional conforme a translacéo e rotacdo de cada residuo da proteina
obedecendo as relacbes espaciais e evolucionarias. Como parametro, o programa
avalia o resultado da estrutura e atribui scores de confiabilidade para cada residuo
elaborado com pontuacéo especificas variando de 0 a 100.

Todos os parametros de qualidade avaliados para os modelos foram

detalhados na metodologia do trabalho.

1.10 Triagem virtual baseada em docking molecular

Com o advento de novas estruturas de proteinas nos ultimos anos, ocorreu, do
mesmo modo, 0 aumento de pesquisas voltadas tanto para o esclarecimento de suas
fungbes quanto para o desenvolvimento de farmacos. E, assim, metodologias
computacionais se tornaram fundamentais para o progresso das diferentes aplicagoes

existentes, como por exemplo, na descoberta e otimizacdo de protétipos a farmacos
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e, também, no estudo da interacdo proteina-ligante (KITCHEN et al., 2004). E assim,
por exemplo, a triagem virtual de compostos foi capaz de avangar cada vez mais,
ajudando no aumento de pesquisas na area de desenvolvimento de farmacos que
alcancaram ultimos estagios da fase clinica e ao mercado como medicamento. Uma
das ferramentas que possibilitaram esse avanco foi a utilizagdo da metodologia de
docking (MOITESSIER et al., 2008).

O docking molecular tem a de funcéo de predizer a conformacgéo de ligantes no
sitio da proteina e a afinidade de ligacdo entre um receptor e um ligante. Esta
conformacado geralmente € calculada manipulando ambas as estruturas néo ligadas,
ou seja, receptor e ligante separados, para entdo realizar o encaixe dos dois por parte
do programa com o objetivo de mostrar as conformacdes poés-ligacdo e suas
afinidades (Figura 10) (TROTT; OLSON, 2010). Apesar dos diferentes programas de
docking possuirem especificidades, eles se baseiam em dois componentes principais.
O primeiro denominado algoritmo de busca explorara a conformacéo espacial tanto
do ligante quanto do receptor. O segundo € a funcéo de pontuacao (score) que avalia
e classifica as poses de docking. Em geral, os scores refletem a energia de ligacéo
entre ligante e proteina, quanto mais negativos, maior € a interacdo. Ambos os
componentes sdo essenciais para os resultados do docking, uma vez que definem a
acuracia da predicdo dos modos de ligacdo e a futura aplicacdo na otimizacao e
triagem virtual (MOITESSIER et al., 2008).

docking

Figura 10. Representacdo dos componentes e o resultado do docking com o encaixe de um
receptor e um ligante.

Existem diferentes categorias utilizadas pelos programas para avaliar a
flexibilidade dos ligantes. O primeiro € chamado de método sisteméatico e é feito com
0 objetivo de explorar todos os graus de liberdade da molécula. Este método pode
ocorrer de duas formas distintas: o docking de varios fragmentos da molécula e a
ligacdo covalente entre eles ou entdo por dividi-los em partes rigidas e flexiveis que

geralmente sado o centro do ligante e suas cadeias laterais, respectivamente, para
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entdo realizar o docking. Incluso a este método, alguns programas empregam a
ligacdo das estruturas rigidas através de interacdes quimicas acessiveis no sitio ativo,
como por exemplo ligacBes de hidrogénio, sitios arométicos, hidrofobicos, entre
outros. Uma vantagem do método sistematico é que propicia um conhecimento melhor
do espaco deste sitio, possibilitando uma nocéo da extenséo e formato do sitio ativo,
através de caracteristicas estruturais que favorecem a interacéo do ligante. Outra
metodologia utilizada pelos programas é o método randémico ou método estocastico
gue realiza mudancas aleat6rias em um Unico ligante e/ou multiplos ligantes. Dentro
desse método podem ser usadas duas abordagens: Monte Carlo e algoritmos
genéticos. Monte Carlo atua na energia do sistema gerando um score que calcula a
distancia das ligacbes com o sitio ativo fazendo com que se descubra motivos
escondidos melhorando a ligacdo. O algoritmo genético € uma busca na qual os
cromossomos codificam tanto a orientacdo quanto a conformacdo dos graus de
liberdade do ligante, que sdo otimizados por operadores dos programas por crossover
e mutacbes. O método randdémico possibilita, entdo, a exploracdo das diversas
conformacdes assumidas, definindo quais séo aceitas ou ndo. Por ultimo, o método
de simulacdo por dinamica molecular, no qual simula varias partes do sistema
proteina-ligante em diferentes temperaturas em um determinado tempo em busca da
melhor pose. Porém, este método encontra dificuldade em atravessar as barreiras de
alta energia durante as simulacdes, acomodando os ligantes em locais com energia
minima (KITCHEN et al.,, 2004; HART; READ, 1992; WASZKOWYCZ; CLARK;
GANCIA, 2011).

Um dos maiores problemas na aplicacdo do docking € como o programa lida
com os diferentes graus de liberdade que as estruturas podem apresentar, visto que
sdo moléculas flexiveis e torcionaveis em suas ligacdes internas, e assim, existe uma
dificuldade por parte de alguns programas em otimizar e computar corretamente essas
multiplas conformac¢des adotadas pelas moléculas. Evidenciando assim, uma grande
limitacdo com relacdo a flexibilidade das macromoléculas. Outra dificuldade se
apresenta com a baixa correlacdo entre scores e afinidade experimental. Em se
tratando de docking receptor-ligante, o ideal é que o programa seja capaz de apurar
ligantes grandes e extremamente flexiveis considerando simultaneamente a
flexibilidade admitida pelo receptor (DE MAGALHAES; BARBOSA; DARDENNE,
2004a).
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1.10.1 Compostos inibidores

Compostos inibidores sdo muito estudados nas interacdes patdgeno-
hospedeiro, pois apresentam alta capacidade de causar intervengdes em proteases
gue sdo importantes para a sobrevivéncia do organismo parasitario, por exemplo
(BRYAN T. MOTT, RAFAELA S. FERREIRA, 2010). Tripanossomatideos, por
apresentarem importantes proteases homodlogas, revelam a necessidade da
elucidacdo das funcBes das proteinas que envolvem processos bioldgicos e
patolégicos. Uma das maiores metas dos estudos de funcdo dessas proteases € 0
desenvolvimento de moléculas inibitérias que atuem, de preferéncia, em nivel
nanomolar com ligag&o covalente reversiva e de forma seletiva para a proteina de um
organismo especifico (SARTORI et al., 2019). Porém, a similaridade estrutural entre
as proteinas facilita a escolha de potenciais compostos que interajam com 0s seus
sitios ativos e, consequentemente, auxiliem nos testes de inibigéo e seletividade. I1sso
possibilita a identificacéo de regides que gerem essa seletividade (FERREIRA, 2019).

Considerando-se que ndo ha inibidores descritos para catepsina B de T. cruzi,
buscou-se identificar compostos inibidores conhecidos dessa protease de outros
organismos. Foram selecionados 14 compostos ativos de cinco artigos(CIANNI et al.,
2021; JILKOVA et al., 2021; MALLARI et al., 2009; NDAO et al., 2014; SCHMITZ et
al., 2016). Esses compostos apresentaram alto indice de inibicdo da catepsina B em
T. brucei (TbCatB), Schistosoma mansoni (SMCB1) e Homo sapiens (CTSB) (Figura
11).
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Figura 11. Estrutura 2D de compostos inibidores de catepsina B de S. mansoni (compostos 1-5)
T. brucei (compostos 6 e 7), e H. sapiens (compostos 8-14).
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2 Justificativa

A doenca de Chagas é uma enfermidade endémica, que afeta milhdes de
pessoas em regides tropicais, principalmente na América Latina. Trata-se de uma
Doenca Tropical Negligenciada (NTD) com escassas opg¢bes de tratamento
farmacolégico. Dos medicamentos aprovados entre os anos de 1975-2004, somente
1,3% foi destinado a doencas negligenciadas (CHIRAC; TORREELE, 2006), sendo
apenas dois deles para a doenca de Chagas. Além disso, a quimioterapia utilizada
desde a década de 70 apresenta baixa eficacia, principalmente na fase crénica, e
efeitos adversos severos. Devido a esses fatores, existe a extrema necessidade de
buscar novos farmacos menos toxicos, mais acessiveis e que sejam potenciais alvos
guimioterapicos (GILBERT, 2017) € premente.

Em parasitos, cisteino proteases ortdlogas de mamiferos se mostraram
amplificadoras do processo de invasdo. As catepsinas B de parasitos sdo exemplos
de cisteino-proteases que desempenham papéis importantes no ciclo de vida desses
organismos, podendo estar envolvidas na degradacao de proteinas do hospedeiro. A
catepsina B de T. cruzi foi pouco estudada até o momento. Por isso, 0 mapeamento
de suas funcdes se torna crucial (MOHAMED; SLOANE, 2006). O uso de ferramentas
biologicas como o CRISPR/Cas9, que revolucionou a manipulacdo genética, e pode
ser aplicada para estudos em organismos que possuem alta complexidade molecular
e representam um desafio, como o T. cruzi, tem potencial de facilitar a manipulacéo
do genoma do parasito. Consequentemente, também no entendimento das
complexidades envolvendo interacdes patdogeno-hospedeiro (PENG et al., 2015;
LANDER; CHIURILLO; DOCAMPO, 2016).

Além disso, conhecimento da estrutura tridimensional desta enzima pode
promover um melhor entendimento de suas funcdes e formas de inibir sua atividade
(JUMPER et al., 2021). O uso de estratégias computacionais, permite a elucidacao de
estrutura 3D dos alvos e selecao de potenciais inibidores desses alvos, otimizando

tempo, recursos e equipamentos experimentais para priorizacdo de compostos.



OBJETIVOS

50



51

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo realizar um estudo estrutural da catepsina B

de Trypanosoma cruzi por meio de abordagens in silico e in vitro.

3.2 Objetivos especificos
1. Desenhar e sintetizar o sgRNA para cattc;
2. Construir um cassete de homologia para o gene catbtc contendo um gene de
resisténcia blasticidina S deaminase;
3. Transfectar os parasitos das linhagens CL Brener e Y com 0 sgRNA e 0 cassete
de homologia e em seguida, selecionar os mutantes editados;
4. Confirmar a edi¢cdo dos parasitos clonados por PCR e Western Blot;
5. Expressao heterdloga da catepsina B de Trypanosoma cruzi recombinante em
E. coli.
6. Gerar e avaliar modelos da estrutura tridimensional da catepsina B de
Trypanosoma cruzi através de metodologias computacionais;
7. Realizar a triagem virtual baseada em docking e em modelos de QSAR
fenotipicos para priorizacdo de compostos inibidores da catepsina B de

Trypanosoma cruzi.
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4 METODOLOGIA

4.1 Metodologia computacional

4.1.1 Andlise in silico da catepsina B de Trypanosoma cruzi

Os 2 alelos provenientes da cepa CL Brener do gene catbtc, assim como a
sequéncia de aminoacidos que correspondem a proteina expressa por cada alelo
foram obtidos na plataforma TriTrypDB (alelo Esmeraldo-like
https://tritrypdb.orqg/tritrypdb/app/record/gene/TcCLB.510535.100 e alelo Non-
Esmeraldo-like https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/TcCLB.511827.100). Os
alinhamentos destes alelos e da sequéncia da proteina foram realizados pelos
programas MUSCLE (ClustalW) https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/ e BLAST

https://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi. Andlises in silico da CatBTc foi realizada para

explorar caracteristicas fisico-quimicas da proteina expressa e a sequéncia de
aminoacidos correspondente ao alelo Esmeraldo-like foi também observada. Os
servidores utilizados foram: OrthoDB (ZDOBNOV et al., 2021), que cataloga
hierarquicamente os ortdlogos de um gene; IQ-TREE Web Server (TRIFINOPOULOS
et al.,, 2016), com o objetivo de montar uma arvore filogenética de proteinas
relacionadas a catepsina B de T. cruzi obtidas no BLAST; ProtParam
(HOCHSTRASSER, 2005), o qual fornece os parametros de massa molecular, ponto
isoelétrico tedrico e indice de instabilidade; SignalP 5.0 (ALMAGRO ARMENTEROS
et al., 2019), que prediz a presenc¢a ou auséncia, assim como a localizacdo de sitios
de clivagem de peptideo sinal; TMHMM 2.0 (MOLLER; CRONING; APWEILER, 2001),
gue indica possiveis dominios transmembrana da proteina; os servidores NetNGlyc
1.0 (GUPTA; BRUNAK, 2002) e NetOGlyc 4.0 (STEENTOFT et al., 2013), os quais
predizem sitios de N-glicosilacdo e O-glicosilacdo, respectivamente; o servidor
ESPript 3.0 (ROBERT; GOUET, 2014), que possibilita o alinhamento completo de
sequéncias primarias e as compara com uma estrutura secundaria proveniente de um
PDB selecionado; o servidor NetSurfP-2.0 (KLAUSEN et al., 2018), que prediz a
estrutura secundaria de uma proteina a partir de sua sequéncia primaria; a plataforma
STRING (SZKLARCZYK et al., 2019) prediz intera¢gdes proteina-proteina descritas na

literatura, incluindo associagdes diretas e indiretas.


https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/TcCLB.510535.100
https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/TcCLB.511827.100
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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4.1.2 Modelagem da estrutura tridimensional da catepsina B de Trypanosoma cruzi

4.1.2.1 Predicdo da estrutura tridimensional

A estrutura tridimensional cristalizada da catepsina B de Trypanosoma cruzi
ainda nao foi obtida experimentalmente. Por isso, realizamos a predicdo do modelo
tridimensional dessa estrutura por meio de quatro servidores SwissModel, Itasser,
trRosetta e AlphaFold, que utilizam diferentes métodos: homologia, enovelamento e
aprendizado de maquina, respectivamente.

A sequéncia primaria completa da catepsina B foi extraida da plataforma
Uniprot (https://www.uniprot.org/uniprot/Q4DE83), pelo cddigo Uniprot Q4DE83. A

sequéncia primaria foi submetida no servidor Swiss Model (SCHWEDE et al., 2003) e
as 2 estruturas ja resolvidas (PDB 4HWY (REDECKE et al., 2013) e PDB 3HHI (KERR
et al.,, 2010)) com maior identidade sequencial foram selecionados para gerar
modelos. Dos parametros observados no Swiss model, a identidade sequencial,
cobertura e 0 QMEAN foram considerados. O QMEAN qualifica em valores potenciais
estatisticos dos campos de forca das ligacdes das proteinas e a consisténcia do
modelo com caracteristicas as estruturais provenientes da sequéncia, o qual varia
geralmente de 0 a 1 (STUDER et al., 2020).

A sequéncia primaria da proteina foi submetida posteriormente no servidor |-
Tasser (YANG; ZHANG, 2015). Para gerar os modelos, utilizamos o modo padréo e a
opcdo de modelar a partir de um molde de PDB especifico. Dessa forma, a
modelagem a partir dos PDB 4HWY e 3HHI foi efetuada. O parametro considerado
pelo I-Tasser para verificar a qualidade dos modelos € o C-score, 0 qual atribui uma
pontuacdo de confiabilidade ao modelo gerado que varia de -5 a 2, em que 0s
melhores modelos se aproximam de 2, conferindo assim uma qualidade global
estimada ao modelo baseada computacionalmente na qualidade do template, assim
como na convergéncia da simulacdo REMC (Replica-Exchange Monte Carlo) (ZHENG
et al., 2019). Outro parametro analisado foram os PDB moldes buscados pelo servidor
e utilizados na modelagem, visto que este programa prepara os modelos em base do

enovelamento de outros PDB ja existentes e os lista na ordem dos 10 melhores.


https://www.uniprot.org/uniprot/Q4DE83
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O modelo gerado no servidor trRosetta (YANG et al., 2020) foi realizado no
modo padrdo. Para o trRosetta, o parametro de qualidade é o TM-score que mostra a
estimativa da confiabilidade do modelo, o qual se baseia na probabilidade da distancia
e convergéncia do melhor modelo com as dos demais modelos previstos, o qual varia
de 0 a 1. A partir do valor de 0,6 de TM-score a topologia do modelo foi corretamente
prevista.

O modelo AlphaFold foi originado no modo padrédo a partir do cédigo Uniprot
Q4DE83, que diz respeito a catepsina B de T. cruzi da cepa CL Brener alelo
Esmeraldo-Like. Como parametro principal, o programa utiliza a métrica pLDDT para
predizer as diferencas de distancia local de cada residuo da proteina fornecendo
assim um score de confiabilidade com pontuacéo entre 0 e 100. Essa pontuacéao é
dividida em 4 subcategorias: muito baixo com scores menores que 50; baixo, entre 50
e 70; confiavel, entre 70 e 90 e muito alto, acima de 90. Cada residuo da proteina
recebe uma subcategoria que é separada por cor para realcar a qualidade do modelo
final construido (JUMPER et al., 2021).

4.1.2.2 Valida¢do da qualidade geométrica e esteroquimica

A qualidade dos modelos gerados foi analisada através do servidor Molprobity
(WILLIAMS et al., 2018), no qual foram examinados os parametros: Ramachandran
favored, Clashscore, e Molprobity score. Os graficos de Ramachandran relatam a
distribuicdo dos angulos de torcao (¢ e W) da cadeia principal da proteina e sdo uma
das métricas de qualidade mais utilizadas para avaliar modelos de estrutura
experimental. O parametro Ramachandran favored, que indica, dentro do gréfico de
Ramachandran, a porcentagem de residuos pertencentes a regides favorecidas, mais
estaveis dos aminoacidos. Esse parametro, portanto, faz a analise de cada residuo
em torno dos seus angulos de tor¢cao e os compara com a distribuicdo esperada deles,
mostrando se estdo em regides favoraveis ou néo.

O parametro clashscore indica se ha sobreposi¢do entre atomos (choques
estéricos) maior ou igual a 0,4 A a cada 1000 4tomos na estrutura da proteina.

Por fim, o parametro Molprobity Score é uma combinagdo dos parametros
clashscore, Ramachandran not favored e bad side-chain rotamers em um Unico

namero, normalizado para estar na mesma escala da resolucdo de raio-X, refletindo
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a resolucdo cristalografica de uma proteina. Os valores de Molprobity Score e
clashscore sédo comparados através de um percentil relativo a estruturas proximas da
mesma resolucdo obtida, concedendo assim, poder de comparacgéo das entradas no
programa com diferentes resolu¢des encontradas para sua molécula de interesse. Os
valores desejaveis desses parametros sdo: Molprobity Score com percentil maior ou
igual a 66%, Ramachandran favored com o favorecimento maior ou igual a 98% e
clashscore com percentil maior ou igual a 66. O servidor GalaxyRefine (KO et al.,
2012) foi utilizado para o refinar os modelos gerados. Os resultados obtidos foram
reavaliados pelo Molprobity, em alguns casos, os modelos foram refinados mais de

uma vez.

4.1.3 Busca por compostos para validagao do protocolo de docking

Em paralelo a modelagem, uma busca por inibidores da catepsina B de T. cruzi
foi realizada. Como néo existem inibidores especificos para a CatBTc, esta busca se
estendeu a inibidores conhecidos de catepsinas B de H. sapiens e organismos
préximos de T. cruzi, como outros tripanossomatideos. Através da pesquisa, foram
obtidos na plataforma ChEMBL (CHEMBL5832), um compilado de resultados de 3
artigos sobre o design de 88 compostos testados in vitro para a inibicdo de catepsina
B de Trypanosma brucei (TbCatB), os quais serviram de parametro para a escolha de
compostos inibitorios para T. cruzi e para o docking pelos programas. Como um limiar
de 500nM de IC50 havia sido selecionado, uma lista propria de 14 compostos (Figura
11) extraida de 5 artigos diferentes (CIANNI et al., 2021; JILKOVA et al., 2021;
MALLARI et al., 2009; NDAO et al., 2014; SCHMITZ et al., 2016) foi elaborada em
base de compostos altamente inibitorios e seletivos da catepsina B de diferentes
organismos. O resultado foi os compostos considerados ativos usados neste trabalho.
Um conjunto de compostos decoys foi construido através do workspace Knime
(BERTHOLD et al., 2006) a partir da dataset ZINC-15 (STERLING; IRWIN, 2015) em
gue compostos inativos para o alvo foram localizados em base da similaridade
estrutural com os compostos considerados ativo, sendo assim, aplicados as métricas
em relacado aos resultados dos dockings. Este conjunto formado por 504 decoys, com
similaridade estrutural de 0,3 a 0,75 em relagdo aos ativos, seguiu a proporgéo de 36

compostos decoys para cada composto ativo, totalizando 518 compostos.
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4.1.4 Preparo dos ligantes e proteina

Os compostos passaram por um filtro de remoc¢éao de duplicatas, utilizando o
programa Knime (FILLBRUNN et al., 2017). Todos os ligantes foram preparados
utilizando a ferramenta LigPrep (SCHRODINGER RELEASE, 2021) do Glide nos pHs
de 45 + 05 e 7,4 £ 0,5, corrigindo o estado de protonacdo de acordo com a
ferramenta Epik (GREENWOOD et al., 2010), gerando até 10 conférmeros por ligante
e mantendo a quiralidade dos compostos quirais. As coordenadas do grid (eixo X:
5.602; eixo Y: -0.347; eixo Z: -3.427) das proteinas foram baseadas triade catalitica
da catepsina B, que corresponde ao mesmo sitio do ligante co-cristalizado de
estrutura cristalografica da proteina homéloga PDB 3HHI.

Para o programa DockThor, foi selecionada a opcao Virtual screening, e foram
mantidos no valor padréo do programa: ajustes de numero de avaliagcdes, tamanho da
populacéo, seed inicial e niumero de corridas. O programa Glide foi utilizado no modo
extra precisdo (XP) (FRIESNER et al., 2006).

4.1.5 Docking molecular

Os programas DockThor VS web (DE MAGALHAES; BARBOSA; DARDENNE,
2004b, 2004a; SANTOS et al., 2020) e Glide versédo XP (Grid-Based Ligand Docking
with Energetics), que faz parte do pacote do workspace Maestro (FRIESNER et al.,
2006) foram utilizados para realizacdo dos dockings dos modelos de catepsina B de
T. cruzi.

As proteinas foram preparadas no programa Glide usando a ferramenta Protein
Preparation Wizard (MADHAVI SASTRY et al., 2013; SCHRODINGER, 2015) em pHs
de 4,5 £ 0,5 (pH 6timo de atividade da catepsina B) e 7,4 + 0,5 (pH de atividade de
endopeptidase), seguindo o protocolo de adicdo de atomos de hidrogénio e
minimizacdo de energia do sistema, utilizando campo de forca OPLS-2005 (HAYES;
STEIN; WEISER, 2004)

4.1.6 Validacao do protocolo de docking molecular
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A validacgao do protocolo de docking foi realizada através de compostos ativos
e decoys, utilizando o protocolo de docking previamente citado. Primeiramente, os
compostos foram preparados e submetidos ao docking nos dois programas DockThor
e Glide, nos pHs de 4,5 e 7,4 e passaram por avaliacdo das métricas obtidas. Os pHs
diferentes foram selecionados considerando a possibilidade de as estruturas
tridimensionais estarem em conformacdes distintas devido a dupla atividade de endo
e exopeptidase.

Os compostos foram divididos em populagdes de top 1%, top 5% e top 10% de
acordo com 0s scores mais negativos alcancados. As seguintes métricas foram
avaliadas durante essa etapa: (i) sensibilidade (Se), sendo esta 0o numero de
verdadeiros positivos dividido pela soma de verdadeiros positivos e falso negativos;
(i) especificidade (Sp), indicando o numero de verdadeiros negativos dividido pela
soma de verdadeiros negativos e falso positivos; (iii) CCR ( taxa de classificacdo
correta), que € a média da soma da sensibilidade e especificidade; (iv) area sob a
curva ROC (AUC), onde é formada uma curva ROC em um grafico pela variacédo de
limiares da sensibilidade, no eixo y e da taxa de falsos positivos (1- especificidade),
no eixo x. A area designa a classificacao global do modelo, que quanto mais préximo
de 1, melhor; (v) fator de enriquecimento (EF) especifica qudo melhor € o modelo em
ordenar os compostos comparado a uma lista aleatoria; (vi) BEDROC (Discriminacéo
aprimorada de Boltzmann da curva ROC) que mostra a probabilidade dos compostos
ativos serem previstos no topo da lista comparado a uma lista aleatéria (MELO-FILHO,
2018).

Essa validacdo se torna importante no momento da escolha, através dos
parametros anteriormente citados, do melhor protocolo de docking a ser utilizado na

etapa de triagem virtual.

4.1.7 Triagem virtual

Realizamos uma triagem virtual da biblioteca do Muséum National d’Histoire
Naturelle de Paris (Museu Nacional de Historia Natural de Paris - MNHN) através de
diferentes abordagens computacionais, incluindo docking molecular contra catepsina
B de T. cruzi, além dos filtros de eficiéncia de ligante, similaridade estrutural e QSAR

fenotipico. Essa biblioteca do MNHN j& foi bastante explorada pelo nosso grupo LIPH
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na busca de compostos reativos a diferentes proteases estudadas no laboratério. Um
fluxograma geral das abordagens aplicadas esta representado na Figura 12.

e Biblioteca do Muséum National
d’Histoire Naturelle de Paris

2321 compostos/fragmentos
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Figura 12. Esquema das etapas da triagem virtual dos compostos provenientes do Museu
Nacional de Histéria Natural de Paris (MNHN). As etapas seguem a seguinte sequéncia: filtro de
duplicatas; docking molecular dos compostos contra o modelo 3D da catepsina B de T. cruzi; filtro de
eficiéncia de ligante (LE); filtro fenotipico de QSAR e inspecao visual.

Yo

4.1.8 Filtro de eficiéncia de ligante

Os top 10% compostos resultantes do docking foram filtrados pelo parametro
eficiéncia do ligante (LE), que relaciona a energia livre de ligacdo ou score de docking
(Kcal.mol'') ao peso molecular dos atomos pesados do composto. Valores de LE
acima de 0,3 Kcal - mol! - &tomo néo-hidrogénio*sédo considerados aceitaveis para
farmacos. Tal parametro normaliza compostos pequenos e grandes, iSso permite
verificar a eficiéncia de um ligante e reduzir a diferenca entre compostos com
estruturas pequenas em relacdo as estruturas grandes, que fazem mais interacées
nos calculos de docking. Além disso, possibilita uma melhor avaliacao da poténcia de
ligacdo em seu nivel molar, ndo apenas se baseando no ICso ou K; (POLANSKI;
TKOCZ; KUCIA, 2017).
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4.1.9 Filtro de QSAR fenotipico

Os compostos foram entdo submetidos a um segundo filtro de QSAR
(Quantitative Structure-Activity Relationships) fenotipico de T. cruzi, no intuito de
classificar os compostos em ativos e inativos frente ao parasito. Os modelos de QSAR
fenotipicos utilizados no trabalho foram desenvolvidos no laboratério do Prof. Dr.
Bruno Junior Neves, LabMol (Universidade Federal de Goias). Os modelos foram
empregados como filtros para predicdo de atividade em T. cruzi dos compostos e 0
critério de filtragem foi a probabilidade de ser ativo igual ou superior a 0,6.

Os modelos de classificacdo foram construidos através de aprendizado de
maquina, através de aprendizado profundo (redes neurais), utilizando dados
experimentais para T. cruzi com concentracao inibitoria de 50% (ICso) reportada, em
ensaios de 72h e 96h, extraidos da base de dados ChEMBL (GAULTON et al., 2012).
Um limiar de atividade de 10 uM foi utilizado para classificar os compostos em ativos
(ICs0 = 10 uM) e inativos (ICso > 10 yM) (KATSUNO et al., 2015). O modelo foi
desenvolvido seguindo as melhores praticas de modelagem preditiva e principios da

OECD para construcao e validacao de modelos de QSAR.

4.1.10 Filtro de similaridade estrutural e agrupamento e compostos

Paralelamente a este filtro, o programa DataWarrior (SANDER et al., 2015) foi
empregado para andlise de clusters. Essa analise foi baseada em agrupamento por
similaridade estrutural de >80% entre os compostos. Para o célculo de similaridade, é
necessaria a utilizacdo de um descritor molecular, o qual tem como funcéo transformar
a informacé&o quimica codifica representada simbolicamente por uma molécula em um
namero Util através de um procedimento Iégico e matematico (ALVES et al., 2018). O
descritor utilizado foi o SkelSpheres que é aplicado quando se exige uma analise
estrutural mais refinada, pois considera a estereoquimica, os heteroatomos e possui

uma melhor resolugéo propiciando menos colisées graves. (SANDER et al., 2015).

4.1.11 Inspecéo visual dos compostos

Por fim, a inspecéo visual das poses de docking dos compostos foi realizada

para analisar se as interagbes ocorriam com residuos importantes (sitio catalitico e
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histidinas no loop de ocluséo), além de sobreposicdo com estrutura de diferentes
PDBs (3HHI; 1GMY (GREENSPAN et al., 2001); 6AY2 (WEI et al., 2018); 3AI8
(MIRKOVIC et al., 2011)) contendo ligantes co-cristalizados. As interagdes foram
inspecionadas com o servidor ProteinsPlus (SCHONING-STIERAND et al., 2020),
com a ferramenta PoseView (STIERAND; MAASS; RAREY, 2006) que gera imagens

bidimensionais das interacfes proteina-ligante nas poses fornecidas.

4.2 Metodologia experimental

4.2.1 Cultura de células

As formas epimastigotas selvagens de T. cruzi das cepas CL Brener e Y foram
cultivadas em meio Liver Infusion Tryptone (LIT) suplementado com 10% (v/v) soro
fetal bovino (SFB) e penicilina/streptomicina (1x) a 28 °C. Os parasitos transfectados
com o pTREX-n/ Cas 9 e o cassete foram cultivados nas mesmas condi¢cdes dos

selvagens com o acréscimo de G418 (150ug/ml) e blasticidina (25ug/ml).

4.2.2 Desenho do sgRNA para nocaute com CRISPR/Cas9

Com o objetivo de causar o nocaute do gene catbtc, gerando assim, parasitos
mutantes nulos por meio da utilizacdo do sistema CRISPR/Cas9, houve o desenho de

um sgRNA como primeiro passo. A ferramenta EuPaGDT (http://grna.ctegd.uga.edu)

foi usada com fim de gerar uma lista de sgRNA em que foi escolhido o melhor de
acordo com o objetivo de guiar o corte da endonuclease Cas 9 no gene catbtc baseado
na conservacao dos dois alelos presentes TcCLB.510535.100 (Esmeraldo-Like) e
TcCLB.511827.100 (Non-Esmeraldo-Like), na cepa CL Brener, depositados no
TriTrypDB (https://tritrypdb.org/tritrypdb/). Dentre os critérios utilizados para avaliar o

melhor sgRNA estavam o score obtido pela plataforma, a posi¢cao do corte em relacéo
ao gene completo, a auséncia de off-targets e a ndo geracdo de estruturas
secundarias de grampo. Assim, foi possivel obter um primer senso denominado
CatTcB331_Fwd e um primer antisenso denominado sgRNA-scaffold-Common-rvs
com capacidade de amplificar o backbone do sgRNA de 82 pb do plasmideo
pUC_sgRNA que foi posteriormente utilizado para a amplificacdo do sgRNA,

resultando no sgrNA final contendo 122 pb. Além disso, 0s primers possuem sitio de
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restricdo para BamHI possibilitando a futura clonagem no plasmideo pTREX-n/ Cas 9
(Tabela 1).

Tabela 1 - Primers utilizados na metodologia CRISPR/Cas9

Primers Sequéncia

CatTcB331_Fwd 5-GATCGGATCCGATCCGTGACCAATCGAGCTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC-3’
sgRNA-scaffold- 5-CAGTGGATCCAAAAAAGCACCGACTCGGTG-3’

Common-rvs

HX1 rvs 5-TAATTTCGCTTTCGTGCGTG-3’

sgRNA final 5-GATCGGATCCGATCCGTGACCAATCGAGCTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAA

GTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCT
TTTTTGGATCCACT-3’

Destacado de azul esté o sitio de restricdo de BamHI e destacado de amarelo, a sequénciade 20
nucleotideos proveniente do gene catbtc para o corte do CRISPR/Cas9.

4.2.3 Amplificagéo e purificacdo do sgRNA

A amplificacdo do sgRNA foi realizada por PCR usando 25ng do plasmideo
pUC_sgRNA, 300 nM de cada primer e a Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix
(Thermo Scientific™) para uma reacéo final de 50 pl. O programa seguido foi: 95 °C
de desnaturacao inicial por 2 minutos, 95 °C de desnaturacao por 30 segundos, 58 °C
para o anelamento por 30 segundos, 72 °C de extensao por 1 minuto, 72 °C de
extensao final por 5 minutos em 30 ciclos de repeticdo. O produto de PCR produzido
foi confirmado por gel de agarose (2,5%). O sgRNA foi purificado utilizando QIAquick®
Gel Extraction Kit (Qiagen™) e eluido em 50 pul. E posteriormente, quantificado pelo
NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific™). Apds, foi realizada uma
digestdo com a enzima de restricdo BamHI (Jena Bioscience™) para a clonagem no
plasmideo pTREX-n/ Cas 9.

4.2.4 Preparacao do plasmideo pTREX-n/Cas9 e ligacdo ao sgRNA

O plasmideo pTREX-n/Cas9 foi preparado através de Midi-prep utilizando
PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit (Invitrogen™), quantificado pelo NanoDrop™
Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific™) e linearizado com a enzima de restricdo

BamHI (Jena Bioscience™). Em seguida, o pTREX-n/Cas9 foi desfosforilado com a
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enzima Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) (Promega™) por 1 hora a 37 °C e
inativada por 20 min a 65 °C. O plasmideo, entéo, foi purificado por gel de agarose
0,8% (m/v) utilizando QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen™) e eluido em 40 pl. A
ligacéo foi realizada com 120 ng do vetor pTREX-n/Cas9 na proporcao 5:1 com o
inserto sgRNA com a acdo da enzima T4 DNA ligase (Promega™) por 16 horas a 4

°C para um total final de 13 pl de reagéo.

4.2.5 Transformacédo em bactérias competentes

O plasmideo pTREX-n/Cas9/sgRNA resultante da ligacao foi transformado em
bactérias E. coli cepa TOP10 previamente manipuladas para se tornarem
competentes e serem capazes de integrar DNA exogeno. Foram adicionados a
bactéria 2 pl da ligacédo e deixados no gelo por 30 minutos e, a seguir, um choque
térmico de 42 °C por 2 minutos, logo seguido de 2 minutos no gelo. Entédo, foi
acrescentado 900 ul de meio SOC e cultivado no shaker com rotacéo de 220 rpm a
37 °C por 1 hora. Assim, foram plaqueados em meio LB agar contendo 100 pug/ml de

ampicilina a 37 °C por 16 horas.

4.2.6 Confirmacao dos clones transformados de pTREX-n/Cas9/sgRNA

Foram selecionadas aleatoriamente 21 colbnias crescidas nas placas. Essas
col6nias foram denominadas col6nias 1 a 21 e foram plaqueadas novamente em meio
LB agar. Essas colbnias foram coletadas e submetidas a uma PCR para confirmacao
da clonagem. O DNA das col6nias foi extraido pela suspensdo em 10ul de agua
ultrapura estéril e pasteurizacdo em 90 °C por 10 minutos, além de 600 nM de cada
primer, 200 mM dNTP, 1,25 U de Taqg DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen™),
1,5 mM MgCI2, e tampao 10X para reacao final de 25 pl. Os primers usados nessa
reacao foram: CatTcB331_Fwd como primer senso e HX1 _rvs como primer antisenso
(Tabela 1). Os parametros da PCR foram as seguintes: desnaturacao inicial a 94 °C
por 3 minutos, desnaturacao a 94 °C durante 45 segundos, anelamento a 55 °C por
30 segundos e extensdo na temperatura de 72 °C por 30 segundos, repetindo por 35
ciclos, com extensao final a 72 °C durante 10 min. A amplificacao foi confirmada por

gel de agarose 2,5 % (m/v). Apenas dois clones foram selecionados e pré-inoculados
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em 5 ml de meio LB contendo 100 pg/ml de ampicilina e crescidos em 37 °C por 3
horas e, em seguida, inoculado em 100 ml de meio LB com concentragao igual de
ampicilina e crescido nas mesmas condi¢des do pré-inoculo. Entdo, foi preparado o
DNA plasmidial através de midi-prep com PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit
(Invitrogen™) e  posteriormente  quantificados com  NanoDrop™  Lite

Spectrophotometer (Thermo Scientific™).

4.2.7 Producéao de cassete para reparo por homologia (HDR)

Além do plasmideo pTREX-n/Cas9/sgRNA, um cassete foi produzido para guiar
o reparo por homologia. O primeiro passo para a producao foi o desenho de primers
para realizar a amplificagcdo por PCR do cassete. O desenvolvimento foi feito por meio
da sequéncia de DNA do alelo Esmeraldo-Like da catepsina B de T. cruzi. Foram
selecionados primers tanto para a amplificacdo do cassete, CatBTc Ult. Forward,
como senso e CatBTc Ult. Reverse, como anti-senso, assim como primers para
confirmacado da insercédo do cassete, CatBTc Conf. Forward, como senso e CatBTc
Conf. Reverse, como anti-senso (Tabela 2). O primer de amplificacdo senso foi
desenhado com os 80 pb antecedentes ao ATG do gene da catepsina B, ou seja, na
regiao 5 UTR mais os 20 primeiros pb do gene da blasticidina. O primer de
amplificacdo anti-senso possui os 20 ultimos pb do gene da blasticidina mais os 80 pb
da regido a jusante ao corte feito pelo sgRNA, assim resultando em um cassete de
556 pb contendo o gene completo da blasticidina, que funciona como a marca de
selecdo do cassete, intercalado pela regiao 5’ UTR do gene da catepsina B e a regido
adjacente ao corte feito pela endonuclease Ca9. Assim, resultando no gene da
catepsina B (catbtc) truncado com a inser¢cdo do gene bsd com o tamanho final de
1052 pb (Figura 13). Foram desenhados também primers que amplificam uma regiao

de 181 pb dentro do gene da blasticidina (bsd), vistos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Primers usados na metodologia de amplificacéo e confirmacéo do cassete

de homologia

Primers Sequéncia
CatBTc Ult. Forward 5-AAAAGGGTTACAACTGCTTAAAAGGAAGAGACGAAAAAACAACAACAACAACA
AAGTTACGGGTGGAAGAAATCAGAGATGGCCAAGCCTTTGTCTCAAG-3'

CatBTc Ult. Reverse 5-GGTTATGTGTGGGAGGGCTAACGGCTCTTGCTGGGCTGTGGCAGCAGCTTCA
GCCATTTCGGACCGCTATTGCACTCTTGGTGGCGTACGGGACCTCAGA -3

bsd Forward 5- CCATCTCTGAAGACTACAGC -3’

bsd Reverse 5- GCGATCGGAAATGAGAACAG -3’
CatBTc Ult. Forward e CatBTc Ult. Reverse contendo 100 pb cada com regides destacadas de
azul indicando os primeiros e ultimos 20 pb do gene bsd, respectivamente. CatBTc Ult. Forward
contém 80 pb referentes a regido 5 UTR, anteriores ao ATG do gene catbtc e CatBTc Ult. Reverse
possui 80 pb da regido posterior ao corte da SpCas9 no gene catbtc, ambos destacados de amarelo.
bsd Forward e bsd Reverse com primers que amplificam dentro do gene bsd.

SpCas9 cut site:331

A 5"UTR catbtec gatbtce (1002bp) 3’ UTR catbtcc

399bp

B 5’UTRcatbtcc = bsd [catbtee 3’ UTR catbtcc

—— 4
1052 bp

Figura 13. Esquema do reparo por homologia causado pelos ultrameros no local de corte da
SpCas9. A. Gene catbtc contendo 1002 pb de azul claro com a presenca das regides 5UTR e 3’'UTR
do gene de azul escuro. Seta vertical indicando o sitio de corte da SpCas9 na posi¢do 331 dentro do
gene catbtc. Gene da blasticidina (bsd) contendo 399 pb de roxo com a inclusdo dos ultrdmeros
proveninentes da regido 5’'UTR catbtc (azul escuro) e apos o sitio 331 dentro do gene catbtc (azul claro)
indicando a regido de reparo por homologia direta realizada apds o corte da SpCas9. B. Gene da
blasticidina incorporado dentro do gene da catbtc contendo 1052 bp.

4.2.8 Amplificacdo do cassete de reparo por homologia (HDR)

A PCR para amplificacdo do cassete foi realizada com o uso de 400 ng de cada
primer, 1,6 ng de DNA proveniente do plasmideo pGEM-BSD contendo o gene da

blasticidina previamente clonado e 12,5 pl da enzima 2x Phusion Flash High-Fidelity
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PCR Master Mix (Thermo Scientific™) para uma reagéo final de 25 pl. Os parametros
utilizados foram: desnaturacao inicial 93 °C por 3 minutos, desnaturacdo 94 °C por 45
segundos, anelamento 60 °C por 45 segundos, extensdo 72 °C por 1 minuto e
extenséo final 72 °C por 10 minutos com 34 ciclos de repeticdo. A confirmagéo foi

realizada por gel de agarose 1,5% (m/v).

4.2.9 Clonagem e transformacéo do cassete amplificado

Ap6s a confirmacdo da amplificacdo, o produto de PCR foi adicionado de 1 pl
da enzima Taq DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen™) e incubada 72 °C por 10
minutos para causar uma adicdo de uma cauda poli A nas extremidades do cassete,
facilitando assim, a posterior clonagem no vetor pPGEM®-T Easy (Promega™) (Figura
14). Entéo, o cassete foi acrescentado de T4 DNA ligase (Promega™) e o vetor pGEM
para insercao para uma reacao final de 10 pl, a 4 °C por 16 horas. Depois, 4 ul da
ligacéo foi inoculada em bactérias competentes E. coli cepa TOP 10 para realizar a
transformacdo desse plasmideo seguindo o protocolo descrito anteriormente. A
diferenca foi no plagueamento em que as placas de LB agar foram incluidas de IPTG
e X-Gal para a selecéo das colonias ser feita através do processo de White/Blue com
a interrupcao do gene da B-galactosidase (LANGLEY et al., 1975; ULLMANN; JACOB;
MONOD, 1967).
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Figura 14. Representacdo do vetor pGEM®-T Easy (Promega™) utilizado na clonagem do
cassete visto no programa SnapGene importado das sequéncias online do préprio programa.
Representacdo dos componentes desse vetor incluindo o sitio de multipla clonagem.

4.2.10 PCR de coldnia dos transformados com o cassete

A confirmacé&o da clonagem ocorreu por PCR. As colbnias foram escolhidas da
seguinte forma: 3 colénias brancas, que teoricamente seriam positivas e 1 coldnia
azul, que teoricamente seria negativa, sendo todas elas escolhidas aleatoriamente. O
DNA foi lisado da mesma forma que foi descrito anteriormente no tépico 4.7
(Confirmacao dos clones transformados de pTREX-n/Cas9/sgRNA). Os parametros
utilizados na PCR foram os seguintes: desnaturacéo inicial 93 °C por 3 minutos,
desnaturacdo 94 °C por 45 segundos, anelamento 55 °C por 45 segundos, extensao
72 °C por 30 segundos e extenséo final 72 °C por 10 minutos com 34 ciclos de

repeticao. A confirmagao se deu por gel de agarose 2% (m/v) com uma amplificagao
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de 181 pb. Das colbnias positivas, o clone 3 foi selecionado e pré-inoculado em 2 ml
de meio LB com 100 pg/ml de ampicilina a 37°C por 3 horas e, entdo inoculado em
100 ml de meio LB com a mesma concentragcédo de ampicilina a 37 °C por 16 horas.
Apbs, a preparacédo de DNA plasmidial foi realizada com PureLink™ HiPure Plasmid
Midiprep Kit (Invitrogen™) e quantificados com NanoDrop™ Lite Spectrophotometer

(Thermo Scientific™).

4.2.11 Transfeccao do plasmideo pTREX-n/Cas9/sgRNA em T. cruzi CL-Brener e Y

O plasmideo pTREX-n/Cas9/sgRNA foi pasteurizado 65 °C por 30 minutos.
Culturas de epimastigotas das cepas CL Brener e Y selvagens contendo 1x10°©
parasitos por tubo foram lavadas com 1 ml de PBS com rotagédo de 2000 g por 15
minutos, o sobrenadante foi retirado e ressuspendido novamente em 1 ml de PBS
para uma nova lavagem nas mesmas condi¢cdes anteriores e a retirada de todo o
sobrenadante. O aparelho utilizado para a transfeccdo foi o0 Amaxa® Nucleofector™
2b Device (Lonza™) que disponibiliza no seu kit Human T Cell Nucleofector™ o
tampéo de ressuspensao e as cubetas para a transfec¢do. Para que o tampéo possa
ser utilizado, é necessaria a mistura de 2 reagentes que vém juntamente ao kit, entao,
82 ul de Nucleofector™ Solution for Human T Cells foi misturado com 18 pl de
Supplement 1 (Lonza™) resultando em 100 pl de tampéo para cada amostra. Assim,
o pellet de parasitos foi ressuspendido no tampéao. Foram feitas duas tranfeccdes para
cada cepa: uma apenas com a adicdo de PBS para servir de controle e outra com
adicdo de 25 pg do pTREX-n/Cas9/sgRNA. Apoés a transfeccdo, as células ficaram
incubadas 5 minutos no gelo e depois o conteudo foi transferido para 5 ml de meio LIT
suplementado com 10% (v/v) SFB e incubadas a 28 °C. Com 24 horas de transfeccéao,
foi adicionado antibiético de selecdo G418 150 pug/ml. A morte total da cultura controle
determina o fim do periodo de selecdo dos parasitos. Paralelamente, os parasitos

foram clonados em placa de 48 pocos na presenca de G418 150 pg/ml.

4.2.12 Transfeccao cassete de blasticidina em T. cruzi nas cepas CL-Brenere Y

A transfeccdo com o cassete de reparo por homologia contendo o gene de

resisténcia da blasticidina ocorreu seguindo o mesmo protocolo realizado com o
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plasmideo pTREX-n/Cas9/sgRNA. Somente a concentracao de parasitos foi alterada
para 5x10° parasitos/ml. A transfec¢do se deu da seguinte forma: uma cultura
transfectada com PBS para servir de controle, uma cultura transfectada somente com
25 pg de pTREX-n/Cas9/sgRNA e uma cultura transfectada com a presenca tanto do
PTREX-n/Cas9/sgRNA e do cassete (1pg). O controle foi separado em duas garrafas
para servirem de controle para as 2 selegbes. A selecdo ocorreu com 48 horas,
guando foi acrescido 150 ug/ml de G418 as garrafas e a uma garrafa controle foi
adicionado também 25 pug/ml de blasticidina. Paralelamente, a clonagem dos parasitos
foi realizada em placa de 48 pocos com a adicdo dos antibiéticos anteriormente

citados.

4.2.13 Expresséao da catepsina B e analise por Western Blot

A regido da pro-catepsina B foi sintetizada no vetor pET-19 B (Figura 15) para
expressao da proteina feito pela empresa Genone. O plasmideo na concentracdo de
50 ng foi transformado em E. coli nas cepas Rosetta (DE3) pLysS e BL21 (DE3). ApGs
testes de melhores condi¢des de expressao, os seguintes protocolos foram utilizados:
trés colbnias foram aleatoriamente selecionadas e crescidas em 100 ml de meio LB
contendo 100 pg/ml de ampicilina a 37° C com rotacdo de 220 rpm até atingir a
densidade optica de 0,4 a 600 nm. A transformacdo na cepa Rosetta (DE3) pLysS
seguiu as condi¢cbes: IPTG 0,5mM (isopropil-1-B-Dgalactopiranosideo) por 5 horas
com rotacdo de 220 rpm a 18°C. A transformacdo na cepa BL21 (DES3) foi induzida
nas seguintes condices: IPTG 1mM por 3 horas com rotacdo de 220 rpm a 37° C.
Apods, a cultura foi centrifugada por 10 minutos a 10000 xg, o sobrenadante foi
descartado e os pellets foram congelados a -20° C. No outro dia, os pellet foram
lisados com 100 pl BugBuster® (Novagen™) em cada tubo e levados para constante
agitacdo durante 20 minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10
minutos com rotacdo de 16000 xg a 4° C. O sobrenadante de cada amostra, que
corresponde a fracéo soluvel, foi separado em outro tubo do pellet, fracdo insoltvel, e
foram adicionados de tampéo de amostra Laemmli (2% de SDS,10% de glicerol, 5%
de B-mercaptoetanol, 0,002% de azul de bromofenol, 125 mM de Tris HCI, pH 6.8)
(LAEMMLLI, 1970). Em seguida, foram fervidas por 5 minutos a 100° C e aplicadas em
gel de poliacrilamida SDS-PAGE com 12% (v/v) acrilamida/bis-acrilamida. A
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transferéncia para membranas de nitrocelulose Amersham™ Protran™ (GE
Healthcare™) ocorreu através do equipamento MiniProtean®3 Cell (BioRad™)
corrente constante de 350 mA por 1 h. por 15 minutos. A membrana foi submersa em
tampao de transferéncia Towbin (Tris 25 mM pH 8,3; glicina 192 mM; SDS 0,1% (w/v);
e metanol 20% (v/v)) gelado, por 15 min antes do inicio da transferéncia.

ApoOs, a membrana ser transferida, ela foi corada com solugdo Ponceau
(Ponceau S 0,2% wi/v; acido acético 1%) por 5 minutos e lavada com agua ultrapura.
Entéo, foi bloqueada com solucéao contendo 5% (m/v) de leite desnatado em TBS (Tris-
Buffered Saline, 50 mM Tris pH 7,5 e 150 mM NaCl) por 30 min, lavada duas vezes
com TBS por 5 minutos e depois adicionado do anticorpo primario policlonal anti-His
(Sigma Aldrich) diluido 1:2.000 em TBS em 0,1% Tween 20 (v/v) contendo 1% (m/v)
de leite desnatado na diluicdo 1:2500 e incubada por 16 horas a 4° C. A membrana,
entdo, foi lavada 5 vezes com TBS-T por 5 minutos cada lavagem e, assim, foi
aplicado o anticorpo secundario (Goat Anti-Mouse IgG horseradish peroxidase
conjugated — GAM) (Invitrogen™) diluido 1:30.000 em TBS-T e leite desnatado 1%
(w/v) por 1 h a temperatura ambiente sob constante agitacdo. A membrana foi lavada
7 vezes por 5 minutos com TBS-T e a revelacdo ocorreu por quimioluminescéncia
utilizando o substrato de peroxidase ECL™ Prime Western Bloting Detection Reagent
(GE Healthcare™) no equipamento ImageQuant™ LAS 4000 (GE Healthcare™). As
massas moleculares das proteinas foram estimadas por comparacdo com o padrao

de massas moleculares PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Invitrogen.
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Figura 15. Representacdo do plasmideo pET-19b contendo suas regides destacadas feito no
SnapGene importado das sequéncias depositadas online do proprio programa. Na imagem esta
incluso o MCS, sitio de mdltipla clonagem, onde a clonagem da pré-catepsina B foi realizada.

4.2.14 Purificacao das fracdes soluvel e insoluvel da catepsina B

Apbs a inducéo, a fracao soluvel expressa em BL21 (DE3) e a fragéo insoluvel
expressa em Rosetta (DE3) pLysS foram purificadas seguindo as condicbes: as
culturas foram centrifugadas por 20 minutos com rotacéo de 2000 G. O sobrenadante
foi descartado e o pellet congelado. A lise do pellet foi feita com o uso de BugBuster®
Protein Extraction Reagent (Sigma™) na proporcédo de 5 ml por cada grama de pellet
e benzonase (25ug/ml), no caso da fracao insoluvel foi adicionado o tamp&o de ligacéo
(Tris 20 mM pH 8, NaCl 500 mM) na lise. O pellet foi ressuspendido e mantido em

agitacdo por 20 minutos. Entdo, as amostras foram centrifugadas a 4 °C por 10 min
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com rotacdo de 16000 G. O sobrenadante corresponde a fragcdo soluvel e o pellet a
fracdo insoluvel. A purificagéo foi feita utilizando 500 pl da resina Ni Sepharose™ High
Performance (GE Healthcare Life Sciences). A purificacdo da fracdo sollvel seguiu o
seguinte protocolo: a amostra foi incubada 2 horas em uréia, seguida do equilibrio da
resina com tampao de ligacdo e as lavagens foram realizadas com o tampéao e as
concentragdes crescentes 10, 20, 40, 60 e 80 mM de imidazol, respectivamente. Apds,
a eluicéo foi feita com 5 volumes de tampéo de ligacdo com 250 mM de imidazol. A
purificacéo da fracdo insollvel seguiu 0 seguinte protocolo: o pellet foi ressuspendido
com tampao de ligacao e Ureia 8 M, assim como o equilibrio da resina. A lavagem foi
realizada com 30 volumes de tampao de ligacdo com Ureia 8 M e 10 mM de imidazol
e a eluicao foi feita com 7 volumes de tampéao de ligacdo com Ureia 8 M e 250 mM de
imidazol. As amostras entdo foram analisadas em gel SDS-PAGE 12% (v/v).

4.2.15 Concentracao das fracdes soluvel e insoltvel da catepsina B

As amostras foram concentradas utilizando o Amicon® Ultra-10 Centrifugal
Filter Units (Merck™) sendo a coluna equilibrada com tampéao Tris pH 7,0. A fracéao
soluvel foi separada em dois concentrados, a primeira foi das amostras das lavagens,
correspondentes as concentracoes de imidazol até 80mM, e a segunda das amostras
das eluicdes, correspondentes as cinco amostras com concentracdo de 250 mM de
imidazol. Na fracdo insollvel todas as eluicbes foram concentradas. As amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 4 °C na rotacdo de 4000 G até concentrarem
em 300 pl em ambas as concentracfes. As amostras entdo foram analisadas em gel

de poliacrilamida SDS-PAGE com 12% (v/v) acrilamida/bis-acrilamida.
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5 RESULTADOS

PARTE I: DADOS GERADOS IN SILICO

5.1 Localizacdo dos alelos de catepsina B de T. cruzi na cepa CL Brener

De acordo com a pesquisa realizada na plataforma TriTrypDB

(https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/), os 2 alelos correspondentes ao gene catbtc na

cepa CL Brener foram identificados. Como a cepa CL Brener tem origem hibrida, os
alelos possuem origens filogenéticas diferentes e, portanto, o alelo proveniente da
DTU Tcl é identificado como Esmeraldo-like e pela letra S, possuindo o codigo
TcCLB.510535.100. O outro alelo, proveniente da DTU Tcll é identificado como Non-
Esmeraldo-like e pelaletra P com o cédigo TcCLB.511827.100. Ambos os alelos estao
localizados no cromossomo 13 (TcChrl3) distribuidos em um homaologo constituinte
do par, como também apresentando posicdes distintas em seus loci dos homologos

de origem (Tabela 3).

Tabela 3- Identificacdo e localizacdo dos alelos do gene catbtc

ID da sequéncia do gene Sequéncia gendmica Posi¢cdo no cromossomo 13

TcCLB.510535.100 catbtc_S 473174 - 474175

TcCLB.511827.100 catbtc_P 473182 - 474183

Dados obtidos da plataforma TriTrypDB a partir do cédigo de identificacdo de cada alelo
https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/.

5.2 Alinhamento das sequéncias de nucleotideos dos alelos da catepsina B de T.

cruzi e desenho do sgRNA

O gene catbtc apresenta 1002 nucleotideos para ambos os alelos conforme os

dados obtidos no TriTrypDB (https:/tritrypdb.org/tritrypdb/app/). Assim, o alinhamento

entre estes alelos retornou que 979 nucleotideos apresentam identidade entre si, 0
que representa 98% de identidade com 2% de polimorfismo. A regido de 20

nucleotideos destacada de vermelho entre as posi¢cdes 331-350 foi observada como


https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/
https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/
https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/
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uma regido conservada entre os alelos e com uma localizagdo propicia para a
realizagcéo do corte pela SpCas9, portanto, foi escolhida como a sequéncia do sgRNA
para ser posteriormente utilizada na estratégia de nocaute pelo sistema CRISPR-Cas9
(Figura 16).
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catbtc P

ATGCGTGTTTATTTTTCACTCAGCATCGCGCTTTTTCTTTTTCTGTTGTACGCCACGGCG
ATGCGTGCTTATTTTTCACTCAGCATCGCTCTTTTTCTTTTTCTGTTGTACGCCACGGCG

KhkhkhkhkhkKh KAKAhhkhhkAhkhhhhhhkhAAhh hh kA XA A hhhhk kA XA Ak h kI A XA KKk k*k*

GGACACTCTTTCCATGCGGAAGACGCTCCAATTTTGACCGATGAGTTTTTGGAACATGTG

GGACACTCTTTCCATGCGGAAGACGCTCCAATTTTGACAGATGAGTTTTTGGAACTTGTG
KKk kK kA KK A KK KA K KKK KA K KKK KKK KKK KKKk Ak Ak ok kkkkkkkxkkkk ok *kk*

AACCGCCTCAACGGCGGAAAGTGGACGGCTGGCCGCACAAGCCGAACAAAACACCTCACG
AACCGTCTCAACGGCGGAAAGTGGACGGCTGGCCGCACAAGCCGAACAAAACACCTCACG

E R I R R R T

CGTCGCGGGGCAAGTCGGATGCTGGGGACTTTCTTACGAAACACCAGCATCCTCCCCCCG
CGTCGCGGGGCAAGTCGGCTGCTGGGGACTTTCTTAAGAAACACCAGCATCCTCCCCCCG

E R e I R S R R T

CGGCAGTTCAGCGAGGAGGAGCTTCGTGTGCCGCTCCAGGACAGGTTTGATGCCGGAGAA
CGGCAGTTCAGCGAGGAGGAGCTTCGTGAGCCGCTCCAGGACAGGTTTGATGCCGGAGAA

E R R T

GCGTGGCCGGAATGCCCCACCGTCACGGAAATCCGTGACCAATCGAGCTGCGGCTCTTGC
GCGTGGCCGAAATGCCCCACCATCACCGAAATCCGTGACCAATCGAGCTGCGGCTCTTGC

Khhkhkhkhkhhk KhhkhkhkhAAhhkhk HAAKA KAk Ak AAAAhhh kAR AR Ak kAR AR KK kK KA KA K

TGGGCTGTGGCAGCAGCTTCAGCCATTTCGGACCGCTATTGCACTCTTGGTGGCGTACGG
TGGGCTGTGGCAGCAGCTTCAGCCATTTCGGACCGCTATTGCACTCTTGGTGGCGTACGG

B R S R T

GACCTCAGAATTTCTGCGGGGGATCTTATGTCGTGCTGCGATGTTTGCGGTTTTGGCTGC
GACCTCAGAATTTCTGCGGGGGATCTTATGTCGTGCTGCGATGTTTGCGGTTATGGCTGC

B R S N R R R

AATGGTGGCTATCCCGAAGTTGCCTGGGAGTACTACGCCGTGCACGGTATTGTTTCAGAG
AATGGTGGCTATCCCGAAGTTGCCTGGGAGTACTACGCCGTGCACGGTATTGTGTCAGAG

Kk hkhkhkhkhkhkkhkhkhhhkhkhkkhkhhhhhk kA khhhhkkhkkhhkhhkkk kA Ak hhhkkk kA hk* *kkxxK

TACTGCCAGCCTTATCCTTTTCCATCCTGTGCGCATCACGTGAACAGCAGCGATCTCTCC
TACTGCCAGCCTTATCCTTTTCCATCCTGTGCGCATCACGTGAACAGCAGCGATCTCTCC

Kk khkhkhkhkhk kA hkhhhkhk kA Ak hhhkhk kA Ak hhhhk kA Ak hkhhkk kA Ak hhhkkkk Ak hkkkxk Kk

CCATGCTCCGGTGAATACGACACGCCTACGTGCAACAGCACTTGCACGGATAAGAAGATC
CCATGCTCCGGTGAATACGACACGCCTACGTGCAACAGCACTTGCACGGATAAGAAGGTC

Kk hkhkhkhkhkhkkhkhhhhkhkhkkhkhkhhhhhk kA khhhhkkhkkhhhhkkkk Ak hhhkkkx Ak kkkk *K

CCATTGATTAAGTACAGGGGGAACACCTCATATGTCTTGAGCGGAGAGGAGCCTTTTAAG
CCATTGATTAAGTACAGGGGGAACACCTCATATCTCTTGAGCGGAGAGGAGTCTTTTAAG

Kk khkhkhkhkhkkhkhkhhhkhkhkkhkhhhhhh kA hkhhhhhkk Ahhkhhkkhkkrhhhhkxkkxx *hkkkkxxKx

CGCGAGTTAATTTTGAATGGCCCATTCGAGGTTTCATTTTCAGTTTACGCTGACTTCGTG
CGAGAGTTACTTTTGAATGGCCCATTCGAGGTTTCATTTTCAGTTTACGCTGACTTCTTG

Kk kkkkhk hhkhkhkk kA Ak hhhhhk kA hhhhhkkhkhhhhkk kA hhhhkkkk Ak hkk*k KK

GCCTACACAGGCGGCGTGTACAAGCATGTCGCTGGGATTTTTCTCGGGGGCCATGCGGTA
GCTTACACAGGCGGCGTATACAAGCATGTCGCTGGGACTTTTCTCGGGGGCCATGCGGTA

Kk kkkkkkhkhhhhkhhkx hhhhhhhkhhhhhhhhkhhhkhk hhkkrAhhhhkhkk kA hkkhkkxx*x

CGTATTGTTGGCTGGGGTGAATTGAATGGAGAGCCGTACTGGAAGATTGCGAACAGCTGG
CGTATTGTTGGCTGGGGTGAATTGAATGGAGAGCCGTACTGGAAGATTGCGAACAGCTGG

E R R S R T

AATCGTGAGTGGGGGATGAATGGCTACTTTCTTATTGCCCGTGGCGTGGATGAATGCGGA
AATCGTGAGTGGGGGATGAATGGCTACTTTCTTATTGCCCGTGGCGTGGATGAATGCGGA

E R R S R T

ATCGAGGGAAGCGGCGTCGCCGGTACGCCAAGAATACCATGA
ATCGAGGGAAGCGGCGTCGCCGGTACTCCAAGAATACCATGA

R R L I R R S R R

76

Figura 16. Alinhamento dos alelos Esmeraldo Like e Non-Esmeraldo Like, respectivamente, da
catepsina B de Trypanosoma cruzi na cepa CL Brener feito no MUSCLE. Os asteriscos indicam
identidade entre os nucleotideos de ambos os alelos e sua auséncia, indica falta de identidade. A regido
vermelha destacada em vermelho indica a sequéncia de 20 nucleotideos nas posi¢ées 331-350
escolhida para produzir o RNA guia.
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5.3 Alinhamento das sequéncias de amino&cidos dos alelos da catepsina B de T.

cruzi

Ambos os alelos do gene catbtc apresentam 333 aminoacidos conforme os
dados obtidos no TriTrypDB (https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/). Assim, o alinhamento

mostrou que 320 aminoacidos apresentam 100% de identidade entre si e que 328
aminoacidos possuem forte identidade com as propriedades bioquimicas
apresentadas. As regifes principais entre os alelos também foram identificadas
contendo um peptideo sinal entre os residuos 1-21, a regido da pré-catepsina entre
os residuos 22-91 e a regido correspondente a proteina madura e seu dominio
Peptidase_C1. Dentro desta regido, € observada a presenca do sitio catalitico
constituido de cisteina, histidina e asparagina nas posi¢des 120, 278, 298,
respectivamente. Igualmente, é possivel observar a presenca do loop de oclusao,
entre os residuos 187-209. Nota-se que tanto a triade catalitica quanto o loop de

ocluséo se apresentam conservados nos 2 alelos do gene catbtc (Figura 17).
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Figura 17. Alinhamento dos aminoé&cidos correspondentes aos Esmeraldo Like e Non-
Esmeraldo Like, respectivamente, da catepsina B de Trypanosoma cruzi na cepa CL Brener feito
no MUSCLE. Regido do peptideo sinal destacada de azul entre os residuos 1-21, regido da pro6-
catepsina B de cinza entre os residuos 22-91, dominio Peptidase_C1 da proteina entre os residuos 92-
329 destacado de amarelo, a triade catalitica representada de verde pelos residuos de Cisteina 120,
Histidina 278 e Asparagina 298, o loop de oclusdo que se estende entre os residuos 187-209
representado de rosa. Os aminoacidos que possuem o0 asterisco obtiveram identidade entre si, o0s
representados por 2 pontos possuem fortes propriedades bioquimicas similares, os que possuem 1
ponto compartilham fracas propriedades bioquimicas similares e 0s que ndo possuem marcacdo nao
compartilham propriedade bioquimica similar.

5.4 Andlises in silico da catepsina B de T. cruzi

Com o objetivo de obter mais informacdes sobre da catepsina B, a sequéncia

de aminoacidos correspondente ao alelo Esmeraldo-like foi submetida a diversas

analises in silico, visto que este alelo foi o selecionado para ser clonado no vetor

PET19b, que foi utilizado para a expresséo heteréloga em E. coli.

5.4.1 Ortologia da catepsina B de T. cruzi no filo Euglenozoa

A catepsina B de T. cruzi da cepa CL Brener possui, de acordo com a

plataforma OrthoDB (ZDOBNOV et al., 2021), 56 genes ortélogos espalhados em 27

espécies diferentes dentro do filo Euglenozoa a partir do dominio Peptidase C1A.

Apenas 7 dessas espécies possuem mais de uma coOpia no gene ortdlogo que
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apresentam uma taxa evolucionaria de 92%. As proteinas codificadas tém em média
336 aminoacidos e 1 éxon. Os ortdlogos sao encontrados em 34 genes no género
Trypanosoma com a presenca do dominio Peptidase C1A; 15 genes da subfamilia
Leishmaniinae em que 9 deles estdo no género Leishmania apresentando a Cysteina
Peptidase C (CPC) como referéncia e os 7 restantes estdo descritos nas espécies
Angomonas deanei, Bodo saltans e Strigomonas culicis como cisteina peptidase e
sitio ativo de cisteina (Figura 18).

Group hierarchy
oo Trypanosoma
! Euglenozoa Peptidase C1A
1| Peptidase C1A
== Leishmaniinae

=8 Cysteine Peptidase C (CPC)

= Typanosoma
Cysteine peptidase;
Cysteine active site

Evolutionary descriptions

Phyletic Profile 56 genes in 27 species (out of 31)
single copy in 20 species, multi-copy in 7 species
Evolutionary Rate 0.92 HN * Om
Gene Architecture Median Protein Length 336  (std. 41.7)
Median Exon Count 1 (std. 0)

Orthologs by organism

Organism | Protein ID | UniProt | Description

» Leishmaniinae

»  Trypanosoma

» Angomonas deanei, genome GCA_000442575.2
» Bodo saltans, genome GCA_001460835.1

» Strigomonas culicis, genome GCA_000442495.1

Figura 18. Descricdo da ortologia do gene codificador da proteina catepsina B de T. cruzi da
cepa CL Brener no filo Euglenozoa feito no OrthoDB.

5.4.2 Arvore filogenética

Através de analise no BLAST-P com a sequéncia da catepsina B de T. cruzi,
obteve-se 24 sequéncias de proteinas de diferentes organismos com alta
porcentagem de identidade. Com esses dados, uma arvore filogenética foi gerada no
servidor 1Q-Tree Web Server (TRIFINOPOULOS et al., 2016) dispondo para cada
ramo o valor de alternate likelihood test (aLRT) e bootstrap. Estes valores representam
dados estatisticos aplicados a resolucdo da arvore filogenética. O bootstrap é um
método para inferéncia estatistica que se trata de uma medida de repetibilidade
fornecendo um valor de confianca em relacdo a aparicdo de determinado ramo na
arvore (TIBSHIRANI, 1993). O aLRT indica um ganho de probabilidade do ramo ao se
manter invariavel quando é aceita a hipétese nula e ele € considerado incorreto,
enquanto o resto da arvore permanece sem modificacfes (ANISIMOVA; GASCUEL,

2006). A proteina XP_812694.1, marcada de vermelho, representa a sequéncia
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depositada da catepsina B de T. cruzi. Como esperado, a proteina AAL06325.1,

cathepsin B-like protease, partial de T. cruzi aparece dividindo este mesmo ramo e a

proteina EKF39488.1 cysteine peptidase C (CPC), putative [Trypanosoma cruzi

marinkellei] na particdo anterior. Os dados seguem aumentando a especiagao entre

as diversas espécies exibindo variadas espécies do género Trypanosoma,

Leishmania, outros tripanossomatideos, espécies modelo de peixes e o tardigrado,

Hypsibius dujardini (Figura 19).

08.5/00

00.2/1 Catepsina B T. cruzi CL Brener
1007100 { Catepsina B-like parcial T. cruzi
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56/50
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W57 Cristal catepsina B T. brucei
86.4/77 _E (CPC) T. vivax Y486

90.8/1
00.2/10)

03.2/97

Pré-catepsina B S9 T. congolense
Cisteino proteinase L infantum
Cisteino protease C L donovani

Catepsina B-like L mexicana

100100

(CPC) L tarentolae

Q% (CPC) Leptomonas pyrrhocoris
44 580 (CPC) Angomonas deanei

(CPC) L braziliensis

Qﬂ‘: Catepsina B Miichthys miiuy
7.8/ Catepsina B Larimichthys crocea

34.7/48

Catepsina B-like Acanthopagrus atus

1007104

98.1/100

Catepsina B Cynoglossus semilaevis

]_ Catepsina B Oryzias atipes

02

I_ Catepsina B Oryzias melastigma

Catepsina B Hypsibius duiardini

Figura 19. Arvore filogenética produzida a partir de 24 proteinas obtidas no BLAST com a
catepsina B de T. cruzi gerada no IQ-Tree Web Server e visualizada no FigTree 1.4.4. Sao
indicados os valores de likelihood e bootstrap gerados em cada n6. O nodo referente a catepsina B de
T. cruzi cepa CL Brener esta destacado de vermelho. A linha na base da imagem indica o numero total
de mutacdes dividido pelo total de bases do alinhamento das sequéncias.

5.4.3 Predicdo de massa molecular e ponto isoelétrico



81

Através do servidor ProtParam (HOCHSTRASSER, 2005), foi possivel obter a
predicdo da massa molecular de aproximadamente 37 kDa, ponto isoelétrico tedrico
de 5,74 com a presenca de 333 aminoacidos na proteina completa (Figura 20).

18 20 E15) 49 58 )
MRVYFSLSIA LFLFLLYATA GHSFHAEDAP ILTDEFLEHV MRLMGGKWTA GRTSRTKHLT

78 8@ 29 100 118 128
RRGASRMLGT FLRNTSILPP RQFSEEELRV PLQDRFDAGE AWPECPTVTE IRDQSSCGSC

148 158 168 178 188
DRYCTLGGVR DLRISAGDLM SCCDVOGFGC NGGYPEVAWE YYAVHGIVSE

@0 218 220 230 248
LS

2
YCQPYPFPSC AHHWVNSSD PCSGEYDTPT CHNSTCTDEKI PLIKYRGMTS YVLSGEEPFK

258 26@ 278 280 299 100
RELILNGPFE VSFSVYADFV AYTGGVYKHV AGIFLGGHAV RIVGWGELNG EPYWKIANSU

318 320 3@
NREWGMNGYF LIARGVDECG IEGSGVAGTP RIP

References and documentation are available.

Number of amino acids: 333
Molecular weight: 36729.44
Theoretical pI: 5.74

Figura 20. Predicdo do numero de aminoacidos, massa molecular e ponto isoelétrico tedrico da
catbtc completa codificada pelo alelo Esmeraldo-like feito no ProtParam.

5.4.4 Presenca de peptideo sinal

A predicao de sitio de clivagem de peptideo sinal foi realizada pela plataforma
SignalP 5.0 (ALMAGRO ARMENTEROS et al., 2019), mostrando que a proteina
completa tem a possibilidade de 96,92% de possuir o0 sitio e que a probabilidade de
ele ser clivado ap6s o residuo 21 é de 28,47%, indicando que o peptideo sinal se

encontra na porc¢ao inicial do gene (Figura 21).
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Sequence

Prediction: Signal peplide (Sec/SPI) Protein type Signal Peptide (Sec/SPI) Other

Cleavage site between pos. 20 and 21: ATA-GH. Probability:
02847 Likelihood 0.9892 0.0308

SignalP-5.0 prediction (Eukarya): Sequence

SP(Sec/SPI) ——
cs

OTHER

0.8

Probability
=

\

A,

~

MRYYFSLSIALFLFLLYATAGHSFHAEDAPILTDEFLEHVNRLNGGKWTAGRTSRTKHLTRRGASRMLGT

] S55S5S5SS5S55S5SSSSSSCUXNAANXNANAXNAXXAXLXXNNXXNXANAXXXXXANXXNAXXXAX XXX AXXHAXX

[ ! I ! I ! |
[ 20 40 60
Protein sequence

Figura 21. Predicdo do sitio de clivagem de peptideo sinal da catbtc completa codificada pelo
alelo Esmeraldo-like feito no SignalP 5.0.

5.4.5 Presenca de dominio transmembrana

A predicdo de dominio transmembrana foi realizada pela plataforma TMHMM
2.0 (MOLLER; CRONING; APWEILER, 2001), indicando a probabilidade de uma
hélice transmembrana e que o numero médio de aminoacidos dentro da hélice
transmembrana é de 18,92. De acordo com o proprio servidor, se este valor for
superior a 18, existe uma grande chance de haver um dominio transmembrana ou um
sitio de clivagem de peptideo sinal. O TMHMM 2.0 também previu o valor de 18,72
para o numero médio de aminoacidos em hélices transmembranas nos primeiros 60
aminoacidos da proteina, valor do qual o programa sinaliza que a hélice
transmembrana predita na regido N-terminal da proteina pode significar um sitio de
clivagem de peptideo sinal. E calculado ainda, a probabilidade de que a regido N-
terminal da proteina estd presente no lado citoplasmatica da membrana, o qual
representa 91,79% na catepsina B completa. Por ultimo, é gerado um grafico tracando
a possibilidade de os residuos estarem dentro, fora ou em hélice transmembrana,
indicando os residuos de 1-6 como dentro, 7-26 como hélice transmembrana e 27-

333 como fora da membrana (Figura 22).
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# WEBSEQUEMNCE Length: 333
# WEBSEQUEMNCE Mumber of predicted TMHs: 1
# WEBSEQUEMCE Exp number of AAs in TMHs: 18.92119
# WEBSEQUENCE Exp number, first 6@ Ads: 135.75446
# WEBSEQUEMNCE Total prob of N-in: 2.21795
% WEBSEQUEMNCE POSSIBLE M-term signal sequence
WEBSEQUENCE THMHMM2 . @ inside 1 &
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Figura 22. Predicdo do dominio transmembrana da catepsina B completa codificada pelo alelo
Esmeraldo-like feito no TMHMM 2.0.

5.4.6 Motivos de N-glicosilacéao

A predicao de motivos de N-glicosilacao foi realizada pela plataforma NetNGlyc
1.0 (GUPTA; BRUNAK, 2002). O programa indica os potenciais residuos de
asparagina (N) glicosilados, mostrando a sequéncias de asparagina - aminoacido X -
serina e/ou treonina (N-Xaa-S/T) observadas. Essa sequéncia € caracteristica do
processo de N-glicosilacdo, exceto quando o aminoacido Xaa € prolina, pois este
residuo torna a asparagina inacessivel ao processo. Porém, a presenca da sequéncia
nem sempre € indicacdo de um sitio. Como resultado, 4 potenciais sequéncias foram
verificadas nas posicdes 74, 195, 212 e 228, mas apenas as 3 primeiras foram preditas
como motivos de N-glicosilacdo (asparaginas vermelhas). O limiar de 0,5 é
configuragdo do programa que o gera através de uma média de resultados

provenientes de 9 servidores neurais, dado por meio do jury agreement (Figura 23).
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Name: Sequence Length: 333

MRVYFSLSIALFLFLLYATAGHS FHAEDAPILTDEFLEHVNRLNGGKWTAGRTSRTKHLTRRGASRMLGTFLRNTSILPP g0
RQFSEEELRVPLODRFDAGEAWPECPTVTEIRDQSSCGSCWAVAAASATSDRYCTLGGYRDLRISAGDLMSCCDVCGFGC 166
NGGYPEVAWEYYAVHGIVSEYCQPYPFPSCAHHVNSSDLSPCSGEYDTPTCNSTCTDKKIPLIKYRGNTSYVLSGEEPFK 246
RELILNGPFEVSFSVYADFVAYTGGVYKHVAGI FLGGHAVRIVGHGE LNGEPYWKTANSWNR EWGMNGY FLIARGVDECG 320
IEGSGVAGTPRIP

......................................................................... N...... g0
................................................................................ 166
.................................. Wsocooozzooooosslloooozoooonsaoonoaaoooooszoc 240
................................................................................ 320
............. 46

SegName Position Potential  Jury N-Glyc
agreement result

Sequence 74 NTSI  @.6060 (8/9) +
Sequence 195 NSSD  @.5240 (5/9) +
Sequence 212 NSTC  @.6633 (8/9) +
Sequence 228 NTSY @.4976 (3/9) =
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Figura 23. Predicdo de motivos de N-glicosilacdo da catepsina B completa codificada pelo alelo
Esmeraldo-like feito no NetNGlyc 1.0. Motivos potenciais (azul) e aminoacidos preditos (vermelho)
como sitios de N-glicosilacéo,

5.4.7 Motivos de O-glicosilacéo

A predicao de motivos de O-glicosilacao foi realizada pela plataforma NetOGlyc
4.0 (STEENTOFT et al., 2013), sendo capaz de prever 14 possiveis motivos de O-
glicosilacdo na proteina completa nas posi¢cdes 53, 56, 60, 65, 75, 76, 84, 189, 196,
197, 200, 203, 208 e 210, os quais obtiveram uma pontuacéo maior que 0,5 de acordo

com os parametros do servidor (Figura 24).
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Figura 24. Predicdo de motivos de O-glicosilac&o da catepsina B completa codificada pelo alelo
Esmeraldo-like feito no NetOGlyc 4.0.

5.4.8 STRING

A predicéo de interacdo proteina-proteina foi realizada pelo servidor STRING

(SZKLARCZYK et al., 2019) entre a catepsina B completa codificada pelo alelo

Esmeraldo-like e as descri¢cdes na literatura com as proteinas relacionadas ao T. cruzi.

Os parametros utilizados foram full network que mostra tanto associagcdes fisicas

como funcionais de proteinas, interacdes de confianca com uma pontuacdo média de

confiangca na interacdo (0,4) e com no maximo 20 interacbes. Entdo, 21 nés

retornaram em um total de 29 pontas de interagcbes (Figura 25). As interagOes

relacionadas a catepsina B humana (CTSB) também foram avaliadas. Os parametros

usados foram full network com interacdes de confianca dispondo a pontuagcao mais
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alta de confianca na interacdo (0,9) apresentando no maximo 20 interacdes O
resultado obtido foi de 21 nds/nichos/clusters com um total de 76 pontas de interacao
(Figura 26). Entdo, ambos resultados foram submetidos no programa Cytoscape
(IDEKER, 2003), que tem capacidade de integrar com o banco de dados do STRING
realizando o enriquecimento dos dados. A organizagédo do STRING do T. cruzi foi feita
pelo score de interacdo com as outras proteinas variando em um mapa continuo de
amarelo a roxo, de 0,49 a 0,74, respectivamente. O STRING de H. sapiens foi
organizado de acordo com a presenca no lisossomo, variando também em um mapa
continuo de amarelo a roxo, com o score de 1,06 a 5,0, respectivamente. Ambas as
interacOes foram adaptadas para o layout circular.

Das interagcdes com maior score e confianga da catepsina B (XP_812694.1),
localizada no centro da Figura 25, com o T. cruzi, € possivel observar a cruzipaina
(XP_820178.1) e a subunidade B-like da proteina ligante do nucleotideo guanina
(XP_820213.1). Ainda mostra relacdo alta com as sintaxinas (XP_805529.1 e
XP_807794.1) que, por sua vez, apresentam interacao de confianga com proteinas de
organizacao e compactacédo do Golgi, homologas da GRASP humana (XP_807915.1
e XP_820925.1). Sobre as outras interacdes que a proteina realiza, 7 delas
correspondem a descricdes de cisteino peptidases (XP_820174.1; XP_818578.1;
XP_821954.1; XP_805584.1; XP_805951.1; XP_803044.1; XP_805583.1), 3
relacionadas a proteinas putativas da cruzipaina (XP_820896.1; XP_804236.1;
XP_818579.1), 2 que contém dominio de tioredoxina (XP_818273.1; XP_816358.1),
1 proteina dissulfeto isomerase putativa (XP_807699.1) e 1 Pitrilisina-
like metalopeptidase (XP_817917.1).

Em relacdo a catepsina B de H. sapiens (CTSB) € possivel verificar que a
maioria das proteinas que ela possui interacdo estdo altamente relacionadas ao
lisossomo com excecdo das cistatinas A, B e C (CSTA, CSTB, CST3,
respectivamente), as cadeias-a-1 dos tipos XV e XVIII (COL15A1 e COL18A1L,
respectivamente). Das interagdes com proteinas com alto score de presenca nos
lisossomos, 12 se referem a resposta imune (MHCs de classe 2 <HLA>, CD74, TLR7
e NLRP3), além da presenca da pré-catepsina L (CTSL) e catepsina D (CTSD) e
anxina 2 (ANXAZ2). Nas interag0es de alta confianca, destacam-se o MHC de classe 2
DQR2 (HLA-DQB2), anexina A2 (ANXAZ2), o inflamassoma NLRP3 e a cistatinas A, B
e C (CSTA, CSTB, CST3, respectivamente), na Figura 26.
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Figura 25. InteragGes realizadas pela catepsina B descritas com proteinas relacionadas ao T.
cruzi feito no STRING. As cores indicam o score de interagdo com as outras proteinas variando em
um mapa continuo de amarelo a roxo. As linhas mais grossas apontam interagdes com maior grau de
confianca.
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Figura 26. Interac8es realizadas pela catepsina B descritas com proteinas relacionadas a Homo
sapiens feito no STRING. As cores indicam a presenca de interacdo com proteinas descritas no
lisossomo, variando em um mapa continuo de amarelo a roxo. As linhas mais grossas apontam
interagBes com maior grau de confianca.

5.4.9 Alinhamento de sequéncias de catepsina B de diferentes organismos

O alinhamento da catepsina B de T. cruzi (CatBTc) e as sequéncias de
catepsina B de T. brucei (CatBTb) e H. sapiens (CTSB) foi realizado pelo servidor
ESPript 3.0 (ROBERT; GOUET, 2014), o qual compara dados de sequéncia similares
e de estrutura secundaria através do alinhamento com algum PDB fornecido. Entéo,
as trés sequéncias foram alinhadas e comparadas com o PDB 1GMY. Nota-se a
presenca de uma lacuna nas sequéncias de CatBTb e CatBTc em relagdo a CTSB
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nas posicdes 172-179 (Figura 27). Verifica-se que as trés sequéncias possuem um
alto grau de identidade, principalmente na por¢do madura que comeca a partir do
residuo 77. O sitio catalitico (residuos 108, 278 e 298), os residuos de histidina
importantes para a manutencao do loop de oclusédo (residuos 189 e 190) e as seis
cisteinas formadoras de pontes de dissulfeto se encontram conservadas nas trés

sequéncias.
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Figura 27. Alinhamento das sequéncias de catepsina B de H. sapiens (CTSB), T. brucei (CatBTh)
e T. cruzi (CatBTc). As cores vermelhas indicam residuos que possuem 100% de identidade nas trés
sequéncias, as cores amarelas, fortes propriedades bioquimicas similares e os nimeros de verde, as
pontes de dissulfeto com seus respectivos pares. O sitio ativo esta presente nos residuos 108, 278 e
298.

5.4.10 Predicao de estrutura secundaria da catepsina B de T. cruzi

O servidor ESPript 3.0 tem capacidade de prever a estrutura secundaria por um
PDB fornecido. Logo, a estrutura referente a catepsina B de T. cruzi ndo pode ser
criada pelo programa. Entdo, o servidor NetSurfP-2.0 (KLAUSEN et al., 2018) foi
utilizado para realizar a predicdo a partir da estrutura primaria da catepsina B de T.

cruzi (Figura 28). Em resumo, a predicéo indica 9 a- hélices e 14 folhas 3.
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Figura 28. Predicdo da estrutura secundéria da catepsina B de T. cruzi a partir da sequéncia
primaria no servidor NetSurfP-2.0. Na imagem, as voltas laranjas indicam regides de predi¢do de a-
hélice; as setas roxas, folhas f3; as linhas vermelhas, exposi¢ao a superficie; as linhas azuis, nao-
exposicao a superficie e linhas cinzas, o nivel de desordem dos residuos pela espessura da linha.

5.4.11 Modelagem da estrutura tridimensional da catepsina B de Trypanosoma cruzi

Os seis modelos 3D da catepsina B de T. cruzi foram gerados utilizando quatro
servidores diferentes. Os modelos foram refinados, utlizando o servidor
GalaxyREFINE (KO et al., 2012), gerando um total de 12 modelos. Através do servidor
Swiss-Model (SCHWEDE et al., 2003) foram obtidos dois modelos utilizando PDBs
moldes diferentes: o primeiro do PDB 4HWY (CHO, 2012) (estrutura apo da
procathepsin B de Trypanosoma brucei) com identidade sequencial de 60%, cobertura
de 91,9% em comparacao a sequéncia depositada e um QMEAN de 0,83. O segundo
modelo utilizou como molde o PDB 3HHI (KERR et al., 2010) (estrutura holo da
cathepsin B de T. brucei complexada ao inibidor CA074) que obteve 60,39% de
identidade sequencial , 77% de cobertura e um QMEAN de 0,85. O modelo obtido com
o PDB 4HWY foi submetido no servidor Molprobity com Ramachandran favored de
95,41%, Clashscore de 0 e Molprobity score de 0,97, com percentil de 100% para

ambos parametros. O modelo obtido com o PDB 3HHI apresentou Ramachandran
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favored de 94,49%, Clashscore de 0,79 e Molprobity score de 1,12 com percentil de
99% para ambos os parametros.

Através do servidor I-Tasser, foram gerados trés modelos: (i) modelo sem
restricdes ou molde especifico; (ii) modelo utilizando como molde o PDB. 4HWY e (iii)
modelo utilizando como molde o PDB 3HHI. Todos os modelos precisaram de 2
refinamentos para alcancar scores bons dentro dos parametros. O modelo gerado
pela configuracdo padrdo (sem restricbes ou molde especifico) apresentou
Ramachandran favored de 96,45%, Clashscore de 8,5 e Molprobity score de 1,69,
com percentil de 79% e 89%, respectivamente. O modelo que teve como molde o PDB
4HWY obteve Ramachandran favored de 96,77%, Clashscore de 5,53 e Molprobity
score de 1,5, com o percentil de 92% e 95%, respectivamente. Enquanto o modelo
com base no PDB 3HHI atingiu o Ramachandran favoured de 96,13%, Clashscore de
7,01 e Molprobity score de 1,65, com o percentil de 87% e 91%, respectivamente.

Posteriormente, o trRosetta foi utilizado para a modelagem de estrutura
tridimensional da proteina. A sequéncia da pré-catespina foi utilizada, em virtude da
dificuldade da proteina se enovelar corretamente sem esta regido. O modelo trRosetta
apresentou TM-score de 0,89, indicando alta confiabilidade, além de Ramachandran
favored de 96,13%, Clashscore de 2,98 e Molprobity score de 1,35, ambos com 98%
do percentil avaliado.

Por dltimo, o AlphaFold, que dispbe de um conjunto de modelos 3D de
proteinas prontos, foi utilizado para obter um modelo da proteina a partir do cédigo do
Uniprot Q4DES83 correspondente a catepsina B de T. cruzi da cepa CL Brener. Por se
tratar da sequéncia primaria completa, o modelo da proteina possui todas as por¢oes:
pré, pré e madura da protease. Em relacéo a qualidade do modelo, entre os residuos
1-27 iniciais, os aminoacidos receberam a pontuacdo de qualidade entre muito baixo
e baixo. Os demais residuos obtiveram resultado de confiavel ou muito alto, onde a
maioria se mostrou muito alto, principalmente na regido madura da proteina. Em
relacdo aos parametros observados pelo Molprobity, Ramachandran favored de
96,68%, Clashscore de 0,4 e Molprobity score de 1,16, ambos com percentil de 99%.
Os parametros de qualidade dos modelos trRosetta e AlphaFold refinados, se
mostraram piores em relagéo aos originais. Evidenciando que o refinamento estrutural
nao é interessante para estruturas tridimensionais preditas utilizando métodos de
inteligéncia artificial. Na Tabela 4, comparou-se parametros de qualidade dos modelos

originais e refinados obtidos com o0s quatro servidores utilizados. As cores para cada
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parametro destacam se estao dentro do limite aceitavel (verde), levemente acima do
limite (amarelo) e fora do limite aceitavel (vermelho). O modelo que teve como molde
o PDB 4HWY feito pelo servidor Swiss-Model foi escolhido entre os gerados. Porém,
apesar de dispor dos melhores parametros entre os outros modelos obtidos, esse
modelo ndo possuia todos os amino&cidos correspondentes a sequéncia primaria da
proteina. Dessa forma, uma vez que os modelos originais obtidos com os servidores
trRosetta e AlphaFold utilizam o mesmo método de modelagem e alcancaram bons
parametros de qualidade e semelhancas, ambos foram selecionados para seguir as

proximas etapas do estudo.

Tabela 4 - Modelos 3D da CatB de T.cruzi

SM SM I1.T. IL.T. IL.T. I.T. IL.T. I.T. tr tr AF AF
Modelos Original Refinado Padrao Padrao AHWY AHWY 3HHI 3HHI Original Refinado Original Refinado
Original Refinado Original Refinado Original Refinado
Molprobity 0,97 1,28 2,78 1,69 2,41 1,50 2,68 1,65 1,35 1,48 1,16 1,34
Score
Clashscore 0 5,19 5,54 8,5 3,62 5,53 5,53 7,01 2,98 8,92 0,4 6,14

Ramachandran 95,41% 98,03% 82,26% 96,45% 84,19% 96,77% 83,55% 96,13% 96,13% 99,03% 96,68% 98,19%
favored

Modelos referentes ao Swiss-Model (SM), I-Tasser (I.T.), trRosetta (tr) e AlphaFold (AF). No
modelo |-Tasser foram obtidas trés versdes: configuracdo padrdo, a partir do molde PDB 4HWY e do
PDB 3HHI. Os valores e cores dos parametros de qualidade foram extraidos do servidor Molprobity,
sendo com verde para valores dentro do limite aceitavel; amarelo, levemente acima do limite; e
vermelho, fora do limite aceitavel.

Por motivos de analise e comparacao, as regides pré e pré foram cortadas de
ambos os modelos. Além disso, a presenca da regido pré na estrutura impediria o
docking de pequenas moléculas no sitio catalitico. Entdo, o modelo gerado pelo
trRosetta (Figura 29 A) da catepsina B de T. cruzi se constituiu de 312 aminoacidos,
dispondo de uma regido da pro-catepsina entre os residuos 1-56, para entao adentrar
a regido correspondente a proteina madura e seu dominio peptidase_C1 percorrendo
os residuos 57-312. Dentro da regido madura, a triade catalitica se encontra nas
posi¢des: Cys99, His257 e Asn277, o loop de oclusdo, na regido entre os residuos
Phel66-Prol188.

A partir desse modelo, retirou-se a regido da pré-catepsina (Figura 29 B),

resultando em uma estrutura contendo apenas a por¢do madura da protease. O
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modelo gerado pelo AlphaFold (Figura 29 C) diferentemente do modelo anterior,
possui o peptideo sinal. Portanto, o0 modelo construido possui 333 aminoacidos, com
a regido pré compondo os primeiros 21 residuos, seguida da pro-catepsina entre 0os
aminoacidos 22-77 e com os residuos restantes compreendendo a por¢cdo madura. O
sitio catalitico se encontra nas posi¢ées Cys120, His278 e Asn298. O loop de oclusdo
esta entre os residuos Phel87-Pro209. Da mesma forma do trRosetta, foi gerado um
modelo retirando as regifes pré e pré com 256 aminoacidos (Figura 29 D).

E possivel observar a presenca do loop de oclus&do marcado de azul, a triade
catalitica de vermelho, a regido da pré catespina de azul claro e o peptideo sinal de
marrom com a representacdo dos modelos gerados tridimensionalmente
originalmente (Figuras 29 A e 29 C). A sobreposicao dos modelos também foi feita
(Figura 29 E). Observou-se poucas diferencas entre os modelos e o RMSD entre
ambas as estruturas foi de 2,3 A (calculado considerado todos 0s atomos exceto
hidrogénios). A maior diferenca esta relacionada a conformacéao do loop de ocluséao.
No modelo trRosetta, o loop adota uma conformacdo mais aberta com o residuo
His192 voltado para o solvente e exposi¢cao maior do sitio catalitico, em comparacao
ao modelo do AlphaFold (Figura 29 E).
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Figura 29. Modelos tridimensionais da catepsina B de Trypanosoma cruzi. A. Pré-catepsina B,
gerada pelo servidor trRosetta. B. Catepsina B madura, gerada pelo servidor trRosetta. C. Catepsina
B completa, gerada pelo servidor AlphaFold. D. Catepsina B madura, gerada pelo servidor AlphaFold.
E. Sobreposicdo das catepsina B maduras, geradas pelos servidores trRosetta (bege) e AlphaFold
(azul). Os residuos do sitio catalitico e loop de ocluséo (representados em sticks) dos modelos trRosetta
e AlphaFold foram destacados em vermelho e azul, respectivamente. No centro da imagem se
encontram os residuos do sitio catalitico (Cys120, His278 e Asn298) e na parte superior, os do loop de
ocluséo, com destague para os residuos de histidina (His192 e His193) importantes para manutencgao
da interacdo com ligantes. Figuras geradas no programa UCSF CHIMERA.

5.4.12 Validacéo do protocolo de docking com compostos ativos e decoys

A partir dos 14 compostos ativos de CatB de T. brucei, S. mansoni e H. sapiens,
encontrados na literatura (reportados previamente na Fig. 11), geramos 504 decoys e
realizamos os dockings nos programas DockThor e Glide. Os 518 compostos (14
ativos e 504 decoys) resultantes da preparacao dos ligantes nos modelos trRosetta e
AlphaFold foram validados pelo parametros obtidos apds o docking no DockThor e
Glide. A partir desses resultados, foram avaliados métricas em 3 diferentes

populacdes desses dados: top 1%, top 5% e top 10%, representando os primeiros 1%,
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5% e 10% compostos dos resultados, respectivamente, de acordo com o score obtido
para calcular a eficiéncia deste método.

Durante a validagdo, o modelo trRosetta ndo obteve boas métricas em nenhum
pH testado. Portanto, apenas o modelo AlphaFold foi considerado. Deste modelo, o
docking pelo programa Glide no pH 4,5 top 10% se mostrou com as melhores métricas
e, por consequéncia, foi selecionado para dar continuidade nos experimentos com 0s

compostos do MNHN.

Tabela 5 - Métricas de validacdo dos célculos de docking dos compostos ativos
e decoys nos modelos CatBTC (trRosetta e AlphaFold), realizados nos servidores
DockThor e Glide.

Top 1% Top 5% Top 10%
AUC CCR Se Sp EF BEDROC CCR Se Sp EF BEDROC CCR Se Sp EF BEDROC
DockThor
0.76 0.6 059 0.61 20.0 0.63 0.62 0.58 0.65 6.77 0.41 0.64 0.61 0.66 4.0 0.41
trRosetta
DockThor
0.64 0.54 054 053 8.87 0.23 0.56 0.53 0.6 5.33 0.27 0.56 0.53 0.6 2.67 0.29
AlphaFold
Glid
e 0.69 0.53 0.5 0.56 13.33 0.44 0.56 0.5 0.62 6.67 0.33 0.56 0.5 0.63 3.33 0.35
trRosetta
Glid
e 0.91 0.68 0.73 0.63 22.4 0.68 0.7 0.72 0.68 9.33 0.5 0.75 0.77 0.73 6.0 0.56
AlphaFold
DockThor
trRosetta 0.53 0.5 0.5 0.5 6.67 0.11 0.5 0.5 0.5 1.33 0.1 0.5 0.5 0.51 133 0.13
pH7,4
Glide
trRosetta 0.82 0.57 0.5 0.65 26.67 0.74 0.6 0.5 0.69 9.33 0.5 0.64 0.56 0.73 6.0 0.55
pH7.4
Valores
referéncia [>0,7] [0-1] [0-1] [0-1] [0-100] [0-1] [0-1]  [0-1] [0-1] [0-20] [0-1] [0-1] [0-1] [0-1] [0-10] [0-1]

Na Tabela 5, a comparacao das métricas nas populagdes testadas computadas
pelo programa Glide no modelo AlphaFold pH 4,5, que assinala a populacao top 10%
como a melhor amostra. Obteve-se quatro das cinco métricas analisadas
consideradas boas. Na Figura 30, o grafico violino foi gerado em funcéo do score de
docking obtido pelo Glide sobre o modelo gerado no AlphaFold pH 4,5, onde se
observa que houve diferenca significativa, com valor de P = < 0,0001, comparando os
scores preditos para os ativos (rosa) e decoys (verde) apés avaliacado por teste Mann-
Whitney. A linha preta central mais grossa representa a mediana de cada grupo e as
linhas pretas mais finas superiores e inferiores representam o 3° quartil e 1° quartil de
cada grupo, respectivamente. Os quartis separam o0s valores do conjunto em quatro

partes iguais, logo, os 1° e 3° quartis delimitam os 25% dos menores valores e 0s 25%
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dos maiores valores, respectivamente. Nota-se que 0s ativos obtiveram scores mais

negativos (energia de ligacdo mais favoravel) em relacdo aos decoys.

XK XX

—
04 [ Actives
[ Decoys

Scores

'1 0 1 |
Actives Decoys

Figura 30. Gréfico violino da distribuicdo dos scores de docking dos compostos ativos (rosa) e
decoys (verde), com valor exato e significativo de P= < 0,0001. Foi aplicado o teste ndo paramétrico
Mann-Whitney, apresentando mediana dos ativos em -5,962 e n = 15; enquanto a mediana dos inativos
foi de -4,584 e n = 521. A linha preta central mais grossa representa a mediana e as linhas pretas mais
finas superiores e inferiores representam o 3° quartil e 1° quartil, respectivamente.

5.4.13 Triagem virtual dos compostos do Museu Nacional de Historia Natural de

Paris

Apés a validacdo das métricas, a biblioteca do MNHN, contendo 2321
compostos e fragmentos, passou pelo filtro de remocédo de duplicatas, resultando em
2274 compostos/fragmentos. Posteriormente, os compostos foram submetidos aos
célculos de docking molecular e foram selecionados os top 10% compostos, ou seja,
227 primeiros. O score desses compostos variou de -11,2 a -5,13 Kcal.mol*. Ap6s o
filtro de eficiéncia do ligante (LE), 65 compostos com LE acima de 0.3 Kcal.mol foram
selecionados. Os compostos passaram, entdo, pelo filtro de QSAR fenotipico de T.
cruzi (modelo com dados experimentais de 72h e 96h), sendo 37 compostos preditos
como ativos (Tabela 6). Para esses 37 compostos, aplicamos andlise de similaridade
estrutural, através do programa DataWarrior (descritor SkelSpheres, similaridade <

0,8), que resultou em 30 clusters e 30 estruturas representativas.
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Tabela 6 - Compostos priorizados e seus respectivos scores de docking,
eficiéncia do ligante (LE) e probabilidade de atividade frente a T. cruzi (predita pelo
modelo QSAR fenotipico).

Docking score  Eficiénciado Probabilidade de atividade

Composto ™ cal-mol?) ligante (LE) frente a T. cruzi
1153 7,56 0,30 0,87
1612 7,40 0,34 0,87
1696 7,36 0,37 0,88
2024 711 0,31 0,73
1597 7,05 0,34 0,84
2202 6,95 0,33 0,76

96 6,77 0,31 0,82
730 6,73 0,35 0,60
1139 6,65 0,32 0,71
1123 6,64 0,35 0,75
1138 6,61 0,33 0,72
448 6,47 0,32 0,74
732 6,40 0,32 0,76
1594 6,37 0,30 0,83
1699 6,22 0,31 0,81
1685 6,15 0,31 0,85
2151 613 0,32 0,83
1694 613 0,31 0,88
443 611 0,47 0,65
1011 6,01 0,30 0,84
726 5,99 0,50 0,73
2137 5,95 0,42 0,77
1673 575 0,30 0,61
2271 571 0,52 0,67
2157 554 0,31 0,83
128 552 0,31 0,60

1959 -5,38 0,38 0,66
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1668 -5,36 0,30 0,82
133 -5,30 0,31 0,67
2142 -5,25 0,38 0,71
530 -5,23 0,31 0,69
714 -5,23 0,31 0,69
739 -5,20 0,32 0,67
791 -5,17 0,43 0,71
2272 -5,16 0,43 0,75
1566 -5,15 0,37 0,62
426 -5,15 0,37 0,71

Finalmente, a inspecéo visual desses compostos foi efetuada e a partir das
interacdes observadas e sobreposicdes com os PDBs da CatB T.brucei complexada
ao ligante CA074 (3HHI), CatB H. sapiens complexada ao ligante nitroxolina (3AI8) e
CatB H. sapiens complexada ao ligante Composto 28 (6AY2), 19 compostos foram
selecionados e agrupados em 17 clusters apresentando scores de -7,56 a -5,15

Kcal.mol* (Figura 31).
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Figura 31. Esquema do fluxograma da triagem virtual dos compostos provenientes do Museu
Nacional de Histéria Natural de Paris contra a CatB T.cruzi, utilizando diferentes abordagens
computacionais.

Os compostos e fragmentos 96, 448, 791, 1139, 1153, 1566, 1597, 1668, 1685,
1696, 1911, 1959, 2024, 2137, 2142, 2151, 2157, 2272 e 2292 foram os 19 priorizados
apOs a triagem, mostrados na ordem de score. A escolha destes compostos e
fragmentos ocorreu pela presenca de interagcdes com os residuos do sitio catalitico
(Cys120 e His278) e as histidinas pertencentes ao loop de oclusao (His192 e His193).
A presenca e interacdo do grupo carboxilato dos ligantes nas regides préximas as
histidinas do loop de oclusédo foi identificado como um fator para a sele¢cdo dos
compostos/fragmentos, assim como as interacdes diretas com o0s residuos
pertencentes a triade catalitica. Observa-se que quase todos 0s compostos interagem
com pelo menos um residuo do loop de oclusdo com excecao de 448, 1685 e 2142.
Nota-se também a presenca de residuos extras fora dos indicados como importantes.
Indicando regifes importantes na protease que sdo bem definidos na literatura. 13
compostos/fragmentos interagem com o residuo GIn114 (1696, 2024, 1597, 96, 448,
1685, 1911, 2137, 2157, 1959, 1668, 2142 e 1566). 12 compostos interagem com o
residuo Gly277 (1153, 1696, 2024, 1597, 2292, 96, 1139, 448, 1685, 2151, 1959 e
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2142). Outras interacbes aparecem com menor frequéncia: Ser115, Serl116, Cys117,
Cys118, Glu205, Val255 e Trp300. A sobreposicdo da estrutura ou partes das
estruturas dos compostos com os ligantes co-cristalizados provenientes dos PDBs,
3HHI, 3AI8 e 6AY2, foi também realizada nessa etapa indicando interacdes

semelhantes (Figura 32).
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Figura 32. Esquema do diagrama 2D das interagdes dos ligantes co-cristalizados dos PDBs
1GMY (CatB H. sapiens), 3AI8 (CatB H. sapiens), 3HHI (CatB T. brucei) e 6AY2 (CatB H. sapiens),
utilizados como comparacdo na inspecao visual dos resultados de docking da catepsina B T.
cruzi.
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Figura 33. Esquema do diagrama 2D das intera¢cdes dos top 10 compostos e fragmentos
selecionados com a CatBTc, apresentando os 6 primeiros. Figuras geradas pelo servidor
ProteinsPlus, com a ferramenta PoseView e compostos mostrados de acordo com o score de docking

em ordem crescente. Continua na Figura 32.
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Figura 34. Conclusdo do esquema do diagrama 2D das interacbes dos top 10 compostos e
fragmentos selecionados com a CatBTc, apresentando os 4 Gltimos. Figuras geradas pelo servidor
ProteinsPlus, com a ferramenta PoseView e compostos mostrados de acordo com o score de docking

em ordem crescente.

PARTE Il: DADOS EXPERIMENTAIS

5.5 Nocaute génico e amplificacdo do sgRNA

Com o intuito de aprofundar o estudo da caracterizagéo funcional da catepsina

B de T. cruzi, optamos pelo nocaute génico utilizando a técnica de CRISPR-Cas9.
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Num primeiro momento, a regiao correspondente a sequéncia de sgRNA contendo 20
pb localizada nas posi¢des 331-350 do gene foi escolhida, com o auxilio da ferramenta
Eukaryotic Pathogen CRISPR guide RNA/DNA Design Tool (EuPaGDT), em virtude
de sua conservacdo em ambos os alelos da cepa CL Brener. Os parametros
considerados para sua escolha foram o score gerado pelo EuPaGDT, o contetdo de
GC, a localizagcdo na porcéo inicial do gene, indicando uma regiao flanqueadora
propicia para o reparo por micro-homologia, a auséncia de estruturas secundarias
pelo programa RNAfold Web Server, como também a auséncia de off-targets.

Entdo, o primeiro passo foi a amplificacdo, por PCR, da sequéncia de DNA
correspondente ao sgRNA para que fosse posteriormente inserido no plasmideo
pPpTREX-n/Cas9. O primer senso contém a regido especifica do sgRNA e um sitio de
restricdo para BamHI, ja o primer anti-senso possui a sequéncia para a amplificacao
da estrutura secundaria do sgRNA. Desse modo, o produto obtido da PCR foi de 122
pb (Figura 35 A). O plasmideo pTREX-n/Cas9, préprio para a expressao constitutiva
do sgRNA, foi digerido com a enzima de restricdo BamHI, assim como o sgRNA
amplificado, para que ocorra a ligacdo. O plasmideo possui 11,2k pb e como tem
apenas dois sitios para a enzima de restricao, ele se encontrou linearizado (Figura 35
B).

A 1 2 3 B 1 2 3

Figura 35. A. Eletroforese em gel de agarose 2,5% da amplificacdo do sgRNA. Marcador de peso
molecular 1 Kb plus Invitrogen™ utilizado no pogo 1; sgRNA no pogo 3 com 122 pb. B. Eletroforese
em gel de agarose 1% da lineariza¢do do plasmideo pTREX-n/Cas9. Marcador de peso molecular
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1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen™ utilizado no pogo 1; poco 2, o plasmideo antes da digestao e poco
3 com o plasmideo digerido com BamHI, ambos com 11,2k pb.

5.6 Preparacado do plasmideo pTREX-n/Cas9

O plasmideo pTREX-n/sgRNA/Cas9, apos a ligacdo com o sgRNA, foi
submetido a uma PCR de colbnia para confirmacéao da correta orientagdo do sgRNA.
O primer senso utilizado foi 0 mesmo que a amplificacdo do sgRNA e o primer anti-
senso se anela na regido correspondente ao gene hx1 presente no plasmideo pTREX-
n/sgRNA/Cas9. Como o sgRNA foi clonado entre os sitios de restricdo de BamHI, a
montante do gene hxl, apenas as colbnias que estiverem orientadas corretamente
amplificardo na PCR. Esta amplificacdo equivale a um inserto de 190 pb. Os pocos
foram nomeados com letras ordenadas alfabeticamente com colbnias entre os pogos
B-L e o poco M como controle negativo. Como observado na Figura 36, apenas 0s
pocos | e K indicaram amplificacdo com o tamanho desejado, mas como o0 poc¢o K

estava com uma amplificacao fraca, apenas o poco | foi selecionado.

ABCDEFGHI JKLM

4

200 bp

Figura 36. Eletroforese em gel de agarose 2,5% da confirmacdo da orientacéo correta do sgRNA
clonado no pTREX-n/sgRNA/Cas9. Os pocos foram nomeados com letras ordenadas alfabeticamente
de A-M. Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen™ utilizado no poco A; as
colbnias estéo distribuidas entre os pocgos B-L e o controle negativo estd no po¢o M. sgRNA amplificado
com tamanho de 190 pb nos pocos | e K.
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5.7 Amplificacdo do cassete de homologia

A estratégia utilizada para aproveitar do sistema de reparo por homologia direta
do T. cruzi, no momento do corte do gene catbtc, foi introduzir um DNA doador para
que fosse possivel realizar a homologia com o gene e que ele continuasse truncado.
Para tanto, a construcdo de um cassete contendo bracos de homologia com o gene
catbtc a montante e a jusante do gene da blasticidina (bsd) foi realizado para atuar
como este DNA doador. Entéo, foram utilizados dois ultrameros para a amplificacado
do cassete, o ultramero senso contém 80 pb da regido 5 UTR do gene catbtc logo
antes do ATG seguidos de 20 pb do comeco do gene bsd e o ultramero anti-senso
possui os ultimos 20 pb do gene bsd seguidos de 80 pb da regido logo apds o corte
da SpCas9 no gene catbtc. Dessa forma, ap6s sua amplificacdo usando como molde
o plasmideo pGEM-BSD, o gene completo bsd sera amplificado entre essas regides
do gene catbtc, resultando em um cassete de 556 pb. Na Figura 37, é possivel
observar o cassete amplificado com 556 pb. O poco 2 é correspondente a 2ul de

cassete amplificado e o poco 3, a 1pl.

1 23

500 bp

Figura 37. Eletroforese em gel de agarose 1,5% da amplificacdo do cassete de homologia.
Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen™ utilizado no pog¢o 1; pocos 2 e 3
contendo diferentes concentracbes do cassete amplificado com 556 pb. O poco 2 mostra a
concentracao correspondente a 2l de cassete amplificado, enquanto o pogo 3 corresponde a 1pl.

5.8 PCR de colbnia de confirmacdo do cassete clonado
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Apés a amplificacdo do cassete, a clonagem no vetor pGEM®-T Easy
(Promega™) foi realizada. Para a confirmag&o, uma PCR de col6nia foi feita utilizando
o sistema White/blue, ou seja, o plasmideo possui uma regido codificadora de [3-
galactosidase no sitio de multipla clonagem que quando um gene é clonado nesta
posicao, sofre disrupcao. Assim, o efeito disso é observado apés a transformacéo em
bactérias competentes, no plaqueamento em que sdo presenciadas colénias com as
cores azul e branco. As colonias azuis mostram que o gene da B-galactosidase
continua intacto e, consequentemente, ndo houve a clonagem, em alternativa, as
col6nias brancas indicam clonagem. Entédo, para a PCR, os primers senso e anti-
senso usados amplificam uma regido de 181 pb dentro do gene bsd. Na Figura 38,
0s pocos 2-10 representam coldnias da seguinte forma: 2-5 foram coldnias brancas
do cassete clonado no pGEM®-T Easy; 6-9, colénias brancas do plasmideo
pGEM_BSD usado na amplificacdo do cassete, servindo de controle positivo; 10,
col6nia azul do cassete clonado no pGEM®-T Easy; 11, nao foi utilizado nenhum DNA
proveniente de controle funcionando com um controle negativo, juntamente com o
poco 10, porém com um controle também para os primers. O poco 4 foi o escolhido

para seguir com 0s experimentos por apresentar a melhor amplificacéo.

1 2345 6789 101

Figura 38. Eletroforese em gel de agarose 2,5% da confirmagéo do cassete clonado no pGEM®-
T Easy. Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen™ utilizado no pogo 1; O cassete
amplificado possui 181 pb. Os pocos 2-5 representam coldnias brancas do cassete clonado no pGEM®-
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T Easy; os pocgos 6-9 sdo coldnias brancas do pGEM-BSD; o po¢o 10 é uma coldnia azul do cassete
clonado no pGEM®-T Easy; o poco 11 ndo possui DNA, apenas os primers.

5.9 Expressédo heterdloga da catepsina B de Trypanosoma cruzi

A obtencédo da catepsina B de T. cruzi recombinante expressa de forma
heter6loga em E. coli foi um dos objetivos para que se fizessem testes com a proteina.
Para tanto, o plasmideo pET-19B com a sequéncia da pro-catepsina B e a presenca
de uma His-tag na porgao 3’ da sequéncia foi clonada entre os sitios de Xhol e BamHI
no sitio de multipla clonagem. Este plasmideo foi encomendado da empresa Genone.

5.9.1 Expressao em E. coli Rosetta (DE3) pLysS

A fim de averiguar em qual fracéo a proteina seria expressa, a sua inducéo foi
realizada em E. coli Rosetta (DE3) pLysS por 5 horas, 18°C, IPTG 0,5 mM e
cloranfenicol na concentracéo de 34ug/ml. Como é possivel observar na Figura 39 A,
a pro-catepsina B foi expressa nas duas fracbes no peso molecular esperado de
aproximadamente 37 kDa (fracdo soltuvel no poco 1 e fracdo insolavel no poco 2).
Como também na Figura 39 B, foi detectada a presenca da proteina nas duas fracbes
por meio de Western Blot, porém em maior quantidade na fracao insolavel (fracédo

soluvel no poco 1 e fracéo insolavel no poco 2).



108

E} MW
(kDa) 1 2

70 kDa

Figura 39. Inducao da pro-catepsina B com IPTG 0,5mM a 20°C, por 5 horas em E. coli Rosetta
(DE3) pLysS. A. Gel SDS-PAGE 12% corado com azul de Coomassie da indugéo da pré-catepsina B
com o pogo 1 com a fragdo sollvel, o pogco 2 com a fragdo insoluvel e MW, marcador de massa
molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific™. B. Western Blot da indug&o da
pro-catepsina B utilizando o anticorpo anti-His na diluicao 1:2.000. O pogo 1 representa a fragéo sollvel,
0 poco 2 a fragado insolivel e o MW, marcador de massa molecular PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, Thermo Scientific™.

5.9.2 Expressdo em E. coli BL21 (DE3)

Para avaliar se era possivel obter a proteina na fracédo soluvel, outra inducéo
foi testada em E. coli BL21 (DE3). Os parametros utilizados foram: IPTG 1mM, por 3
horas a 37°C. Entdo, 6 amostras da inducéo foram analisadas (3 amostras de fracéao
soluvel e 3 amostras de fracdo insoluvel). Na Figura 40 A, é possivel observar a
presenca de bandas em todos 0s pogos ainda com maior expressdo na fracédo
insoltvel. Na Figura 40 B, a proteina foi expressa em todas as fracbes no peso
molecular esperado de aproximadamente 37 kDa com a confirmagdo da maior
guantidade nas fracdes insollveis. Em relacdo as fracbes sollveis, a expresséo
parece ter sido melhor na inducdo da cepa BL21 (DE3) em comparacdo a fracao
soluvel expressa na cepa Rosetta (DE3) pLysS.
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Figura 40. Indu‘géo da ;-)ré-catepsinﬁ_com IPTG 1mM & 37°C, por 3 horas em E. coli BL21 (DE3).
A. Gel SDS-PAGE 12% corado com azul de Coomassie da inducdo da pré-catepsina B com os pocos
1-3 com fracges sollveis, os pocos 4-6 com fracdes insollveis e MW, marcador de massa molecular
PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific™. B. Western Blot da inducdo da pré-
catepsina B utilizando o anticorpo anti-His na diluicdo 1:2.000. Os pocos 1-3 representam as fracdes
sollveis, os pocos 4-6, as fracdes insollveis e o MW, marcador de massa molecular PageRuler™
Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific™.

5.9.3 Analise das fracbes sollveis expressas

Para comparar a expressao das fracGes solUveis obtidas das diferentes
inducdes, 2 amostras contendo a fracdo soluvel expressa em E. coli BL21 (DE3) e 1
amostra contendo a fracdo solluvel expressa em E. coli Rosetta (DE3) pLysS, foram
submetidas ao gel NUPAGE™ Bis-Tris 4-12% e Western Blot. Nas Figuras 41 A e B,
0s pocos 1 e 2 representam fracdes diferentes sollveis da inducdo prévia na cepa
BL21 (DE3). O poco 3 representa a fracdo solUvel anteriormente induzida na cepa
Rosetta (DE3) pLysS. Na Figura 41 B, a expressao na cepa BL21 (DE3) se mostra

melhor quando comparada a realizada na cepa Rosetta (DE3) pLysS.
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Figura 41. Inducéo das fragdes solUveis previamente expressas da pré-catepsina B em E. coli
cepas BL21 (DE3) e Rosetta (DE3) pLysS. A. Gel SDS-PAGE 12% corado com azul de Coomassie
da indugédo das fragdes sollveis da pré-catepsina B com os pogos 1-2 correspondentes as expressdes
em BL21 (DE3); poco 3, em Rosetta (DE3) pLysS e MW, marcador de massa molecular PageRuler™
Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific™. B. Western Blot da inducédo das fragdes solUveis da
pro-catepsina B com os pogos 1-2 correspondentes as expressdes em BL21 (DE3); poco 3, em Rosetta
(DE3) pLysS e o MW, marcador de massa molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo
Scientific™.,

5.9.4 Purificacdo da fracéo soluvel expressa em E. coli BL21 (DE3)

Como a fracdo soluvel expressa em E. coli BL21 (DE3) se mostrou a melhor
porcdo comparada as outras inducdes feitas, a purificacdo com esta expressao foi
realizada. As amostras de 500 ul cada foram purificadas com a resina Ni Sepharose™
High Performance e, entdo, avaliadas no gel NUPAGE™ Bis-Tris 4-12% (Figura 42
A) e, posteriormente, foi feito o Western Blot (Figura 42 B). O poco 1 corresponde ao
extrato total; poco 2, ndo-ligado; poco 3, tampéo de ligacéo inicial; pogo 4; tampao de
ligacdo final; pocos 5-9, eluicbes com imidazol nas concentragbes crescentes de
10mM, 20mM, 40mM, 60mM, 80mM, respectivamente; pocos 10-14, eluicbes com
imidazol na concentragdo de 250mM; MW, marcador de massa molecular
PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific™. E possivel observar na
Figura 42 A, nos pocos 4-8, a presenca de uma banda Unica, porém no peso
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molecular de 40 kDa, um pouco cima do esperado de aproximadamente 37 kDa. Por
outro lado, o resultado no Western Blot, indica apenas uma banda no peso molecular

esperado no poco 1, correspondente ao extrato total, diferentemente do verificado no
gel.

A MW1 2 3 4 567 8 91011121314 B 1.2 3 456 7 8 9 10 1 12 13 14

- B
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Figura 42. Purificacdo da fracdo solUvel da pro-catepsina B a partir da expressédo em E. coli BL21
(DE3). A. Gel SDS-PAGE 12% corado com azul de Coomassie da purificacdo da pré-catepsina B com
0 poc¢o 1 contendo o extrato total; o poco 2, ndo-ligado; poco 3, tampéo de ligacdo inicial; poco 4,
tampdo de ligacdo final; pocos 5-9, eluicdes com imidazol 10mM, 20mM, 40mM, 60mM e 80mM,
respectivamente; pocos 10-14, eluicdes com imidazol 250mM e MW, marcador de massa molecular
PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific™. B. Western Blot da purificacdo da fracao
soltvel da pré-catepsina B utilizando o anticorpo anti-His na diluicdo 1:2.000. com o po¢o 1 contendo o
extrato total; o poco 2, ndo-ligado; poco 3, tampdo de ligacao inicial; poco4, tampéao de ligacao final;
pocos 5-9, eluicdes com imidazol 10mM, 20mM, 40mM, 60mM e 80mM, respectivamente; pocos 10-
14, eluicdes com imidazol 250mM e MW, marcador de massa molecular PageRuler™ Prestained
Protein Ladder, Thermo Scientific™.

5.9.5 Concentracéo da purificacdo da fracao solavel

Foi levantada a hipétese de que devido as diversas elui¢des, a proteina tenha
diluido bastante e, portanto, precisaria ser concentrada para poder avaliar a sua
purificacdo. Entdo as amostras purificadas da fracdo soltuvel foram concentradas em
2 amostras: uma correspondente as eluicbes com concentracdes de imidazol entre
10mM-80mM (80-) e outra com as 5 eluicbes com concentracdo de imidazol de
250mM (80+). O lixo das concentracdes, ou seja, as aliquotas que restam apés as
concentracfes do 80- e 80+ foram igualmente submetidas aos testes no intuito de
identificar se a proteina atravessou o filtro, indicados por L80- e L80+,
respectivamente. Nas Figuras 43 A e B, o poco 1 representa o 80-; 0 poco 2, o 80+,
0 poco 3, 0 L80- e o0 poco 4, o L8O+. Em ambas as figuras, observam-se bandas

apenas nos pocos 1 e 2 com maior expressao em 80+ (Figura 43 B).
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Figura 43. Concentracdo da purificagdo da fracdo solUvel da pré-catepsina B a partir da
expressdo em E. coli BL21 (DE3). A. Gel SDS-PAGE 12% corado com azul de Coomassie da
concentragao da purificagdo da pro-catepsina B com o pogo 1 contendo 80-; o pogo 2, 80+; pogo 3,
L80-; poco4, L80 e MW, marcador de massa molecular PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder,
Thermo Scientific™. B. Western Blot da purificagdo da pro-catepsina B utilizando o anticorpo anti-His
na diluicdo 1:2.000. com o poc¢o 1 contendo 80-; o pogo 2, 80+; pogo 3, L80-; poco4, L8O e MW,
marcador de massa molecular PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific™.

55 kDa
35 kDa

5.9.6 Purificacdo da fracdo insoltvel expressa em E. coli Rosetta (DE3) pLysS

A fracdo insoluvel correspondente a expressao na cepa Rosetta (DE3) pLysS
foi igualmente purificada, porém com concentragdes diferentes de imidazol. O poco 1
equivale ao extrato total; poco 2, ao ndo-ligado; poco 3, ao tampéo de ligagao inicial;
0 poco 4, ao tampdo de ligacao final; poco 5, eluicdo imidazol 10mM; pocos 6-12,
eluicbes imidazol 250mM. Verifica-se que a proteina purificou em todas as eluigdes,

porém em maior quantidade nas eluicdes com imidazol 250mM (Figura 44).
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Figura 44. Purificagdo da fragdo insollvel da pro-catepsina B a partir da expressao em E. coli
Rosetta (DE3) pLysS. A. Gel SDS-PAGE 12% corado com azul de Coomassie da purificagdo da pro-
catepsina B com o0 po¢o 1 equivalente ao extrato total; o poco 2, ndo-ligado; poco 3, tampéo de ligagdo
inicial; poco 4, tampé&o de ligacéo final; poco 5, eluicdo com imidazol 10mM; pogos 6-12, eluicbes com
imidazol 250mM e MW, marcador de massa molecular BenchMark™ Protein Ladder, Thermo
Scientific™. B. Western Blot da purificacdo da fragdo insolUvel da pré-catepsina B utilizando o anticorpo
anti-His na diluicdo 1:2.000. com o pogo 1 equivalente ao extrato total; o pogo 2, ndo-ligado; poco 3,
tampéo de ligacao inicial; pogo 4, tampéao de ligacao final; pogo 5, eluigdo com imidazol 10mM; pogos
6-12, eluicdes com imidazol 250mM e MW, marcador de massa molecular BenchMark™ Protein
Ladder, Thermo Scientific™.

5.9.7 Teste de atividade das por¢des purificadas

Obteve-se, entdo, a proteina purificada em ambas as frag6es soluvel e insoltvel
expressas pelas cepas BL21 DE3 e Rosetta DE3 pLysS, respectivamente. A proteina
foi ativada com a utilizagdo do tampéo acetato de sodio 2M pH 3,9 para alteracéo da
amostra para o pH 6timo e suplementada com DTT com concentragéo final de 5SmM.
Porém, ao se realizar o teste de atividade com o substrato Z-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC,

néo foi possui constatar nenhuma atividade em ambas as proteinas purificadas.
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6 DISCUSSAO

A funcéo de uma proteina esta diretamente relacionada com a sua estrutura 3D
nativa. Assim como estudar a sua conformacao enovelada é fundamental para futura
compreensao e prevencdo de doencas e igualmente na aplicacdo de novos
tratamentos para processos patolégicos. Com o advento da tecnologia, a modelagem
computacional tridimensional de proteinas se tornou uma metodologia extremamente
utilizada pela alta precisao e reducéo de recursos envolvidos (WARDAH et al., 2019).
A catepsina B, uma cisteino protease, ja foi proposta como essencial no processo de
viruléncia e  sobrevivéncia de  distintos  organismos,  principalmente
tripanossomatideos, assim como esta presente em todas as formas do protozoario em
T. brucei e T. cruzi (SIQUEIRA-NETO et al., 2018; GARCIA et al., 1998).

Através das analises in silico realizadas para a catepsina B de T. cruzi da cepa
CL Brener foi possivel notar que os alelos mesmo sendo provenientes de diferentes
origens evolutivas, Tcll e Tclll, apresentaram poucas divergéncias tanto na sequéncia
de nucleotideos quanto na sequéncia de aminoacidos codificados. Como esperado,
essa conservacao nao se configura como 100%, entretanto, é alta, se estendendo as
principais regides como o loop de ocluséo, sitio catalitico e cisteinas formadoras de
ponte dissulfeto entre os alelos e até mesmo entre T. brucei e H. sapiens. Porém,
percebe-se que a estrutura secundaria proveniente de H. sapiens apresenta
diferencas emrelacdo a de T. cruzi gerada. Portanto, esta estrutura foi comparada ao
modelo obtido pelo AlphaFold, que obteve alto grau de compatibilidade. A maioria das
predicdes se encontravam nas mesmas regiées com poucos erros de um residuo a
mais ou menos, quando ocorreram. A predicao inclusive dos primeiros aminoacidos
com grande grau de desordem era esperada, pois se tratam do peptideo sinal.

Além disso, o gene exibiu sintenia com os géneros Trypanosoma e Leishmania,
0S quais possuem representantes importantes em infec¢des parasitarias humanas,
como: T. brucei, T. congolense, T. rangeli, T. vivax, L. infantum, L. major, L. mexicana
e L. panamensis. Dentro do género Leishmania, a catepsina B de diferentes espécies
ja foi descrita com funcdes distintas observadas através de testes enzimaticos
(GERBABA; GEDAMU, 2013). Em L. major, a protease nao apresenta atividade contra
substratos proteicos conhecidos que geralmente sdo designados como ativos, por

exemplo ao Z-Arg-Arg-AMC, contrariamente ao que ocorre em L. mexicana (SELZER
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et al., 1997). Porém, mesmo assim ela ainda regula processos biol6gicos
fundamentais. Em L. mexicana, foi mostrado in vitro que parasitos mutantes nulos
para a peptidase reduziram a sobrevivéncia dentro dos macréfagos (BART et al.,
1997). Assim como em L. major, que 0s parasitos nocautes apontaram uma resposta
imune protetiva rdpida com recrutamento celular do tipo Thl (RASID et al., 2016;
GONZALEZ-LEAL et al.,, 2014). No nocaute de L. donovani foi constatada a
modulacdo diferencial das proteinas expressas com funcbes traducionais e
ribossomais pelo parasito bem como reducéo na viruléncia (GERBABA; GEDAMU,
2013). No género Trypanosoma, em T. brucei, os mutantes nulos erradicaram a
mortalidade nos testes in vivo, bem como reduziram as inflamac6es nos 6rgaos de
camundongos infectados (ABDULLA et al., 2008). Todos esses resultados indicam o
papel significativo da protease na interacdo parasito-hospedeiro em genes
homdlogos, e, consequentemente, a suposicéo da sua relevancia em T. cruzi.

Na rede de interacdo predita de atuacdo da catepsina B em H. sapiens foi
observado que a maioria dos genes pertencem e atuam no sistema imune. E descrita
na literatura a relacéo da protease com as moléculas pertencentes ao MHC de classe
[I. Dentro dessa atuacdo, € visto que a catepsina B age junto a catepsina D na
dissociacao da cadeia invariavel das moléculas de MHC de classe Il (MIZUOCHI et
al., 1994) e assim, denota a sua importancia no processamento de antigenos. As
proteinas COL15A1 e COL18A1 séo responsaveis pela formacao do tubo neuronal e
estabilizacdo de células musculares cardiacas. Ja foi descrita a acdo da catepsina B
no aumento de endostatina, um inibidor endégeno da angiogénese produzido pela
COL15A1 causando a ma formacdo no tubo neuronal (KAZLAUSKAS, 2005). Os
sistemas cardiaco e nervoso representam regifes conhecidas de atuacdo da
protease. O papel na ativacao por parte da catespina B do inflamassoma NLRP3 é
igualmente percebido na doenca de Kawasaki, uma das principais doencas
pediatricas cardiacas existentes. Por se caracterizar como um distlrbio altamente
inflamatorio, o tratamento é um desafio e, se ndo efetuado, aproximadamente 25%
dos pacientes desenvolvem aneurisma coronario arterial. A probabilidade de tal
guadro clinico ocorrer € aumentado na ativacdo do NLRP3 (JIA et al., 2019). Ademais,
a pro-catespina B ja foi descrita na superficie celular de tumores, mas o seu papel s6
foi evidenciado com a descoberta da ligagdo com o tetramero de anexina Il (ANXA2).
A ANXAZ2 interage com a matriz celular, um indicio da atividade de degradacdo da

matriz extracelular seletiva durante invasao tumoral (MAI et al., 2000).
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Em T. cruzi, através da predicdo de interacdo proteina-proteina, € possivel
observar a alta correlacdo na literatura com outras cisteino proteases, principalmente
a cruzipaina, a catepsina L em T. cruzi, visto que as proteases sdo descritas com
funcbes e atuacdes proximas. Igualmente, € notada a relacdo com proteinas
responsaveis pelas suas fungdes na membrana, como a sintaxina que participa na
exocitose e a subunidade B-like da proteina ligante do nucleotideo guanina que atua
como homologo da proteina G mandando sinais transmembrana. Proteinas de
organizacdo e compactacdo do Golgi, homologas da GRASP humana aparecem
também ressaltando a importancia dos processos relacionados a exportacdo e
atuacdo na membrana da peptidase no parasito, processos 0S quais ocorrem
preferencialmente nas formas amastigotas do T. cruzi (ATWOOD et al., 2005).

Com objetivo de explorar sua conformacéo e suas funcdes, a modelagem da
estrutura tridimensional da catepsina B de T. cruzi foi realizada. O modelo permitiu a
inspecao da predigcéo dos 3 sitios de N-glicosilagéo. O residuo Asn74, se encontra na
porcéao pro-catepsina e é clivada na maturacédo da enzima. O residuo Asn195 predito
faz parte do loop de ocluséo e esta conservado com o residuo Asnl113 da catepsina
B de H. sapiens (CTSB), igualmente encontrado na regido do loop, mas nao se
encontra conservado ao ser comparado com o PDB 4HWY da pré-catepsina de T.
brucei. O residuo Asn212 nao esta conservado com a CTSB, porém esta com a
Asn216 de T. brucei, que é apontado como sitio de glicosilacdo na espécie (REDECKE
et al., 2013). Apesar da conservacao dos residuos entre a CatBTc e CTSB, esta
asparagina néo esta descrita na literatura como sitio de glicosilagdo em H. sapiens, e
sim o residuo Asn289, conservado no modelo em T. cruzi, porém nao é predito pelo
programa (CHAN et al., 1986). Estes dados evidenciam as diferencas entre as
catepsinas B provenientes de diferentes organismos, porém a manutencdo da
glicosilacdo € necessaria, visto que, no aparato de Golgi ocorre a interacdo dos
residuos glicosilados com os receptores de manose-6-fosfato, viabilizando a
maturacdo da protease com a sua entrada, através de vesiculas, nos lisossomos
(MACH et al., 1992). Na O-glicosilacdo, que ocorre nos residuos de serina (Ser) e
treonina (Thr), foi visto que dos 14 sitios identificados, 6 sdo encontrados na porcao
pré-catepsina e sao clivados e 6 estdo presentes no loop de oclusao (Serl89, Ser196,
Serl97, Ser200, Ser203 e Thr208).

No tangente aos célculos de docking realizados, os modelos trRosetta e

AlphaFold foram usados na etapa de validacdo do protocolo de docking, visto que se
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mostraram os melhores modelos dentre os gerados, além de utilizarem a mesma
metodologia de modelagem por aprendizado de maquina. A fim de que ndo houvesse
viés por parte dos resultados de apenas um programa de docking, o DockThor e o
Glide foram aplicados para observar como os modelos se comportavam ligados aos
compostos selecionados.

A catepsina B possui atividade dupla apresentando sua atividade Otima de
exopeptidase em pH acido de 4,5. A atividade de endopeptidase, mesmo que menor,
ocorre em pH neutro, onde o loop de oclusdo assume uma nova conformagao mais
aberta expondo o sitio ativo para compostos maiores (NAGLER et al., 1997). Uma alta
similaridade estrutural foi observada ao comparar os modelos obtidos pelos
programas trRosetta e AlphaFold sobrepostos, porém a regido do loop entre as duas
estruturas representava as maiores diferencas de conformacdo. Como os modelos
poderiam representar conformacdes correspondentes a diferentes atividades da
protease e as valida¢des dos dockings (com ativos e decoys) foram efetuadas tanto
empH 4,5 e 7,4. Assim, foi possivel observar que, infelizmente, a validacao de docking
com ambos os modelos de CatBTc no programa DockThor ndo apresentou boas
métricas, em nenhum dos pHs. A validacdo de docking utilizando o programa Glide
na versao XP, mostrou melhores métricas para o modelo AlphaFold (em pH 4,5), em
relacéo aos top 10% e esse protocolo foi selecionado para a triagem dos compostos
MNHN.

Apés as diversas etapas para selecdo de compostos, observando os melhores
scores de docking; eficiéncia de ligante > 0,3; probabilidade de atividade frente a T.
cruzi > 0,6; e inspecdo visual criteriosa das poses de docking, 19
compostos/fragmentos foram selecionados.

Os compostos e fragmentos 1153, 1696, 2292, 96, 448, 1685 e 2142 foram
priorizados conforme presenca de interagdo com residuos importantes e/ou
sobreposicdo com os ligantes co-cristalizados dos PDBs utilizados. Esses compostos
apresentaram necessariamente interacdo com a Cys120 e a0 menos uma ou varias
interacdes com os residuos His192, His193 e His278, indicando alta interacdo e
encaixe no sitio catalitico e loop de oclusdo da catepsina B de T. cruzi. J& os
compostos 2024, 1597, 2292, 1139, 2151, 1911, 2137, 2157, 1959, 1668, 791, 2272
e 1566 mostraram sobreposicao, especialmente com o PDB 3HHI, cujos grupamentos
COO/NOO ocuparam a mesma posi¢ao no ligante co-cristalizado CA-074 dispondo

das mesmas interacdes na regido do sitio catalitico da proteina. O PDB 3AI8 possui
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um pequeno ligante aromatico que, apesar de se assemelhar com diversos
fragmentos da lista, ndo se sobrepds a nenhum composto ou fragmento. Em relagéo
ao PDB 6AY2, o ligante cristalizado apesar de ser grande, ndo ocupa 0 mesmo espaco
gue os ligantes dos outros PDBs e 0s compostos testados. Isso mostra que mesmo
possuindo um sitio catalitico altamente conservado entre diferentes espécies, a
catepsina B de T. cruzi apresenta diferentes regides de ligacdo com a evidéncia de
um largo sitio catalitico. Ainda, constata-se que ha a presenca de fragmentos com
menos de 300 kDa na lista e mesmo com pesos moleculares e tamanhos diferentes
dos compostos, apontam capacidade 6tima de ligacéo e interacdo com os residuos
cataliticos, vide resultados do filtro de eficiéncia do ligante.

A catepsina B de T. cruzi foi caracterizada pelo grupo e vem sendo estudada
h& alguns anos, porém sua funcionalidade ainda néo havia sido explorada. Tendo em
vista a analise funcional da protease para se adquirir um melhor entendimento da sua
atuacao na infeccdo, a metodologia de CRISPR/Cas9 foi utilizada para gerar um
nocaute duplo no gene catbtc. Apesar do RNAIi ser uma das técnicas mais utilizadas
em tripanossomatideos, visto que a técnica se mostra extremamente eficaz em T.
brucei, por exemplo, 0 mecanismo € inexistente em T. cruzi. Assim, é necessario o
uso de outro tipo de nocaute na espécie (BALANA-FOUCE; REGUERA, 2007; NGO
etal., 1998; ULLU et al., 2002).

Para tal, a clonagem de um sgRNA, proveniente de uma sequéncia presente
nas duas copias do gene, no plasmideo Cas9/pTREX-n foi obtido. Este plasmideo
eficientemente provoca a edicdo génica de genes enddégenos de T. cruzi, com a
atuacao da SpCas9 no gene de interesse, sem a deteccao da toxicidade, comumente
notada, da endonuclease. Além disso, propicia a expressao constitutiva tanto da
endonuclease quanto do sgRNA, formando parasitos selecionados fluorescentes, pela
presenca do GFP, em uma Unica rodada de transfec¢cdo (DOCAMPO, 2015). Com o
intuito de aumentar a eficiéncia da técnica, a constru¢cao de um cassete para ainducao
da recombinacdo homologa foi igualmente efetuada. A estratégia se baseia na
insercdo de um cassete contendo o gene bsd flanqueado por uma sequéncia
pertencente ao 5 UTR da catbtc e a sequéncia posterior ao corte do sgRNA da catbtc
dentro do gene da catbtc ocasionando uma disrupgdo do mesmo com a recombinacéo
homéloga das regibes provenientes da catbtc, assim, introduzindo o gene bsd

presente no cassete (Figura 13).
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Porém, apds trés tentativas de nocaute nas cepas CL Brener e Y de T. cruzi,
ndo foi possivel a obtencdo de parasitos selecionados. Mesmo com a utilizacdo do
plasmideo sgRNA/Cas9/pTREX-n conjuntamente com o cassete, 0s parasitos
controle transfectados selecionados com os antibioticos neomicina e blasticidina ndo
morreram sobre a pressao seletiva aplicada, porém os transfectados ndo suportaram
a selecado e morreram. Uma das primeiras explicagdes poderia ser uma resisténcia
criada aos antibidticos, o que esclareceria o resultado observado no controle. O T.
cruzi é descrito como um parasito com alta capacidade de troca genética, e, portanto,
da mesma forma apresenta capacidade de adquirir resisténcia aos antibiéticos
neomicina e higromicina, por exemplo (MILES, 1999). Outro ponto importante € que
as delecbes com éxito descritas na literatura ndo afetaram genes essenciais, 0s
chamados housekeeping, ao parasito tal como: o gene codificador de um
transportador mitocondrial de célcio, TcMCU (CHIURILLO et al., 2017) e os genes
TcPFR1 e TcPRF2, codificadores da proteinas paraflagelares 1 e 2, respectivamente,
formadoras da estrutura da haste paraflagelar conectada aos microtubulos do flagelo
do parasito (DOCAMPO, 2015). Trabalhos que envolveram o nocaute de genes que
estdo envolvidos na captacéo de acidos graxos, p-oxidacao (ech) e sintese de DNA
(dhfr-ts), por exemplo, considerados essenciais ao T. cruzi, resultaram na morte da
populacéo transfectada (XU et al., 2009; PENG et al., 2015). Um grande indicio de
gue a catepsina B possa representar um gene essencial a sobrevivéncia do T. cruzi.

No que diz respeito a expressao heteréloga da proteina, a catepsina B para se
tornar ativa, precisa ser expressa com a regiao pro, pois esta possui um mecanismo
de enovelamento assistido por pro-sequéncia, o qual esta presente em mdultiplas
proteases. Este mecanismo consiste na impossibilidade da proteina desnovelada
formar sua estrutura tridimensional biologicamente ativa sem a sua regido pro. O
recurso abrange inclusive proteinas maduras desnaturadas in vitro e proteinas
expressas em sistemas artificiais. A ativagdo da protease pode ocorrer ainda que a
pré-sequéncia seja inserida apds uma proteina estar desnovelada, se a ligacdo entre
elas se caracteriza como ndo-covalente. (EDER; FERSHT, 1995; VAN DEN HAZEL;
KIELLAND-BRANDT; WINTHER, 1993). A vista disso, a clonagem da pro-catepsina
se torna necessdria para a sua correta expressao. Apesar de se obter a proteina
expressa tanto na fragcdo sollvel quanto nos corpos de inclusdo, nenhuma das
induc@es resultou em uma proteina ativa ainda que testada em diferentes parametros

e pHs. A catepsina B de T. cruzi dispde de histdrico descrito na literatura da dificuldade
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de ser expressa ativa em sistema heterélogo. Em trabalhos anteriores realizados pelo
grupo, a protease foi expressa em baculovirus, Komagataella phaffii, anteriormente
conhecida como Pichia pastoris e E. coli (NOBREGA, 2001; RESTREPO, 2005).
Todas as expressodes foram feitas com diferentes vetores e estratégias, porém nao
resultaram em uma proteina recombinante ativa. Ainda, a peptidase foi obtida apenas
em corpos de inclusédo e nao foi expressa na sua fragéo soltvel. Um ponto importante
notado nas tentativas anteriores que influenciou a expressao neste trabalho foi a
clonagem do gene codificando a proteina completa ou fusionada a outras proteinas.
A escolha da expressdo em E. coli Rosetta (DE3) pLysS foi devido as mutacdes
presentes na cepa que codificam seis tRNAs raros para a bactéria que propiciam uma
melhora na tradug&o devido aos cédons diferenciados gerados. A insuficiéncia de
tRNAs pode gerar problemas na traducdo como: terminacdo prematura, parada do
processo e incorporacao de aminoacidos errados. A cepa ainda produz a T7 lisozima,
um inibidor natural da T7 RNA polimerase, suprimindo sua expressao basal. Assim,
estabilizando recombinantes no vetor que codificam proteinas que afetam o
crescimento e a viabilidade celular. Dessa forma, esta modificacdo favorece a
expressdo de proteinas heterdlogas (KANE, 1995; NOVY et al., 2001; JOSEPH;
PICHAIMUTHU; SRIMEENAKSHI, 2015). Visto que a expressao na cepa Rosetta
(DE3) pLysS ou outra que tenha capacidade de gerar modificacdes no citoplasma
ainda ndo havia sido testada, a cepa foi a primeira escolha para a expressao
(NOBREGA, 2001; RESTREPO, 2005). Sob pretexto da expresséo heteréloga nas
cepas empregadas ser viavel na fracdo soluvel, a indugcdo em outras cepas, como
Origami B (DE3) e BL21-Al, pode resultar em uma proteina ativa. A cepa Origami B
(DE3) carrega as caracteristicas desejadas das cepas BL21 e Origami com
capacidade de aumentar a formacédo de pontes de dissulfeto no citoplasma, assim
minimizando a reducdo no citoplasma, o que facilita o correto enovelamento de
proteinas( XIONG et al., 2005; BESSETTE et al., 1999). A cepa BL21-Al é capaz de
expressar genes que podem ser toxicos em outras cepas derivadas de BL21, além do
T7 RNA polimerase ser mais estritamente regulado em comparacdo a BL21 (DE3),
apresentando uma expressao basal maior do promotor (INVITROGEN, 2006). Novas
tentativas e ajustes de indug&o na presenca ou néo de aditivos, devem ser realizadas
a fim de esgotar as condi¢des para obten¢édo da enzima ativa que ndo foram possiveis

devido as dificuldades impostas pela pandemia da COVID-19.
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7 CONCLUSAO

Os resultados in silico obtidos neste trabalho possibilitaram uma melhor
compreensao da catepsina B de T. cruzi em relacdo a suas propriedades fisico-
quimicas, estrutura tridimensional, conformacdes e sitio de ligacédo a ligantes. Além
disso, a integracdo de diferentes abordagens computacionais possibilitou a
priorizacdo de compostos potenciais que apresentaram afinidade em relagdo a
CatBTc, interagindo no seu sitio catalitico, além de terem sido preditos como ativos
frente ao T. cruzi, nos modelos de QSAR fenotipico.

Também, foi possivel a obtencéo da proteina expressa e purificada em E. coli na
fracdo soluvel como também nos corpos de inclusdo. O nocaute génico com a
utilizacéo do sistema CRISPR/Cas9 néo foi alcancado nos parasitos sugerindo que a
catepsina B de T. cruzi se caracteriza como um gene essencial ao parasito. No
entanto, novas tentativas devem ser realizadas a fim de ratificar o envolvimento da
catepsina B em processos importantes e seu potencial como futuro alvo de farmacos

para o tratamento da doenca de Chagas.
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8 PERSPECTIVAS

As principais perspectivas deste trabalho séo:

A inducdo da catepsina B de T. cruzi heteréloga em outras cepas de E. coli,
como por exemplo, Origami e BL21-Al, com o fim de avaliar a sua
expressao e atividade;

A obtencdo de uma proteina recombinante ativa (rCatBTc);

Producédo de anticorpo a partir da proteina recombinante (rCatBTc);
Repeticao dos testes de nocaute génico de CRISPR/Cas9 com o objetivo
de se conseguir uma cultura mutante selecionada;

Analises por meio de PCR, Western Blot e/ou imunofluorescéncia dos
alelos deletados e expresséao proteica diferencial do parasito mutante;
Testes in vitro de inibicdo da atividade tanto com o extrato do parasito
guanto com a proteina recombinante com todos 0Ss compostos
promissores;

Identificacdo de compostos inibitorios seletivos da catepsina B de T. cruzi.
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