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No dia 28/11/2022, reuniu-se, por video conferéncia, a Banca Examinadora, designada pelo Colegiado do
Programa de Pds-graduacdo em Imunologia e Parasitologia Aplicadas, assim composta pelo Presidente(a):
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Iniciando os trabalhos o presidente da mesa, Prof. Dr. Claudio Vieira da Silva, apresentou a Comissao
Examinadora, e o candidato, agradeceu a presenca do publico, e concedeu ao Discente a palavra para a
exposicao do seu trabalho. A duracdo da apresentacdo da Discente e o tempo de arguicdo e resposta
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A seguir o senhor(a) presidente concedeu a palavra, pela ordem sucessivamente, aos(as)
examinadores(as), que passaram a arguir o(a) candidato(a). Ultimada a arguicdo, que se desenvolveu
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candidato(a):
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O competente diploma serd expedido apds cumprimento dos demais requisitos, conforme as normas do
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Nada mais havendo a tratar foram encerrados os trabalhos. Foi lavrada a presente ata que apés lida e
achada conforme foi assinada pela Banca Examinadora.
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Figura 9. Resumo gréfico. (A) Ilustracdo do esquema de dele¢do no gene da proteina P21
(GOI P21) pela metodologia de CRISPR/Cas9 pela insercdo de genes de resisténcia
direcionado pelo mecanismo de reparo dirigido por homologia (HDR) para obter parasitas
nocautes para P21 da cepa G, investigando a permanéncia de parasitas mutantes no
processo de diferenciacao de epimastigotas para tripomastigotas. (B) A interrupcao no
gene da proteina P21 foi capaz de promover uma diminui¢do na taxa replicacdo de
epimastigotas e da invasdo celular em TM e TCTs, bem como, um aumento na replicagdo
de amastigotas intracelulares nos tempos de 24 e 48 horas interferindo no processo de
diferenciagdo levando a um aumento da eclosdo dos parasitas TcP21-/- em células
INEECEAAAS. ..ttt et sttt et e sh e e eeas 58


file:///D:/usuario%20atual/Desktop/TESE%20FINAL%20CORRIGIDA%20cvs%20(1)%20(Reparado).docx%23_Toc117614965
file:///D:/usuario%20atual/Desktop/TESE%20FINAL%20CORRIGIDA%20cvs%20(1)%20(Reparado).docx%23_Toc117614965
file:///D:/usuario%20atual/Desktop/TESE%20FINAL%20CORRIGIDA%20cvs%20(1)%20(Reparado).docx%23_Toc117614965
file:///D:/usuario%20atual/Desktop/TESE%20FINAL%20CORRIGIDA%20cvs%20(1)%20(Reparado).docx%23_Toc117614965
file:///D:/usuario%20atual/Desktop/TESE%20FINAL%20CORRIGIDA%20cvs%20(1)%20(Reparado).docx%23_Toc117614965
file:///D:/usuario%20atual/Desktop/TESE%20FINAL%20CORRIGIDA%20cvs%20(1)%20(Reparado).docx%23_Toc117614965
file:///D:/usuario%20atual/Desktop/TESE%20FINAL%20CORRIGIDA%20cvs%20(1)%20(Reparado).docx%23_Toc117614965
file:///D:/usuario%20atual/Desktop/TESE%20FINAL%20CORRIGIDA%20cvs%20(1)%20(Reparado).docx%23_Toc117614965
file:///D:/usuario%20atual/Desktop/TESE%20FINAL%20CORRIGIDA%20cvs%20(1)%20(Reparado).docx%23_Toc117614965
file:///D:/usuario%20atual/Desktop/TESE%20FINAL%20CORRIGIDA%20cvs%20(1)%20(Reparado).docx%23_Toc117614965

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Esquema de primers utilizados para gerar clones nocautes no gene da proteina
P21 por CRISPR/Cas9 em 7. cruzi da cepa G, e confirmacio de clones TcP21” por RT-



1

SUMARIO

INTROUCAO/ JUSTIFICATIVA ...coovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 17
1.1 Doenga de Chagas.........ccoeieiiieeiiieeciieeeieeeeieeeree et ireesivee e e eereeensaeeenes 17
1.2 Trypanosoma cruzi € Invasao Celular...........c.ccooeveeeviieiniiiiiniiie e 22

1.3  Moléculas da célula hospedeira e do parasita envolvidos na invasao celular.. 26

1.4  Proteina P21 de TrypanoSoma Cruzi. ...........ceeeeueeeecueeeecuieeniiieeniieeeieeseveeenens 29
1.5  CRISPR/Cas9, Trypanosoma cruzi € P21.........cccoveevuveeeiieiiiieeiiee e, 32

OBIETIVOS ..ttt ettt sttt et ene et e ntesntesseeseeneeeneeneas 35
2.1 ODbBJEtIVO ZOTAL...oiiiiiiieiieciee et et e e eraeeen 35
2.2 ODbjJetiVOs ESPECITICOS ..uvieeiiieeiiieeiieecte ettt ete e etee e e e e e esereeeraeeenaee e 35

MATERIAIS E METODOS .....cooooiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 37
3.1 Cultura de celulas.......c.coovieiiiiiniiiiinieeee s 37
3.2 Geragdo de parasitas nocautes no gene da proteina P21..........cccoecveniennnnen. 38
3.3 Transfecqao CelULAr .........ooovviiiiiiiiieeeeee e 41
3.3 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA por RT-PCR.........ccccvviiiiniinnnnen. 41
3.4  Andlise de imunofluorescéncia da expressdo de P21. .......cccceevieviieniininennen. 42
3.6  Cultivo de formas tripomastigotas de cultura de tecido (TCTS).......ccccuee.ee. 42

3.7 Ensaio de invasao celular com tripomastigotas metaciclicos (TM) e coloragdo com
GIEIMISA. ..ttt ettt ettt et e bt et e s et et e e bt e et e eb e enteeaeesaeenbeenteeaeenees 42

3.8 Ensaio de invasdo celular com tripomastigotas de cultura de tecido (TCTs) e

COlOraga0 COM GICMISA. .....vveeeviieeiiie ettt e et e eteeeeteeeeteeeeteeeereeeeareeeeaseeeeaseeeeaseeeneeeans 43
3.9 Ensaio de replicagdo celular e coloracdo com Giemsa. ..........cccceeeveereeennnennen. 44
3.10 EnNSaio de €ClOSA0....ccuiiiiiiieeiiieeiie ettt eetee ettt et es 44

3.11 Normas de BiOSSEZUIANGCA.......cccuiiiriieeeiieeeiieeeiieeereeerreeeireeeereeeereesnneesnnnees 45



3,12 ANAISE ESTALISTICA vevvvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseneeesesesesenenesnnennnnnnnes 45

4 RESULTADOS ... s 46

4.3 Analise por imunofluorescéncia da presenga da proteina P21 nos nocautes TcP217"-

ettt e et e et es et et e et ee et e eet et et s e e et et e et et e e et e s e s e s e e et e et es e e er e resererereeeesenen 47
5 DISCUSSAO ..o et ee e et e e e e e s e s e e et e s e e e ees e s e ees e s eereseeseseanssen 59
6 CONCLUSAOD oo e et e e e e r e e e s e e e e e e s e e e e es e s eareseeseseanesn 65

7 REFERENCIAS ..o e, 66



RESUMO

O protozoario Trypanosoma cruzi € o agente etiologico da Doenca de Chagas. O processo
de invasdo e multiplica¢do intracelular envolve diferentes moléculas do parasita e da
célula hospedeira para perpetuar seu ciclo de vida dentro do hospedeiro mamifero. A P21
¢ uma proteina secretada por 7. cruzi e estd envolvida na invasdo de células hospedeiras
do parasita e na multiplicacdo intracelular. Estudos anteriores demonstram que o
tratamento da célula hospedeira com a forma recombinante de P21 (rP21) durante a
invasdo celular aumenta a internalizagdo do parasita. Além disso, quando o tratamento ¢é
realizado em diferentes momentos de multiplicacdo intracelular do parasita, observamos
uma regulacdo negativa da taxa de multiplicagdo. Corroborando com estes dados,
parasitas TcP217da cepa Y apresentaram maior taxa de multiplicagio em relagio aos
controles. Para compreender se o mesmo ocorre com outra cepa, menos virulenta,
geramos parasitas nocautes da linhagem G para a expressdo de P21 usando o sistema
CRISPR/Cas9 e avaliamos a capacidade de invadir a célula hospedeira, multiplicar-se
intracelularmente e eclodir para o sobrenadante. Nossos resultados mostraram que os
parasitas TcP217~ tiveram menor capacidade de invadir a célula hospedeira em
comparagdo com os controles (WT e Cas9). Ademais, observamos que os parasitas
TcP217- se multiplicaram mais durante as primeiras 24 e 48 horas pos-infec¢ido e
liberaram maior numero de formas tripomastigotas e amastigotas para o sobrenadante da
célula hospedeira ao longo de um ensaio de cinética de eclosdo. Em conjunto, nossos
resultados corroboraram com os dados obtidos anteriormente, nos quais a P21 tem um
papel relevante na invasdo de células hospedeiras pelo parasita e na multiplicacao
intracelular. Além disso, observamos, pela primeira vez, que a falta de expressao de P21

aumenta a saida do parasita da célula hospedeira.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, Doenga de Chagas, interagdo parasita-hospedeiro,

CRISPR/Cas9, edi¢do gendmica, proteina P21



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi protozoan is the etiologic agent of Chagas disease. The process of
intracellular invasion and multiplication involves different molecules from the parasite
and the host cell to perpetuate its life cycle within the mammalian host. P21 is a protein
secreted by 7. cruzi and is involved in parasite host cell invasion and intracellular
multiplication. Previous studies demonstrate that treatment of the host cell with the
recombinant form of P21 (rP21) during cell invasion increases parasite internalization.
Furthermore, when the treatment is performed at different times of intracellular
multiplication of the parasite, we observed a negative regulation of the multiplication rate.
Corroborating these data, TcP21-/- parasites of the Y strain showed a higher
multiplication rate compared to controls. To understand whether the same occurs with
another, less virulent strain, we generated knockout parasites of the G lineage for P21
expression using the CRISPR/Cas9 system and evaluated the ability to invade the host
cell, multiply intracellularly and hatch into the supernatant. Our results showed that
TcP21 -/- parasites had a lower ability to invade the host cell compared to controls (WT
and Cas9). Furthermore, we observed that the TcP21 -/- parasites multiplied more during
the first 24- and 48-hours post-infection and released a greater number of trypomastigote
and amastigote forms into the host cell supernatant during a hatch kinetics assay. Taken
together, our results corroborate the data obtained previously, in which P21 plays a
relevant role in the invasion of host cells by the parasite and in intracellular multiplication.
Furthermore, we observed for the first time that the lack of P21 expression increases the

parasite egress from the host cell.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Parasite-host interaction; cell invasion; intracelular
multiplication; CRISPR/Cas9, TcP217~, P21 protein.



1 INTROUCAO/ JUSTIFICATIVA

1.1 Doenga de Chagas

A Doenga de Chagas (DC) também considerada tripanossomiase Americana afeta
atualmente cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas ao redor do mundo, que estdo infectadas com o
seu agente etiologico Trypanosoma cruzi (T. cruzi). A DC ¢ uma doenga endémica em paises
da América Latina e ¢ considerada uma doencga tropical negligenciada e debilitante (WHO,
2022), devido as complicagdes que se estabelecem durante a fase cronica da doenga, que podem
levar a complica¢des cardiacas, que ocorrem anos apds os primeiros sintomas da fase aguda.
(GUARNER, 2019). Relata-se que existam atualmente 75 milhdes de pessoas sob risco de
contaminagdo. Contudo, estima-se ainda que aproximadamente cerca de 12.000 pessoas
morrem todos os anos devido as complicagdes da DC. Cerca de 1 a cada 10 pacientes ¢
diagnosticado com a doenca, o que provoca aos paises endémicos encargos sociais €
econdmicos relevantes, o que leva a DC a ser considerada um problema de satide publica.

(CHAGAS DISEASE - WORLD HEART FEDERATION, 2022).

T. cruzi pertencente a ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae, ¢ um
protozoario unicelular flagelado e estd entre os mais bem-sucedidos parasitas intracelulares;
tem como caracteristica um ciclo de vida complexo que envolve hospedeiros invertebrados e
vertebrados, desenvolvendo diferentes formas evolutivas: amastigotas, epimastigotas e
tripomastigotas de acordo com a fase do ciclo no hospedeiro e no inseto vetor (HORTA et al.,

2020; WALKER et al., 2013; ZUMA; DOS SANTOS BARRIAS; DE SOUZA, 2021).

T. cruzi pode ser transmitido por varias vias; via classica vetorial, transmissao oral,
transfusdo de sangue, transmissdo vertical e acidentes laboratoriais (CATALA; GORLA;
BASOMBRIO, 1992; MARTINS-MELO et al., 2014; SAMPAIO et al., 2020; SILVEIRA;
DIAS, 2011). A via classica ocorre por meio de trés principais insetos vetores: Triatoma
infestans, Rhodnius prolixus e Triatoma dimediata popularmente chamados de “Barbeiro”
(CATALA; GORLA; BASOMBRIO, 1992; SAMPAIO et al., 2020). Por isso, controles
epidemioldgicos governamentais t€m sido realizados frente a erradicacdo da transmissdo da
DC, e um dos esforgos significativos foi a eliminagdo do inseto vetor Triatoma infestans no
Brasil (SCHOFIELD, 1992). Apesar da eliminagdo dessa espécie de vetor, o nicho ecologico

deixado por ele pode ser preenchido por outras espécies em processo de domiciliagdo como o
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Panstrogylus megistus (DIAS et al., 2020). Nesse sentido, ¢ importante ressaltar que 7. cruzi
pode infectar vérias espécies de triatomineos e possui varios reservatorios animais (SILVEIRA;

DIAS, 2011).

A DC tem sido considerada uma patologia reemergente em potencial devido a
globalizacdo e migragao de pessoas infectadas assintomaticas ao redor do mundo. Essa intensa
migracdo humana tem provocado o surgimento da DC em paises onde a doeng¢a ndo ¢ endémica.
Nesses casos, a doenca pode ser transmitida por transfusdo sanguinea, transplante de 6rgaos e
de forma vertical. Com isso, surge um problema epidemiologico e econdmico mundial pela
migracao de individuos cronicamente infectados por 7. cruzi dos paises endémicos para os nao
endémicos, principalmente Estados Unidos (EUA), Canada, Espanha, Franga, Suica, Italia,
Japdo, paises emergentes da Asia e Australia. Estima-se que nos EUA 300.000 individuos
estejam infectados por 7. cruzi, sendo que 30.000 a 45.000 tiveram manifestagdes clinicas.
Devido a globalizagao tornou-se obrigatdrio a triagem da doenga nos doadores de sangue e de
orgaos nesses paises (ANGHEBEN et al., 2015; ASSAL; CORBI, 2011; MANGANO et al.,
2021; NORMAN; LOPEZ-VELEZ, 2019).

Outro aspecto relevante da transmissdo da DC nos tempos atuais esta relacionado a
transmissao oral por meio da ingestdo de alimentos como agai e caldo de cana contaminados
com a forma infectiva do parasita (LABELLO BARBOSA et al., 2019; PEREIRA et al., 2010;
SAMPAIO et al., 2020). E cada vez mais frequente a ocorréncia de relatos de surtos agudos da
DC o que tem tomado a atengdo de algumas autoridades por considerarem a doenga como
reemergente na Amazodnia. Contudo, os dados relatados pela investigagdo epidemioldgica
demostram uma transmissdo ndo vetorial, resultado da ingestdo de sucos de frutas locais. A
suspeita de infeccdo por 7. cruzi pela ingestdo de agai, fruto da espécie Euterpe oleracea,
amplamente consumido in natura como bebida, e também preparados em receitas tipicas locais,
tem sido um importante fator de exposi¢do comum entre a populacdo local em regides da
Amazonia (SANTANA et al., 2019). Apo6s relatos de uma crise febril aguda 10 pacientes foram
submetidos ao diagnostico e 8 testaram positivo para 7. cruzi, uma amostra da mesma origem
do suco consumido por todos os pacientes foi coletada por agentes de satde publica e
armazenada a -20 °C e encaminhada para um laboratorio de referéncia em Manaus, logo apds
24h de incubacao foi relatado a presenca de formas moveis flageladas na camada intermedidria

de gordura do suco de acai (LABELLO BARBOSA etal., 2019; SANTANA et al., 2019). Esses
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dados demonstram a infestagdo de triatomineos em palmeiras na Amazoénia o que resulta no
aumento da transmissao oral do 7. cruzi pelo consumo de alimentos contaminados (DIAS et al.,

2014; LABELLO BARBOSA et al., 2019).

A DC caracteriza-se por apresentar duas fases distintas, aguda e a cronica
(CHADALAWADA et al., 2020). Logo apo6s a infeccao por 7. cruzi a fase aguda se estabelece,
sendo caracterizada por febre, mal-estar, esplenomegalia, hepatomegalia e parasitemia elevada,
devido a presenca de muitos tripomastigotas no sangue dos pacientes; essa fase possui duragao
varidvel tanto na infec¢do humana quanto na experimental, de seis a oito semanas em média
(SANTOS et al., 2020; SCHIJIMAN, 2018; ZAIDEL et al., 2020). A fase cronica da doenga
tem inicio logo apos a fase aguda, e ¢ classificada em diferentes formas. Forma indeterminada
que tem uma caracteristica assintomatica, que se da pela persisténcia do parasita sem
desenvolver manifestagdes especificas; forma cardiaca que pode ocorrer entre 20 e 40% dos
casos levando a quadros de cardiomiopatia chagéasica cronica e forma digestiva caracterizada
pelo comprometimento do trato digestorio com a formagdo de megacdlon e megaesdfago.
(ROCHA et al., 2020). Os pacientes comprometidos com as formas cardiaca, digestiva ou
associada (cardiodigestiva) podem desenvolver quadros clinicos variados, desde brandos a
muito graves, € 0s parasitos sdo raros no sangue, mas estdo presentes no interior das células
(ECHAVARRIA et al., 2021). O desenvolvimento da fase cronica pode levar a complicagdes
cardiacas e digestivas que necessitam de tratamentos longos e procedimentos cirurgicos,
aumentando os custos com a doenca; nesta fase, pode-se desenvolver a cardiomiopatia
chagasica cronica (CCC), a qual se estabelece apresentando lesdes cardiacas em pessoas
economicamente ativas em paises endémicos e ndo endémicos, o que acaba por determinar uma
condi¢do de morbidade, e muitas vezes uma taxa de mortalidade precoce da populagao,
resultando em perdas econdmicas e pessoais importantes (CHADALAWADA et al., 2020;
ECHAVARRIA et al., 2021; GUARNER, 2019; NORMAN; LOPEZ-VELEZ, 2019). Muitos
sdo os esforgos para controlar a doenca: conhecer melhor a biologia de 7. cruzi e sua interagao
com o ser humano, a patogenia e fisiopatologia das complicagdes na fase cronica (ANDRADE
et al., 1978; SCHIJMAN, 2018). Assim como, tratar de forma mais adequada e efetivamente as
manifestagdes cardiacas e digestivas tardias; embora também seja necessario adotar iniciativas
que possibilitem o adequado manejo das condigdes sociais € médicas resultantes da migragao
de individuos infectados para paises onde a doenga ndo existia (ANDRADE; GOLLOB;
DUTRA, 2014; ANGHEBEN et al., 2015; NORMAN; LOPEZ-VELEZ, 2019).
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Alguns estudos apontam que a prevaléncia de quadros clinicos da DC apresentam
variagoes territoriais. Como por exemplo, algumas patologias cardiacas e digestivas associadas
a infeccdo por 7. cruzi que sdo predominantes no Chile e no Brasil Central e ndo sao tdo comuns
no restante da América do Sul (WHO, 2022). J4 outros estudos demostram que a infec¢do por
T. cruzi na Amazonia geralmente sdo mais leves e consequentemente levam a DC para a fase
indeterminada. Essas diferencas geograficas na infec¢do por 7. cruzi pode resultar em quadros
clinicos diferentes, e acredita-se estar associadas a aspectos genéticos e imunologicos da
populacdo local de cada regido. Muito embora, essas variacdes também podem estar
relacionadas principalmente pelas diferencas genéticas do proprio parasita (COURA, 1988;

COURA et al., 2002; NUNES et al., 2013).

Quando diferentes cepas de 7. cruzi foram isoladas e comparadas entre elas, foi possivel
notar que havia perfis genéticos e proteicos polimoérficos, o que indicou pelo menos trés ou
mais subdivisdes da populacao do parasita, onde uma era composta principalmente por cepas
hibridas; essa diversidade genética € reunida em sete unidades de tipagem discreta (DTUs), Tcl-
TcVIe Tebat (, (FERREIRA; BRIONES, 2012; RIBEIRO et al., 2018; ZINGALES, 2018a). O
que ¢ importante ressaltar que essas cepas diferentes ocupam territorios destintos, o que
caracteriza um ciclo silvestre e um ciclo biologico da DC, bem como podem vir a infectar
hospedeiros silvestres distintos, o que pode levar a uma infec¢do com cepas 7. cruzi I que induz
baixa parasitemia e com um quadro clinico assintomatico; enquanto a infecgao por 7. cruzi 11
pode ocorrer uma parasitemia alta e quadros clinicos cardiaco e gastrointestinais (BERTOLI et
al., 2006; FERREIRA; BRIONES, 2012; LISBOA et al., 2006; RIBEIRO et al., 2018;
ZINGALES, 2018a).

As complicagdes na fase cronica da DC apontam evidéncias de ordem experimental e
clinicas, firmadas recentemente, sobre a fisiopatologia da CCC que apresenta: alteragdes
inflamatorias degenerativas e fibrdticas, disfungdo sinusal, bloqueios atrioventriculares e
intraventriculares, arritmias ventriculares por reentrada, discinergias ou aneurismas
ventriculares, predisposi¢do a complicagdes tromboembolicas, além do progressivo dano ao
miocardio, e insuficiéncia cardiaca de padrdo cardiomiopatico dilatado e biventricular
(ANGHEBEN et al., 2015; ECHAVARRIA et al., 2021; NORMAN; LOPEZ-VELEZ, 2019;
PINO-MARIN et al., 2021).  Atualmente, surge o consenso de que a esséncia da patogenia
da CCC resida na inflamacdo diretamente dependente da persisténcia parasitaria e da

consequente resposta imunopatoldgica adversa; sendo assim, resgata-se a no¢ao de que, mesmo
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em sua fase cronica, a cardiopatia seja essencialmente um processo inflamatorio infeccioso que
ocorre pela relagdo de antigenos de 7. cruzi e o sistema imunologico do hospedeiro

(FLORENTINO et al., 2021; PAIVA et al., 2012; WEN; VYATKINA; GARG, 2004).

A infec¢do por T. cruzi em humanos é considerada uma patologia pouco tratada,
algumas vezes considerada equivocadamente de etiologia autoimune e ndo de persisténcia
parasitaria (TARLETON, 2003). Portanto, o maior objetivo no tratamento da DC ¢ erradicar o
parasita dos individuos infectados, proporcionando aos pacientes uma menor probabilidade de
desenvolver a forma sintomatica e suas complicagdes, além de dificultar a transmissdo do

parasita (CHAGAS DISEASE - WORLD HEART FEDERATION, 2022).

Atualmente existe dois farmacos disponiveis para o tratamento da DC que sdo;
Benzonidazol (BZN) e Nifurtimox (NFX), seu tratamento requer uma administragdao
prolongada entre (60-90 dias) e sdo considerados eficazes somente durante o curso da fase
aguda da doenca (KRATZ, 2019). Nos pacientes tratados com o BZN seu efeito ¢
tripanossomicida, € sua agao € reduzir drasticamente a parasitemia na fase aguda, muito embora,
em alguns casos, os parasitas possam resistir ao tratamento e os pacientes possam vir a testar
positivo para a infec¢do em uma nova testagem por PCR. Com isso, a detec¢cdo de um marcador
de soro-conversao pode ocorrer anos e/ou décadas apos o inicio do tratamento, o que dificulta
a conclusdo de “CURA” na populagdo infectada (CHATELAIN, 2016; MAZZETI et al., 2021;
VILLALTA; RACHAKONDA, 2019). Existe um debate entre a populagdao académica sobre a
eficacia do BZN nos pacientes infectados que cursam a fase cronica indeterminada e o seu
poder de impedir que pacientes evoluam para o desenvolvimento de cardiopatias e/ou as
patologias gastrointestinais (CHATELAIN, 2016; MAZZETI et al., 2021; MORILLO et al.,
2017). No entanto, ha evidéncias de alguns estudos que comprovam a reducao da morbidade e
mortalidade em pacientes tratados com BZN e NFX na fase cronica. Portanto, a OMS
recomenda que o tratamento seja oferecido tanto a pacientes que sejam diagnosticados na fase

aguda, quanto a paciente cronicamente infectado (OPAS/OMS, 2022).

O BNZ ¢ o medicamento mais utilizado no tratamento da DC e o NFX ndo tem seu uso
disponivel para a comercializa¢do no Brasil. Embora o BZN seja o tinico medicamento para o
tratamento da DC, sua eficicia pode apresentar-se inadequada, com seus efeitos colaterais
bastante intensos como: anorexia, dor abdominal, nduseas e vomitos (MORILLO et al., 2017;

OPAS/OMS 2022; THAKARE; DASGUPTA; CHOPRA, 2021). Os medicamentos atuais para
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a DC apresentam muitas limitagcdes que podem comprometer relevantemente seu uso. Desde a
oferta que ¢ insuficiente até seus efeitos colaterais que os tornam contraindicados durante a
gravidez, pelos seus efeitos genotoxicos, sua administracdo durante o tratamento produz
inimeros efeitos adversos, cutineos (BZN) e gastrointestinais (NFX) o que pode levar a
interrupcao do tratamento (MAZZETI et al., 2021; MORILLO et al., 2017; VILLALTA;
RACHAKONDA, 2019).

Os esfor¢os da comunidade cientifica devem estar voltados na tentativa de entender a
biologia de 7. cruzi e no desenvolvimento de drogas que sejam toxicas para o parasita, ja que
as terapias atuais apesar de relevantes, sao insuficientes nas situagcdes em que ndo se consegue
a eliminagdo total do parasita. A auséncia da cura parasitoldgica permite que muitos pacientes
chagasicos cronicos ao longo da vida, eventualmente, possam vir a desenvolver complicagdes
cardiacas e gastrointestinais (CHADALAWADA et al., 2020). Alguns estudos demostram que
o0s parasitas podem persistir no hospedeiro na fase cronica apds o tratamento com BZN, sem ter
nenhuma relacdo com resisténcia ao medicamento (BUSTAMANTE et al., 2020; SANCHEZ-
VALDEZ et al., 2018). Assim, surge um entendimento que esses parasitas possam se esconder
em um estado de dorméncia no hospedeiro, com a capacidade de regular seus antigenos,
modular as respostas imunologicas e se esquivar de drogas toxicas sobrevivendo no hospedeiro
para poder se replicar em um outro momento. (BUSTAMANTE et al., 2020; MAZZETI et al.,
2021; PANDEY et al., 2021; SANCHEZ-VALDEZ et al., 2018).

1.2 Trypanossoma cruzi e Invasdo Celular

Poucos protozoarios comparam-se ao 7. cruzi em termos de viruléncia e capacidade de
infectar varios tipos de células nucleadas (HORTA et al., 2020). A invasao das células de
mamiferos por 7. cruzi mobiliza diversas estruturas celulares como: receptores de membrana,
citoesqueleto de actina e lisossomos; 0 parasita usa essas estruturas da célula hospedeira durante
o processo de infec¢ao, ativando mecanismos celulares distintos e causando diferentes sintomas
no hospedeiro, os quais caracterizam a DC (HORTA et al., 2020; MORETTI; MORTARA;
SCHENKMAN, 2020; WALKER et al., 2013). O ciclo de vida do parasita apresentado na
(Figura 1) tem trés formas de desenvolvimento distintas: tripomastigotas, amastigotas e

epimastigotas; cada estagio apresenta alteracdes morfologicas e genéticas que permitem ao
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parasita se adaptar a diversos microambientes no hospedeiro invertebrado e vertebrados.

(HORTA et al., 2020; MORETTI; MORTARA; SCHENKMAN, 2020).

O ciclo de vida exemplificado na figura considera a transmissdo vetorial classica que
se dé a partir do repasto sanguineo por um inseto hematofago triatomineo da familia Reduviidae
(Figura 1); o repasto ¢ realizado em mamiferos, incluindo o homem e outros animais, enquanto
o inseto se alimenta de sangue do hospedeiro elimina fezes e urina pelo sistema excretor,
liberando formas tripomastigotas metaciclicas infectantes (MORETTI; MORTARA;
SCHENKMAN, 2020; ZUMA; DOS SANTOS BARRIAS; DE SOUZA, 2021). As formas
tripomastigotas metaciclicos penetra no hospedeiro por meio do local da picada, ou escoriagdes
na pele, atingindo a corrente sanguinea. Uma vez em seu novo hospedeiro invade varias células
nucleadas, permanecendo temporariamente em um vacuolo parasitéforo intracelular, onde se
diferencia em amastigotas que sao formas infectivas e replicativas, apresentam morfologia
arredondada e sem flagelo externo; como consequéncia, por ser uma forma evolutiva infectiva
e replicativa do parasita, apés o rompimento do vactolo, multiplicam-se intensamente no
citoplasma por divisdo binaria (HORTA et al., 2020; PATINO; RAMIREZ, 2017; ZUMA; DOS
SANTOS BARRIAS; DE SOUZA, 2021). Apés a divisdo no citoplasma da célula, as
amastigotas se diferenciam em tripomastigotas, rompem a membrana da célula hospedeira, vao
para orgaos e tecidos distantes pela corrente sanguinea, podendo em seguida, reiniciar um novo
ciclo celular. A partir dai podem ser reconhecidos e destruidos por mecanismos imunoldgicos
do hospedeiro ou serem ingeridos por um novo inseto triatominio durante o repasto sanguineo
(HORTA etal.,2020; WALKER et al., 2013; ZUMA; DOS SANTOS BARRIAS; DE SOUZA,
2020). Apods serem ingeridos pelo triatominio, diferenciam-se em epimastigotas no estdmago
do vetor, estas sao formas ndo infectivas, porém se replicam intensamente no intestino médio
do vetor, para em seguida se diferenciarem em tripomastigotas metaciclicos, devido a um
estresse nutricional que sdo submetidos na por¢ao mais distal do intestino, podendo reiniciar o
ciclo no proximo repasto sanguineo (MORETTI; MORTARA; SCHENKMAN, 2020; ZUMA;
DOS SANTOS BARRIAS; DE SOUZA, 2020). 7. cruzi tem a capacidade de invadir e replicar
no interior de muitas células nucleadas, mas pode exibir um tropismo especial por células
musculares lisas e, principalmente cardiomidcitos do hospedeiro vertebrado (LIU; ULRICH

VONBARGEN; MCCALL, 2021).
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Figura 1. Formas de desenvolvimento de T. cruzi, Ciclo de vida no hospedeiro invertebrado e vertebrado, esquema de
mecanismo de transmissdo vetorial. Fonte adaptada: Trends in Prasitol, Cell Press, 2020 April; 36(4):404-405. DOI:
10.1016/4.pt.2019.10.002.

Muitos eventos se estabelecem no processo de interagdo patogeno-hospedeiro, um dos
eventos iniciais se da pela invasao celular que pode ser divido trés etapas distintas que sao;
adesdo, sinalizagao e interiorizagdo (LOCH et al., 2021; MAEDA et al., 2012; YOSHIDA;
CORTEZ, 2008). No processo de adesdo celular a forma evolutiva tripomastigota ao se fixar
na célula hospedeira desencadeia um processo ativo de invasdo com gasto de energia, bem
como seu processo de invasao pode ser parcialmente dependente da readequagdao dos
microfilamentos de actina. Alguns estudos demostram que células pré-tratadas com drogas que
rompem os filamentos de actina como; citocalasina D, latrunculina B e jasplaquinolida podem
inibir a invasao de triposmastigotas metaciclicos (MT) e triposmastigotas de cultura de tecido
(TCT) (BONIFACIO et al., 2022). Por outro lado, as formas amastigotas extracelulares (AE),
durante o processo de reinfeccdo celular (Fig.1), ao se fixarem na célula hospedeira, ativam um
processo de sinalizagdo de maneira dependente dos microfilamentos de actina para completar

o processo de interiorizagio (BONFIM-MELO et al., 2015, 2018; BONIFACIO et al., 2022).
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Durante o processo de invasdo celular por 7. cruzi ha a necessidade da interagdo
parasita-hospedeiro, onde tripomastigotas infectantes acionam vias de sinalizagdo que resultam
na formagao de vactiolo parasitoforo a partir do recrutamento e fusao de lisossomos @ membrana
plasmatica da célula hospedeira no sitio de invasdo pelo parasita. (ANDRADE; ANDREWS,
2004; BONIFACIO et al., 2022; CARADONNA; BURLEIGH, 2011). Alguns estudos
demostram que para o sucesso da internalizagdo e permanéncia dos parasitas na célula
hospedeira ocorrer deve haver a polimerizagao do citoesqueleto de actina, juntamente com a
fusdo dos lisossomos que garantem a formacdo do vactiolo parasitéforo. Acredita-se que por
cerca de 2 h ap6s a infeccdo, TCTs rompem esse vactolo pela acdo de uma hemolisina ativa
em pH 4cido e ficam livres no citoplasma, onde se diferenciam em amastigotas intracelulares e
se multiplicam (ANDRADE; ANDREWS, 2004; BARRIAS; DE CARVALHO; DE SOUZA,
2013; COUTO et al., 2017).

Durante a invasao das células por 7. cruzi em um processo caracteristico de células
fagociticas e ndo fagociticas, que ¢ a formagao de protusdes ricas em filamentos de actina ao
redor do parasita, esse fenomeno pode ocorrer tanto em tripomastigotas metaciclicos, e
amastigotas extracelulares que podem levar a agregados de filamentos de actina no sitio de
adesdo e internalizagdo, esse processo resulta na formagao de um “célice” cercando o parasita
que culmina na invasdo celular (ANDRADE; ANDREWS, 2004; BARRIAS; DE
CARVALHO; DE SOUZA, 2013; BONIFACIO et al., 2022; CARADONNA; BURLEIGH,
2011; FERNANDES; ANDREWS, 2012; HORTA et al., 2020).

Durante a invasdo celular a liberacdo de célcio intracelular na célula hospedeira e
elevacdes transitorias e repetitivas das concentragdes de calcio intracelular Ca >* induzidas por
T. cruzi desempenham um papel importante no recrutamento e fusdo de lisossomos. Nesse
contexto, um estudo anterior demostrou que a invasao celular por tripomastigotas ¢ impedida
quando a proteina da membrana mitocondrial interna chamada proteina transmembranar 1
(Letm1) envolvida na homeostase de Ca 2" ¢ K * em células de mamiferos tem sua expressio
reduzida por knockdown (DOS SANTOS et al., 2021). Além disso, outro estudo traz evidéncias
de que TcIP3 R, um canal importante de liberacdo de célcio controlado por IP3 que regula a
desfosforilagdo de piruvato desidrogenase, consumo de Oz mitocondrial e prevencdo de
autofagia em 7. cruzi, quando depletado por CrispR/Cas9 resulta: a) na redug¢do na taxa de
consumo de O 2 e na atividade da citrato sintase; b) na diminui¢do do transporte mitocondrial

de Ca " sem afetar o potencial de membrana; ¢) no aumento da producdo de amdnia e relacio
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AMP/ATP; d) na estimulagdo da formagdo de autofagossomos, ¢) em defeitos marcantes no
crescimento de formas de cultura (epimastigotas), f) na reducdo da invasdo de células

hospedeiras por tripomastigotas (CHIURILLO et al., 2020; DOS SANTOS et al., 2021).

No intestino médio do triatomineo, ambiente no qual 7. cruzi se encontra apos o repasto
sanguineo, apresenta grandes quantidades de hemoglobina que sdo degradadas, resultando na
liberacao do grupo heme, uma molecula bem descrita na literatura que pode aumentar a
formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (LARA et al., 2007; RYTER; TYRRELL,
2000). Assim, o intestino médio do vetor pode ser caracterizado com um microambiente
oxidativo, mas nutritivo, que vai favorecer a intensa proliferacdo de formas epimastigotas, e
posteriormente, no compartimento final do trato intestinal do vetor a diferenciacdo de
epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos (pela metaciclogénese), um processo natural e
obrigatorio para a continuidade do ciclo de vida de 7. cruzi (KOLLIEN; SCHAUB, 1997). Por
ser um microrganismo intracelular, T. cruzi desenvolveu a habilidade de resistir a explosao
oxidativa, devido as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que sdo ativadas pelo sistema
imunologico do hospedeiro. Com isso, o parasita desenvolveu mecanismos de lidar com essas
interacdes oxidativas e usa-las para seu proprio beneficio que ocorre durante as interagdes
parasita-célula, sendo assim, de forma eficiente, ele usa ROS para crescer e proliferar

(MALDONADO et al., 2020).

1.3 Moléculas da célula hospedeira e do parasita envolvidos na invasao celular

T. cruzi apresenta um ciclo de vida complexo incluindo duas formas tripomastigotas
diferentes que sdo: tripomastigotas metaciclicos e tripomastigotas sanguineos. Estas formas
tripomastigotas apresentam caracteristicas morfologicas diferentes e sdo bioquimicamente e
antigenicamente distintas; e que para invadir a célula hospedeira utilizam mecanismos e
conjunto de moléculas de superficie e/ou secretadas diferentes. No momento da infeccdo, as
formas infectivas de 7. cruzi enfrentam a necessidade de transpor a matriz extracelular (MEC)
e infectar as células do hospedeiro, durante esse percurso moléculas sinalizadoras sao
secretadas, e desempenham um papel importante na relacdo parasita e célula hospedeira. O
parasita navega na MEC que ¢ composta por uma rede tridimensional de macromoléculas nao

celulares altamente complexa, que tem a funcao de regular diferentes atividades celulares como;
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crescimento, diferenciagdo ou sobrevivéncia. E composta por elementos estruturais importantes

como; colagenos, proteoglicanos e glicoproteinas (NABA et al., 2016).

Por outro lado as proteinas de 7. cruzi envolvidas na invasao celular sdo, principalmente,
as proteinas da familia Trans-sialidase (TS) (Gp85, Gp82 e TSA-1), Gp35/50, Gp8&3, penetrina,
cruzipaina, oligopeptidase B, Tc80 e TcCalreticulina que participam da infectividade e a
expressao dessas proteinas podem ser variaveis em diferentes estagios das formas evolutivas
do parasita e entre as diferentes cepas (EAKIN et al., 1992; EUGENIA GIORGI; DE
LEDERKREMER, 2011; HERREROS-CABELLO et al., 2019; MAGDESIAN et al., 2007;
MATTOS et al., 2014; RAMIREZ et al., 2011; SAN FRANCISCO et al., 2017).

Durante o momento inicial de invasdo ao hospedeiro as formas triposmastigotas
metaciclicas promovem um processo de adesao a elementos distintos da MEC na pele, que ¢ a
uma barreira fisica importante imposta ao parasita, sendo assim, ele consegue secretar proteinas
de superficie como as da familia gp85/ transialidase (descrita em TCTs) que tem um papel
facilitador ao parasita para que ele consiga transpor a MEC e chegar até as células (MATTOS
et al., 2014). O parasita durante esse processo estabelece uma relagao importante com as fibras
de coldgeno, fibronectina, laminina, trombospondina, sulfato de heparan e galectina-3 para que
entrada com sucesso do parasita no hospedeiro (DA SILVA et al., 2017; OLIVEIRA et al.,
2008; OUAISSI et al., 1986; PINEDA et al., 2015; VELGE et al., 1988).

Muitas moléculas como a glicoproteina Gp85 sdo membros das superfamilias Gp85/ Trans-
sialidase e sdo capazes de ativar multiplas vias de sinaliza¢do que estdo associadas a invasdo de
células de mamiferos pelo parasita. Nesse contexto, ha estudos que demonstram mais de 700
genes da familia Gp85/trans-sialidase no genoma do parasita e acredita-se que proteinas
codificadas por esta familia participam no processo de adesao e invasao da célula hospedeira
além de interagir com estruturas da MEC (MAGDESIAN et al., 2007; MATTOS et al., 2014).
Cruzipaina que ¢ uma cisteina peptidase que estad envolvida na evasdo do sistema imune do
hospedeiro, bem como na invasdo da célula e no desenvolvimento intracelular (MAGDESIAN
et al., 2007; MATTOS et al., 2014; SAN FRANCISCO et al., 2017). Essas proteinas sao
isoformas expressas como zimogénios que sofrem matura¢dao apos a remoc¢ao proteolitica do
dominio N-terminal e sdo expressas ao longo do ciclo de vida do parasita e vao se acumulando
em organelas 4cidas semelhantes a lisossomos chamados de reservossomos (ANA PAULA et

al., 1994; CAMPETELLA et al., 1992; EAKIN et al., 1992).
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Duas outras proteinas de membrana do parasita podem desempenhar papel
preponderante na capacidade infectiva das diferentes cepas de forma dependente da expressao
de cada uma dessas proteinas. Trata-se da gp82 e gp90, proteinas expressas exclusivamente por
tripomastigotas metaciclicos. A proteina gp82 estd diretamente envolvida na invasdo celular
sendo um regulador positivo do processo de internalizagdao do parasita, enquanto a gp90,
expressa preponderantemente em cepas pouco infectivas, constitui em um regulador negativo
da invasao celular por tripomastigotas metaciclicos (CORDERO et al., 2019a; CORTEZ et al.,
2014; RODRIGUES et al., 2017).

A proteina gp83 ¢ uma glicoproteina da familia trans-sialidase ancorada a GPI importante
em tripomastigotas de 7. cruzi como um ligante para dar inicio a infecc¢ao a célula hospedeira
(FARROW et al., 2014). Esta proteina ¢ uma molécula importante liberada pelas formas
tripomastigotas por mecanismos dependente de fosfolipase C do parasita e sinaliza a célula
hospedeira para promover a invasdo ativando vias dependentes da proteina quinase C
(VILLALTA et al., 1999). Estudos anteriores demostram que peptideos da proteina gp83
incorporados em vetores de adenovirus formando um complexo (Ad5-gp83) que pode ser
utilizado como um modelo vacinal contra a DC, sendo capaz de promover uma imunoprotegao

contra a infec¢do por 7T cruzi MATTHEWS et al., 2016).

O parasita possui outra proteinase que ¢ a Tc80 caracterizada como pertencente a familia
prolil oligopeptidase que ¢ uma enzima expressa por tripomastigotas sanguineo e por
amastigotas intracelular replicativas. A Tc80 ¢ secretada pelo parasita, e tem a capacidade de
degradar componentes da matriz extracelular como coldgeno e fibronectina, o que colabora com
a invasao do parasita nas células hospedeiras (BIVONA et al., 2018; GRELLIER et al., 2001).
Ao se investigar alguns inibidores seletivos para Tc80 foi observado que eles foram capazes de
bloquear a infeccdo do parasita in vitro. (GRELLIER et al., 2001). Ademais, camundongos
imunizados com Tc80 foram capazes de produzir anticorpos especificos que desenvolveram
diferentes funcdes como; inibicdo enzimatica, neutralizacdo da infec¢ao parasitaria e lise de

tripomastigotas mediadas pelo sistema complemento (BIVONA et al., 2018).

Além disso, nosso grupo de pesquisadores identificou em 7. cruzi uma proteina de 21 kDa
que estd envolvida na invasdo celular, a qual foi nomeada como P21 (DA SILVA et al., 2009).
Diversos estudos tém sido realizados para compreender o papel dessa proteina na biologia de

T. cruzi. Abaixo discutiremos um pouco mais sobre as atividades bioldgicas ja descritas.
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1.4 Proteina P21 de Trypanosoma cruzi

A proteina P21 ¢ caracterizada como uma proteina ubiqua, secretada por todas as formas
evolutivas do parasita. Apresenta diferentes propriedades e caracteristicas biologicas que
beneficiam 7. cruzi no momento de sua invasdo e permanéncia dentro do hospedeiro, por ser
secretada em diferentes microambientes, ela pode possuir uma caracteristica imunomoduladora
com potentes propriedades bioativas (MARTINS et al., 2020; RODRIGUES et al., 2012;
TEIXEIRA et al., 2017).

Por meio de tecnologia de DNA recombinante, clonamos o gene da proteina P21 nativa em
um plasmideo (pet28A), o qual foi transfectado e incorporado ao genoma de bactérias E. coli
tendo em vista obter a forma recombinante dessa proteina (DA SILVA et al., 2009). Possuindo
18 kDa e apresentando uma cauda de poli-histidina, a purificacdo da proteina recombinante P21
(rP21) ¢é realizada a partir de culturas de E. coli e utilizando cromatografia de afinidade em
coluna de niquel. Assim, a proteina P21 recombinante (rP21) vem sendo utilizada em varios
estudos para elucidar a sua fungdo sobre os aspectos biologicos de 7. cruzi e sua importancia

na interacao patdégeno-hospedeiro (DA SILVA et al., 2009; SANTOS et al., 2014)

Em um outro estudo foi demostrado que o tratamento com a proteina rP21 aumenta a
capacidade fagocitica de macrofagos peritoneais por um mecanismo dependente da ligacao da
P21 ao receptor de quimiocinas CXCR4 (RODRIGUES et al., 2012). Por meio dessa ligacdo a
célula induz a polimerizagdo do citoesqueleto de actina da célula hospedeira e ativa a via de
sinalizacdo celular mediada por via PI3-quinase de forma independente de AKT (SANTOS et
al., 2014). A rP21 caracteriza-se por estimular a atividade pro-fagocitica de macrofagos, o que
influencia de forma positiva no processo de invasdo celular pelo parasito nas células
hospedeiras, que sdo estimuladas a internalizarem o parasito, aumentando o processo de invasao

dessas células pelo protozoario (RODRIGUES et al., 2012).

Por possuir uma caracteristica pro-fagocitica a rP21 permite que o parasita se mantenha
intracelularmente, onde ele pode romper o compartimento do vactiolo parasitéforo e se replicar
livremente dentro do citoplasma da célula hospedeira; em contrapartida, a célula pode retardar
a replicacdo do parasito através da polimerizagao do citoesqueleto de actina (TEIXEIRA et al.,
2017). Para avaliar o papel do citoesqueleto de actina durante a infec¢cdo experimental por 7.

cruzi, realizou-se ensaios de invasdo infectando macréfagos e mioblastos com tripomastigotas
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de cultura de tecido e, apds 96 horas, os mesmos foram tratados com INF-y ou rP21 e analisados
quanto a multiplicacdo parasitaria, bem como a polimerizagdo do citoesqueleto de actina. Os
dados mostraram que tanto as células tratadas com IFN-y quanto com rP21 apresentaram um

citoesqueleto mais polimerizado e menor multiplicagdo intracelular (MARTINS et al., 2020).

Em um outro estudo foi avaliado a inflamagdo cronica em implante de esponjas de
poliéster no dorso de camundongos. As esponjas implantadas receberam, a cada 72 horas
durante nove dias, tratamento com rP21 (40ug), extrato bacteriano ou PBS. Apos os 9 dias de
tratamento os animais foram eutanasiados e as esponjas foram removidas cirurgicamente para
analises bioquimicas e histologicas e foi observado um aumento significativo na producdo de
Mieloperoxidase (MPO), uma enzima expressa por neutrofilos ativados, o que evidencia a
habilidade da rP21 em recrutar células do sistema imune, como macréfagos, linfécitos e
neutrofilos. Além disso, foi visto o recrutamento de mastocitos € uma redugao relevante no
conteudo de hemoglobina nos vasos presentes nos implantes de esponjas, o que demonstra um
potencial quimiotatico e antiangiogénico da rP21. Nesse mesmo estudo foi investigado a
capacidade da rP21 em induzir migragdo de macrofagos peritoneais in vitro € in vivo por
transwell que contém uma membrana de policarbonato. Os dados demonstram que a rP21 induz
a migracdo de macrofagos in vitro e in vivo, a atividade quimiotatica também foi avaliada pela
injecdo de rP21 intraperitoneal em camundongos, e foi analisado o recrutamento celular em
diferentes momentos em comparagdo com grupos controles de injecdo com PBS e extrato
bacteriano. Os resultados demostraram entre 2-6 horas pos-tratamento, a rP21 foi capaz de
induzir um aumento do recrutamento de leucdcitos totais em comparagdo aos grupos controles

(TEIXEIRA et al., 2015).

A proteina rP21 utiliza o receptor CXCR4, um receptor de quimiocinas que esta
associado a migragao celular. O ligante de CXCR4 ¢ o fator derivado de células estromais
(SDF), também conhecido como ligante de motivo CXC (CXCL) 12 (BALESTRIERI et al.,
2008; KAWAGUCHI; ZHANG; NAKANISHI, 2019). Sabendo que a P21 ¢ um ligante do
CXCR4 e que este receptor € altamente expresso em células tumorais de mama (MDA-MB-
231), nosso grupo de pesquisa realizou um estudo, em uma outra abordagem, no qual a proteina
rP21 foi incubada juntamente com células MDA. Foi observado que o tratamento com a rP21
foi capaz de se ligar aos receptores CXCR4 presentes nas membranas das células e internaliza-
los. Além disso, a presenca da rP21 bloqueou o ciclo celular, estabilizando-o na fase G1 na

maioria das células MDA-MB-231, os resultados apontam que a migracdo e invasao induzidas
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pelo CXCL12 e reprimidas pela rP21 ¢ devido a diminui¢do da expressio MMP-9. Assim, o
tratamento com a rP21 foi ¢ capaz de reduzir a quimiotaxia e proliferacao induzida por
CXCLI12 ao regular negativamente a expressao do gene CXCR4 contribuindo para prevenir a

migragdo, invasdo e progressao em células MDA-MB-231 (BORGES et al., 2020).

A presenca da proteina P21 ¢ de fundamental importancia para a permanéncia do
parasita dentro da célula durante a replicacdo. O estudo desenvolvido por Teixeira (2019) e
colaboradores demostra que além de suas atividades biologicas ja exploradas até aqui, o
tratamento de camundongos infectados por 7. cruzi com a rP21 foi capaz de inibir a replicagdo
de amastigotas intracelulares e modular o ciclo celular do parasita, bem como reduzir a carga
parasitaria , angiogénese e induzir fibrose no tecido cardiaco dos camundongos infectados
(TEIXEIRA et al., 2019), sugerindo o envolvimento da P21 na patogénese da Doenga de
Chagas.

Um outro estudo foi capaz de apontar que a agao da proteina P21 pode impactar também na
replicacdo do parasita em linhagens de células musculares e no parasitismo de 7. cruzi durante
a infec¢do experimental aguda. Foi observado que a proteina recombinante P21 foi capaz de
diminuir a multiplicagdo do parasita em mioblastos C2C12 e esse fendmeno pode estar
associado a maior polimerizacdo do citoesqueleto de actina e maior expressao de [FN-y e IL4.
Além disso, puderam avaliar também que havia menos ninhos de amastigotas no tecido
cardiaco, com um infiltrado inflamatério menor e menor fibrose em camundongos infectados e
tratados com a rP21. Os autores concluiram que a proteina rP21 pode ser usada pelo parasita
no controle da replicacdo como um mecanismo evolutivo de sobrevivéncia desenvolvido pelo
parasita, o que auxilia no entendimento de que o protozoario pode produzir mais proteina P21
e induzir um estado de laténcia no hospedeiro e conseguir evadir do sistema imunologico

(MARTINS et al., 2020).

A permanéncia do parasita no ambiente intracelular apds a invasdo celular, assim como a
regulacdo da replicagdo de amastigotas nas células infectadas, processos no qual ocorre a
participacdo da P21, sugerem que ela desempenhe um papel crucial na interacdo com células
hospedeiras, o que garante ao protozoario a perpetuacio da infec¢do ao longo dos anos, com
baixa parasitemia, permitindo a progressao para a fase cronica da doenga. Assim, as atividades
biologicas da P21 descritas até agora norteia um novo horizonte para novos estudos que poderao

trazer beneficios para terapias contra DC e CCC que tenham a P21 como alvo terapéutico.
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1.5 CRISPR/Cas9, Trypanosoma cruzi e P21

A metodologia CRISPR/Cas9 popularmente divulgada e ampliada no meio académico se
tornou uma ferramenta bastante utilizada para edicdo de genomas de uma variedade de
organismos de maneira eficiente e rapida (MA; ZHANG; HUANG, 2014). A sigla
CRISPR/Cas9 pode ser traduzida como repeticdes palindromicas curtas agrupadas e
regularmente interespacadas (CRISPR). Sua aplicabilidade e vantagens, vem sendo exploradas
cada dia mais como uma ferramenta da engenharia genética que se tornou popular pelas suas
aplicagdes bioldgicas e terapéuticas (HRYHOROWICZ et al., 2017). A edigdo genética em
sitios especificos dentro de um gene de interesse tem sido considerada uma metodologia padrao
para compreender a fun¢cdo de um gene, além de poder criar modelos animais de doencas e

melhorar caracteristicas desejadas em animais e plantas (YADAYV et al., 2021).

A abordagem da técnica CRISPR/Cas9 foi descrita pela primeira vez através da presenga
de um sistema imunologico adaptativo em bactérias e arqueas, € posteriormente  projetada
em outros organismos, utilizando nucleases guiadas por um RNA para edi¢do de genoma. Um
dos sistemas mais utilizados ¢ o sistema CRISPR-Cas9 II, no qual consiste na montagem de um
complexo de ribonucleoproteina, composto por um RNA CRISPR (crRNA) e uma proteina
Cas9. Esse crRNA detém informagdes para atingir uma sequéncia de DNA especifica e as
nucleases tem dominios para clivar a fita dupla de DNA no local indicado em um gene por
complementaridade entre o crRNA e a sequéncia do gene alvo. O RNA CRISPR (crRNA) que
interage com um crRNA transativador (tractrRNA) para se formar um duplex crRNA-tracrRNA
este complexo de RNA formard o RNA guia (sgRNA) que ird direcionar a nuclease de
Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9) para locais especificos, apoés o reconhecimento da
sequéncia PAM (Protospacer Adjacent Motif) que ¢ adjacente ao DNA alvo, permitindo gerar
uma quebra na fita dupla de DNA (JINEK et al., 2012; YADAV et al., 2021). Devido essa
quebra no DNA, ¢ ativado um mecanismo de reparo que pode ocorrer por meio de juncio de
extremidade nao homologa propensa a erros (NHEJ) ou também por reparo dirigido por
homologia (HDR) (HUSSMANN et al., 2021). Havendo a presenca de um molde doador com
homologia com o 16cus alvo, a via HDR ¢ ativada, o que permite que mutacgdes precisas sejam
realizadas. Ocorrendo a auséncia de um molde para o reparo por homologia, o NHEJ ¢ ativado,

resultando em inser¢des ou delegdes de sequéncias génicas (indels) que interrompem o loécus
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alvo, causando uma mutacdo (BARMAN; DEB; CHAKRABORTY, 2020; YADAV et al.,
2021).

Desde a sua descri¢ao ha mais de 10 anos, o sistema CRISPR/Cas9 guiado pelo sgRNA tem
sido aplicado para modificar genes endogenos em vdrias células e organismos que incluem
bactérias (JIANG et al., 2013), leveduras (DICARLO et al., 2013), plantas (LI et al., 2013)
camundongos (SHEN et al., 2013) células humanas (BURGESS, 2013; MALI et al., 2013) e
protozoarios (ISHEMGULOVA et al., 2018; LANDER et al., 2015; LIN et al., 2019). Em T.
cruzi, CRISPR/Cas9 vem sendo utilizada no silenciamento de genes possibilitando explorar a
funcdo de intimeras proteinas de forma mais precisa. Em um estudo anterior, os autores
avaliaram o silenciamento de genes que codificam a proteina GP72, uma proteina importante
para a fixagao flagelar, e também proteinas que compdem a haste paraflagelar 1 e 2 (PRF1 e
PRF2) que sdo proteinas importantes na composi¢ao do flagelo do parasita, esses genes foram
interrompidos e os resultados demonstraram que a edigdo génica em 7. cruzi foi bem-sucedida
sem apresentar toxicidade na presenga da Cas9. Além disso, o silenciamento dos genes TcPFR1
e TcPFR2 provocou uma ruptura na base de fixacao flagelar ao corpo celular o que permite a
motilidade do parasita, sendo assim, as células mutantes apresentaram desprendimento flagelar
pela ruptura induzida, o que demonstrou uma diminui¢ao do crescimento em nivel populacional
e que sugeriu um papel essencial do gene comprovando que o método pode aprimorar as

analises funcionais do genoma de 7. cruzi (LANDER et al., 2015).

A metodologia CRISPR/Cas9 tem tido aplicagdes na andlise de genes de varias proteinas,
algumas que se caracterizam por apresentar um papel crucial na sobrevivéncia e viruléncia do
parasita. Um outro estudo desenvolvido Lander (2020), avaliou a regulagdo negativa do nivel
de mRNA que codifica a glicoproteina 72 (TcGP72) e a pirofosfatase de protons vacuolar
(TcVP1), apontando que a TcVP1 ndo ¢ essencial para a viabilidade de epimastigotas ou em
estagios infecciosos, ndo obstante, seja essencial para o crescimento normal de epimastigotas
em meio rico, e para a invasao de tripomastigotas em células do hospedeiro, demostrando que
o método CRISPR/Cas9 pode ser utilizado em genes essenciais do parasita, o que pode validar

potenciais alvos terapéuticos (LANDER; CRUZ-BUSTOS; DOCAMPO, 2020).

Em um estudo realizado por Malvezzi (2020), foi avaliado o papel da TcK1, uma
proteina quinase caracterizada como ortdéloga a um controle geral nao repressivel 2 (GCN2)

que tem a capacidade de fosforilar a subunidade alfa do fator de iniciacdo eucaridtica 2 (elF2a).
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Os parasitas nocautes para TcK1, sobre um estresse nutricional, mostraram acimulo reduzido
de granulos de RNA de estresse, de forma independente de fosforilacio de elF2a o que
contribuiu no aumento da metaciclogénese na auséncia de TcK1, embora, os tripomastigotas
metaciclicos demostraram uma menor infectividade em células hospedeiras de mamiferos

(MALVEZZ]I et al., 2020).

Ja esse outro estudo desenvolvido por GRAZIELLE-SILVA (2020), os autores
investigaram o envolvimento do componente MSH6 de reparo de incompatibilidade de DNA,
sdo componentes importantes na via central eucaridtica de DNA Miscatch Repair (MMR) que
tem a funcdo de reconhecer e corrigir erros de base que ocorrem durante a replicagdo e
recombinagdo de DNA do parasita. Foi avaliado que em resposta ao estresse oxidativo em 7.
cruzi os mutantes nulos de MSH6 tiveram perda de um ou dois alelos em MSH6 do parasita o

que resultou em um aumento da suscetibilidade a exposi¢do de H202 além de ter a MMR

prejudicada (GRAZIELLE-SILVA et al., 2020).

Recentemente foi descrito que a clivagem no gene da proteina P21 pela metodologia
CRISPR/Cas9 em parasitas da cepa Y provocou uma reducdo na taxa de crescimento de
epimastigotas, bem como um atraso na progressao do ciclo celular. Contudo, os parasitas P21
nocautes seguiram vidveis e capazes de se diferenciar em tripomastigotas metaciclicos que
apresentaram uma taxa de invasdo celular reduzida, o que confirma que a P21 tem um papel
importante na invasao da célula hospedeira. Em contrapartida, os parasitas nocautes para a P21
demostraram uma maior taxa de replicacdo intracelular, o que demostra que uma vez o parasita
dentro da célula, a proteina P21 pode estar envolvida como um regulador negativo da
proliferagao de amastigotas (TEIXEIRA et al., 2022). Neste trabalho, obtivemos parasitos P21
nocautes para a cepa G, utilizando CRISPR/Cas9 e estudamos o fenétipo apresentado por estes

parasitas quando comparados ao controle selvagem.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter parasitas nocautes por meio da delecdo no gene da proteina P21 pelo sistema
CRISPR/Cas9 em T. cruzi cepa G e avaliar as caracteristicas fenotipicas desses parasitas no
processo de infecgdo (invasdo e replicagdo) em células de mamiferos comparados ao parasita

selvagem.

2.2 Objetivos especificos

e Transfectar as formas epimastigotas da cepa G com o plasmideo Cas9-EGFP e
selecionar os parasitas com antibidtico G418 para obter uma linhagem populacional que
expresse a nuclease Cas9 de forma constitutiva.

e Realizar a interrup¢do do gene P21, transfectando a linhagem Cas9/EGFP com dois
RNA guias e DNA doadores contendo o gene de resisténcia a blasticidina e/ou gene de
resisténcia a higromicina.

e Selecionar a populagdo nocaute para P21 tratando os parasitas com blasticidina
(50pg/ml) e higromicina (350pg/ml) e realizar clonagem por diluicdo limitante para
obter clones nocautes bi alélicos.

e Avaliar a expressdo do gene P21 em clones P21/KO por PCR convencional.

e Analisar a expressdao da P21 por imunofluorescéncia e por PCR a partir da extracao de
RNA total dos parasitos nocautes ¢ WT da cepa G e obtengdo do cDNA.

e Analisar por imunofluorescéncia a expressdao da proteina P21 nos clones nocautes apds
a delegdo do gene P21 em T. cruzi cepa G.

e Investigar o locus génico da P21 nos parasitas nocautes ao longo do ciclo evolutivo in
vitro em T. cruzi cepa G.

e Avaliar a curva de crescimento de epimastigotas oriundas da edi¢ao do genoma pelo
sistema CRISPR/Cas9 no gene da proteina P21 de 7. cruzi cepa G.

e Investigar se a auséncia do gene P21 afeta a invasdo de células hospedeiras analisando
a porcentagem de células infectadas e a taxa de invasdo pelo nimero de parasitas

internalizados
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e Avaliar se a delecdo no gene da P21 tem impacto na replicagdo intracelular de parasitas
metaciclicos e de tripomastigotas de cultura, contabilizados pelo nimero de parasitas

internalizados.

e Avaliar a taxa de eclosdo das formas infectantes tripomastigotas e amastigotas

provenientes de células Vero nos grupos WT, CAS9 e TcP217".
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura de células

Células da linhagem VERO, (fibroblasto de rim de macaco verde) (HULL; CHERRY;
TRITCH, 1962), foram mantidas em cultivo em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium/high glucose - Cultilab) suplementado com 1% de penicilina, estreptomicina (InLab),
Gentamicina (GoldBio) e 10% de soro fetal bovino. A manipulacao das células foi obtida apos
a confluéncia de uma monocamada de células em garrafa de cultivo celular de 250 ml, 75¢cm?,
as cé€lulas foram lavadas com PBS, tripsinizadas com solucao de Tripsina-EDTA 0,05%
(Vitrocell) e ressuspensas com meio DMEM. Todas as culturas foram mantidas a 37°C em

atmosfera tmida com 5% de CO?.

Epimastigotas nocautes de 7. cruzi cepa G foram gerados em colaboragdo com o
Laboratorio coordenado pelo Prof. Dr. Jos¢€ Franco da Silveira da Universidade Federal de Sao
Paulo em um projeto compartilhado pela Pds-Doutoranda Dra. Thaise Lara Teixeira da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP). Os parasitas foram cultivados em meio infusao
de triptose de figado (LIT) contendo 10% de Soro Fetal Bovino (FBS; Invitrogen).
Epimastigotas de T. cruzi de tipo selvagem (WT) foram mantidas somente em meio LIT
suplementado com 10% SBF. Ja as formas epimastigotas CAS9 que somente expressdo Cas9
de forma constitutuva, foram mantidas em meio LIT com 10% SFB suplementado com
antibiotico (G418, 250pg/ml). As linhagens celulares mutantes CRISPR/ Cas9 nocautes para a
P21 (TcP217) foram mantidas em meio LIT suplementado com antibiéticos (G418, 250ug/ml;
blasticidina 50pug/ml; higromicina 350ug/ml). Os parasitas foram mantidos a 28°C e em meio
LIT (contendo os antibidticos) para determinarmos a taxa de crescimento de epimastigotas
durante 12 dias de incuba¢do o numero de células foi determinado por contagem em camara de
Neubauer. Para diferenciarmos epimastigotas em formas tripomastigotas metaciclicas, os
epimastigotas foram mantidos em meio LIT (10% SFB) e os parasitas foram cultivados por 14
dias e logo apds foram purificados seguindo o protocolo descrito (TEIXEIRA; YOSHIDA,
1986b) foi realizada a contagem de formas tripomastigotas metaciclicas em camara de

Newbauer para realiza¢do dos ensaios.
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3.2 Geragao de parasitas nocautes no gene da proteina P21.

Para obter parasitas nocautes para a proteina P21 cultivamos as formas epimastigotas
da cepa G em fase log de crescimento que foram transfectadas com o vetor Cas9/pTREX-n
(LANDER et al., 2015) (Addgene plasmid #68708) (Figura 2 B). Os parasitas transfectados
foram cultivados em frascos de cultura de células com 10 mL de meio LIT suplementado com
10% SFB. O antibidtico de selecdo G418 (250 pg/mL) foi adicionado 24 horas apds a
transfec¢do, a populacao de parasitas Cas9-GFP positiva foram classificadas por citometria de
fluxo 15 dias apods a transfeccdo por BD FACSARIA II (Becton-Dickiunson, San Jos, CA,
EUA).

As sequéncias dos sgRNAs com os protoespacadores foi realizada usando o software
EuPaGDT(Eukaryotic = Pathogen =~ CRISPR  Guide = RNA/DNA  Desing  Tool,

http://gna.ctegd.uga.edu/ ), a andlise feita in silico permitiu escolher dois protoespagadores

especificos, contendo duas regides de clivagem no gene alvo da proteina P21. (PENG;
TARLETON, 2015). Os modelos de DNA para transcri¢do em sgRNA in vitro foram gerados
por PCR para amplificar a sequéncia do andaime de sgRNA do plasmideo pUC sgRNA (Figura
2 A) usando primers contendo a sequéncia do promotor T7 e o protoespagador de 20 pb em um
primer reverso de sgRNA universal (Tabela 1). Os RNAs guias foram transcritos in vitro usando
o kit MEGAShortscript T7 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) seguindo as
recomendacdes do fabricante. Como controle da reacdo foi usado um fragmento de 80 pb de

rRNA 18S humano transcrito do PTRI-RNA.
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Figura 2. Mapas de vetores utilizados no sistema CRISPR/Cas9 a partir de um vetor puc_sgRNA scaffold para promover a
delecdo do gene da proteina P21 em 7. cruzi cepa G A) Modelo de vetor quimérico pUC_sgRNA scaffold que abrigou dois
protoespacadores especificos, contendo regides de clivagem no gene alvo da proteina P21. B) Vetor pTREXSpCas9GFP para
obter linhagens celulares expressando Cas9 de forma constitutiva C) Vetor pTREX-GFP-Blast, contendo os bragos de
homologia e o gene de resisténcia a blasticidina para promover HRD na regido UTR do gene da P21 D) Vetor Topo Hx1_ Higro,
contendo os bragos de homologia e o gene de resisténcia a higromicina para promover HRD na regido UTR do gene da P21.

homologa amplificada por PCR usando primers ultrameros de 100 pb (Tabela 1) que consiste
em uma sequéncia de 80 pb correspondente a regides localizadas a montante ou jusante a Cas9
com o local alvo do gene da proteina P21, e uma sequéncia de 20 pb para hibridizagdo em BSD
ou HyG que sdo genes de resisténcia contidos nos vetores pGEM-bsd ou TOPO-hygro (Figura
2 C e D) que foram utilizados como modelo para a PCR (LANDER et al., 2015; LANDER;
CHIURILLO, 2019). A PCR foi realizada com as seguintes condi¢des de ciclagem (Taq DNA
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polimerase 10342-020 — Thermo): desnaturacao inicial para 3 min a 94°C, seguindo de 30 ciclos

por 45 s a94°C, 30 s a 58°C e 90s a 72°C e uma extensao final por 4 min a 72 C.

Primers

sgRNA 36 Fw

GGAGGCCGGAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGAGGCGCCTGCAGC
GTGTCGGCCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG

2 sgRNA 424 Fw GGAGGCCGGAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGAGGTTCTACAAAG
ATACCGTGGTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG

3 sgRNA all genes Rv CAGTGGATCCAAAAAAGCACCGACTCGGT

4 Bsd_ ultramer Fw GTGTGAGAATAGGCTTTGTAAAAGGAATTTAATTTTACGGACACATCTCGCTA
AACAGCAGCAACAACAGCAGGAGGAGCATGGCCAAGCCTTTGTCTCA

5 Bsd _ultramer Rv TCATTTTTCCATACAGTTGTCAGGCTGCCCCTTCTCTCCTCCTCTCCTGCAGCC
GTGAAGAATCCCCCCATTCCGAGGTGTTAGCCCTCCCACACATAAC

6 Hygro ultramer Fw GTGTGAGAATAGGCTTTGTAAAAGGAATTTAATTTTACGGACACATCTCGCTA
AACAGCAGCAACAACAGCAGGAGGAGCATGAAAAAGCCTGAACTCAC

7 Hygro ultramer Rv TCATTTTTCCATACAGTTGTCAGGCTGCCCCTTCTCTCCTCCTCTCCTGCAGCC
GTGAAGAATCCCCCCATTCCGAGGTGCTATTCCTTTGCCCTCGGAC

8 P21 Fw GATACAACCACAAGGAGCC

9 P21 Rv TTACTGGCGTCTGTGGAATC

10 UTR P21 Fw GCCTCCATCCACATTTCATG

11 UTR P21 Rv AACGTCCAATTAGGTCTTGTA

12 TcHGPRT Fw CTACAAGGGAAAGGGTCTGC

13 TcHGPRT Rv ACCGTAGCCAATCACAAAGG

14 TcMVK Fw CGGCCGCGACATTTGGT

15 TcMVK Rv GGCACTTCTAGGGCACGCAG

Tabela 1. Esquema de primers utilizados para gerar clones nocautes no gene da proteina P21 por CRISPR/Cas9 em T. cruzi
da cepa G, e confirmacdo de clones TcP217-por RT-PCR.

40



3.3 Transfeccao Celular

Para cada tranfecgdo, epimastigotas de 7. cruzi cepa G em fase log precoce 1X107,
foram lavadas com solu¢do tamponada com salina-fosfato (PBS; pH 7,4), ressuspendidas em
100 puL de P3 Primary Cell 4D-Nucleofector (V4XP-3024) e eletroporado usando o programa
EH-100 em 4D Nlucleofector pelo sistema (Lonza) e transfectadas com 25 pg de plasmideo
Cas9/p-TREX-n que ¢ um vetor que permite a expressdo génica constitutiva acionada por um
promotor de genes ribossomais, com isso o gene da nuclease Cas9 ¢ inserido e integrado na
sequéncia do locus do DNA ribossomal, com isso o estudo descrito a seguir comprova que
edicao de genes endogenos ¢ bem sucedida e demostra nao haver toxicidade detectavel pela
Cas9 (LANDER etal., 2015). Apos selecao com G418 e classificagdo, a populacao Cas9-GFP
que expressam a Cas9 constitutivamente foram transfectadas com 20 puLL de sgRNAs especificos
e 25 uL de DNA doador (Tabela 1). Apods dois pulsos elétricos, as linhagens celulares mutantes
CRISPR/Cas9 foram mantidas em meio LIT suplementado com 20% de SFB e mantidas sob
antibioticos de selecdo com 250 pg/mL G418, 25 pL de Blasticidina e 300 pg/mL de

higromicina.

Em seguida o DNA gendmico das populagdes de epimastigotas foi extraido do Tipo
Selvagem (WT), Cas9-GFP (CAS9) e dos clones nocautes TcP217"usando o DNeasy Blood e
Tissue Kit (69506; Qiagen) e utilizados em PCR para analisar os genes de resisténcia
Blasticidina (BSD), Higromicina (HyG) e da P21. As condi¢des da PCR foram as seguintes:
desnaturacdo inicial por 3 min a 94°C seguido de 30 ciclos por 45 s a 94°C, 150 s a 60°C e 45s
a 72°C e uma extensdo final por 4 min a 72°C, sendo que os oligonucleotideos usados estdo

listados na Tabela 1.

3.3 Extragao de RNA total e sintese de cDNA por RT-PCR

O RNA total dos parasitas WT, CAS9 e TcP21”" foi extraido usando o kit PureLink
RNA mini (12183018; Invitrogen) e tratado com a DNAse I (Sigma Aldrich). A primeira fita
de cDNA foi sintetizada a partir de RNA total (1ng) e oligo (dT) iniciadores usando o Sistema
de Sintese de Primeira Fila Superscripty III(18080051; Invitrogen) seguindo as instru¢des do

fabricante. A PCR foi realizada para amplificar P21 e os controles de limpeza enddégenos
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TcHGPRT (MURTA et al., 2006) ¢ TcMVK (FERREIRA et al., 2016), usando os primers

listados na tabela 1.

3.4 Analise de imunofluorescéncia da expressao de P21.

Os clones TcP217", WT e P21 foram fixados com paraformaldeido a 2% e lavados
duas vezes com PBS. Apos, os parasitas foram incubados overnight com anticorpos anti-P21
produzidos em camundongos (1:2.000) (DA SILVA et al., 2009) e diluidos em solucdo de
permeabilizacao (PBS pH 7,2, 0,1 % de gelatina, 0,1% de azida de soédio e 0,2 % de saponina).
Os parasitas foram entdo incubados com anticorpo  secundarios anti-mouse conjugados com
Alexa Fluor 568 (1:200) e 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI;1:500) por 1 h. As imagens foram
adquiridas em microscopio confocal TCS SP5 II tandem Scaner (Leica) com uma objetiva de
imersdo em oOleo 63x NA 1.40 PlanApo, e o software Imaris (Bitplane) foi usado para analise

de imagens (TEIXEIRA et al., 2022).

3.6 Cultivo de formas tripomastigotas de cultura de tecido (TCTs)

Para a obtencdo de formas TCTs de T. cruzi cepa G (DTU Tcl) (ZINGALES, 2018),
foram utilizadas células VERO cultivadas sob os métodos descrito anteriormente. As células
VERO foram semeadas em garrafas de cultivo celular de 250 ml, 75cm? e foram infectadas
com tripomastigotas metaciclicos WT, CAS9 e TcP217" com 1x10° de parasitas por cerca de
24 hrs e mantidas em meio DMEM suplementado com 1% de penicilina, estreptomicina
(InLab), Gentamicina (GoldBio) e 10% de soro fetal bovino em atmosfera umida com 5% de
CO2. Apo6s 24 hrs as garrafas foram lavadas 3 vezes com (PBS 1x; pH 7,2) para a retirada dos
parasitas ndo internalizados. Durante o cultivo os parasitas eclodiram e foram testados por PCR

e utilizados nos experimentos.

3.7 Ensaio de invasao celular com tripomastigotas metaciclicos (TM) e coloracdo com

Giemsa

Para realizarmos os ensaios de invasdo utilizamos as formas TM de 7. cruzi cepa G
derivadas da diferenciacdo de epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos seguindo a
metodologia de purificagdo descrita por (TEIXEIRA; YOSHIDA, 1986b). Células VERO

foram entdo semeadas em placas de 24 pocos (KASVI-K12-024) contendo laminulas de 13 mm
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(Knittel/Glass-13mm) na propor¢io de 5x10* células por pogo, durante 24h antes da exposi¢io
aos parasitas mantendo as condic¢oes ideais para adesdo. Em seguida, submetemos as células a
exposi¢ao com os parasitas com um MOI de 20 parasitas TM por célula durante o tempo duas
horas de invasdo, seguindo das mesmas condi¢des de 37° C e 5% de CO2. Apo6s esse periodo,
as c¢lulas foram lavadas trés vezes com (PBS; pH 7,2) para a retirada dos parasitas nao
internalizados e fixados com Bouin por 15 min e em seguida lavadas com PBS e coradas com
Giemsa (Sigma-Aldrich) na diluicao de 1:20 por 30 min. Apos esse tempo as laminulas foram
descoradas com concentragdes decrescentes de acetona e crescentes de Xilol (STROBER,
2000). Em seguida as laminas foram montadas com Permount® (Fisher Scientific); foi
realizado contagem de nimero de cé€lulas infectadas e numero de parasitas representados em
amastigotas internalizados, em 300 células totais. As laminas foram analisadas em microscopia
de luz onde foram capturadas imagens/campos e contados aproximadamente 20 campos por
laminula, realizados em uma quadruplicata técnica, seguido de uma duplicata bioldgica
garantindo a contagem de um nimero minimo de 300 células totais. A contagem foi realizada

com ajuda do software ImagelJ para posterior analise estatistica.

3.8 Ensaio de invasdo celular com tripomastigotas de cultura de tecido (TCTs) e

coloragdo com Giemsa

Para realizarmos os ensaios de invasao utilizamos as formas TCTs de 7. cruzi cepa G
derivadas de células VERO. As células VERO foram entao semeadas em placas de 24 pogos
(KASVI-K12-024) contendo laminulas de 13 mm (Knittel/Glass-13mm) na propor¢io de 5x10*
células por poco, durante 24h antes da exposi¢ao aos parasitas mantendo as condi¢des ideais
para adesdo. Em seguida, submetemos as célulasa  incubagdo com os parasitas com um MOI
de 5 parasitas por célula, seguindo das mesmas condi¢des de 2h invasao a 37° C e 5% de CO?2.
Ap0s esse periodo, as células foram lavadas trés vezes com (PBS; pH 7,2) para a retirada dos
parasitas nao internalizados e fixados com Bouin por 15 min e em seguida lavadas com PBS e
coradas com Giemsa (Sigma-Aldrich) na diluicdo de 1:20 por 30 min. Apds esse tempo as
laminulas foram descoradas com concentracdes decrescentes de acetona e crescentes de Xilol
(STROBER, 2000). Em seguida as laminas foram montadas com Permount® (Fisher
Scientific); foi realizado contagem de numero de células infectadas e numero de parasitas
representados em amastigotas internalizados, em 300 células totais. As laminas foram
analisadas em microscopia de luz onde foram capturadas imagens/campos e contados

aproximadamente 20 campos por laminula, realizados em uma quadruplicata técnica, seguido

43



de uma duplicata biologica garantindo a contagem de um niimero minimo de 300 células totais.

A contagem foi realizada com ajuda do software Imagel para posterior analise estatistica.
3.9 Ensaio de replicagdo celular e coloracdo com Giemsa

Para realizarmos os ensaios de replicacdo celular utilizamos as formas tripomastigotas de
T. cruzi cepa G derivadas de células VERO. As células VERO foram entdo semeadas em placas
de 24 pogos contendo laminulas de 13 mm na propor¢io de 2x10* células por pogo, durante 24h
antes da exposicdo aos parasitas mantendo as condigdes ideais para adesdo. Em seguida,
submetemos as células a incubagdo com os parasitas com um MOI de 5 parasitas por célula por
2h a37° Ce 5% de CO2. Apds esse periodo, as células foram lavadas trés vezes com (PBS; pH
7,2) para a retirada dos parasitas nao internalizados. Em seguida, o meio foi reposto, a cinética
de tempo para os ensaios de replicacao foram 24h, 48h, 72h e 96h; logo apods cada tempo as
células foram fixadas com Bouin por 15 min e em seguida lavadas 3 vezes com PBS e coradas
com Giemsa (Sigma-Aldrich) na dilui¢do de 1:20 por 30 min. Apds esse tempo as laminulas
foram descoradas com concentragdes decrescentes de acetona e crescentes de Xilol
(STROBER, 2000). Em seguida as laminas foram montadas com Permount® (Fisher Scientific)
para a contagem de niimero de células infectadas e nimero de parasitas representados em
amastigotas internalizados, em 100 células infectadas. As laminas foram analisadas em
microscopia de luz onde foram capturadas imagens/campos e contados aproximadamente 20
campos por laminula, realizados em uma quadruplicata técnica, seguido de uma duplicata
biologica garantindo a contagem de um numero minimo de 100 células infectadas. A contagem

foi realizada com ajuda do software ImageJ para posterior analise estatistica.

3.10 Ensaio de eclosdo

As células Vero foram obtidas como descrito anteriormente. Os ensaios de infectividade
foram realizados como detalhado em métodos experimentais ja descritos neste trabalho,
seguindo o processo de obten¢do das formas infectantes TM mutantes nocautes para o gene da
proteina P21 e purificados segundo modificagdo do protocolo de Yoshida e colaboradores
(1989) para gerar as formas TCT dos grupos WT, CAS9 e TcP217". As células Vero foram pré-
tratadas com tripsina por 3 min a 37°C e lavadas com (PBS; pH 7,2) para retirada da tripsina e
contadas em cAmara de Neubauer. Em seguida 10* células foram semeadas em cada pogo em

uma placa de 6 pocos estéreis foram incubadas durante 24 horas antes da exposicdo aos
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parasitas. Apos incubagio overnight a 37 °C e 5 % CO: as células foram infectadas com 5X10*
tripomastigotas de cultura de tecido (TCT) previamente mantidos em cultura em meio DMEM
(10% SFB), e os parasitas foram colocados em exposi¢do com as células Vero durante o tempo
de duas horas. Apds esse periodo, as células foram lavadas trés vezes com (PBS; pH 7,2) para
a retirada dos parasitas nao internalizados. Em seguida, o meio DMEM (10% SFB) foi reposto,
e a cinética de tempo para os ensaios de eclosdo dos parasitas para o sobrenadante foi
estabelecida em 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216 ¢ 240 horas pds-infeccao. O niamero de parasitas
no sobrenadante foi determinado pela contagem das formas tripomastigotas e amastigotas em
camara de Neubauer por 10 dias apos a infec¢do. A contagem foi realizada de forma cega por
dois contadores em quadruplicata por meio de dois experimentos independentes aplicando os
fatores de corre¢ao da camara de Neubauer e representando os dados no grafico N° de parasitas/

mL
3.11 Normas de Biosseguranca

Todos os procedimentos in vitro, envolvendo manuseio de parasitos, cultivo de células
infectadas e reagentes, bem como utilizagdo dos equipamentos foram realizados de acordo com

as normas de biosseguranca descritas por Mineo (2005).

3.12 Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism versdo 8.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA) e os dados foram expressos como média +
desvio padrio. A comparacio de dados entre os grupos WT, CAS9 e TcP217" que apresentaram
diferencas estatisticas foram determinadas e analisada pelo teste T nao pareado de Student, two-
way e one-way ANOVA; os testes de Tukey e Dunn (ndo paramétrico) foram utilizados para
analise de comparagdo multipla entre os grupos estudados, ou ANOVA de duas vias e teste
Tukey ou Sidak para multiplas comparagdes. De acordo com o delineamento experimental
determinado em cada ensaio realizado as diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando o valor p.: < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Delecao no gene da proteina P21 em 7. cruzi cepa G

Para realizar a delecdo no gene da proteina P21 e obter os parasitas nocautes (Figura 3
A) foi usado um vetor pTREX/spCas9EGFP para produzir a linhagem que expressa a proteina
Cas9 em fusao com E-GFP. Apds a selecao e enriquecimento das células positivas para EGFP,
transfectamos parasitas expressando Cas9-EGFP com dois guias unicos de RNA que sdo;
P21sgRNA 36 e P21sgRNA 424 (Figura 3 A e B) e um cassete de DNA doador contendo o
gene de resisténcia Bsd (599 pb) (Figura 3 C), em seguida selecionamos a populacdo nocaute

com Blasticidina (50pg/mL) e G418 (250pg/mL).

Os parasitas nocautes selecionados foram clonados por dilui¢ao limitante ¢ o DNA
gendmico de clones cultivados foi extraido e analisado por PCR. Sendo assim, encontramos
clones TcP217* contendo um alelo com o gene da P21 e outro alelo contendo o gene BSD.
Como estratégia para obter parasitas duplo nocautes (TcP217") eletroporamos a populacio
(TcP217" com sgRNAs especificos (36 e 424 nucleotideos) e um novo cassete de DNA doador
contendo o gene de resisténcia a higromicina B (1226 pb) (Figura 3 C) e clonados novamente

por dilui¢do limitante.

Apos obtidos os parasitas nocautes e selecionados com antibioticos seu DNA gendmico
foi extraido e analisado por PCR com os iniciadores que hibridizam nas regioes da P21 e as
regides UTRs (Figura 3 D). Nossos resultados demostraram a representacdo esquematica do
gene da P21 nos grupos controles WT e CAS9 (392 pb), e os locais de alinhamento dos primers
para rastrear os clones nocautes onde os dois clones ndo apresentaram nenhuma amplificacao
(Figura 3 D gel 1) confirmando a delecdo do gene. Em contrapartida, foi analisado o sitio de
inser¢ao do gene da Bsd e Hyg nos dois clones nocautes usando os primers UTR (Tabela 1), e
os resultados confirmaram que os genes de resisténcia Bsd (712 pb) e Hyg (1.339) foram
amplificados no locus gendmico da P21 sem haver resquicios de amplificagdo que demostresse
a banda da P21, o que caracteriza uma dele¢do nos dois alelos do gene da P21, como resultado

a obtencdo de uma populacio duplo-nocaute TcP217".
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4.2 Avaliagdo da expressdo gé€nica da P21 nos parasitas nocautes

Foi realizada uma analise por RT-PCR para verificar a auséncia de transcritos nos clones
nocautes no gene da proteina P21 por meio da extracdo de RNA total sintetizados em cDNA
usando primers para a sequéncia de codifica¢ao da proteina P21. Em seguida, foi utilizado como
controle dois genes endogenos de manutencao (Figura 3 E gel 2), que serviram como controles
internos para o ensaio: 7. cruzi mevalonato quinase (TcMVK) (FERREIRA et al., 2016) e T.
cruzi hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (TCHGPRT) (MURTA et al., 2006). Na
(Figura 3 E gel 2) a andlise demostra como resultado a auséncia de gene transcrito da P21 nos

clones nocautes, como ocorreu nos grupos controles WT e CAS9.
4.3 Anélise por imunofluorescéncia da presenca da proteina P21 nos nocautes TcP217".

Portanto, para confirmar se havia presenca da proteina P21 nos parasitas nocautes
analisamos por imunofluorescéncia em epimastigotas WT, e os clones nocautes TcP217" que
foram marcados com anticorpos primarios anti-P21 de camundongo e anticorpos secundarios
anti-camundongo conjugados com Alexa Fluor 568 e analisados por microscopia confocal. Os
resultados demostraram (Figura 3 F) que as formas epimastigotas WT apresentaram marcagao
em varios pontos, enquanto, os parasitas nocautes TcP21”" apresentaram uma marcagio fraca
que pode ser considerada uma marcacdo inespecifica de anticorpo policlonal. Juntos os
resultados confirmam que a estratégia utilizada neste trabalho para nocautear a proteina P21

pela metodologia CRISPR/Cas9 foi bem sucedida.
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Figura 3. Figura 3 — Confirmagio da dele¢do do gene da P21 nos parasitas nocautes cepa G. A) Representagdo esquematica
do 16cus do gene da P21 em WT e clones nocautes com iniciadores e regides de UTR. B) Gel de agarose mostrando os RNA
guias 36 e 24 para direcionar a Cas9 no gene da P21. Um fragmento de 80 pb de rRNA 18S humano transcrito de pTRI-RNA
18S foi usado como controle da reagdo. C) Gel de agarose mostrando os DNA doadores contendo os genes de resisténcia a
Blasticidina (599bp) e Higromicina (1226bp). D) PCR de DNAg de clones nocautes e controles (WT e CAS9) usando primers
especificos para a P21, bem como a regido UTR do gene P21 analisando a inser¢do dos genes de resisténcia a BSD ¢ HYG. E)
PCR a partir do cDNA dos clones nocautes e controles (WT e CAS9) analisando a expressdo da P21 e TcMVK e TcHGPRT
endogenos. F) Imunofluorescéncia indireta em epimastigotas P21 nocautes e WT incubados com anticorpo policlonal anti-P21

(camundongo) e anticorpo anti-camundongo conjugado com Alexa Fluor 568 (vermelho), e niicleo marcado com DAPI (azul),
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DIC contraste de interferéncia diferencial; TcP217, P21 nocaute. Imagens de plano tnico foram adquiridas por microscopia

confocal. As barras de escala representam 3 pm.

4.3 Impacto da dele¢do do gene da P21 no crescimento de epimastigotas

Avaliamos se a interrup¢do no gene da proteina P21 teria impacto no crescimento de
epimastigotas de 7. cruzi, sendo assim, avaliamos a curva de crescimento dos parasitas nocautes
para a P21 comparando com os parasitas nocautes (Tcp21”” com WT por 12 dias. Foi
quantificado o niimero de parasitas a cada 2 dias. Nossos resultados demonstraram que os

parasitas nocautes TcP217~ apresentam uma taxa de crescimento mais lenta a partir do 4° dia

até o 12° dia quando comparados com o WT.

Fedkekek - WT
2x108=

- TcoP217
1.5%108=
1x108=

5%107=

N° de Epis (10%/mL)

Dias

Figura 4. Curva de Crescimento de epimastigotas por 12 dias. O grafico mostra a média representativa + SD de um dos dois
experimentos independentes realizados em triplicata. A comparagdo foi realizada por ANOVA de duas vias e teste de Tukey's
para comparagdes miltiplas. Os asteriscos indicam diferengas significativas entre WT e TcP217 a partir do 4° dia com valor

de p: ¥<0,05, p: ¥*<0,01, p: ¥**** <0,0001 ¢ ns ndo significante.

4.4 Analise do locus génico da P21 nas formas epimastigotas, tripomastigotas

metaciclicos (TM) e em tripomastigotas de cultura de tecido (TCT) ao longo do ciclo

evolutivo
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Investigamos se a linhagem nocaute ¢ estavel na auséncia de antibidticos de sele¢@o ao
longo do ciclo evolutivo do parasita, aqui avaliamos gDNA isolado com a presenca dos
antibioticos apds 14 dias de cultura, e retirando a pressdo seletiva dos mesmos por 5 dias; 10
dias; 15 dias e 20 dias. Foi possivel confirmar a presenga dos genes de resisténcia da blasticidina
(banda 712 pb) bem como, o gene de resisténcia a higromicina (banda 1.339 pb) ocupando a
regido do gene da P21 (figura 5 A) apds 20 dias sem os antibidticos. Como controles foi
utilizado gDNA de epimastigotas Tipo Selvagem (WT) que demostrou amplificagdo na regiao
UTR do gene da P21 (banda 778 pb), e também foi utilizado como controle gDNA de
epimastigotas nocautes TcP217 de populacdes clonais que foram recém transfectadas para
comparar o perfil de bandas com a populacdo clonal em cultura, o que apresentou perfis de
banda semelhantes aos que ja estdo sendo cultivados o que corrobora com nossos resultados de
que a presenca ou auséncia dos antibidticos de selecdo ndo interferem no populagdo mutante

TcP217.

A proteina P21 ¢ expressa ao longo do ciclo de vida do parasita e possui diferentes
propriedades e caracteristicas bioldgicas que beneficiam 7. cruzi no momento de sua invasao e
permanéncia dentro do hospedeiro, por ser secretada por diferentes formas evolutivas do
parasita e em diferentes microambientes ela possui uma caracteristica imunomoduladora com
potentes propriedades bioativas que pode interferir em varias fases do ciclo celular; aqui
induzimos a diferenciacio de epimastigotas TcP217 para as formas tripomastigota metaciclicas
conforme j& descrito em procedimentos experimentais e investigamos se popula¢do mutante
TcP217- progredia na diferenciacio celular mantendo a interrupgdo do gene da proteina P21.
Apos a diferenciagio de epimastigotas TcP217", analisamos entdo DNAg das formas
tripomastigotas metaciclicas mutantes e avaliamos células Vero infectadas por 96 e 144 horas
garantindo que esse tempo tenha sido suficiente para ocorrer uma nova diferenciacdo em
amastigotas intracelulares. As amostras das formas tripomastigotas metaciclicas e das células
Vero infectadas durante 96 e 144 horas contendo amastigotas intracelulares TcP217,
demostraram marcacdo no locus do gene da P21 a presengca do gene de resisténcia da
blasticidina (banda 712 pb) e da higromicina (banda 1.339 pb) caracteristica presente somente
nos parasitas nocautes e ausente nos parasitas WT (banda 778 pb) que € o controle negativo da

reacdo (Figura 5 B).
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Em seguida as culturas de células Vero foram infectadas com as formas tripomastigotas
metaciclicas de 7. cruzi cepa G nocautes para P21, bem como os grupos controles CAS9 e WT
para obtermos parasitas nas formas tripomastigotas de cultura de tecido (TCT) aguardamos
entdo a primeira eclosdo dos parasitas para investigarmos se apos uma nova diferenciagdo eles
progrediam para a forma evolutiva TCT nocautes para o gene da P21 e os resultados da PCR
demostraram que de acordo com a Figura 5 C, os parasitas TCT amplificaram o gene de
resisténcia a blasticidina (banda 712 pb) e também o gene de resisténcia a higromicina (banda
1.339 pb) que foram inseridos na regido do gene da P21 (Figura 5 C). Foram usados como
controle TCTs do grupo CAS9 que apresentaram somente uma ( banda 778 pb ) correspondente
ao gene P21. Para uma analise comparativa utilizamos como controles DNAg de epimastigotas
WT e TcP217" que apresentaram o mesmo perfil de bandas, podendo assim, confirmar que os
parasitas nocautes para a P21 mantiveram sua caracteristica mutante nas formas evolutivas
tripomastigotas metaciclicas (TM), amastigotas intracelulares (Al) e tripomastigotas de cultura

de tecido (TCT).
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Figura 5. Figura 5 - Representagio esquematica por PCR da analise da expressdo do gene da P21 nos parasitas nocautes nas
formas EPI, TM e TCT. (A) Analise do DNAg por PCR das formas epimastigotas TcP217- na presenga e auséncia dos
antibioticos de sele¢io BSD e HYG. (B) Anélise do DNAg por PCR das formas tripomastigotas metaciclicos TcP217~ e de
células Vero infectadas com o tempo de 96 h e 144 h de infecgdo. (C) Analise do DNAg por PCR da primeira eclosido das
formas tripomastigotas de cultura de tecido (TCT) TcP217- e CAS9. Colocar tb o significado de TM, bem como o que as
bandas de 712 bp, 778 bp e 1339 bp correspondem.

4.5 A delecdo no gene da proteina P21 prejudica a capacidade de tripomastigotas

metaciclicos e TCTs infectarem células Vero
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Alguns dados ja disponiveis sobre a atividade biologica da proteina P21 apontam sua
importancia na invasdo do 7. cruzi em células de mamiferos (DA SILVA et al., 2009;
TEIXEIRA et al., 2019). Investigamos os efeitos da interrup¢do do gene da proteina P21 ao
realizarmos ensaios de invasdao em células Vero por TM purificados para quantificar e visualizar
a infeccdo durante o processo de internalizacdo do parasita. A invasdo ocorreu durante um
tempo de exposi¢ao de duas horas dos parasitas as células Vero e para visualizar a infec¢ao os
ensaios de invasao foram conduzidos e as células foram processadas para coloracdo em Giemsa
e as imagens foram obtidas por microscopia de luz, e foram entdo quantificadas somente
amastigotas intracelulares apontadas pela seta na Figura 6A, a coloragdo por Giemsa permitiu

distinguir os parasitas que estdo internalizados por apresentarem um halo claro ao seu redor, o

dado foi entao representado em nimero de parasitas internalizados em 300 células totais (Figura

6B).

vy
O

300q ——mMmM8M8M8m 50+

i

200

300 Células

1004

N° de Parasitas em
300 células Totais
% Células Infectadas em

Figura 6. Analise da infec¢do em células Vero por parasitas TM nos grupos WT, CAS9 e TcP21-/-. (A) Imagens
representativas por microscopia de luz de células Vero infectadas com tripomastigotas metaciclicos (2 horas, MOI: 20 parasitas
por célula), fixadas e coradas com Giemsa para visualiza¢do dos parasitas internalizados indicados pelas setas. Barras 20pm.
(B) Quantifica¢do do nimero de parasitas internalizados em 300 células totais o grafico mostra a média representativa = SD
de dois testes independentes realizados em triplicata. (C) Analise da porcentagem de células infectadas em 300 células totais,
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os dados representados sdo a média + SD de dois testes realizados em triplicata. A comparacéo foi realizada por ANOVA one-
way e o teste Tukey’s multiplas comparagdes. Os asteriscos representam diferengas significativas p: * < 0,05 e p ** <0,01.

Nossos resultados demostram de acordo com a Figura 6 B que a invasao foi prejudicada

nos parasitas TcP217

pela delecdo do gene da proteina P21, quando comparados com os grupos
controles WT e Cas9. Examinamos a porcentagem de células infectadas em um niumero total
de 300 células, bem como a quantidade de parasitas internalizados e nossos resultados
demostram de acordo com a (Figura 6 C) que os parasitas nocautes tiveram uma porcentagem
menor de células invadidas quando comparados com o CAS9 e uma tendéncia quando
comparados com o WT. Nossos dados corroboram com o entendimento dessa proteina estar
envolvida no processo de internalizagdao do parasita. Adicionar aqui os dados de invasao dos

TCTs, e adicionar tb o grafico A da Figura 7 na Figura 6, que seria o grafico de invasao das

formas metaciclicas e de cultura.

4.6 Os efeitos da delecdo do gene da proteina P21 na invasdo de tripomastigotas de

cultura de tecido (TCT) e na replicagdo intracelular de amastigotas

Para investigar o papel da proteina P21 na invasdo celular de TCTs e na replicacdo
intracelular de amastigotas na infec¢ao de células Vero por 7. cruzi cepa G, ensaios de invasao
foram conduzidos com o foco em avaliar os efeitos da proteina P21 na invasdo. A invasao
ocorreu durante o tempo de duas horas de exposi¢do das células aos parasitas TCTs com um
MOI de 5 parasitas por células. Em seguida, o ensaio foi interrompido e as células foram
processadas para coloracdo de Giemsa; as imagens foram obtidas com microscopia de luz e as
amastigotas no interior das células foram quantificadas. A coloracdo por Giemsa permite
distinguir os parasitas internalizados por apresentarem um halo claro ao seu redor. Sendo assim,
foi avaliado a taxa de invasdo e o nimero de parasitas internalizados contando 100 células
infectadas, de acordo com a ( Figura 7 A) , os parasitas nocautes para P21 (TCTs) demostraram
uma redugdo significativa na taxa de invasao em comparagdo com os grupos controles WT e
CAS9 (Figura 7 B).

Alguns estudos com a proteina P21 recombinante buscaram elucidar o efeito da P21 no

controle da replicagdo do parasita, o que sugere que ela possa estar envolvida em um mecanismo
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evolutivo de sobrevivéncia pelo 7. cruzi no hospedeiro. Neste estudo buscamos investigar a
taxa de replicacao dos parasitas durante os tempos de 24, 48, 72 ¢ 96 horas apds a invasao e
quantificamos os parasitas internalizados em 100 células infectadas. Nossos resultados
demostra que nos tempos de 24 e 48 horas houve um aumento na replicagdo dos parasitas

nocautes para a P21 em relagdo aos grupos WT e CAS9.
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Figura 7. Impacto da delegdo no gene da proteina P21 na invasdo de TCTs e na replicagdo de amastigotas intracelulares. (A)

Os parasitas nocautes para P21(TcP217) apresentaram diminui¢do na taxa de invasdo celular na contagem de niimero de
parasitas internalizados em 100 células infectadas, o grafico mostra a média representativa + SD de dois testes independentes

realizados em quadruplicata. A comparagdo foi realizada por ANOV A one-away e teste de Tukey's estabelecido em multiplas
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comparagdes e os asteriscos indicam diferencgas significativas com valor de p * < 0,05 e p ** <0,01. (B) Aumento na replicagao
de amastigotas intracelulares nos tempos de 24 e 48 horas nos parasitas TcP217, j4 nos tempos de 72 e 96 o grupo WT
apresentou aumento na replicagdo em comparagio aos grupos CAS9 e TcP217. O gréfico representa o nimero total de parasitas
internalizados em 100 células infectadas pela média representativa = SD de dois testes independentes realizados em
quadruplicata sendo a comparacdo realizada por ANOVA de duas vias e teste Sidak’s para multiplas comparagdes, € os
asteriscos indicam diferengas significativas com valor p: *** < (0,001 e p: **** <(,0001. (C) ) Imagens representativas por
microscopia de luz de células Vero infectadas com TCT nos tempos de 24, 48, 72 ¢ 96 horas, fixadas e coradas com Giemsa

para visualizagdo dos parasitas internalizados indicados pelas setas com barras 20um.

Ja nos tempos de 72 e 96 horas houve um aumento significativo na taxa de replicacio

no grupo WT em comparagio com os grupos Cas9 e TcP217"

> demonstrando que a delecao da
P21 aumenta a taxa de replicagdo nos tempos iniciais, interferindo no ciclo intracelular do
parasita.

v

4.7 Eclosdo dos parasitas TcP217" para o sobrenadante da célula hospedeira

A fim de compreender a razio pela qual os parasitas TcP217

aumentam a replicagdo nos
tempos iniciais de 24 e 48 h, mas depois reduzem a multiplicagdo em 72 ¢ 96 horas pds-
infeccdo, realizamos ensaios para analisar a cinética de tempo da saida de formas
tripomastigotas e amastigotas da célula hospedeira para o sobrenadante em diferentes
momentos pos-infecgdo. Os resultados demostraram que os parasitas nocautes apresentaram
um aumento na liberagdo das formas tripomastigotas para o sobrenadante ao apresentar um pico
da eclosdo celular em 144 horas p6és-infec¢ao quando comparado entre os grupos controles WT
e Cas9. Em seguida, até o tempo de 192h, observou-se uma tendéncia de diminui¢ao do nimero
de tripomastigotas no sobrenadante de células infectadas, quando comparamos os parasitas
TcP217- ¢ WT. Apos 192h a liberagdo de TCTs nocautes volta a subir até 240h ( Figura 8 A ).

J4 as formas amastigotas TcP21"-

comecam a ser liberadas no sobrenadante a partir de 144h
apods a infec¢do, e curiosamente, no intervalo de 192h a 240h esse aumento € progressivo
comparado aos controles WT e Cas9, sugerindo que existe um aumento da liberagdo das formas
amastigotas TcP217-

( Figura 8 B).

para o sobrenadante, antes de se transformarem em formas tripomastigotas
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Figura 8. A interrupgdo no gene da proteina P21 induz um aumento na liberagdo das formas tripomastigotas e amastigotas
extracelulares no sobrenadante de células Vero infectadas. (A) Cinética de tempo de saida das formas tripomastigotas para o
sobrenadante durante os tempos de 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216 e 240 horas ap6s a infec¢do. Os parasitas TcP217
apresentaram um aumento significativo no nimero de tripomastigotas no sobrenadante nos tempos de 216 ¢ 240 os resultados
representam a média = SD de duas ensaios independentes realizados em quadruplicata, a comparagao foi realizada por ANOVA
de duas vias e teste Dunnett’s para multiplas comparagdes. Os asteriscos indicam diferencas significativas com comparagéo
entre WT e TcP217" com valor de p: **** <0,0001. (B) Cinética de tempo de saida das formas amastigotas extracelulares para
o sobrenadante durante os tempos de 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216 e 240 horas ap0s a infecgao.
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FIGURA 9. Resumo grafico. (A) Ilustragio do esquema de delegdo no gene da proteina P21 (GOI P21) pela
metodologia de CRISPR/Cas9 pela inser¢éo de genes de resisténcia direcionado pelo mecanismo de reparo dirigido por
homologia (HDR) para obter parasitas nocautes para P21 da cepa G, investigando a permanéncia de parasitas mutantes
no processo de diferenciagdo de epimastigotas para tripomastigotas. (B) A interrupgo no gene da proteina P21 foi capaz
de promover uma diminuigdo na taxa replica¢do de epimastigotas e da invasdo celular em TM e TCTs, bem como, um
aumento na replicacdo de amastigotas intracelulares nos tempos de 24 e 48 horas interferindo no processo de
diferenciac@o levando a um aumento da ecloséo dos tripomastigotas e amastigotas TcP21-/- em células infectadas.
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5 DISCUSSAO

A DC tem sido considerada um perigo emergente e altamente preocupante nas Américas
com uma caracteristica de letalidade relevante, matando a cada ano na América Latina mais
pessoas do que qualquer outra doenga parasitaria incluindo a malaria (ANTUNES PAES, 2004;
LIMA et al., 2010; MARTINS-MELO; CASTRO; WERNECK, 2021). Sendo assim, conhecer
0s mecanismos que estdo envolvidos na intera¢do parasita-hospedeiro pode ter um impacto no
diagnostico e tratamento da doencga, possibilitando a descoberta de novos alvos terapéuticos

(LESLIE, 2011; MIRANDA; SAYE, 2019).

T. cruzi apresenta uma variabilidade genética ampla envolvendo mecanismos
importantes na interacdo parasita-hospedeiro e estd intimamente relacionado as variagdes
clinicas da doenca. Considerando que num mesmo hospedeiro pode haver a presenga de
diferentes cepas, sendo assim, ¢ de extrema importancia conhecer os mecanismos que estao
envolvidos na infectividade entre as estirpes (ARAUJO; CABELLO; JANSEN, 2007;
ARAUJO; WANIEK; JANSEN, 2009; COURA; VINAS; JUNQUEIRA, 2014).

Um momento critico durante a infec¢ao por 7. cruzi esta na interagdo inicial das formas
tripomastigotas do parasita e a célula hospedeira, o que resulta no envolvimento de varias
moléculas do protozoario que ativam vias de transdugao de sinal importantes contribuindo para
que a patogénese da DC ocorra (VILLALTA et al., 2009). Com base nisso, identificar
moléculas que desempenham funcdes especificas nas células hospedeiras tem sido util para
desenvolver ferramentas terapéuticas e farmacologicas, como por exemplo, a superfamilia
génica gp85/ trans-sialidase (TS) que sdo glicoproteinas presentes na superficie do parasita e
participam da invasao celular, bem como, moléculas que sao secretadas e estao envolvidas no
desencadeamento de vias de sinalizacdo essenciais para a entrada e sobrevivéncia intracelular

do parasita (DE MORALIS et al., 2015).

A caracterizacao da proteina P21 de 7. cruzi foi publicada em 2009 e trouxe as primeiras
informagdes sobre o papel dessa proteina no contexto da infeccdo. Nesse estudo, a sequéncia
do gene da proteina P21 foi clonada em um plasmideo de E. coli e a forma recombinante da

proteina, rP21, foi produzida e utilizada nos ensaios. Os dados demonstram que a rP21 adere a
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superficie da célula hospedeira em uma propor¢ao dose-dependente, e é expressa em todos os
estagios evolutivos do parasita. Além disso, a rP21 foi capaz de aumentar a invasdo celular por
amastigotas extracelulares e tripomastigotas metaciclicas (DA SILVA et al, 2009).
Posteriormente, foi observado que rP21 induz fagocitose em macrofagos, de uma forma
dependente da ativagdo da sinalizagdo celular via PI3K e da ligacao ao receptor de quimiocinas

CXCR4 (RODRIGUES et al., 2012).

Em outro estudo, nosso grupo de pesquisa verificou o impacto da rP21 na progressao
do processo inflamatério em um modelo de inflamagao induzida por esponja de poliéster. Os
resultados indicaram que rP21 recruta células imunes, induz a produgao de mieloperoxidase e
IL-4 e diminui a formagdo de vasos sanguineos em comparagdo com controles tratados com
extrato bacteriano ou PBS, in vitro e in vivo (TEIXEIRA et al., 2015). Além disso, nossos dados
demonstram que a atividade anti-angiogénica da rP21 depende da interagdo direta da proteina
com o receptor CXCR4. Essa capacidade esté relacionada a modulagdo da expressao de genes
associados a actina e angiogénese (TEIXEIRA et al., 2017). Em nossas investigagoes,
observamos que o tratamento com rP21 reduziu a carga parasitaria (cepa Y) e a angiogénese,
bem como induziu fibrose no tecido cardiaco de camundongos infectados e tratados com rP21
por 6 semanas. Além disso, rP21 reduziu o crescimento de epimastigotas, inibiu a replicagdao
intracelular de amastigotas e modulou o ciclo celular do parasita, in vitro (TEIXEIRA et al.,
2019). Corroborando esses resultados, observamos que rP21 diminuiu a multiplicagdo de T.
cruzi (cepa Y) em mioblastos C2C12, fendmeno associado a maior polimerizagdo de actina e
maior expressdo de IFNy e IL-4. Durante a infec¢do experimental com a cepa Y, o tratamento
com rP21 causou redu¢do do ntimero de ninhos de amastigotas no tecido cardiaco, e menor
infiltrado inflamatorio e fibrose também foram observados. Esses resultados foram
correlacionados com a grande expressao de IFN-y contrabalangada por altos niveis de IL-10, o
que foi consistente com a menor lesdo tecidual encontrada nesses camundongos. Também
observamos que sob estresse, induzido pela presenca do IFN-y, os parasitas produziram mais

P21 nativa (MARTINS et al., 2020).

Em conjunto, observamos que a proteina P21 nativa de 7. cruzi tem potencial para
desempenhar um papel relevante no curso da infec¢do. Nesse sentido, € interessante o fato da
proteina recombinante induzir a invasdo celular e reduzir a multiplicagdo intracelular, além da

observacao, que na indugdo de estresse o parasita expressa niveis mais elevados da proteina
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nativa. Assim, acreditamos que a P21 faga parte de um intrincado mecanismo relacionado a
perpetuagdo da doenga, uma vez que a proteina parece favorecer a permanéncia intracelular do

parasita e pode ser mais expressa quando o parasita esta em situacao de perigo.

No presente estudo nossa estratégia para validar os dados obtidos com a proteina
recombinante consistiu em gerar parasitas nocautes para a P21 através da edi¢do génica
utilizando a técnica CRISPR/Cas9. A importancia da diversidade entre as cepas de 7. cruzi vem
sendo alvo de discussao entre os pesquisadores da doenca de Chagas e a cepa G € classicamente
conhecida por ter maior viruléncia in vitro, com um menor poder de infeccio em modelos
experimentais in vivo por nao induzir parasitemia. (RODRIGUES et al., 2012; TEIXEIRA;
YOSHIDA, 1986a).

Inicialmente, eliminamos o gene da proteina P21 em parasitas da cepa G e avaliamos a
estabilidade desses parasitos P217 ao longo do ciclo de vida, e os efeitos da delegio da P21
sobre o crescimento das formas epimastigotas, o potencial de invasdo das formas TM e TCT
nas células hospedeiras, a taxa de replicacao de amastigotas intracelulares, bem como, a eclosio
dos parasitos e a presenca de egressos prematuros no sobrenadante de cultura, comparados aos

controles.

Primeiramente, avaliamos o crescimento das formas epimastigotas de 7. cruzi cepa G
durante doze dias. As formas epimastigotas estdo presentes no vetor invertebrado e colonizam
o trato digestivo do inseto de forma a se dividir extracelular, esta fase do parasita tem um tempo
de duplicagdo de 24 horas podendo atingir altas densidades celulares. Sendo assim, investigar
sua capacidade de crescimento pode contribuir para compreensao dos processos replicativos do
parasita. (TYLER; ENGMAN, 2001). Nossos resultados apontam que a partir do 4° dia os
parasitas TcP217~ apresentaram uma taxa de crescimento reduzida em comparagio com o
controle WT. Nossos resultados corroboram com os achados observados em um outro estudo
que a presenca da forma recombinante da proteina P21 (rP21) foi capaz reduzir o crescimento
de epimastigotas com aumento no numero de parasitas na fase G1 e S na cepa Y (TEIXEIRA
et al., 2019). Além disso, em estudo prévio com parasitos da cepa Y P21 nocautes também foi
observado que a delecdo da P21 reduz a taxa de crescimento dos das formas epimastigotas ao
longo de 14 dias (TEIXEIRA et al., 2022). Alguns estudos apontam que a metaciclogénese

esta associada a disponibilidade de nutrientes, e ao observar que os parasitas nocautes
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apresentaram uma taxa de replicacdo reduzida em comparagdo aos controles podemos
considerar que haja um impacto na condi¢do estressante oriunda da falta de nutrientes, e que
esses processos metabolicos diminuidos podem estar envolvidos no processo de diferenciacao
das formas epimastigotas em tripomastigotas metaciclico (CRUZ-SAAVEDRA et al., 2020).
Nossos resultados norteiam investigacdes futuras sobre o envolvimento da proteina P21 nos

processos de diferenciacao do parasita.

Avaliamos também a capacidade dos parasitas nocautes de invadir células Vero em
comparagdo com os parasitas selvagem e CAS9. Nossos dados demonstraram que a auséncia
de expressao de P21 reduziu significativamente a invasao celular pelo parasita. Esses dados
corroboram nossas observagdes obtidas por meio da rP21 no qual o tratamento com proteina
aumentou a invasdo celular, o que sugere seu papel na indu¢do da internalizagdo do parasita.
Sendo assim, especulamos que durante o processo de invasdo o parasita recruta fungdes
celulares do hospedeiro com a finalidade de estabelecer o nicho replicativo, a auséncia da
proteina P21 nativa foi capaz de promover uma queda na capacidade infectiva das formas
tripomastigotas possivelmente por ndo interagir com o receptor CXCR4 diminuindo a ativagdo
PI3K. Com isso em trabalhos futuros seré investigada com mais detalhes a relagdo dos parasitas

nocautes TcP217 explorando os mecanismos utilizados durante o processo de internalizagio.

Em seguida, avaliamos a capacidade de multiplicacdo dos parasitas nocautes € nossos
resultados mostraram que os parasitas nocautes (TcP217) se multiplicaram mais do que os
parasitas controle em 24 e 48 horas apds a infec¢do. Mais uma vez, corroborando os dados
obtidos com rP21 onde o tratamento com a proteina reduziu a multiplica¢do intracelular do
parasita. Além disso, esses resultados estio de acordo com nossos dados publicados
recentemente, onde mostramos que o tratamento com rP21 inibiu a replicacdo de amastigotas
intracelulares e foi capaz de regular a multiplicacdo (MARTINS et al., 2020; TEIXEIRA et al.,
2019). As diferentes formas evolutivas encontradas no hospedeiro enfrentam microambientes
estressores, as amastigotas presentes no citoplasma da célula hospedeira se diferenciam em
tripomastigotas que sdo liberadas na corrente sanguinea para colonizar outros tecidos com o
objetivo de perpetuar a infec¢ao, com isso, € razoavel vislumbrar que a proteina P21 mobilize
diferentes componentes moleculares que sdo capazes de acionar vias de sinaliza¢do no processo

de replicacdo intracelular do parasita.
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A maior taxa de multiplicagdo em 24 e 48 horas pds-infec¢do e a menor multiplicagdo
em 72 e 96 horas pos-infecgdo observada para os parasitas TcP217" em relacdo aos WT nos
levou a investigar a cinética de saida dos parasitas a fim de encontrar evidéncias de explicagoes.
Os resultados demonstraram que o sobrenadante da célula hospedeira infectada com os parasitas
TcP217 apresentou maior niimero de parasitas a partir de 216 horas pds-infecgdo e que o
amastigota foi uma forma de ciclo de vida do parasita muito observada. Nesse sentido,
propusemos duas hipdteses ndo excludentes. Primeiro, os parasitas TcP217" provavelmente
multiplicam-se mais rapidamente do que os parasitas WT e CAS9. Assim, formas
tripomastigotas romperiam prematuramente a célula hospedeira e se diferenciariam em

amastigotas no sobrenadante, gerando amastigotas extracelulares.

Em segundo lugar, é razodvel supor que uma maior taxa de multiplicacdo das formas
amastigotas intracelulares nos parasitas nocautes para a P21 resultaria em um processo de
diferenciagdo em tripomastigotas precoce na célula hospedeira, o que explicaria o maior
nimero de amastigotas extracelulares no sobrenadante das células infectadas com TcP217.
Nossos resultados em conjunto com algumas observacdes na literatura nos levam a pensar que
seria possivel supor que auséncia da P21 nos parasitas poderia influenciar no ciclo litico
acelerando o processo de diferenciagdo, permitindo que as formas tripomastigotas possa
fornecer uma torgao suficiente para conseguir romper a membrana celular e como consequéncia

uma saida rapida dos parasitas dessas células. (FERREIRA et al., 2021; MEIRELLES et al.,
1992; SANTANA et al., 1997).

Ambas as hipoteses poderiam explicar a diminuigdo na multiplicacdo intracelular de

parasitas TcP217

em momentos posteriores de infeccdo, uma vez que em ambas as condigdes
a célula hospedeira seria rompida prematuramente pelos parasitas € o processo de reinfeccao
ndo seria rapido o suficiente, uma vez que os nocautes TcP217~ sdo menos eficientes no processo
de invasdo. Este assunto sera melhor abordado em estudos futuros do nosso grupo de pesquisa.
Os parasitas CAS9 que expressam constitutivamente a enzima Cas9 se comportaram de forma
semelhante ao WT na invasao da célula hospedeira, nos primeiros momentos de multiplicagao
intracelular e nos ensaios de eclosdo. Em pontos de multiplicagdo posteriores, esses parasitas
diferiram significativamente do WT. No entanto, a maioria dos resultados sugeriu que a

expressdo constitutiva de Cas9 ndo interferiu na biologia de 7. cruzi. Assim, esses resultados

confirmam que os parasitas CAS9 sdo bons controles para as abordagens experimentais. Vale
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a pena mencionar que os parasitas TcP217" também expressam constitutivamente Cas9 e
diferiram significativamente dos parasitas WT e Cas9 na maioria das condi¢des testadas.
Nossos achados reforcam as evidéncias de que a P21 pode de fato desempenhar um papel
importante na invasdo de células hospedeiras de 7. cruzi, na multiplicagdo e na saida dos

parasitos para o meio extracelular.

Recentemente, autores demonstraram que 7. cruzi pode entrar em estado de dorméncia
espontanea. e que esses amastigotas dormentes podem ser altamente resistentes a terapia in
vivo ¢ in vitro (SANCHEZ-VALDEZ et al., 2018). Além disso, os autores demonstraram a
existéncia de uma diferencga adaptativa entre cepas de 7. cruzi para gerar células dormentes, e
que a recombinagdo homologa pode ser um importante fator que contribui para dorméncia
(RESENDE et al., 2020). Por outro lado, outro grupo de pesquisa sugeriu que a persisténcia do
T. cruzi continua envolvendo ciclos regulares de replicacdo, lise da célula hospedeira e
reinfeccao. E que ndo encontraram nenhuma evidéncia de dorméncia generalizada em parasitas

que persistem no reservatorio tecidual (WARD et al., 2020).

Apesar dos resultados controversos em relagdo a dorméncia de 7. cruzi, o fato € que ao
longo do curso da doenca, o parasita pode apresentar menor taxa de replicagcdo e auséncia de
parasitemia sistémica. Nesse sentido, acreditamos que algum mecanismo finamente regulado
controla a multiplicagdo e diferenciagao do parasita ao longo da infec¢cdo. Assim, com base nos
resultados apresentados aqui e outras evidéncias que reforcam o importante papel
desempenhado pela P21 na invasdo celular, multiplicagdo intracelular e diferenciagao,
levantamos a hip6tese de que a P21 pode ser protagonista nesta maquinaria e estaria envolvida
na perpetuagdo da doenga no hospedeiro infectado, uma vez que parece orquestrar a retengao

intracelular do parasita.
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6 CONCLUSAO

Este estudo foi capaz de demonstrar que a proteina P21 desempenha um papel
importante no processo de invasdo e multiplicacdo celular do parasita durante a infec¢do de 7.
cruzi da cepa G, devido os parasitas nocautes apresentarem uma menor taxa de invasao e um
aumento da replicacdo de amastigotas intracelulares, acelerando a diferenciacdo e saida
prematura do parasita da célula hospedeira. Em conclusao este trabalho demonstra que a edig@o
génica utilizada pela metodologia CRISPR/Cas9 na delecao do gene alvo da proteina P21 para
obter parasitas nocautes, obteve sucesso na investigacdo de caracteristicas fenotipicas desses
parasitas no processo de infeccdo, e que de modo geral os resultados contribuem para o
entendimento da relacdo parasita-hospedeiro no contexto da infec¢do por 7. cruzi da cepa G.
Nossos resultados corroboram com a compreensdo de achados até aqui sobre a atividade
bioldgica da proteina P21 em estar envolvida no processo de invasao e no controle de replicacdao
do parasita, contribuindo com a persisténcia do protozoario no hospedeiro e favorecendo a
cronificagdo da DC. Nossos resultados sdo importantes para compreender de forma mais
profunda os aspectos relacionados a biologia do parasita uma vez que o protozoario representa

uma ameaga significativa a saude publica em todo mundo.
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