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Resumo

A manipulacdo genética em tripanosomatideos € uma ferramenta essencial
para estudo desses organismos, muitos deles, agentes causadores de
importantes doencas humanas e veterinarias. A introducdo de DNA exdgeno no
genoma das células ou o nocaute de um gene requer um evento de quebra na
dupla fita (do inglés, double strand break, ou DSB) e reparo dessa DSB por
recombinacdo homodloga (HR) ou por outros mecanismos. Duas metodologias
descritas recentemente em outros organismos foram testadas com objetivo de
aumentar a eficiéncia de manipulagdo genética em T. cruzi e em T. brucei: a
expressdo de nucleases dedo de zinco (ZFNs) e o sistema CRISPR/Cas9
(clustered regularly interspaced short palindromic repeats Cas9 associated).
ZFNs sao proteinas sintéticas que possuem a capacidade de se ligar de forma
especifica a uma sequéncia de DNA e causar DSB em uma regido pré-definida
no genoma. CRISPR/Cas9 faz parte do sistema de defesa de bactérias e
archae contra invasao por virus e plasmideos envolvendo uma nuclease (Cas9)
capaz de clivar uma sequéncia especifica na presenca de um pequeno RNA
(do inglés, single guide RNA, ou sgRNA) que reconhece a sequéncia alvo por
complementaridade. Nesse trabalho foi também testado o sistema de
transfeccdo denominado nucleofection que resultou em uma eficiéncia 20
vezes maior em comparagao com o protocolo de eletroporagéo convencional.
Para testar a utilizacdo de ZFNs, formas epimastigotas de T. cruzi e formas
sanguineas de T. brucei expressando enhanced GFP (eGFP) foram
transfectadas com plasmideos codificando o par de ZFNs desenvolvidas para
reconhecer e clivar uma sequencia de egfp. Como néao foi observada a perda

da fluorescéncia verde nos parasitos e como também néao foi possivel detectar
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a expressdo das ZFNs por western blot ou northern blot, concluimos que a
expressao constitutiva dessas ZFNs direcionadas para sequéncias de egfp
poderia ser tdxica para os parasitos. A expressao de ZFNs sob o controle da
tetraciclina em T. brucei confirmou que essa proteina, apesar de afetar o
crescimento, foi capaz de aumentar a eficiéncia de transfeccdo em até 15
vezes. Como para o T. cruzi ndo ha um sistema adequado de expresséo
regulada por tetraciclina, foram geradas linhagens expressando a T7 RNA
polimerase e o repressor da tetraciclina, as quais foram testadas apos
transfeccdo com um plasmideo contendo o gene repérter de luciferase de
renilla (Rluc) sob o controle do operador da tetraciclina. Entretanto, devido aos
baixos niveis de expressao do repressor da tetraciclina, niveis elevados de
Rluc foram obtidos mesmo antes da adicdo de tetraciclina. Ainda com o
objetivo de testar as ZFNs, foi selecionado o gene de gp72 como alvo de um
segundo par de ZFNs, pois o nocaute desse gene resulta em um fendtipo
facilmente detectavel de descolamento do flagelo do corpo do parasito.
Diferente das ZFNs que tem egfp como alvo, a transfeccdo de parasitos
expressando constitutivamente ZFNs direcionadas para gp72 com uma
sequéncia contendo o gene de resisténcia a neomicina flanqueada por
sequéncias de gp72, resultou em uma populacdo resistente a G418 na qual
90% das células apresentaram o fenétipo de nocaute de gp72. Andlises de
PCR mostraram a insercdo do gene de resisténcia no locus de gp72.
Resultados similares foram obtidos com a transfeccao de formas epimastigotas
expressando constitutivamente Cas9 nuclease. Para testar o nocaute do gene
de gp72 utilizando o sistema de CRISPR/Cas9, essa linhagem foi transfectada

com um plasmideo contendo sequéncias do sgRNA complementares a gp72 e
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transcritas pelo promotor de rRNA do T. cruzi. A andlise dos parasitos apos
transfeccao transiente com o plasmideo contendo o sgRNA resultou em uma
populacdo na qual aprox. 1% das células apresentaram o fenétipo nocaute de
gp72. Em conjunto, nossos resultados mostraram que a utilizacdo de ambos os
tipos de nucleases resulta em um aumento expressivo na eficiéncia dos
protocolos para nocaute génico em T. cruzi, 0 que representa um enorme

avancgo para os estudos sobre esse parasito.
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Abstract

Genetic manipulation in trypanosomatids is an essential tool to study these
organisms, many of them are agents of important human and veterinary
diseases. The introduction of exogenous DNA into the genome in any cell or the
generation of a gene knockout requires a double strand break event (or DSB)
and the repair of this DSB by homologous recombination (HR) or by other
mechanisms. Two methods recently described in other organisms were tested
in order to increase the efficiency of genetic manipulation in T. cruzi and T.
brucei: the expression of zinc finger nucleases (ZFNs) and the CRISPR/Cas9
system. ZFNs are synthetic proteins having the ability to bind specifically to a
DNA sequence and cause a DSB in a pre-defined region in the genome.
CRISPR/Cas9 is part of the bacterial and archaea defense system against
invasion by viruses and plasmids and requires a nuclease (Cas9) capable of
cleaving a specific sequence in the presence of a small RNA (single guide RNA,
or sgRNA) that recognizes the sequence targeted by complementarity. In this
work we also tested the transfection system called nucleofection, which resulted
in a 20 fold higher transfection efficiency compared with the electroporation
protocol. To test a pair of ZFNs, epimastigotes of T. cruzi and T. brucei
bloodstream forms expressing enhanced GFP (eGFP) were transfected with a
plasmid encoding ZFNs designed to recognize and cleave the sequence of
egfp. Because no loss in fluorescence and no detectable expression of ZFNs
were observed by western or northern blots, we concluded that the constitutive
expression of ZFNs directed to egfp could be toxic for these parasites.
Expression of ZFNs under the control of tetracycline operator in T. brucei
confirmed that the transient expression of this nuclease protein, although
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affecting parasites growth, resulted in increased transfection efficiency by up to
15 times. Since an appropriate system for tetracycline-regulated expression
was not available for T. cruzi, we generated a cell line expressing T7 RNA
polymerase, and the tetracycline repressor, which was tested after transfection
with a plasmid containing the renilla luciferase (Rluc) gene under the control of
the tetracycline operator. However due to low levels of expression of the
tetracycline repressor, high levels of Rluc expression were obtained before the
addition of tetracycline. Aimed at testing a second pair of ZFNs, we expressed
ZFNs that targets the gp72 gene, which was chosen because it's knockout
results in readily detectable phenotype with the flagellum detached from the
parasite's body. Different from the result with ZFNs that targets egfp,
transfection of epimastigotes constitutively expressing ZFNs that targets gp72
with a sequence containing the neomycin resistance gene flanked by gp72
sequences, resulted in G418 resistant population with 90% of cells with the
gp72 knockout. PCR analyses showed that the neomycin resistance gene
integrated into the gp72 locus. Similar results were obtained with the
transfection of epimastigotes constitutively expressing Cas9 nuclease. To test
the gp72 gene knockout using the CRISPR/Cas9 system this strain was
transiently transfected with a circular plasmid containing gp72 and sgRNA
scaffold sequence transcribed by the T. cruzi rRNA promoter. Following
transient transfection with a plasmid containing the sgRNA sequence, a
population in which approx. 1% of the cells showed the knockout phenotype of
gp72 was obtained. Taken together, our results showed that the use of both

nuclease resulted in a significant increase in the efficiency of gene knockout
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protocols for T. cruzi, thus constituting a valuable new tool for studies with this

parasite.
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1. Introducéao

1.1 Os protozoarios Trypanossoma cruzi e Trypanosoma brucei e as

doencas por eles causadas

Os protozoéarios Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei, agentes
causadores da doenca de Chagas e da doenca do sono, respectivamente, sdo
organismos uniflagelados, pertencentes a ordem Kinetoplastae. Esses
protozodrios causam patologias consideradas parte do grupo de doencas
negligenciadas e afetam principalmente populacées pobres e carentes do
mundo [1].
De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude, a doenca de Chagas
afeta aproximadamente 10 milhdes de pessoas no mundo todo e mais de 25
milhdes estao sob risco de contrair essa infeccdo (WHO). A transmissao ocorre
principalmente por insetos hematéfogos da familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae, no momento do repasto sanguineo, no entanto, outras formas de
transmissdo como transfusdo de sangue, transplante de 6rgéos, congénita e
ingestdo de alimentos contaminados com o inseto vetor ou fezes do inseto
infectados com o T. cruzi também ocorrem [2,3]. A figura 1 ilustra o ciclo de
vida do T. cruzi. Primeiramente formas tripomastigotas metaciclicas
provenientes das fezes do inseto vetor penetram na pele do hospedeiro
mamifero por meio de microlaceracdées no momento do repasto sanguineo.
Uma vez na corrente sanguinea as formas tripomastigotas possuem a
capacidade de invadir uma variedade de células. Dentro da célula, as formas
tripomastigotas se diferenciam em formas amastigotas que multiplicam por
divisdo binaria. Apos varios ciclos de replicacdo, estas se diferenciam em

formas tripomastigotas intracelulares, que rompem a célula, e podem invadir



novas células e/ou serem ingeridas pelo inseto vetor da doengca no momento
do repasto sanguineo. No inseto as formas tripomastigotas migram para o
intestino médio e diferenciam em epimastigotas replicativas que apés Varios
ciclos de divisdo, se deslocam para o intestino grosso, onde diferenciam em
formas tripomastigotas metaciclicas que podem ser expelidas nas fezes do

inseto durante o respasto sanguineo, iniciando um novo ciclo da doenca [4].
T. cruzi life cycle

1 2 Amastigote
(cells of infected
~ tissues)

Metacyclic
trypomastigote
(hindgut)

insect human
host host

Epimastigote
(midgut)

4 Trypomastigote
(blood)

Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Formas tripomastigotas
metaciclicas presentes nas fezes do inseto sdo depositadas na pele do
hospedeiro mamifero no momento do respasto sanguineo (1). Dentro da
célula as formas tripomastigotas diferenciam em formas amastigotas
replicativas (2), que apdOs varios ciclos de divisdo diferenciam em
tripomastigotas intracelulares (3). As tripomastigotas intracelulares
rompem a ceélula e séo liberadas na corrente sanguinea podendo invadir
novas células e/ou serem ingeridas pelo inseto vetor da doenca. No
inseto as formas tripomastigotas migram para intestino médio e
diferenciam em formas epimastigotas replicativas (4), que apés migrarem

para o0 intestino grosso diferenciam em formas tripomastigotas



metaciclicas (1), podendo iniciar um novo ciclo da doenca. Retirado de
Cuervo et al, 2009 [4].

Cem anos apos a descoberta e caracterizacdo da doenca por Carlos
Chagas, ainda ndo ha um tratamento eficaz para a doenca, pois as drogas
atualmente utilizadas, além de possuirem muitos efeitos colaterais, tem baixa
eficacia na fase cronica [5,6].

O T. brucei, agente causador da doenca do sono em humanos e da
nagana no gado, é transmitido pela picada de moscas do género Glossina,
popularmente conhecidas como moscas tsé-tsé. Apesar de ter sido estimado
gue a doenca do sono houvesse sido praticamente erradicada nos anos 60, na
Africa subsariana, com o relaxamento das praticas de combate ao inseto vetor
da doenca, devido as constantes guerras civis, um Nnovo surto ocorreu Nos anos
90. Atualmente a Organizacdo Mundial de Saude estima a existéncia de 50.000
— 70.000 casos da doenca na Africa subsariana [7]. A figura 2 esquematiza o
ciclo de vida do T. brucei que se inicia com a inoculacdo de formas
tripomastigotas metaciclicas no hospedeiro mamifero pela mosca tsé-tsé no
momento da alimentacdo. Na corrente sanguinea estas formas diferenciam em
tripomastigotas alongadas (long slender) replicativas que podem migrar
também para o fluido cérebro-espinhal. Apés vérios ciclos de replicacdo as
tripomastigotas delgadas diferenciam em tripomastigotas arredondadas (short
stumpy) que podem ser ingeridas pela mosca tsé-ts€ no momento do repasto
sanguineo. No intestino médio da mosca as tripomastigotas diferenciam em
formas prociclicas replicativas, e apos a colonizacdo deste 6rgdo migram para
as glandulas salivares da mosca. Nas glandulas salivares as formas prociclicas

diferenciam em epimastigotas replicativas para em seguida diferenciarem em



tripomastigotas metaciclicas, podendo, desta forma, iniciar um novo ciclo da

doenca [4].

T. brucei life cycle
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Figura 2. Ciclo de vida do Trypanosoma brucei Formas tripomastigotas
metaciclicas presentes nas glandulas salivares da mosca tsé-tsé séo
inoculadas no hospedeiro mamifero no momento do respasto sanguineo (1).
Na corrente sanguinea do hospedeiro mamifero as formas tripomastigotas
metaciclicas diferenciam em formas tripomastigotas alongadas replicativas,
podendo também migrar para o fluido cérebro-espinhal (2). Apés varios ciclos
de replicacdo as formas tripomastigotas alongadas diferenciam em formas
tripomastigotas arredondadas que podem ser ingeridas pela mosca tsé-sté no
momento do repasto sanguineo (3). Na mosca as formas tripomastigotas
arredondadas migram para o intestino médio e diferenciam em formas
prociclicas replicativas (4). Apos a colonizacdo do intestino médio as formas
prociclicas migram para as glandulas salivares, e diferenciam em formas
epimastigotas replicativas (5) e em seguida em tripomastigotas metaciclicas,

podendo iniciar um novo ciclo da doencga. Retirado de Cuervo et al, 2009 [4].



Varios problemas estdo relacionados com os medicamentos utilizados
para tratamento da doenca do sono, dentre eles podemos citar: sdo estagio
especificos, possuem muitos efeitos colaterais, alguns possuem alta toxicidade
devido as altas doses administradas e surgimento de parasitos com resisténcia

natural & alguns medicamentos [8].

1.2 Estudos de genoma e processamento do RNA mensageiro em

tripanosomatideos

Além de sua importancia médica, os tripanosomatideos sdo organismos
gue despertam a atencdo dos pesquisadores devida a algumas peculiaridades
de sua biologia. Dentre essas peculiaridades podemos citar o processo de
transcricdo génica. Diferente dos eucariotos, 0sS quais possuem transcricao
monocistronica de genes codificadores de proteinas catalizada principalmente
pela enzima RNA polimerase Il, a transcricdo nos tripanosomatideos ocorre de
forma policistrénica, e alguns genes séo transcritos pela RNA polimerase I.
Depois de transcritos, os RNA mensageiros (mMRNASs) policistrébnicos sao
clivados no nucleo, para producdo dos mRNAs monocistrénicos. Associada a
essa clivagem, ocorre o processamento destes mRNAs por meio de dois
processos: trans-splicing e poliadenilcdo. No processo de trans-splicing ocorre
a adicdo de uma sequéncia de 39 nucleotideos, denominada splice leader (SL)
contendo uma guanosina metilada, no 5 do mMRNA. No processo de
poliadenilacdo, uma cauda poli A é adicionada a extremidade 3’, dando assim
origem aos mMRNAs monocistronicos maduros contendo o cap e cauda poli-A
(para uma revisao, veja Teixeira & DaRocha, 2003) [9]. Esses dois processos
ndo ocorrem de maneira independente. Estudos em diferentes

tripanosomatideos indicam que a adicdo da cauda poli A é governada pela



posicdo do sitio aceptor da sequéncia SL do gene logo abaixo. Além disso, foi
demonstrado que apenas sequéncias dinucleotidicas AG localizadas abaixo de
motivos ricos em polipirimidinas, s&o utilizadas como sitio aceptor da sequéncia
SL [10,11].

Considerando o impacto na saude publica causado por estes
organismos e as peculiaridades que envolvem sua biologia, o estudo destes
organismos para melhor compreensdo de seus mecanismos de viruléncia é
crucial para desenvolvimento de medicamentos mais eficazes.

A publicacdo do sequenciamento completo do genoma do T. cruzi e do
T. brucei em 2005 foi um marco importante para os estudos deste parasito,
pois possibilitaram analises de genémica em larga escala bem como analises
in silico de possiveis alvos para desenvolvimento de novas drogas. Além disso,
a publicacdo do genoma da Leishmania major bem como as publicacdes mais
recentes do sequenciamento dos genomas completos de outros
tripanosomatideos proporcionaram analises de genémica comparativa entre
esses organismos [12-16]. Por se tratar de uma cepa hibrida, a utilizacdo da
cepa de referéncia CL Brener para sequenciamento do genoma do T. cruzi
somado ao fato de mais de 50% do conteudo genémico deste parasito ser
composto por sequencias repetitivas dificultou a montagem de seus
cromossomos. Por esta razdo, ao contrario da publicacdo dos genomas de L.
major e T. brucei, o genoma do T. cruzi foi publicado em pequenos pedagos
(32.746 contigs parcialmente montados em 638 scaffolds) ao invés de
cromossomos montados. Alguns anos mais tarde Weatherly e colaboradores
(2009), utilizando sequéncias da linhagem parental de CL Brener, mapas de

sintenia do Tritryp e as pontas das sequéncias de bibliotecas BAC de T.cruzi,



foram capazes de montar o genoma do T. cruzi em 41 cromossomos, no
entanto, muitos scaffolds e contigs ainda ficaram de fora dessa montagem [17].

Apesar da dificuldade na montagem do genoma do T. cruzi, a publicacéo
do sequenciamento completo de seu genoma alavancou as pesquisas
relacionadas a este parasito. Utilizando técnicas de genética reversa foram
surgindo muitas publicacdes descrevendo possiveis funcdes de proteinas do T.
cruzi [18], mecanismos de regulacdo da expressdo génica [19], interacBes de
proteinas do parasito com proteinas do hospedeiro mamifero que estao
relacionadas com a invasdo deste [20] e possiveis mecanismos que o0 parasito
utiliza para evadir do sistema imune do hospedeiro [21]. No entanto, a falta de
técnicas mais robustas e eficazes para manipulagdo genética deste organismo

ainda é um fator limitante.

1.3 Vetores e técnicas de manipulacéo genética utilizados parao T. cruzi e

o T. brucei

Para a expressdo de proteinas exdgenas nestes organismos é
necessario a utilizacdo de plasmideos que possibilitem o correto
processamento dos transcritos. Para T. cruzi e também para T. brucei dois
tipos de transfeccdo sdo possiveis: a transfeccdo estavel e a transiente. Na
transfeccdo transiente sdo utilizados plasmideos circulares, que sdo mantidos
como epissomos na célula, por um curto periodo, sem a pressdo de uma
droga. Este tipo de transfeccédo € instavel e o plasmideo ndo é mantido por
muito tempo no parasito. A transfeccéo trasiente é muito utilizada para analises
de localizagdo de proteinas, regulacdo poOs transcricional, entre outros. A

eficiéncia da transfeccdo transiente é baixa e o fator limitante neste tipo de

transfeccdo é a forma como o plasmideo € levado para dentro da célula, pois



isso determina o numero de células transfectadas e o nimero de copias de
plasmideo que estara dentro das células produzindo a proteina de interesse.
Diferente da transfeccao transiente, na transfeccéo estavel ocorre a selecdo de
uma populagdo transfectada com antibiético. Em alguns organismos, como por
exemplo Leishmania, na presenca de um antibiético de selecéo, plasmideos de
expressdo epissomal podem ser também estavelmente mantidos no parasito.
Um fator limitante para a integracdo do plasmideo no genoma do parasito na
transfeccdo estavel é a presenca de uma DSB no DNA do parasito, no local
onde o plasmideo ira integrar por HR [22].

O plasmideo pTEX, faz parte da primeira geracdo de plasmideos
utilizados para expressao génica em T. cruzi. Neste sistema de expressao,
postula-se que os plasmideos sdo mantidos como epissomos nos parasitos
[23]. O desenvolvimento do plasmideo pTREX apls a caracterizacdo do
promotor ribossémico e de um sinal para adicdo da sequéncia SL no mRNA
nascente, derivado da sequéncia intergénica da proteina TcP2, facilitou a
expressdo de genes exdégenos no T. cruzi [24-26]. Em 2004, DaRocha e
colaboradores, testaram diferentes 3’ e 5° UTRs (untranslated region - regido
nao traduzida) para processamento do mRNA, gerando um novo um vetor
denominado pROCK. Este vetor possui um fragmento da sequéncia
codificadora do gene de B-tubulina, que permite a integracédo do plasmideo no
cluster de alfa-beta tubulina presente no genoma do parasito por recombinacao

homodloga (figura 3) [27].
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Figura 3. Esquema do plasmideo pROCKGFPNeo e sua integracdo no
locus de a/B-tubulina. O plasmideo possui parte da sequéncia codificadora do
gene de B-tubulina, o que permite sua integracdo no genoma do parasito. A
sequéncia HXI é responsavel pela adicdo da sequéncia SL, no gene a ser
expresso. A sequéncia intergénica (IR) de gapdh é responséavel pela adicao da
cauda poli A, no gene a ser expresso e a sequéncia SL no gene de resisténcia
a neomicina. Por ultimo a sequéncia 3 UTR de gapdh é responséavel pela
adicdo da cauda poli A no gene de resisténcia a neomicina. O gene da proteina
de interesse a ser expressa, pode ser facilmente trocado utilizando as enzimas
de restricdo Xbal e Xhol. Adaptado de Araujo et al, 2011 [19].

Muitos esforcos ja foram feitos no sentido de melhorar a eficiéncia de
transfeccdo no T. cruzi, no entanto, a baixa eficiéncia de recombinacéo,
continua sendo uma limitacdo para manipulacdo genética neste organismo.
Curto e colaboradores (2014), desenvolveram um sistema de expressédo em T.
cruzi, utilizando cromossomos artificiais [28]. Eles criaram um plasmideo
contendo em sua extremidade sequéncias teloméricas e subtelémericas do T.
cruzi, que é mantido de forma linear no parasito. Embora tenha sido
demonstrado que esse plasmideo € mantido por até 60 geragbes no parasito
sem a pressao de uma droga, a eficiéncia de transfeccdo conseguida nao foi

melhor em relagédo aos plasmideos que ja séo utilizados.
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Além das dificuldades relacionadas a eficiéncia de recombinacao, outra
limitacdo encontrada no processo de transfec¢do deste parasito é o tempo de
selecdo de clones. Para obtencdo de clones € preciso primeiro a selecao da
populacdo, que leva em torno de um més. Em seguida, clones podem ser
gerados por plagueamento dos parasitos em placas agar- sangue, ou por meio
de diluicéo limitante e este processo também leva em torno de um més [29,30].
Em contraste, no T. brucei é possivel gerar clones logo apos a transfeccéo por
diluicdo limitante. Além disso, a populacdo de clones é obtida apenas duas
semanas apos a transfeccdo. [31,32]. Essa diferenca pode estar relacionada
com uma maior taxa de integracdo de plasmideos no genoma do T. brucei em
relacdo ao T. cruzi, devido a uma maior eficiéncia de HR.

Vérios plasmideos estdo disponiveis para a manipulacao genética em T.
brucei. Para eficiente expressdo da proteina de interesse sdo utilizados
plasmideos com o promotor do gene de prociclina (PARP) ou do promotor de
RNA ribossGmico. Para correto processamento do mRNA, sdo utilizadas
sequéncias upstream e downstream de genes com expressao constitutiva,
como aldolase e actina [33]. A transfeccéo de formas prociclicas do T. brucei ja
estd bem estabelecida, podendo alcancar eficiéncias de 10° — 10° [34]. No
entanto, a transfeccdo de formas sanguineas ainda possui algumas limitagcdes.
Um dos problemas esta relacionado com a alta mortalidade dos parasitos apés
a transfeccdo. Outros parametros e tampdes de eletroporagcdo foram testados
para transfeccdo de formas sanguineas, todavia, a eficiéncia de transfeccao
obtida até entdo, era muito baixa, podendo atingir 10" — 1078 (o que significa 1

8

transformante em 10’ - 10® células) [31]. Em 2002, Hara e colaboradores

conseguiram um aumento de 8.5 vezes na eficiéncia de transfeccéo de formas
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sanguineas, utilizando o método de bombardeamento de particulas. Apesar de
esse ter sido um aumento significativo, esta técnica, além de laboriosa, exige
instrumentacdo especial, por essa razédo, a eletroporagdo continua sendo o
meétodo de transfeccao utilizado [35]. Utilizando a tecnologia do nucleofector,
Burkard e colaboradores (2007), conseguiram um aumento na eficiéncia de
transfeccdo de formas sanguineas de 1000 vezes, em relagdo aos meétodos de
eletroporacdo convencionais, atingindo eficiéncias de 107 - 5x107 [32]. A
tecnologia de nucleofection € um sistema de transfeccao nédo viral, baseado em
uma combinacdo de parametros elétricos associados a tampdes célula-

especificos (http://www.amaxa.com/technology.html).

Para o T. brucei a expressdo de proteinas de forma regulada é
amplamente utilizada, pois este organismo possui um sistema ja bem
estabelecido de expressdo de proteinas regulado por tetraciclina [36]. No
sistema de expressao regulado por tetraciclina, como mostra a figura 4, o gene
de interesse é inserido em um vetor de expressao logo abaixo do operador da
tetraciclina sob o comando do promotor da T7 RNA polimerase. Esse vetor é
introduzido em uma célula que expressa o gene da RNA polimerase do
bacteriofago T7 e a proteina repressora de tetraciclina. Na auséncia da
tetraciclina o repressor encontra-se ligado ao operador, impedindo a
transcricdo do gene pela T7 RNA pol. Quando pequenas quantidades de
tetraciclina sdo adicionadas, esta se liga ao repressor, mudando sua
conformacao e liberando-a do operador, permitindo assim a transcricdo do
gene pela T7 RNA pol. Sistemas de expressédo de proteinas regulados por
tetraciclina para T. cruzi mostraram-se falhos, pois apresentam niveis altos de

expressao da proteina de interesse antes da adicdo da tetraciclina [37-39].

11
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Figura 4. Estratégia para expressao de proteinas regulada por tetraciclina
em T. cruzi e T. brucei. Parasitos constitutivamente expressando a T7 RNA
polimerase e o repressor da tetraciclina sao transfectados com um plasmideo
contendo o gene de interesse (GOI) sob o controle do operador da tetraciclina
e o promotor da T7 RNA pol. Na auséncia de tetraciclina o repressor se
encontra ligado ao operador, impedindo a transcricdo pela T7 RNA pol. Quando
a tetraciclina é adicionada ao meio, ela se liga ao repressor provocando uma
mudanca em sua conformacdo e subsequente liberacdo do promotor,
permitindo a transcricdo do GOI pela T7 RNA pol. Retirado de Burle-Caldas et

al, 2015 [40].

Recentemente, Ma e colaboradores (2015), desenvolveram um sistema
de expressdo em T. cruzi usando o dominio destabilizador de diidrofolato
redutase (dominio DD), que pode ser estabilizado com o reagente TMP-lactato
[41]. Eles construiram quatro versdes diferentes do plasmideo pTREX
contendo os genes reporteres gfp ou o gene que codifica a enhanced yellow
fluorescent protein (EYFP) e as toxinas alpha toxina e cecropina A, todas
contendo o dominio DD em sua por¢do N-terminal. Apds a transfeccdo de

parasitos com estes plasmideos, eles observaram que o dominio DD era capaz
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de mediar a expressao regulada de GFP e da alpha toxina, visto que essas
proteinas foram detectadas apenas ap0s a incubacao dos parasitos com TMP-
lactato. No entanto, o mesmo néo foi observado para a proteina EYFP e para a
cecropina A. Apds a incubacdo dos parasitos transfectados com o pTREX-
EYFP-DDD com TMP-lactato, ndo foi observada a expressdo dessa proteina.
Em contraste as formas epimastigotas transfectadas com o pTREX-
CecropinaA-DDD, apresentaram uma reducdo em seu crescimento, indicando
que o dominio DD ndo estava sendo capaz de desestabilizar essa proteina.
Além disso, a incubacdo desses parasitos com TMP-lactato resultou em niveis
baixos de expresséo de cecropina A.

Apesar das limitagcbes relacionadas a eletroporacdo de formas
sanguineas, o mecanismo de manipulacao genética no T. brucei tem sido mais
amplamente explorado, comparado ao T. cruzi, pelo fato deste organismo
possuir a maquinaria completa para inducdo de RNAI. Visto que o T. cruzi ndo
possui uma maquinaria de RNAI funcional, a maioria dos trabalhos para testar
a funcdo de genes utiliza a técnica de delecdo génica por recombinacdo
homologa [38]. Para tal, geralmente séo utilizados plasmideos contendo um
gene de resisténcia a uma droga, como por ex., a neomicina, flanqueado por
sequéncias homologas do gene alvo [18,42,43]. Como consequéncia da
recombinacdo homologa entre as sequéncias flanqueadoras do gene de
resisténcia e do gene a ser deletado, ocorre a substituichio do mesmo pelo
gene de resisténcia. Tendo em vista que o T. cruzi € um organismo diploide,
para delecéo génica por HR neste protozoario, sdo necessarias duas rodadas
de transfeccdo com dois genes de resisténcia diferentes. Na primeira

transfeccdo o primeiro alelo € interrompido, enquanto que na segunda
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transfeccdo, o outro alelo é interrompido. Considerando estes aspectos, e a
escassez de genes de resisténcia que podem ser utilizados para o T. cruzi, é
possivel concluir que a dele¢céo génica por HR, de genes que possuem mais de
duas cépias no genoma é inviavel.

Kangussu-Marcolino e colaboradores (2014), desenvolveram um sistema
para excisdo de genes de resisténcia do genoma do T. cruzi, com o objetivo de
possibilitar multiplos nocautes em um mesmo parasito [44]. Tendo como base o
sistema da CRE recombinase do bacteriéfago P1, eles utilizaram uma CRE
recombinase dimerizavel (DICRE recombinase), cuja dimerizacdo e
consequentemente a atividade da DICRE é induzida com rapamicina [45,46].
Formas epimastigotas do T. cruzi, foram estavelmente transfectadas com duas
construcdes diferentes: a 1° contendo a DICRE recombinase, e a 2° contendo
um plasmideo com a sequéncia que codifica o0 gene de resisténcia a
puromicina flanqueada por sitios loxP. O segundo plasmideo foi utilizado como
indicador da recombinacéo, logo se a DICRE for capaz de promover a
recombinacdo entre os dois sitios loxP, ocorrerd a excisdo do gene de
resisténcia a puromicina, em consequéncia 0S parasitos passardo a ser
sensiveis a este antibiético. Apés a inducdo da atividade da DICRE com
rapamicina na presenca de puromicina, Kangussu-Marcolino e colaboradores

obtiveram uma eficiéncia de recombinagéo de 40-75%.

1.4 Novas técnicas para aumentar a eficiéncia de edigcdo génica em
parasitos: ZFNs e o sistema de CRISPR/Cas9

Considerando que para manipulacdo genética séo utilizados plasmideos
que integram por recombinagdo homologa no genoma do parasito, a quebra

espontanea no DNA alvo é um fator critico para integracdo do DNA no genoma
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do parasito. Desta forma, a baixa eficiéncia de transfeccdo nestes organismos
pode estar relacionada com a reduzida taxa de quebra espontanea no DNA-
alvo.

Em 1995, Smih e colaboradores demonstraram que a inducao de quebra
sitio especifica no DNA de células tronco embrionarias de camundongo,
utilizando a enzima de corte raro I-Scel, aumentava a taxa de HR em 50 vezes
[47]. De forma similar, Glover e colaboradores (2009), observaram que a
inducdo de quebra sitio especifica no T. brucei resultou em um aumento de
mais de 250 vezes na eficiéncia de transfec¢do de formas sanguineas [48].
Eles utilizaram o gene que codifica a proteina vermelha fluorescente (RFP)
fusionada com o gene de resisténcia a puromicina, incorporado com o sitio de
restricdo da enzima I-Scel. Essa construcéo foi entdo integrada no espacador
de rRNA em linhagens de parasito que continham a expressdo da enzima I-
Scel sob o controle do operador da tetraciclina. Apés a inducao da expressao
da enzima I-Scel, os parasitos foram transfectados com uma sequéncia linear
de DNA contendo o gene de resisténcia a neomicina flanqueado por
sequéncias do espacador de rRNA. Nos parasitos nos quais a expressao da
enzima |-Scel foi induzida com tetraciclina uma eficiéncia de 3.2x107 foi
conseguida, enquanto que nos parasitos ndo induzidos 1.2x10° transformantes
foram obtidos. Este resultado indica que a sequéncia linear integrou com maior
eficiéncia por HR nos parasitos nos quais foi induzida uma DSB no gene alvo.

Nos ultimos 10 anos, varios trabalhos tém demonstrado que as proteinas
denominadas ZFNs, sdo uma forma eficaz de introduzir uma quebra sitio
especifica na dupla fita do DNA. As ZFNs sao proteinas sintéticas compostas

pela a juncdo de proteinas dedo de zinco (ZFPs), que se ligam ao DNA, com o
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sitio catalitico da endonuclease Fokl. As ZFNs podem conter de 3 a 4 motivos
dedo de zinco (ZF), sendo que cada um € formado por 30 amino&cidos. Cada
motivo ZF se enovela em uma estrutura de BBa que € estabilizada por um
atomo de zinco por meio de dois residuos de cisteina e dois residuos de
histidina. Cada motivo ZF se liga a trés pares de base pela insergéo da a-hélice
no sulco maior da dupla fita do DNA como ilustrado na figura 5. Alguns
aminoacidos chave sdo responsaveis pela especificidade da ligacdo das ZFNs
ao DNA, desta forma, a troca destes aminoacidos possibilita o desenvolvimento
de nucleases que se liguem de forma especifica em um alvo determinado. Para
que as ZFNs tenham atividade catalitica, causando DSB no DNA, é preciso que
ocorra dimerizacdo do motivo Fokl, por esta razdo as ZFNs tem de ser

utilizadas em pares [49,50].
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Figura 5. Esquema da estrutura das ZFNs e sua ligacdo na dupla fita do
DNA. A figura ilustra a ligagdo de um par de ZFNs na dupla fita do DNA. Cada
ZFN se liga a uma fita de DNA, sendo que cada motivo ZF se associa a trés
pares de base. O dominio Fn (Fokl nuclease domain) é conectado ao motivo
ZF C-terminal por um aminoacido (Amino acid linker). Os motivos de ligacdo ao
DNA estdo arranjados em uma orientacao inversa de forma que uma ZFN esta
fazendo a maioria de seus principais contatos com uma fita de DNA, enquanto
gue a outra ZFN esta fazendo com a outra fita do DNA. Entre os dois sitios de
ligacdo existe um espacador formado por seis nucleotideos (NNN....). NLS —
sinal de localizagc&o nuclear. Adaptado de Porteus & Carrol, 2005 [49].

Quebras na dupla fita do DNA sédo lesbes graves que podem levar a
instabilidade genbmica e consequentemente a morte do organismo se nao
reparadas. Em eucariotos inferiores, a recombina¢cdo homdéloga € o mecanismo
principal de reparo de DSB [51]. Um dos eventos iniciais que acionam o
processo de HR em um organismo € a presenc¢a de DSB no DNA. No processo
de HR a quebra na dupla fita € reconhecida e processada a fitas simples de

DNA com pontas 3’ livres. A fita simples com o 3’ livre associada a proteina

RAD51 invade a dupla fita de uma sequéncia de DNA com quem compartilhe
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homologia. Apds a invasdo ocorre a sintese de DNA, usando a sequéncia
homologa como molde. O processo tem fim, com o anelamento da fita com sua
parceira original e uso desta como molde para replicacdo do DNA [52]. Tendo
isso em vista, a DSB causada pelas ZFNs pode ser reparada por HR, quando
uma sequéncia com homologia esta presente, ou pelo mecanismo de Non
Homologous End Joining (NHEJ), o qual insere insercdes e delecdes no gene
alvo. No entanto, alguns elementos chave do mecanismo de NHEJ parecem
estar ausentes no T. cruzi e T. brucei, portanto na auséncia de uma sequéncia
que forneca homologia a DSB é reparada por microhomology-mediated end
joining (MMEJ), um mecanismo de reparo também néo conservativo [53,54].

O primeiro trabalho descrevendo o uso das ZFNs in vivo, demonstrou
gue essas nucleases eram capazes de induzir DSB em od6citos de Xenopus
laevis [55]. Em seguida 0 mesmo grupo demonstrou que as ZFNs também
poderiam ser usadas para estimular a recombinacdo homéloga em Drosophila
melanogaster [56]. Desde entdo muitos trabalhos foram publicados
demonstrando a utilizacdo das ZFNs para manipulacdo genética em diferentes
organismos. Hoher e colaboradores (2012), interromperam o gene egfp,
previamente inserido em queratindcitos de células tronco, por meio da
utilizacao das ZFNs. Importante ressaltar que os queratinécitos expressando as
ZFNs mantiveram a capacidade de auto-renovacdo e formacdo de células
epidérmicas diferenciadas em cultura [57]. De forma notavel, Straimer e
colaboradores (2012), demonstraram uma eficiéncia de transfeccéo de 88%, ao
substituirem o gene egfp por mrfp, por HR, utilizando as ZFNs. Importante
salientar que neste caso nao foi utilizada a pressdo de um antibiotico para

selecdo dos parasitos contendo mrfp. Além disso, neste trabalho também foi
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demonstrado a substituicdo do gene pfcrt, que codifica o transportador de
resisténcia a cloroquina, contendo uma mutacdo que estd associada a
resisténcia dos parasitos a essa droga, por um gene pfcrt sem a mutacao [58].
Recentemente Singer e colaboradores (2015), foram capazes de gerar
linhagens atenuadas de P. berghei, por meio da utilizacdo das ZFNs [59]. Eles
transfectaram formas sanguineas do P. berguei contendo o gene egfp inserido
no cromossomo 12, com um par de ZFNs sintetizadas para se ligaram ao gene
egfp. Como néo foi fornecida uma sequéncia homologa para que a quebra no
gene egfp fosse reparada por HR, a DSB levou a perda de um pedaco do
cromossomo 12 e consequentemente de varios genes. A expressao dessas
ZFNs em esporozoitos deu origem a parasitos incapazes de prosseguir na
infeccdo para formas merozoitas sanguineas em camundongos C57BL/6. A
imunizacdo de camundongos com essa linhagem foi capaz de proteger esses
animais do desafio com esporozoitos WT.

Apesar de serem potentes ferramentas para uso na manipulacéo
genética, as ZFNs podem ser toxicas para as células que as expressam.
Bibikova e colaboradores (2002), observaram que a expresséo das ZFNs sob o
controle do promotor do gene da heat shock protein era letal para as larvas e
embrides de Drosophila melanogaster, devido a quebra excessiva no DNA alvo
[56]. A toxicidade das ZFNs também esta associada a quebra inespecifica da
dupla fita do DNA, o que pode ser proveniente de ligacéo inespecifica do par
de ZFNs ou homodimerizagdo de uma das ZFNs que compdem o par [49].
Pruett-Miller e colaboradores (2009), demonstraram que a expresséo das ZFNs
em células HEK 293 de forma regulada € capaz de diminuir a toxicidade

dessas proteinas [60].
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As proteinas sintéticas denominadas TALENS (transcription activator-like
effector nucleases) também tém sido utilizadas para edicdo génica em alguns
organismos [61-63] Estas nucleases foram desenvolvidas pela fusédo das
proteinas denominadas TALEs (transcription activator-like effectors),
identificadas no patdgeno de plantas Xanthomonas, com a endocuclease Fokil.
As TALES sao fatores transcricionais que se ligam e regulam a transcricdo de
genes durante a patogénese. De forma similar as ZFNs as TALENs sé&o
compostas por um dominio central contendo repeticbes de aminoé&cidos, que é
responsavel pela ligacdo ao DNA e um dominio de clivagem, da endonuclease
Fokl [64] Também de forma similar as ZFNs, as TALENS podem apresentar
toxicidade para as células que as expressam, devido a quebra inespecifica
[65]. Sua aplicacdo para manipulacdo genética em protozodrios ainda nao foi
demonstrada.

Outra estratégia para inducéo sitio especifica de DSB que vem sendo
amplamente utilizada para manipulacdo genética em diversos organismos € o
sistema de CRISPR/Cas9. O sistema de CRISPR/Cas9 consiste em um
complexo de RNA com a endonuclease Cas9, que se liga por
complementaridade ao seu alvo no DNA e causa uma DSB sitio especifica.
Essa ferramenta para manipulacéo e edicdo génica foi adaptada do sistema
efetor do tipo Il de bactéria, que € utilizado na defesa contra invaséo por virus e
plasmideos [66].

Em bactéria e archae, o sistema de CRISPR/Cas9 é composto por um
pre-CRISPR RNA (pre-crRNA) que é transcrito do locus CRISPR, a proteina
Cas9 e um trans-activating crRNA (tracrRNA). O locus CRISPR é formado por

repeticbes de DNA, intercaladas por sequéncias denominadas espacadoras
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que correspondem ao material genético do virus invasor que foi previamente
clivado e incorporado ao locus (figura 6A). A transcricdo do locus CRISPR
resulta na formacéo de um tracrRNA que se hibridiza com a regiéo repetitiva do
pre-CRISPR-RNA e com a Cas9 nuclease. Em seguida a enzima RNAselll
cliva o hibrido pre-CRISPR-RNA-tracrRNA e logo apds a porg¢ao 5’ final de
cada espacador € removida, dando origem ao CRISPR RNA (crRNA) maduro
gue se associa com a Cas9 nuclease. Esse complexo (crRNA+ Cas9) se liga
em seu DNA alvo por complementaridade, e causa uma quebra na dupla do
DNA. Para que ocorra a ligagdo do complexo em seu alvo, é necesséaria a
presenca de um motivo NGG, denominado motivo PAM (protospacer adjacent

motif), precedendo o local de ligacdo do complexo (figura 6B) [67].
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Figura 6. Esquema do sistema de CRISPR/Cas9 do tipo Il de bactéria. Na fase
denominada de imunizagdo, que corresponde ao momento em que a bactéria tem o
primeiro contato com o virus, o material genético do invasor € clivado pela maquinaria
da bactéria e incorporado no locus CRISPR entre as sequéncias repetitivas (A).
Quando a bactéria tem o segundo contato com o virus a fase efetora tem inicio (B).
Ocorre a transcricdo do locus CRISPR que da origem a um pre-CRISPR-RNA e um
tracrRNA, que se associam por meio de interacdes do tracrRNA com regifes
repetitivas do pre-CRISPR-RNA. O hibrido pre-CRISPR-RNA-tracrRNA se associam a
Cas9 nuclease e em seguida a RNAse lll o cliva. Em um passo subsequente a por¢do
5’ final de cada espacador € removida dando origem ao crRNA maduro. Por dltimo, o
complexo crRNA/Cas9 nuclease localiza seu alvo por complementaridade de bases

guiado pelo motivo PAM e o cliva. Retirado de Mali et al, 2013 [67].
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O trabalho desenvolvido por Jinek e colaboradores em 2012 foi de
crucial importancia para estabelecer os requerimentos necessarios para
adaptacdo do sistema de CRISPR/Cas9 para utilizacdo na manipulacdo
genética [68]. Por meio de uma série de ensaios in vitro eles demonstraram a
possibilidade de induzir DSB sitio especificas em plasmideos, utilizando um
crRNA-tracrRNA transcrito in vitro, juntamente com a Cas9 nuclease purificada
de S. pyogenes. Além disso, Jinek e colaboradores desenvolveram uma
molecula quimera de RNA, por meio da fusdo da porg¢édo 3’ de um crRNA com a
5 do tracrRNA gerando um single guide RNA (sgRNA), que foi capaz de se
associar com a Cas9 nuclease e clivar de forma especifica seu alvo. Em
seguida dois trabalhos publicados na mesma edicdo da revista Science,
demonstraram pela primeira vez a utilizagdo do sistema de CRISPR/Cas9 para
manipulacdo genética em células de mamifero [69,70]. Ambos os trabalhos
demonstraram que a utilizacdo de uma Cas9 nuclease de S. pyogenes human
codon—optimized, com um sinal de localizacdo nuclear e a expressdo do
hibrido crRNA-tracrRNA sob o controle do promotor da U6 small nuclear RNA
(snRNA), era capaz de promover a clivagem sitio especifica em células de
mamifero e dessa forma promover a edicdo génica por NHEJ, ou por HR,
gquando uma sequéncia doadora estava presente. Logo apdés a publicacéo
destes trabalhos, a utilizacdo do sistema de CRISPR/Cas9 foi demonstrada
para diferentes organismos, como levedura, zebrafish, camundongo,
drosophila, Plasmodium, Toxoplasma, Leishmania e até mesmo T. cruzi. [71-
78].

Sollelis e colaboradores (2015), utilizaram o sistema de CRISPR/Cas9

para deletar o gene que codifica a proteina paraflagelar rod 2 (PFR2) de L.
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major, o qual possui 3 copias organizadas em tandem no cromossomo 16 [77].
ApGs a geracdo de linhagens expressando a Cas9 nuclease, formas
promastigotas foram transfectadas com um plasmideo contendo a sequéncia
do sgRNA, sob o controle do promotor da U6 snRNA e o gene de resisténcia a
puromicina, flanqueada por sequéncias que possibilitam a recombinagdo do
plasmideo no locus de pfr2. Onze dias apos a selecdo dos parasitos com
puromicina foi observado uma diminuicdo na porcentagem de parasitos pfr2
positivos, indicando que a quebra no locus de pfr2 estava sendo reparada por
HR, no entanto alguns parasitos da populacdo ainda mantinham o locus
intacto. Apds a clonagem dessa populacéo, oito clones foram avaliados por
PCR, e destes dois haviam deletado por completo o gene pfr2.

Em um trabalho posterior, Zhang e colaboradores (2015), utilizaram o
sistema de CRISPR/Cas9 para editar o gene transportador de miltefosina
(LdMT) de L. donovani [79]. Considerando que a mutacdo nesse gene leva a
geracdo de parasitos resistentes ao antibiotico miltefosina, a eficiéncia de
edicdo/delecao do gene pode ser avaliada por ensaios de resisténcia a esse
antibiético. Apés a transfeccado de formas promastigotas com um sgRNA que
tem esse gene como alvo, juntamente com uma sequéncia construida para
recombinar no gene LAMT por HR, foi observado que o cultivo dos parasitos
apos a transfeccdo a 27°C, ao invés de 37°C, aumentava a taxa de obtencao
de parasitos resistentes a miltefosina em 2-4 vezes. A explicacdo dos autores
para esse resultado é o fato de a 37°C a Cas9 nuclease ter sua atividade
aumentada enquanto que a taxa de duplicacdo dos parasitos € diminuida, visto
que a temperatura Otima de crescimento das formas promastigotas de

Leishmania é a 27°C. Desta forma a Cas9 nuclease teria mais tempo para agir
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em seu alvo, causando a DSB. Outro resultado interessante demonstrado por
Zhang e colaboradores neste trabalho, e que vale a pena destacar, foi a
utilizacdo de um anico plasmideo contendo dois sgRNAs que tem o gene LAMT
como alvo. ApOs a transfeccdo de parasitos com este plasmideo, eles
obtiveram uma taxa de 25-51% dos parasitos resistentes a miltefosina um
aumento 25-50 vezes maior em comparacdo com a estratégia utilizando
apenas um sgRNA.

O primeiro trabalho demonstrando a utilizagdo do sistema de
CRISPR/Cas9 no T. cruzi foi publicado por Peng e colaboradores em 2015 [78].
Como prova de conceito eles demonstraram que a transfeccdo de formas
epimastigotas da cepa CL expressando a Cas9 nuclease e eGFP com um
sgRNA transcrito in vitro que tem o gene egfp como alvo, resultava em uma
diminuicdo da expressao de eGFP. Importante ressaltar que dois dias apos a
transfeccdo ja era possivel detectar parasitos nos quais o gene egfp foi
interrompido. Com o objetivo de testar a utilizacdo do sistema de CRISPR/Cas9
para aumentar a eficiéncia de integracdo de plasmideos por HR, Peng e
colaboradores transfectaram parasitos expressando eGFP e Cas9 nuclease
com um sgRNA que tem o gene egfp como alvo junto com uma sequéncia
linear contendo o gene rfp flanqueado por sequéncias que possibilitariam a
recombinacdo hoémologa, de forma a substituir egfp por rfp. A analise desses
parasitos cinco dias apés a transfecc¢ao por citometria de fluxo demonstrou que
embora tenha sido observada a perda de fluorescéncia verde em 35-51% dos
parasitos apenas 0,1-0,06% dos parasitos passaram a expressar RFP. Apesar
da baixa eficiéncia de recombina¢édo conseguida, Peng e colaboradores (2015),

demonstraram de forma surpreendente, o knockdown da proteina B-
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galactofuranosil glicosiltranferase (8-GalGT). Essa proteina faz parte de uma
familia multigénica e possui 65 genes anotados. Para alcancgar esse resultado
parasitos foram simultaneamente transfectados com trés sgRNAs diferentes,
transcritos in vitro, que tinham o gene -GalGT como alvo.

Em um trabalho posterior Lander e colaboradores (2015), demonstraram
o knockdown de trés genes do T. cruzi: PFR1, PFR2 e gp72 [80]. Diferente da
estratégia adotada por Peng e colaboradores (2015), que utilizaram sgRNAs
transcritos in vitro, neste trabalho foi utilizado um unico plasmideo para
expressao tanto do sgRNA, quanto da Cas9 nuclease (pTREXsgRNA/Cas9).
Como foi mostrado por Peng e colaboradores, neste trabalho foi observado que
a transfecgao de parasitos com um sgRNA e a Cas9 nuclease, na auséncia de
uma sequéncia com homologia para reparar a DSB, resulta em uma populacao
mista, contendo tanto a delecdo do gene de interesse, quanto o0 gene
selvagem. No entanto, Lander e colaboradores (2015), também demonstraram
que apdés a co-transfeccdo dos parasitos com o0 plasmideo
pTREXsgRNAPTR?/Cas9 (sgRNAPTR? — sgRNA que tem o gene pfr2 como alvo)
e com uma sequéncia linear contendo o0 gene de resisténcia a blasticidina
flanqueado por sequéncias para recombinar no locus de pfr2, um populacao
100% nocaute para esse gene é obtida.

Com base nos dados apresentados, o objetivo deste trabalho é utilizar
as ZFNs e o sistema de CRISPR/Cas9 para edicdo génica do T. cruzi e
comparar a eficiéncia, bem como a facilidade de aplicacdo dos dois sistemas.
As ZFNs utilizadas neste projeto foram desenhadas e sintetizadas pela
empresa Sigma Aldrich. Parte do projeto foi desenvolvido em colaboracdo com

0 grupo da professora Isabel Roditi, pesquisadora na Universidade de Berna-
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Suica. O objetivo inicial era testar a utilizagdo das ZFNs para indugédo de DSB
sitio especifica para promover um aumento nas taxas de HR no T. cruzi e T.
brucei. Como prova de conceito da funcionalidade das ZFNs nestes
organismos, primeiramente foi testado um par de ZFNs que tem o gene egfp
como alvo. A idéia é induzir uma quebra sitio especifica no gene egfp com as
ZFNs e em seguida transfectar os parasitos com uma sequéncia que contenha
um gene de resisténcia ou 0 gene que codifica a proteina RFP flanqueado por
sequéncias de egfp e avaliar se a utilizacdo das ZFNs € capaz de aumentar as
taxas de recombinacdo em ambos o0s protozoarios. Em seguida decidimos
testar para o T. cruzi, um par de ZFNs que tivesse um gene endégeno como
alvo. Foi escolhido o gene gp72, que codifica uma glicoproteina de superficie
do parasito, pois a delecdo deste gene resulta em um fendtipo faciimente
identificavel sem a perda da viabilidade dos parasitos [81]. Além disso,
decidimos testar a eficiéncia do sistema de CRISPR/Cas9 para delegao génica.
Para isso, desenvolvemos linhagens de parasitos expressando a proteina Cas9
nuclease de forma constitutiva. Em seguida essa linhagem foi transientemente
transfectada com um plasmideo contendo a sequéncia do sgRNA que tem o
gene gp72 como alvo, e o gene gfp.

Aléem de testar a aplicabilidade do uso das ZFNs e do sistema de
CRISPR/Cas9, também foi otimizado um protocolo de transfeccdo utilizando o
sistema nucleofector para em seguida ser testado um sistema para expressao
regulada de genes exdgenos em T. cruzi utilizando elementos do operador da
tetraciclina. Esse trabalho teve como principal objetivo contribuir para o

desenvolvimento de tecnologias mais eficazes para a manipulacdo de genes
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em T. cruzi, as quais poderdo ser empregadas em inumeros estudos de

gendmica funcional nesse parasito.

2. Objetivo

2.1. Objetivo geral

Otimizar protocolos para manipulacdo do genoma em T. cruzi e em T. brucei

por meio da utilizacdo das ZFNs e do sistema de CRISPR/Cas9.

2.2 Objetivos especificos

Adaptar o protocolo de transfeccdo de epimastigotas de T. cruzi
utilizando o nucleofector;

Desenvolver um vetor para construcao de linhagens de T. cruzi com
expressao génica regulada por tetraciclina;

Gerar linhagens de T. cruzi e T. brucei expressando egfp e um par de
ZFNs que tem como alvo o gene de egfp e testar a capacidade das
ZFNs de aumentar a eficiéncia de recombinacdo homéloga no genoma
dos dois parasitos;

Gerar linhagens de T. cruzi expressando um par de ZFNs que tem como
alvo o0 gene gp72 para testar a capacidade das ZFNs de aumentar a
eficiéncia de delecdo génica e de recombinacdo homdloga no genoma
do parasito;

Gerar linhagens de T. cruzi expressando Cas9 nuclease e testar o
sistema de CRISPR/Cas9 para geracao de nocautes de gp72 por meio

de expresséo transiente de sgRNA tendo gp72 como alvo.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Digestédo de DNA e clonagens

Para digestdo do DNA, este foi incubado com as enzimas de restricdo
necessarias por 2 horas, de acordo com as instru¢des do fabricante. Logo apés
o DNA foi separado em gel de agarose 1% a 100 V por 50 minutos em tampao
Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1x e o inserto de interesse cortado do gel e purificado
utilizando kit (NucleoSpin Gel and PCR Clean up - MN). Para clonagem de
insertos no vetor de clonagem TOPO 2.1 (TOPO TA Cloning Kit- Invitrogen), o
inserto de interesse foi incubado com o plasmideo por 30 minutos a
temperatura ambiente segundo instrucdes do fabricante. Para clonagem no
vetor pGEM Teasy o inserto de interesse foi incubado com o plasmideo por
uma hora a temperatura ambiente, segundo instrucdes do fabricante (pGEM-T
Easy Vector System- Promega). Para clonagem nos vetores de expressao em
T. cruzi (pROCK, pTcINDEX, ou pTrex) e T. brucei (pLEW13, plewl100) o
inserto de interesse foi incubado com o plasmideo e 1 unidade da enzima T4

DNA ligase (T4 DNA ligase- Promega) a 16°C por 18 horas.

3.2 PCR de coldnia e PCR de DNA plasmidial/gendémico

Para analise das col6nias transformantes foi realizado PCR de colbnia. Neste
protocolo a célula é incubada com 20 uL de H,O por 5 minutos e em seguida 1-
2 uL foram adicionados a 16 uL da reacédo de PCR (0,2 mM de dNTPs, tamp&o
Tag 1x , 1 uyM de cada primer, Taq 0,04 u/uL). Esta reacdo de PCR foi
submetida a 95 °C por 5 minutos seguido de 31 ciclos de 95 °C por 30
segundos, 50 °C por 1 minuto, 72 °C por 2 minutos. Apods todos os ciclos as
reacdes eram incubadas a 72°C por 10 minutos para complementacdo da

extensdo das cadeias. Por ultimo, a reacdo de PCR era analisada por
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eletroforese em gel de agarose 1%, a 100 volts, por 45 minutos em tamp&ao de
TAE 1x. Para PCR de DNA plasmidial 10 ng de plasmideo foi adicionado a
reacdo de PCR e logo apds foi seguido o mesmo procedimento descrito acima
para PCR de colbnia. A Unica diferenca é que a temperatura de 50 °C na
reagdo de PCR descrita acima variou de acordo com a temperatura de
anelamento dos iniciadores utilizados. Para PCR de DNA gendmico (gDNA),
100 ng de DNA foram transferidos para 19 uL de reacao de PCR e em seguida
foi prosseguido como descrito acima para PCR de col6nia. Abaixo segue tabela
com a lista de todos os iniciadores utilizados neste trabalho. Sublinhado estéao

destacados os sitios de restricdo de enzimas inseridos nos primers, quando

presentes.
Iniciador Sequéncia
PRcruziF 5" ACGCGTTATCAAGCTCCCTAAAAAAA 3’
PRcruziR 5" ACGCGTGTTGGGGGATCCACTAGAAC3’
SondaTetrF 5’'TAACAGCGCATTAGAGCTGCTTAA3’
SondaTetrR 5’GGGATCCTTAAGACCCACTTTCAC3’
SondaT7F 5'TGGCTTGCCTAACCAGTGCT3’
SondaT7R 5’CCAGTCCACGGCTTAGGAGG3’
renillaClaF 5’ ATCGATTGTCTAGCCACCATGACTTCG?3’
renillaBamR 5’'GGATCCGCGTTGCCTTGGAGTCGTAA3’
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5’eGFPF

5'GGTACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC3'

5’eGFPR 5'TAACTCGAGGGATCCTCCAGCTTGTGCCCCAGG
AT3'
3’eGFPF 5'TTAGTCGACACTAGTAACGGCATCAAGGTGAACTT3'
3’eGFPR 5'GAGCTCCTACTTGTACAGCTCGTCCATG3'
HXI-mRFPF 5'GGATCCCCCAACACGAGAGGCGGT3!
gapdhR 5'ACTAGTCCATATTGGCTGCAGGGTCGCT 3
ZFN2NheF 5’GCTAGCTCTTCAAAATATGCAGCG3’
ZFN2NheR 5'GCTAGCTTTTCATCACTAGTTCTAAG3

HA-ZFN1FXba

5’'TCTAGAATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTATGGCCCCC
AAGAAGAAGAG 3’

HA-ZFN1R Xho

5'CTCGAGAAACGGGCCCTCTAGACT3!

177PspOMIF 5" GGGCCCGAGCTCTTTAATGGTCCTTATAC 3’

177PspOMIR 5" GGGCCC TCGGTACCCATTAAACACTAAAG 3’

GP725’FHind 5" GATCAAGCTTTGGTGGTGGTGGTGGCATCTGTG 3’
GP725’'RBam 5" CAGTGGATCCCATGGTCACACAACAGCAGCGT 3’
GP723’FXho 5" GATCCTCGAGCGGCGACGGCACTCTTCAACATAC 3’
GP723’RXba 5" CAGTTCTAGAGGACGGCTGTACGGTTTGAT 3’

SgRNAGP72F 5'GATCGGATCCGTGCGTTTGGTGAACAAATCGTTTTAGAGCTAGA

AATAGC 3’
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sgRNAGP72R 5" CAGTAGATCTGAGCTCAAAAAAGCACCGACTCGGTG 3’

Tabela | - Lista de iniciadores

3.3 Transformacéo de células XL1 Blue e obtencdo de DNA plasmidial

A ligacao vetor + inserto ou plasmideo, foram transferidos para tubos
eppendorfs contendo 100 uL de bactéria E. coli (cepa XL1 Blue)
guimiocompetentes e incubados por meia 30 minutos no gelo. Logo apés foi
dado o choque térmico a 42°C por 55 segundos e adicionado 400 pyL de meio
2XYT (1,6% de triptona; 1% de extrato de levedura; 0,5% de NaCl; pH 7,0). As
bactérias foram mantidas a 37 °C por 60 minutos sob agitacdo e em seguida
200 pL da cultura transformada foi plagueada em meio 2XYT-agar (1,5 %),
contendo 100 ug/mL do antibiético ampicilina. As placas foram entdo incubadas
por 16 horas a 37°C. Para extracdo de DNA plasmidial em pequenas
quantidades, in6culos de bactéria transformada foram incubados em 5 mL de
meio 2XYT por 16 horas a 37°C e centrifugadas a 11.000 x g. Em seguida o
DNA plasmidial foi extraido com kit (NucleoSpin Plasmid — MN), seguindo as
instrucdes do fabricante. Para extracédo de DNA plasmidial em larga escala, foi
feito um pré- inoculo da bactéria transformada em 4 mL de meio 2XYT. ApoOs
16 horas de crescimento a 37 °C, 800 uL do pré-inoculo foram transferidos para
frascos erlenmeyer contendo 400 mL de meio 2XYT e incubados a 37°C por 16
horas. Logo apos a cultura de bactéria foi centrifugada 6000 x g por 15 minutos
e o0 DNA plasmidial extraido com kit (QIAGEN Plasmid Maxi Kit), segundo

instrugdes do fabricante.

3.4 Cultivo do T. cruzi e curva de crescimento
Neste trabalho foram utilizados parasitos do clone CL14 do T. cruzi

gentilmente cedidos pela Pesquisadora Caroline Junqueira, do Centro de
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Pesquisa René Rachou. As formas epimastigotas foram mantidas em meio LIT
[82] (10 g/L de infuso de figado; 4 g/L NaCl; 400 mg/L KCI; 8 g/L Na2HPO4;
1g/L glicose; 5 g/L triptose; 10 mL de hemina a 0,2% em NaOH (p/v); pH 7,2),
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado, penicilina a 100 U/mL e
estreptomicina a 100 U/mL a 28°C. Os parasitos transfectados foram mantidos
em cultura com 200 pg/mL de antibidtico de selecdo. Para curva de
crescimento, formas epimastigotas em fase logaritmica de crescimento foram
diluidas para uma densidade de 5x10° células/mL e seu crescimento foi

avaliado por contagem em camara de neubauer no microscopio.

3.5 Transfeccéo e clonagem do T. cruzi

Para transfeccéo do T. cruzi utilizando o gene pulser system (BioRad)
4x10’" formas epimastigotas em fase logaritmica de crescimento foram
centrifugadas a 1200 x g, ressuspendidas em 400 pL de tampao de
eletroporacéo (120 mM KCI; 0.15 mM CaCl,; 10 mM K;HPOg4; 25 mM Hepes; 2
mM EDTA; 5 mM MgCl,, pH 7.6) e transferidas para cuvetas de 0,2 mm
(BioRad) juntamente com 100 ug de plasmideo. Os parasitos foram entdo
submetidos a dois pulsos de 10 segundos a 0,3 kV e 500 uF de capacitancia e
logo em seguida transferidos para 5 mL de meio LIT suplementado com 10%
de soro fetal bovino Para transfeccfes estaveis, vinte e quatro horas apés a
transfeccdo foi adicionado 200 pg/mL do antibiético de selecdo as culturas
(G418 ou higromicina). Para transfeccao de formas epimastigotas do T. cruzi
no nucleofector, 4x10’ parasitos foram centrifugados e ressuspendidos em
tampao de eletroporacdo Tb-BSF buffer, descrito por Schumann e
colaboradores em 2011 [83]. Logo apos foi adicionado o plasmideo

ressuspendido em tampao de eletroporacdo. Essa mistura foi entao transferida
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para cuvetas de 0,2 mm (BioRrad ou BTX) e submetidas ao programa U033 no
Amaxa Nucleofector Il Device. Apoés a transfeccéo foi procedido como descrito
para transfeccdo com eletroporador gene pulser. Apos a selecdo da populacao
com antibidtico os parasitos foram clonados por meio do plaqueamento em
placas agar-sangue ou por diluicdo limitante em placas de 96 pocos. Para
clonagem em placas agar-sangue foi utilizado 0,75% de agarose low melting
(BioRad) e 2% de sangue desfibrinado. A essa mistura foi adicionado meio de
cultura LIT e BHI, em uma concentracdo de 1:1. Apés adicdo do antibiético de
selecdo, 25 mL dessa mistura foi vertida em placas de petri, dispostas em
bandejas contendo gelo, para rapida solidificacdo do meio. Em seguida as
placas foram embaladas em papel autoclavado e incubadas a 28°C por 48
horas, para secagem das mesmas. Apdés a secagem do meio de cultura das
placas, 100 pL de meio LIT contendo 10% 10% ou 10* parasitos na fase
exponencial de crescimento foram plaqueados na superficie do &agar e
incubadas a 28 °C [29]. Ap6s 30 dias de selecao, coldnias isoladas obtidas nas
placas foram transferidas para garrafas de cultura. Para geracéo de clones por
diluicdo limitante parasitos na fase exponencial de crescimento foram diluidos
em meio LIT contendo 200 ug/mL de antibiético de selecéo e transferidos para
placas de 96 pocos. Foram utilizadas trés diluicbes diferentes: 5
parasitas/poco, 1 parasita/poco e 0,5 parasita/poco. As placas foram mantidas
em camara umida e apos trés semanas de selecdo, os parasitos que
cresceram em pogos individuais foram transferidos para garrafas de cultura

[30].
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3.6 Transfeccéo e clonagem do T. brucei

O equivalente a 2x10° formas sanguineas do T. brucei foram
centrifugados a 1200 x g e ressuspendidas em 80 uL de tampéao de transfeccéo
Th-BSF. Em seguida os parasitos foram transferidos para cuvetas de 0.2 mm
contendo 8 ug de DNA em um volume de 20 yL e submetidos ao programa Z-
001 no nucleofector. As células foram transferidas para 25 mL de meio HMI-9
suplementado com 10% de soro fetal bovino. Em seguida foram realizadas trés
diluicdes diferentes (1:100, 1:500 e 1:1000) e logo apdés os parasitos foram
transferidos para placas de 96 wells para obtencao de clones. Vinte horas apo6s

a transfeccéo foi adicionado antibiético de sele¢éo as culturas.

3.7 Inducéo da expresséao de Rluc e ensaio da atividade de luciferase
Formas epimastigotas na fase logaritmica de crescimento foram diluidas
para uma densidade de crescimento de 5x10° p/mL em garrafas de cultura e
em seguida 0,5 yg/mL de tetraciclina foi adicionada ao meio. Vinte e quatro
horas apoés a adicéo de tetraciclina, os parasitos foram contados em camara de
neubauer e o equivalente a 2x10’ parasitos foi centrifugado e em seguida
ressuspendido em tampao de lise 1x (renilla luciferase assay lysis buffer). Logo
apos o lisado foi centrifugado a 20800 x g por 3 minutos e 20 uL do
sobrenadante foi incubado com 100 pL do susbtrato da renilla (renilla luciferase
assay reagent) em tubo de vidro (75 x 12 mm — Sarstedt). A luminescéncia
produzida foi medida por meio de 3 leituras de 10 segundos em luminémetro
(Lumat LB9501). Para leitura do néo induzido, formas epimastigotas em fase
logaritmica de crescimento, foram mantidas em cultura na auséncia de

tetraciclina e processadas da mesma forma como descrito acima.
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3.8 Inducéo da expressao das ZFNs e andlise da eficiéncia de transfeccéao

no T. brucei

Formas sanguineas do T. brucei em fase logaritmica de crescimento
foram cultivadas na presenca de 1 pg/mL de tetraciclina por 3 horas ou 96
horas Os parasitos nos quais a expressao das ZFNs foi induzida por 3 horas
foram transfectados com o plasmideo pDONOR®*® ™ brucei como descrito no
item 3.6. Em paralelo parasitos provenientes da mesma cultura inicial foram
mantidos em cultura sem tetraciclina e transfectados da mesma forma com o
pDONOR®*®*™prucei. Para andlise da eficiéncia de transfeccdo, duas semanas
apos a transfeccdo o numero de clones obtidos foi acessado. Os parasitos nos
quais a expressao das ZFNs foi induzida por 120 horas, foram contados
utilizando camaras de neubauer, durante todo o periodo da inducdo da

expressao.

3.9 Andlise da expressdao de proteinas por western blot

Para andlise da expressdo de proteinas por western blot, formas
epimastigotas na fase logaritmica de crescimento foram centrifugadas a 1200 x
g por 10 minutos. Logo apos o pellet foi ressuspendido em 1 mL de PBS 1X e
centrifugado novamente a 1200 x g por 10 minutos. Esse passo de lavagem
com PBS foi repetido mais uma vez e em seguida o pellet foi ressuspendido em
tampao de lise de forma a ficar em uma concentracdo de 10° p/mL. Tamp&o de
lise — Tampao RIPA 1x, tampao de proteina 1x, inibidor de protease 1x. RIPA
10x — 50 mM Tris-HCI pH 8.0; 150 mM NacCl; 1% NP-40; 0,5% deoxicolato de
sodio; 0,1% SDS. Tampao de amostra 4x - 62,5 mM Tris-HCI pH 6,8; 10% de
glicerol; 2% de SDS; 5% de B-mercaptoetanol; 0,002% de azul de bromofenol.

As amostras foram seringadas 10 vezes em seringa de insulina de 1 mL
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(13x0,45 mm-26G 1/2) e fervidas por 10 minutos. A seguir 0os extratos foram
separados em gel de poliacrimamida 10% a 180 volts por 60 minutos. Ao
término da corrida o gel foi transferido para membrana de nitrocelulose
(Amersham Protan 0,45 um- GE Healthcare) por 3 horas a 100 volts em
tampao de transferéncia (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% (v/v) metanol). Em
seguida a membrana foi incubada com solucdo de bloqueio por 1 hora (PBS
1x, 0,1% tween, 5% leite em p6é desnatado), e logo apdés com anticorpo
primario (diluido em solugédo de bloqueio contendo 3% de leite desnatado em
po) por 1 hora ou overnight dependendo do anticorpo utilizado. A membrana foi
lavada 3x com solugéo de lavagem (PBS 1x, 0,1% tween) e incubada por 1
hora com anticorpo secundéario. Passada 1 hora, a membrana foi lavada 3x
com solucdo de lavagem e revelada com solucdo de revelacdo (Luminata
Western HRP substrate — Millipore) em aparelho fotodocumentador (Gel LOGIC
1500 Imaging System). Para andlise de expressdo de proteinas utilizando a
fracdo citoplasmatica e nuclear, apés a centrifugacdo e lavagem dos parasitos
em PBS 1x, estes foram ressuspendidos em tampéao A (10 mM Hepes pH 8.0;
50 mM NaCl; 1 mM EDTA; 5 mM MgCl,. 1 % NP40, 0,25 % Triton X-100, 5 %
glicerol, Inibidor de protease 1x). Em seguida foram incubados no gelo 15
minutos, com agitacdo eventual e logo apos centrifugados a 5000 x g a 4°C por
15 minutos. O sobrenadante, correspondente a fracdo citoplasmatica foi
transferido para um novo tubo eppendorf. Logo apds o pellet foi ressuspendido
em ¥ do volume centrifugado anteriormente, em tampéo B (10 mM Hepes pH
8.0; 50 mM NaCl; 1 mM EDTA; 5 mM MgCl,. 5 % glicerol; Inibidor de protease
1x) e mantido no gelo por 10 minutos. Em seguida o tubo foi centrifugado a

5000 x g por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet,
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correspondente a fragdo nuclear, foi ressuspendido no mesmo volume da
fracdo citoplasmatica. Para a analise por western blot, foi seguido o0 mesmo

procedimento como descrito acima para as fragoes totais.

3.10 Extracao de RNA total e anélise por northern blot

O equivalente a 1x10° formas epimastigotas foram centrifugadas a 1200
X g por 10 minutos, lavados uma vez com PBS e ressuspendidos em 1 mL de
fenol. Em seguida foi adicionado 200 pL de cloroformio. O lisado foi
homogeinizado por inversdo dos tubos e incubados 3 minutos a temperatura
ambiente. Logo apoés os tubos foram centrifugados a 1200 x g por 15 minutos a
4°C. Apos a centrifugacdo a fase aquosa contendo o RNA foi transferida para
um novo tubo. Foram adicionados 500 pL de isopropanol aos tubos que em
seguida foram homogeneizados por inversdo e incubados 10 minutos em
temperatura ambiente. Os tubos foram centrifugados a 1200 x g por 10 minutos
a 4°C e em seguida o sobrenadante foi descartado. Os pellets foram lavados
com etanol 70%, e apds secagem, foram ressuspendidos em H,O RNase free.
ApoOs a extracdo, os RNAs foram quantificados e o equivalente a 20 ug de RNA
foi transferido para tubos eppendorfs contendo tampédo de amostra 6X (50%
glicerol, 50 mM fosfato de s6dio,0,4% bromofenol blue) e H,O. Os RNAs foram
incubados por 10 minutos a 65°C, resfriados no gelo e separados em gel de
agarose 1,2% por duas horas, a 100 volts. Ao final da corrida, os RNAs foram
entdo transferidos para membranas de nitrocelulose (Amersham Hybond-N —
GE Healthcare) em tamp&o SSC 20x e hibridizadas com 100 ng de sonda
marcada com 50 uCi de [a-32P] dCT, expostas em cassete e reveladas no

aparelho STORM840 Phospholmager (GE Healthcare).
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3.11 Eletroforese de campo pulsado (PFGE) e Southern blot

Para separacdo dos cromossomos por eletroforese de campo pulsado o DNA
gendmico dos parasitos foi primeiro incluido em blocos de parafina. Para tal,
1x10® formas epimastigotas foram lavadas duas vezes com PBS 1x por
centrifugacédo a 7.000 x g por 10 minutos e em seguida ressuspendidos em 1
mL de agarose low melting temperature (Bio-Rad). Aliquotas de 100 uL dessa
suspensdo, contendo aproximadamente 10’ parasitos foram depositadas em
formas apropriadas e incubadas a 4°C para solidificacdo. Em seguida os blocos
foram incubados em solucéo de lise (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 500 Mm
pH 8,0; sarcosil 1%; proteinase K 1mg/mL) a 56°C por 16 horas e lavados 3x
com TE (Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM pH 8,0). Os blocos contendo o gDNA dos
parasitos foram separados em gel de agarose 0,8% em TBE 0,5x (25 mM Tris-
borato; 0,5 mM EDTA pH 8,0) por eletroforese de campo pulsado juntamente
com um padréo de peso molecular comercial de Hansenula wingei (BioRad).
As corridas eletroforéticas foram realizadas por 135 horas com voltagem
constante (80 V) a 13 °C em aparelho Gene Navigator System (Pharmacia).
Foram aplicados pulsos homogéneos (N/S, L/O) de 90 s por 30 hrs, 120 s por
30 hrs, 200 s por 24 hrs, 350 s por 25 hrs e 800 s por 26 hrs, com interpolacéo.
Apbs a separacdo cromossdmica os geis foram corados com solugdo de
brometo de etideo (0,5 ug/mL) e fotografados. Em seguida o gel contendo os
cromossomos foi tratado com solugdo de depurinagéo (125 mM HCI) por 15
minutos, solucdo de desnaturagédo por 30 minutos (NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M) e
por ultimo 2 vezes com solucéo de neutralizagdo (Tris HCI 0,5 M pH 7,5; NaCl
1,5 M) por 15 minutos. Na sequéncia os cromossomos foram transferidos para

membrana de nitrocelulose (Hybond-N+ - GE Healthcare Life Sciences) em
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solugdo SSC 20x e incubada com 100 ng de sonda marcada com 50 pCi de [a-
32P] dCT , expostas em cassete e reveladas no aparelho STORM840

Phospholmager (GE Healthcare).

3.12 Anélise por citometria de fluxo

Parasitos foram centrifugados a 1200 x g por 10 minutos e
ressuspendidos em 400 pL de solugcdo de PBS 1x. Em seguida foram
novamente centrifugados a 1200 x g e ressuspendidos em 200 uL de solucdo
de paraformaldeido 2%. Apds o término da centrifugacdo os parasitos foram
ressuspendidos em 400 uL de PBS 1x, de forma a ficar em uma concentracdo
final de 10° parasitos. Os parasitos fixados foram analisados no citdmetro

FACScan (BD FACS Scan flow cytometer).

3.13 Andlise dos parasitos por microscopia de luz e de fluorescéncia

Para analise por microscopia de fluorescéncia, os parasitos foram
fixados em paraformaldeido como descrito no item acima, transferidos para
laminas de 25x75mm, previamente tratadas com poli-lisina e analisados por
microscopia de fluorescéncia (Microscopio Optico de Fluorescéncia Axio
Imager Z2 — ApoTome 2-Zeiss). Para analise dos parasitos por microscopia de
luz, foi feito esfregaco dos parasitos em laminas de 25x75mm, previamente
tratadas com poli-lisina. Apds a secagem as laminas foram incubadas na estufa
por 1 hora a 80°C. Os parasitos foram fixados com metanol por 5 minutos e
logo apéds, sem retirar o metanol foi acrescentado 20 uL do reagente Giemsa.
As laminas foram incubadas com Giemsa por 30 minutos a temperatura
ambiente e logo ap6s lavadas com H,O corrente, para retirada do excesso de

Giemsa. Em seguida foi acrescentada trés gotas de entellan e laminulas 22x22
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mm foram fixadas. Ao final do processo, os parasitos foram analisados em

microscoépio Zeiss com mddulo Apotome no Centro de Microscopia da UFMG

4. Resultados

4.1 Otimizacao de protocolos de transfecc¢éo utilizando o nucleofector e
expresséo regulada por tetraciclina

Tendo por base o trabalho de Burkard e colaboradores publicado em
2007 [32], que mostrou que a transfeccdo de formas sanguineas do T. brucei,
utilizando o nucleofector, resulta em uma maior eficiéncia de transfeccao,
comparada ao método convencional de eletroporacdo (BTX ECM 600
electroporation system), a eficiéncia de transfeccao de formas epimastigotas do
T. cruzi utilizando o nucleofector foi comparada com o sistema de
eletroporacdo convencional utilizando o Gene Pulser Il Eletroporation System
(BioRad). O nucleofector possui uma série de programas, que definem
parametros como corrente elétrica, tempo de descarga, etc diferentes, mas que
ndo sao revelados pela empresa. Também € oferecida pela empresa uma
variedade de tampdes célula-especificos, para serem utilizados na transfeccao
de diferentes tipos celulares.

Primeiramente para avaliar qual seria o melhor programa para
transfeccdo do T. cruzi utilizando nucleofector, foram testados trés programas e
dois tampdes diferentes que sédo sugeridos pela empresa para utilizacdo em
parasitas. Parasitos do clone CL Brener foram transientemente transfectados
com 10 pg do plasmideo pTREXGFPNeo circular. Este plasmideo contém o
gene que codifica a proteina verde fluorescente (GFP) flanqueado na regido 5’
pela sequéncia de HXI, para adicdo da sequéncia SL e na regiao 3’ pela IR do

gene gapdh, para a adicdo da cauda poli A, sob o controle do promotor do
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rRNA. Quarenta e oito horas apés a transfeccdo, a porcentagem de parasitos
expressando GFP foi avaliada por citometria de fluxo. Foi observado que a
melhor eficiéncia de transfeccao foi obtida com o programa U033 associada a
solugcédo Il (dados ndo mostrados). Em seguida a eficiéncia de transfeccéo
utilizando o nucleofector e o0 gene pulser system foi comparada. Parasitos
foram transfectados utilizando o nucleofector com 5, 10, 50 ou 100 pg do
pTREXGFPNeo circular com o tampé&o de transfeccao que foi publicado por
Schumann e colaboradores em 2011 [83] e utilizando o programa U033. Em
paralelo, culturas idénticas de parasitos foram transfectadas no gene pulser
system como descrito por DaRocha et al, 2004 [27], com as mesmas
quantidades de plasmideo que foram utilizadas para a transfeccdo no
nucleofector. Quarenta e oito horas apés a transfeccdo a porcentagem de
parasitos expressando GFP foi avaliada por microscopia de fluorescéncia. Foi
observado que a transfeccdo no nucleofector utilizando 5 ug de DNA resulta
em uma eficiéncia de transfeccdo 2 vezes maior que a transfeccdo no gene
pulser system utilizando uma quantidade de DNA vinte vezes maior (tabela 1 —
nucleofector 5 pg X gene pulser 100 ug). Essa diferenca ficou ainda mais
evidente quando foi utilizado 50 ug de plasmideo na transfec¢do. Enquanto no
nucleofector foi observado em torno de 21% dos parasitos expressando GFP, a
transfeccdo no gene pulser system resultou em apenas 1% da populacao de

parasitos expressando GFP.

42



43

Plasmideo [ ] ug

% parasitas verdes

com gene pulser

% parasitas verdes

com nucleofetor

5 0 5,5
10 0 14
50 1 21,5
100 2,5 16,4

Tabela Il. Comparacédo da eficiéncia de transfeccédo entre o nucleofector e

0 sistema de eletroporagédo convencional. Parasitos foram transientemente

transfectados com 5, 10, 50 e 100 ug do plasmideo pTrexGFPNeo utilizando os

sistemas de transfeccao nucleofector ou gene pulser system. Quarenta e oito

horas ap0s a transfeccdo a porcentagem de parasitos expressando GFP foi

avaliada por microscopia de fluorescéncia. Resultado referente @ média de trés

experimentos independentes.
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Apo6s a otimizacao do protocolo de transfeccdo utilizando nucleofector, o
nosso préoximo objetivo foi tentar otimizar um sistema de expresséo regulado
por tetraciclina em T. cruzi, o qual, por estar muito bem estabelecido para o T.
brucei, tornou-se uma poderosa ferramenta para se investigar a funcdo de
genes nesse parasito. Em 2004, DaRocha e colaboradores desenvolveram um
sistema para expressao regulada em T. cruzi [38]. Eles utilizaram o plasmideo
pLEW13 (figura 7) para estabelecimento de linhagens expressando a T7 RNA
pol e o repressor da tetraciclina de forma constitutiva. O pLEW13 é um
plasmideo de expressédo em T. brucei, por esse motivo, possui sequéncias para
adicdo da sequéncia SL e cauda poli A, deste organismo. Para avaliar se a
presenca do promotor de rRNA do T. cruzi resultaria em maioress niveis de
expressdo da T7 RNA pol e do repressor da tetraciclina, DaRocha e
colaboradores clonaram a sequéncia correspondente ao promotor ribossémico
do T. cruzi no plasmideo pLEW13. Em seguida os parasitos transfectados com
pLEW13 + promotor ribossémico do T. cruzi foram transfectados com um
plasmideo contendo a expressdo do gene que codifica a luciferase de
vagalume (FLuc) e do gene que confere resisténcia a higromicina sob o
controle do operador da tetraciclina e o promotor da T7 RNA pol (pP+;0"Y/Luc).
Esse plasmideo foi desenvolvido para integrar no gene nédo essencial TCR27.
Apos a inducdo da expressao de FLuc com tetraciclina, analises de ensaio da
atividade de luciferase dessas linhagens demonstraram uma alta expressao de

FLuc antes da adi¢do da tetraciclina.
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Figura 7. Plasmideo pLEW13. O plasmideo pLEW13 foi desenvolvido para
expressdo de T7 RNA polimerase e o repressor da tetraciclina no T. brucei [36].

Retirado de http://tryps.rockefeller.edu/trypsru2 plasmids.html.
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Da mesma forma como foi feito por DaRocha e colaboradores em 2004,
a sequéncia correspondente ao promotor de rRNA do T. cruzi foi clonada no
pLEW13, para avaliar se isso implicaria em um aumento nos niveis de proteina
em relacdo ao vetor sem o promotor. Para isto, o plasmideo pPROCKGFPNeo,
foi utilizado como molde em uma PCR para amplificacdo da sequéncia
correspondente ao promotor ribossémico (iniciadores PRcruziF e PRcruziR). O
fragmento de 583 pares de bases foi clonado no TOPO, digerido com Miul,
purificado do gel de agarose e clonado no plasmideo pLEW13, previamente
digerido com MIlul, gerando o plasmideo pLEW13PR. Em seguida os
plasmideos pLEW13 e pLEW13PR foram digeridos com a enzima de restricdo
Notl, para linearizacdo, e transfectados separadamente. Apds a selecdo dos
parasitos com G418, foi feita a clonagem de células por diluicdo limitante em
placas de 96 pocos. Para a andalise da expressao da T7 RNA pol e o repressor
da tetraciclina, RNA total foi extraido dos clones, separado em gel de agarose e
transferido para membranas de nitrocelulose e incubado com sondas
correspondentes a regido codificadora da T7 RNA pol (figura 8A) ou do
repressor da tetraciclina (figura 8B) marcadas com a-*P dCTP. As sondas
foram obtidas por reacdes de PCR utilizando o plasmideo pLEW13 como
molde e iniciadores anelando no inicio e no final das regides codificadores da
T7 RNA pol e repressor da tetraciclna (iniciadores SondaT7F e SondaT7R para
T7 RNA pol e SondaTetrF e SondaTetR para o repressor). Como mostra a
figura 8, 0 mRNA para T7 RNA pol do tamanho esperado (2,6 kb) pode ser
detectado e a introdugédo do promotor de rRNA do T. cruzi no pLEW13 né&o
resultou em aumento nos niveis de mMRNA de T7 RNA pol ou do repressor da

tetraciclina. Entretanto, um padrdo de bandas semelhante a um padrdo de
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degradacdo do RNA, observado na figura 8B pode ser referente ao
processamento incorreto do mRNA do repressor de tetraciclina, visto que as
sequéncias presentes no pLEW13 para processamento do mRNA sé&o
derivadas do genoma do T. brucei. As sequéncias para adicdo do SL e cauda
poli-A no mRNA de T7 RNA pol, presentes no pLEW13 s&o derivadas do gene
que codifica a proteina aldolase. Para o gene do repressor, as sequéncias
responsaveis pelo processamento do mRNA sdo derivadas do gene de actina e
podem nado conter os elementos necessarios para o correto processamento do

MRNA do repressor no T. cruzi.
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T7 RNA polimerase Repressor tetraciclina

Figura 8. Northern blot para detec¢céo da expressdo da T7 RNA polimerase
e repressor da tetraciclina. RNA total de parasitos transfectados com o
pLEW13 e PpLEW13PR foi extraido, transferido para membranas de
nitrocelulose e incubadas com uma sonda correspondente a regido
codificadora da T7 RNA polimerase (A) ou do repressor da tetraciclina (B).
Tamanho predito da sequéncia de DNA correspondente a regido codificadora
da T7 RNA pol — 2.6 kb. Tamanho predito da sequéncia de DNA
correspondente a regido codificadora do repressor da tetraciclina — 624 pares
de base. WT - néo transfectado, 13 pop — transfectado com pLEW13,
populacdo; 13 clone — transfectado com pLEW13, clone; 13PR pop -
transfectado com pLEW13 com promotor de rRNA de T. cruzi, populacao;
13PR clone - transfectado com pLEW13 com promotor de rRNA de T. cruzi,

clone.
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Considerando que o sistema de expressdo regulado por tetraciclina
utilizado por DaRocha e colaboradores em 2004 apresentou altos niveis de
expressdo da proteina antes da adicao da tetraciclina, resolvemos utilizador o
plasmideo pTcINDEX [39], ao invés do pP1;0"/Luc, para os testes de
expresséo regulado por tetraciclina. Uma diferenga importante entre esses dois
plasmideos é o fato do pTcINDEX possuir um fragmento da sequéncia do rRNA
0 que possibilita sua integracdo no espacador de rRNA, enquanto que o
plasmideo pP170"™Luc, integra no lécus do gene TCR27. Além disso, o
PTCINDEX possui dois promotores da enzima T7 RNA pol direcionados para
lados opostos. De um lado a T7 RNA pol promove a transcricdo do gene de
resisténcia a higromicina e do lado oposto do gene de interesse, sob a
regulagcdo do operador da tetraciclina. Dessa forma a sele¢do dos parasitos
apos a transfeccao é independente da adicédo de tetraciclina. Com o objetivo de
melhorar o desempenho do PpTcINDEX, resolvemos fazer algumas
modificacdes neste plasmideo. Em primeiro lugar decidimos utilizar como gene
reporter a luciferase de renilla (Rluc), pois os ensaios da atividade dessa
proteina resultam em valores maiores de unidade de luz em compara¢do com o
ensaio da atividade de Fluc. Em segundo lugar utilizamos a IR do gene gapdh
como sequéncia responsavel pela adicdo da cauda poli A, visto que DaRocha e
colaboradores ja demonstraram que esta sequéncia é capaz de promover o
correto processamento de mRNAs em T. cruzi [27]. O plasmideo pTcDUALuc
[19] foi utilizado em uma reacdo de PCR com iniciadores contendo sitio de
restricdo das enzimas Clal e BamHI anelando no inicio da regido codificadora
da Fluc e no final da IR de gapdh (iniciadores renillaClaF e renillaBamR). O

produto de PCR de 1.6 kb foi clonado no vetor TOPO 2.1 e bactérias
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guimiocompetentes foram transformadas com essa ligagao. Os clones positivos
foram selecionados por PCR de col6nia utilizando os iniciadores M13. Em
seguida um clone positivo foi digerido com as enzimas de restricdo Clal e
BamHI, purificado do gel de agarose e clonado no plasmideo pTcINDEX,
gentilmente cedido pelo Professor Martin Taylor da Universidade de Londres,
previamente digerido com as mesmas enzimas, dando origem ao plasmideo
pTcINDEXrenilla (figura 9).

Para os ensaios da atividade de luciferase, as linhagens 13 clonel e
13PR clone4 foram transfectadas com o plasmideo pTcINDEXrenilla e ap6s a
selecdo com higromicina, a expressédo de Rluc foi induzida com 0,5 ug/mL de
tetraciclina (tabela Ill) por 24 horas. Extratos correspondentes a 2x10’ parasitos
(tabela I1l) ou 2x10° (tabela 1V) foram incubados com o substrato de Rluc,
coelenterazina, e a bioluminescéncia produzida foi determinada. A tabela lli
mostra a relagdo Tet'/Tet” que foi obtida para cada uma das duas linhagens.
Considerando que os parasitos transfectados com o pLEW13 contendo o
promotor de rRNA doT. cruzi, apresentaram uma maior expressao de Rluc
apos a adicdo da tetraciclina, essa linhagem foi utilizada para selecdo de
clones. Em seguida trés clones (denominados 13PR/3 clone a, 13PR/3 clone ¢
e 13PR/3 clone e) foram utilizados para analise da expresséo de Rluc por meio
de ensaios da atividade desta enzima, como ja descrito acima. Como mostra a
tabela 1V, foram obtidas leituras da atividade de luciferase antes e apods a
adicao de tetraciclina que forneceram uma relagcéo obtida Tet+/Te- melhor para
o clone c, alcancando uma relacdo de 4,7. Essa relacdo esta muito abaixo da
relacdo que é obtida para expresséo regulada por tetraciclina no T. brucei, no

qual um aumento de até 1000 vezes na expressdo do gene de interesse €
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obtido apds a adicdo de tetraciclina [36]. A alta expressdo de Rluc antes da
adicdo da tetraciclina no sistema aqui desenvolvido esta provavelmente ligada
aos baixos niveis de repressor que estdo sendo produzidos pelo T. cruzi.
Dessa forma mesmo antes da adi¢cao da tetraciclina, a quantidade de repressor
produzida pelo parasito ndo é suficiente para impedir a transcricdo do gene da

luciferase de renilla pela T7 RNA pol.
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Figura 9. Esquema do plasmideo de expressao regulada por tetraciclina
pPpTcINDEX. R-NTS/P (ribosomal non-transcribed spacer and promoter region)
regido espacadora de RNA e promotor utilizado para integrar o plasmideo no
genoma do parasito. Os numeros romanos | e Il indicam as duas partes da
sequéncia alvo que foram clonadas na posicdo oposta em que estdo no
genoma. A sequéncia correspondente a luciferase de renilla + IR do gene
gapdh foi clonada no pTcINDEX utilizando os sitios de restricdo de Clal e
BamHI. A bandeira branca indica o local de inicio da transcri¢cdo pela RNA pol I.
O sitio de Spel é utilizado para linearizacdo do plasmideo, para subsequente
integracdo no genoma do parasito. As bandeiras pretas indicam o promotor da
T7 RNA polimerase. A bola branca indica o operador da tetraciclina. MCS- sitio
multiplo de clonagem, quadrado cinza — sequéncia HXI do T. cruzi, quadrado
com listras — regido intergénica do gene que codifica actina, quadrado com T -
terminador da T7 RNA polimerase. Adaptado de Taylor & Kelly, 2006 [39].
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Linhagem Tet- Tet+ Tet-/Tet+
13clonel 11.415.398 31781.756 2,7
13PRclone3 2.498.331 34.271.341 13,7

Tabela Ill. Ensaio da atividade de Rluc. Extratos de parasitos cultivados na
presenca (Tet+) ou auséncia (Tet-) de 0,5 pg/mL de tetraciclina por 24 horas
foram lisados, incubados com substrato e a bioluminescéncia obtida medida
utilizando Lumindmetro. A leitura de cada extrato foi realizada em triplicata. A
atividade esta representada como a média relativa a unidade de luz (RLU) por
2x10" parasitos. 13clonel- parasitos transfectados com pLEW13 clone 1,
13PRclone3 — parasitos transfectados com pLEW13 contendo o promotor de
rRNA de T. cruzi.

Linhagem Tet- Tet+ Tet-/Tet+
13PR/3clone a 528.599 928.065 1,7
13PR/3clone ¢ 376.565 1.806.010 4.7
13PR/3clone e 266.328 287.653 1

Tabela IV. Ensaio da atividade de Rluc com clones. Extratos de parasitos
cultivados na presenca (Tet+) ou auséncia (Tet-) de 0,5 yg/mL de tetraciclina
por 24 horas foram lisados, incubados com substrato e a bioluminescéncia
obtida foi medida utilizando Luminémetro (Lumat LB9501). A leitura de cada
extrato foi realizada em triplicata. A atividade esta representada como a média
relativa & unidade de luz (RLU) por 2x10°. 13PR/3clone — clones de parasitos
transfectados com pLEW13 contendo o promotor de rRNA de T. cruzi e com o

0 plasmideo pTcINDEX.

53




54

4.2 Edicdo do genoma do T. cruzi utilizando ZFNs

4.2.1 Geracgéo de linhagem de T. cruzi expressando GFP

constitutivamente

Para construgdo do vetor pROCKeGFPNeo, o plasmideo
pPRdeIlNA183GFP157 [84], gentilmente cedido pelo Doutor Alexandre
Machado do Instituto de Pesquisa René Rachou, contendo o gene que codifica
a proteina enhanced GFP (eGFP) foi digerido com as enzimas Xbal e Sall,
liberando um fragmento de 738 pares de bases. O fragmento foi purificado do
gel de agarose e clonado no plasmideo pROCKGFPNeo, previamente digerido
com as enzimas Xbal e Xhol, resultando na substituicdo do gene que codifica a
proteina GFP pelo gene que codifica eGFP, dando origem ao plasmideo
pROCKeGFPNeo. Para confirmacdo da clonagem, os clones positivos foram
digeridos com as enzimas Xbal e Sphl, devendo liberar um fragmento de 5,6 e
um de 2,0 kb (dados ndo mostrados). Apés a confirmacédo da clonagem, formas
epimastigotas do clone CL14 em fase logaritmica de crescimento foram
transfectadas com o plasmideo pROCKeGFPNeo e selecionadas por 4
semanas em meio LIT contendo o antibidético G418. Apds a selecdo, a
populacdo de parasitos expressando eGFP, foi plaqueada em placas agar-
sangue para obtencdo de clones, 12 dos quais foram analisados por

microscopia de fluorescéncia (figura 10).
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Figura 10. Formas epimastigotas do T. cruzi expressando eGFP
constitutivamente. Parasitos do clone CL14 foram transfectados com o
plasmideo pROCKeGFPNeo e apés a selecdo da populacdo resistente a
neomicina, clones foram selecionados por meio de plagueamento em &gar-

sangue. (A) Campo claro, (B) Fluorescéncia de eGFP.
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4.2.2 Construcéo do plasmideo para expressao de um par de ZFNs em T.
cruzi
Para obtencdo dos plasmideos contendo os pares de ZFNs, os
plasmideos pZFN1 e pZFN2, contendo as sequéncias codificadoras de ZFN1
ou a ZFN2 construidas pela empresa Sigma Aldrich para terem as sequéncias
de egfp ou de gp72 como alvos, foram digeridos com as enzimas Nhel e Xhol,
liberando os fragmentos correspondentes as sequéncias das ZFNs. Os
fragmentos correspondentes a ZFN1 e 2 foram clonados separadamente no
vetor pROCKGFPHigro, previamente digerido com as enzimas Xbal e Xhol,
para substituicido de GFP por ZFN, gerando os plasmideos pPROCKZFN1°%¢™,
PROCKZFN2°¢FP pROCKZFN1°F"? e pROCKZFN2°P"? (figura 11A). Reacdes
de PCR utilizando iniciadores anelando no inicio da sequéncia correspondente
a HXI e no final da IR de gapdh foram feitas para amplificacdo da sequéncia de
ZFN2 (iniciadores ZFN2NheF e ZFN2NheR). O fragmento de 2.1 kb foi
inicialmente clonado no vetor de clonagem TOPO 2.1, e em seguida digerido
com a enzima de restricdo Nhel. O fragmento correspondente a HXI-ZFN2-
gGAPDH foi purificado do gel de agarose e clonado no plasmideo
pROCKZFN1°®FPHigro, para a ZFN tendo egfp como alvo ou
pROCKZFN1°""?Higro, para a ZFN que tem o gene gp72 como alvo, dando
origem aos plasmideos pROCKZFNs®® " Higro e pROCKZFNs®""?Higro (figura
11B). Como mostra a figura 11B, para ambos os pares de ZFNs (tendo como
alvos sequéncias de egfp e a sequencia de gp72) os vetores construidos
possuem as sequéncias codificadoras de ZFNs flanqueadas por sinais de
adicdo de SL do gene da proteina ribossémica TcP2B e gapdh. Ambas as

sequéncias sao transcritas pelo promotor de rRNA.
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Figura 11. Construcdo dos plasmideos de expressdo constitutiva
contendo o par de ZFNs que tem egfp ou gp72 como alvo. Ambas as ZFNs
possuem uma tag N-terminal de 3x FLAG e um sinal de enderecamento
nuclear (NLS) de SV 40. O plasmideo desenvolvido pela empresa Sigma
Aldrich pZFN contendo a ZFN1 e/ou ZFN2 foi digerido com Nhel e Xhol e os
fragmentos liberados foram clonados separadamente no plasmideo
pROCKHigro, dando origem aos plasmideos pROCKZFN1Higro e
pROCKZFN2Higro (A). Em seguida foram utilizados iniciadores com sitio da
enzima de restricdo Nhel, anelando nas sequéncias correspondentes a HXI e
gGAPDH Il IR para amplificar a sequéncia correspondente a ZFN2. O
fragmento amplificado foi clonado no plasmideo pROCKZFN1Higro
previamente digerido com a mesma enzima de restricdo, dando origem aos
plasmideos pROCKZFNs®*® PHigro e pROCKZFNs®""?Higro.
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4.2.3 Determinacao do fenoétipo dos parasitos expressando ZFNs que tem

0 gene egfp como alvo

Os parasitos expressando eGFP foram transfectados com o plasmideo
pROCKZFNs®*®™ Higro e apés a selecéo com higromicina, foram analisados por
microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo. O resultado esperado se as
ZFNs estivessem clivando o gene egfp, seria a perda da fluorescéncia verde,
visto que o0 Unico mecanismo que o T. cruzi possui para reparar uma quebra na
dupla fita quando uma sequéncia com homologia ndo esta disponivel & por
MMEJ, mecanismo que insere delecbes na sequéncia de DNA, e
consequentemente a perda de sua funcéo [54]. No entanto, apos a transfeccéo

e selecdo dos parasitos com as ZFNs®c

, hdo foi observada perda de
fluorescéncia verde (dados ndo mostrados). Decidimos entdo transfectar os
parasitos com uma sequéncia contendo o gene que codifica a proteina mRFP
flanqueado por sequéncias de egfp (PDONOR®F” - figura 12A), a fim de
promover a recombinacdo com o gene egfp previamente inserido no genoma
do parasito e avaliar se a presenca das ZFNs resultaria em uma maior
eficiéncia de recombinacédo. Para construgdo do pDONOR®®F? foram utilizados
iniciadores para amplificacdo da sequéncia referente a regido codificadora do
gene mrfp (monomeric red fluorescent protein) flanqueado pelas sequéncias de
HXI e IR de gapdh e contendo o sitio de restricdo das enzimas BamHI e Spel
(iniciadores HXI-mRFPF e gapdhR). O fragmento amplificado foi clonado no
plasmideo TOPO 2.1, digerido com BamHI e Spel e o produto liberado foi
clonado no plasmideo pBluescript Il SK (+), previamente digerido com as

mesmas enzimas de restricdo, dando origem ao plasmideo pBmRFP. Logo

ap6s as sequéncias correspondentes a 5’'upstream e 3’downstream do gene
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egfp foram amplificadas (iniciadores 5’eGFPF, 5’ eGFPR, 3'eGFPF e 3'eGFPR)
e clonadas no pBmRFP dando origem ao plasmideo pDONOR®®F",

Para avaliar se a co-transfeccdo do pDONOR®®F com o plasmideo
contendo o par de ZFNs acarretaria em uma maior eficiéncia de recombinagéo,
decidimos transfectar parasitos expressando eGFP de forma transiente com as
ZFNs junto com o pDONOR®®"_ Iniciadores anelando no inicio da sequéncia
5eGFP e no final da sequéncia 3’eGFP (iniciadores 5eGFPF e 3’'eGFPR)
foram utilizados em uma reacdo de PCR tendo o plasmideo pDONOR®®F”
como molde, a fim de gerar uma sequéncia linear que pudesse ser usada para
recombinar com o gene de egfp integrado no genoma do parasito. Inicialmente
5 ug e 45 pg de pDONORSSFP linear foram utilizados em diferentes
transfeccdes juntamente com 10 ug de pROCKZFNs®® " Higro. Como nao foi
observado nenhum fenétipo decidimos aumentar a quantidade do pDONOR®®"”
linear e desta forma, foi utilizado 100 ug deste plasmideo. Quarenta e oito
horas apoOs as transfeccdes, os parasitos foram fixados em solugdo de
paraformaldeido 2% e analisados por citometria de fluxo. Como mostra a figura
12E, 82% da populacdo CL14 eGFP expressa eGFP. ApGs a transfeccédo com

o par de ZFNs®*®" e com o pDONOR®*®™ nao houve diminuicdo da expressao

de egfp, tampouco ganho de fluorescéncia vermelha (12C).
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Figura 12. Andlise por citometria de fluxo dos parasitos transfectados de forma

®GFP e um plasmideo contendo sequéncias para

transiente com o par de ZFNs
recombinar com egfp. Para testar a capacidade das ZFNs®*°™ de aumentar a
eficiéncia de HR no T. cruzi, formas epimastigotas expressando eGFP e transfectadas
com o plasmideo pROCKZFNs®* " Higro circular, foram transfectadas com plasmideo
pDONOR®®™ linear (ZFNs®*°™" +pDONOR®®™), ilustrado na figura A. As setas roxas
indicam os iniciadores utilizados para gerar a sequéncia linear do pDONOR®®.
Quarenta e oito horas ap0s a transfeccéo, os parasitos foram analisados por citometria
de fluxo. Como controles parasitos ndo transfectados (WT), parasitos transfectados
apenas com o par de ZFNs®*"P(ZFNs®®™"), parasitos transfectados apenas com o
pDONOR®®P(pbDONOR®®F") e parasitos expressando eGFP (eGFP), também foram

analisados.
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Como nao foi observada a perda da fluorescéncia verde apos a
transfeccdo dos parasitos com o par de ZFNs, na auséncia e na presenca de
sequéncias de DNA que possam favorecer o reparo da DSB por recombinacgéo
homologa, decidimos analisar a expressédo das ZFNs por western blot. Extratos
proteicos de parasitos transfectados com o par de ZFNs®® " foram separados
em gel de poliacrilamida, transferidos para membrana de nitrocelulose e
incubado com anticorpo anti-FLAG. Como mostrado na figura 11A, as
sequéncias dos pares de ZFNs fabricadas pela Sigma possuem em sua
extremidade N-terminal uma tag de 3X-FLAG, possibilitando a deteccdo da
expressao dessas proteinas por meio da utilizacdo de um anticorpo anti-FLAG.
Na figura 14A é possivel observar que nao foi detectada a expresséo das ZFNs
com o tamanho esperado de 45 kD, nem mesmo nos parasitos transfectados
apenas com uma das ZFNs que compdem o par (ZFN2). Como os resultados
dos westerns blots utilizando esse anticorpo sempre apresentaram bandas
correspondentes a ligacdes inespecificas com proteinas do parasito (veja por
ex., nas canaletas correspondentes aos parasitos nao transfectados [WT] ou
aos parasitos transfectados somente com o gene de egfp), decidimos gerar
parasitos transfectados com ZFNs contendo um tag de hemaglutinanina (HA)
na regido N-terminal. Para isso, iniciadores contendo a sequéncia que codifica
a tag de HA anelando no inicio da regido codificadora da ZFN1 (iniciador HA-
ZFN1FXba) e no final da regido codificadora da ZFN1 (iniciador HA-
ZFN1RXho) foram utilizados em uma reacdo de PCR tendo o plasmideo
pZFN1°¢ " como molde. Em seguida, o produto de PCR foi clonado no TOPO e
digerido com Xbal e Xhol. Apés a purificacdo do produto de PCR do gel de

agarose, este foi clonado no plasmideo pROCKGFPHigro, previamente
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digerido com as mesmas enzimas, liberando GFP e dando origem ao
plasmideo pPROCKHA::ZFN1Higro. Logo ap6s o sequenciamento do plasmideo
para confirmagdo da clonagem correta, formas epimastigotas do clone CL14
WT ou expressando eGFP foram transfectadas com o plasmideo
pROCKHA::ZFN1Higro. ApGs selecao da populacdo, foram gerados clones e,
estes foram utilizados em ensaios de western blot com anticorpo anti-HA.
Novamente, parasitos transfectados com o plasmideo pROCKHA::ZFN1Higro,
resistentes a higromicina, ndo apresentaram nenhuma banda correspondente a
ZFN1 (dados ndo mostrados).

Como néo foi possivel detectar a expressado das ZFNs por western blot,
decidimos verificar se 0 mRNA dessas proteinas estava sendo transcrito. Para
isso, RNA total de parasitos WT, parasitos expressando eGFP e transfectados

com o par de ZFNs®¢FP

e parasitos WT transfectados apenas com a
HA::ZFN1°¢FP  foi extraido, separado em gel de agarose e transferido para
membranas de nitrocelulose. Visto que a sequéncia nucleotidica das duas
ZFNs®®™ (1 e 2) compartilham 97% de identidade, é possivel utilizar tanto a
ZFN1 ou ZFN2 como sondas para deteccdo desses mRNAs (figura 13). A
figura 14, mostra que embora tenha sido detectada a presenca de mRNA
correspondente ao gene de resisténcia a higromicina de aproximadamente 1,8
kb (figura 14B), ndo foram observadas bandas na membrana hibridizada com
uma sonda referente a regido codificadora da ZFN1 (figura 14C). Em resumo,
os resultados de expressdo de eGFP, dos western blots e dos northern blots

indicam que os parasitos transfectados com o plasmideo contendo o par de

ZFNs ou apenas uma ZFN, apesar de estarem expressando o gene de
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resisténcia a higromicina presente no plasmideo, ndo expressam 0S genes

correspondentes as ZFNs.
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Figura. 13. Alinhamento das sequéncias de DNA referentes as regides
codificadoras da ZFN1°®" e ZFN2°¢FP. As sequéncias de DNA referente &

regido codificadora do par de ZFNs®*® " foram alinhadas utilizando o programa

MultAlin, disponivel em http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/.
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Higromicina ZFN1

Figura 14. Anélise da expresséo das ZFNs®®™

por western e northern blot.
(A) Extratos de parasitos néo transfectados (WT), expressando eGFP (eGFP),
expressando eGFP e transfectados com o par de ZFNs®®™ (eGFP ZFNs) e
transfectados apenas com a ZFN2 (ZFN2) foram separados em gel de
poliacrilamida, transferidos para membrana de nitrocelulose e incubado com
anticorpo anti-FLAG. Tamanho predito das ZFNs — 45 kD. Para analise da
expressdo das ZFNs por northern blot, RNA total de parasitos nao
transfectados (WT), a populagcdo de parasitos expressando eGFP e

transfectados com o par de ZFNs®®"

(GFP ZFNs pop), clones gerados a partir
da populacdo de parasitos expressando eGFP e transfectados com o par de
ZFNs®®FP (GFP ZFNs clone 4; clone 5 e clone 1) e clones de parasitos
transfectados apenas com a ZFN1 com tag N-terminal de HA (HA::ZFN1 clone
3 e HA::ZFNL1 clone 4) foi extraido e separado em gel de agarose. Em seguida
0os RNAs foram transferidos para membranas de nitrocelulose e incubados com
uma sonda correspondente a regido codificadora do gene que confere
resisténcia a higromicina (B), ou da ZFN1 (C). Tamanho predito da sequéncia
codificadora de higromicina - 1,0 kb, tamanho predito da sequéncia

codificadora das ZFNs 1.2 kb.
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Diante dos resultados negativos dos western blots e northern blots,
decidimos avaliar se a sequéncia de DNA das ZFNs estaria integrada no
genoma do parasito por meio de ensaios de Southern blots a partir do DNA dos
parasitos transfectados separados por eletroforese de campo pulsado (pulsed
field gel electrophoresis, PFGE — figura 15A). Apoés transferéncia do DNA para
membranas de nitrocelulose e incubacdo com uma sonda correspondente a
regido codificadora do gene de resisténcia a higromicina ou do gene de ZFN1,
verificamos que, apesar dos parasitos transfectados com o par de ZFNs
apresentarem o gene de resisténcia a higromicina, ndo foi possivel detectar
nenhum sinal correspondente a hibridizacdo com sequéncias de ZFNs
presentes no genoma dos parasitos. E importante ressaltar que os sinais
correspondentes ao gene de resisténcia a higromicina sugerem que esse gene
encontra-se na forma epissomal, visto que foram detectadas bandas de alto
peso molecular, caracteristicas de moléculas de DNA formando estruturas
concatenadas (figura 15B). E possivel também observar bandas de tamanho
molecular mais baixo, correspondente ao gene de resisténcia a higromicina
integrado no genoma do parasito, nos parasitos transfectados apenas com a
ZFN1. Os resultados de Southern blot indicam que, por meio de um mecanismo
de recombinacédo que ndo sabemos definir exatamente, o parasito € capaz de
manter o gene de resisténcia a droga presente no plasmideo, e € capaz de
excluir o gene que codifica as proteinas ZFNs. Com base nesses resultados
levantamos a hipotese de que a expresséo dessas nucleases seria toxica para

o T. cruzi.

66



67

A B
%4 oe?' & @
R KR O 0 & &
] ] OV . < <
¥ F&EF &, &85
P &
Py «‘1«' " o Ny N

3.13 3.13

2.70
2.35

1381
1.66

1.37

2.70
2.35

1.81
1.66

1.37

1.05 1.05

EtBr Higromicina

Figurals. Andlise dos parasitos transfectados com o par de ZFNs®¢F" por
PFGE e Southern blot. DNA génomico total da populagdo de parasitos
expressando eGFP e transfectados com o par de ZFNs®®F" (GFP ZFNs pop),
clones gerados a partir da populacdo de parasitos expressando eGFP e
transfectados com as ZFNs®®™® (GFP ZFNs clonel e GFP ZFNs clone2), a
populacdo de parasitos transfectados com a ZFN1*®™ com tag N-terminal de
HA (HA::ZFN1 pop), clones gerados a partir da populacdo de parasitos
transfectados com a ZFN1 com tag N-terminal de HA (HA::ZFN1 clone 1 e
HA::ZFN clone 3), a populagéo de parasitos transfectados com a ZFN2 com tag
N-terminal de 3x FLAG (ZFN2) e parasitos nao transfectados (WT), foi extraido
e imobilizado em blocos de agarose. Os cromossomos foram separados por
eletroforese de campo pulsado por 135 horas com voltagem constante. Ao final
da corrida, o gel foi corado com brometo de etideo (A) e em seguida transferido
para membranas de nitrocelulose que, logo apds, foram incubadas com uma
sonda referente a regido codificadora de higromicna (B) ou ZFN1 (dado né&o
mostrado), marcadas [a-32P]. H. wingei - Padrdao de peso molecular,

cromossomos de Hansenula wingei (Bio-Rad).
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4.2.4 Edicdo do genoma do T. brucei utilizando ZFNs que possuem egfp

como alvo

Os dados obtidos ao tentarmos obter a expressdo de ZFNs construidas
para clivar a sequéncia de egfp no genoma do T. cruzi indicam que essas
nucleases poderiam ser toxicas para o parasito. Como em T. cruzi, um sistema
de expressao regulado por tetraciclina ndo mostrou-se ainda suficientemente
otimizado, decidimos testar a expressdo das mesmas ZFNs em T. brucei, visto
gue nesse parasito, vetores de expressdo controlada por tetraciclina sao
altamente eficientes. Entretanto antes de testar a expressdo das ZFNs
regulada por tetraciclina, decidimos avaliar se seria possivel expressar as
ZFNs®®FP de forma estavel ou transiente no T. brucei. Formas prociclicas e
sanguineas expressando eGFP, foram estavelmente transfectadas com um
plasmideo contendo o par de ZFNs®®"". Apés a selecdo dos parasitos ndo foi
observada perda da fluorescéncia verde, por esse motivo, foi feita a analise da
expressdo das ZFNs por meio de western blot. Formas sanguineas e
prociclicas foram transfectadas com um plasmideo contendo apenas a
ZFN1°%¢" ou a ZFN2°°F". A figura 16A mostra que nao foi observado nenhuma
banda correspondente as ZFNs, que possuem um tamanho predito de 45 kD,
em formas sanguineas estavelmente transfectadas apenas com a ZFN1°¢™
(ZFN1 Ny), ou ZFN2°¢P (ZFN2 Ny), pois as bandas que foram detectadas
correspondem a bandas inespecificas do anticorpo que reagiu com proteinas
do extrato dos parasitos, visto que elas também aparecem nos parasitos nao
transfectados (Nysm e 427). A figura também mostra que néo foi possivel

zeGFP

detectar a expressdao da ZFN em formas prociclicas estavelmente

transfectadas com a ZFN2 (ZFN2 427).
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Com base nos dados mostrados para T. cruzi e considerando a hipétese
de que a expressao das ZFNs possa ser toxica também para T. brucei, formas
sanguineas e prociclicas foram transientemente transfectadas com a ZFN1°¢™
ou ZFN2°°FP na tentativa de diminuir a toxicidade dessas proteinas e desta
maneira detectar sua expressao. A figura 16B, mostra que ndo € possivel
observar nenhuma banda corresponde a expressao das ZFNs em formas
prociclicas trasientemente transfectadas com a ZFN1 ou com a ZFN2 (painel
de cima — 427), pois todas as bandas detectadas correspondem a ligacao
inespecifica do anticorpo com proteinas do extrato do T. bruceli, visto que as
mesmas bandas aparecem nos parasitos ndo transfectados (4 e NySM). O
mesmo resultado foi observado para as formas sanguineas (painel de baixo -
NYSM). Vale ressaltar que nas figuras 16A e 16B, € possivel observar uma
banda correspondente ao controle positivo do western blot (Flag-GFP). O

controle positivo foi gerado pela transfeccdo de formas sanguineas com um

plasmideo contendo GFP com uma tag N- terminal de 3x FLAG.
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Figural6. Andlise da expressédo das ZFNs no T. brucei por western blot .
Extratos correspondentes a 5x10° parasitos foram separados em gel de
poliacrilamida e analisados com anticorpo monoclonal anti-FLAG (online.com
antibodies). (A) Western blot com extrato de parasitos estavelmente
transfectados com as ZFNs, Nysm — formas sanguineas néo transfectadas,
Flag-GFP — controle positivo de Flag, ZFN1 Ny - formas sanguineas
transfectadas com ZFN1, ZFN2 Ny — formas sanguineas transfectadas com
ZFN2, 427 - formas prociclicas ndo transfectadas, ZFN2 427 — formas
prociclicas transfectadas com ZFN2. (B) Western blot com extrato de parasitos
24 e 48 horas apo0s transfecgdo transiente das ZFNs. @ — ndo transfectado,
ZFN1 - transfectado com ZFN1, ZFN2 - transfectado com ZFN2. Dados
gerados pela aluna Monica Kangussu-Marcolino na Universidade de

Berna/Suica
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A fim de testar se de fato as ZFNs seriam tdxicas para o parasito, foram
construidos vetores para expressao dessas nucleases regulada por tetraciclina
utilizando uma cepa de parasito denominada New York single marker (NYSM)
[36] e o0 plasmideo pLEW100. Essa cepa possui o gene que codifica a T7 RNA
pol e o repressor da tetraciclina integrados no locus de B-tubulina (para mais
detalhes ver referéncia Wirtz et al, 1999 [36]). No pLEW100 o promotor da
prociclina é responsavel pela transcricdo do gene de interesse, sob a regulacao
do operador da tetraciclina. Também est4 presente o promotor da RNA
polimerase do bacteriéfago T7 que € responsavel pela transcricdo do gene de
resisténcia a bleomicina, no sentido oposto, desta forma a selecdo dos
parasitas ap0s transfeccdo com este plasmideo € independente da adicao de
tetraciclina. O pLEW100 possui parte da sequéncia upstream do promotor do
gene do rRNA 18S, referido como espacador de rRNA, o que permite sua
integracdo nesse locus do genoma. Ensaios de run-on em T. brucei, indicam
que esta regido do genoma do parasito € transcricionalmente inativa [85]. Por
este motivo, esta regiao é utilizada para integracdo de vetores com expressao
regulada por tetraciclina para diminuir a expressdo basal da proteina de
interesse.

A sequéncia correspondente a regido codificadora do par de ZFNs foi
clonada no plasmideo pLEW100 dando origem ao plasmideo
pLEW100ZFN1+ZFN2. Também foi gerado um plasmideo contendo a ZFN1
com uma tag N-terminal de HA (pLEW100HAZFN1+ZFNZ2). Formas sanguineas
expressando eGFP (p221) foram transfectadas com 10 pg do plasmideo
PpLEW100ZFN1+ZFN2 ou pLEWI100HAZFN1+ZFN2. ApoOs a selecdo dos

parasitos a expressao das ZFNs foi induzida por 3 ou 96 horas. Como mostra a
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figura 17, uma diminuigéo significativa na curva de crescimento dos parasitos
ocorre apos a inducdo da expressao das ZFNs, indicando novamente que a
expressao dessas nucleases é toxica para o T. brucei. Utilizando esse sistema
de expressao controlada foram feitos testes de eficiéncia de transfeccao dos
parasitos transfectados com pLEW100ZFN1+ZFN2 ou
pLEW100HA:ZFN1+ZFN2 e tratados com tetraciclina por 3 horas. Em seguida
os parasitos foram transfectados com um plasmideo contendo o gene de
resisténcia a higromicina flanqueado por sequéncias de egfp
(PDONOR®*® brucei ~ figura 17B). Em paralelo parasitos controle, os quais
foram cultivados na auséncia de tetraciclina, também foram transfectados com
pDONOR®®brucei. Logo apés a transfeccéo clones foram selecionados em
placas de 96 pocos e apOs duas semanas 0 numero de clones foi analisado. A
figura 17C mostra que a eficiéncia de transfec¢cdo nos parasitos nos quais a
expressdo das ZFNs foi induzida, € até 15 vezes maior em compara¢do com 0s
parasitos que nao expressao essas nucleases (ver parasitos transfectados com

HA::ZFN1+ZFN2).
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Figura 17. Expressdo das ZFNs®®™

regulada por tetraciclina no T. brucei. Formas
sanguineas expressando T7 RNA polimerase e o repressor da tetraciclina (linhagem
Nysm) foram transfectadas com o plasmideo pLEW100ZFN1+ZFN2 ou
pLEW100HA:ZFN1+ZFN2. Apés selecdo dos parasitos a expressdo das ZFNs foi
induzida com 1 ug/mL de tetraciclina por 96 horas (A). Linhas sélidas — nao induzido,
linhas tracejadas - induzido, B3 - clone parasitos transfectados com
pLew100ZFN1+ZFN2, HA - clone parasitas transfectados com
PLEW100HA:ZFN1+ZFN2, p221 — linhagem parental (Nysm) expressando eGFP. Para
teste da eficiéncia de transfec¢éo, a expressao das ZFNs foi induzida por 3 horas e em
seguida os parasitos foram transfectados com um plasmideo contendo o gene de
resisténcia & higromicina flanqueado por sequéncias de egfp, esquematizado na figura
B. Apés a selecdo dos parasitos, a eficiéncia de transfeccao foi avaliada pela relacéao
entre o numero de clones resistentes a higromcina nos parasitos nos quais a
expressao das ZFNs foi induzida (+tet) com o niumero de clones obtidos nos parasitos
ndo induzidos (-tet) (C). Dados gerados pela aluna de pos-doutorado Gabriela

Schumann, na Universidade de Berna/Suica.
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Embora o pLEW100 esteja integrado em uma regido quiescente do
genoma, ocorre “vazamento” da expressédo da proteina de interesse antes da
adicao de tetraciclina. A expressao basal das ZFNs no T. brucei, sendo elas
aparentemente toxicas para este parasito pode acarretar em uma diminui¢ao
na eficiéncia de transfec¢cdo. Com o objetivo de obter uma maior eficiéncia de
transfeccao utilizando as ZFNs, decidimos integrar o pLEW100ZFN1+ZFN2 no
minicromossomo do T. brucei. Os minicromossomos (MCs), contém entre 30-
150 kb, sao ricos em repeticbes denominadas de 177 e s&o transcricionalmente
inativos [86]. Para avaliar se a integracdo do pLEW100 contendo o par de
ZFNs nos minicromossomos acarretaria em uma maior eficiéncia de
transfeccdo, a regiao repetitiva 177 foi amplificada do vetor p2T7Bern [83]
utilizando iniciadores com sitio de restricdo da enzima PspOMI (iniciadores
177PspOMIF e 177PspOMIR). Em seguida o produto de PCR de 543 pares de
base foi purificado e clonado no vetor pGEM-T-easy. O vetor pGEM-T-easy
contendo a repeticdo 177 foi digerido com a enzima de restricdo PspOMI, e o
produto da digestdo clonado no vetor pLEW100ZFN1+ZFN2 previamente
digerido com a enzima de restricdo Notl, gerando o plasmideo
PLEW100ZFNs177. Em seguida o vetor foi digerido com a enzima de restricao
Notl, para linearizacdo do plasmideo, e usado para transfeccdo de formas
sanguineas do T. brucei. Na figura 18 é possivel observar que os clones 2 e 3
apresentaram uma pequena queda na curva de crescimento apés a inducao da
expressao das ZFNs. Tal fenétipo, como ja discutido anteriormente, indica que
esses clones estdo expressando as ZFNs®*™". Em seguida os clones 2 e 3
foram utilizados para os subsequentes testes de eficiéncia de transfeccao, por

acreditarmos que os outros clones ndo estejam expressando as ZFNs. Os
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parasitos foram cultivados por trés horas na presenca de tetraciclina e em
seguida transfectados com o pDONOR®*® brucei. Apés a selecéo dos clones
foi observado um aumento na eficiéncia de transfeccdo similar a eficiéncia
obtida utilizando o plasmideo pLEW100ZFN1+ZFN2 , cuja integracdo ocorre na
regido do espacador de rRNA (dados ndo mostrados). Esses resultados foram
obtidos em colaboragdo com a aluna de pds-doutorado Gabriela Schumann, do
grupo da Profa. Isabel Roditi, na Universidade de Berna/Suica, durante o

periodo de doutorado sanduiche realizado nessa Universidade.
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Figura 18. Curva de crescimento de formas sanguineas do T. brucei
transfectados com o par de ZFNs®®™ integrado na regido dos
minicromossomos. ApOs a transfeccdo de formas sanguineas expressando
eGFP com o plasmideo pLEW100ZFNs177 e geracao de clones, a expressao
das ZFNs foi induzida com 1 pug/mL de tetraciclina e a curva de crescimento

dos parasitos foi acompanhada.
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4.2.5 Edicdo do gene de gp72 de T. cruzi utilizando ZFNs.

Embora os experimentos com as ZFNs®¢F"

tenham indicado que essas
proteinas sdo toxicas para T. cruzi e que por esta razdo ndo é possivel obter
linhagens transfectadas do parasito expressando essas ZFNs, decidimos testar
outro par de ZFNs. Considerando que a toxicidade das ZFNs esta relacionada
com a ligacdo e quebra inespecifica, nossa hipotese € a de que outro par de
ZFNs poderia ser nao toxico.

Decidimos testar um par de ZFNs que tem como alvo 0 gene que
codifica a glicoproteina GP72 visto que o nocaute desse gene gera um fenotipo
facilmente detectado, pois resulta no descolamento do flagelo do corpo basal
do parasito [81,87]. A proteina GP72 é uma proteina de superficie que esta
envolvida na adeséo do flagelo a membrana plasmatica [87]. Como no caso
das ZFNs direcionadas para o gene de egfp, a sintese do par de ZFNs®""? foi
encomendada a empresa Sigma Aldrich e subsequentes anadlises realizadas
pela empresa, utilizando o ensaio desenvolvido por Doyon e colaboradores em
2008 [88], indicaram que o par de ZFNs sintetizado possui a capacidade de
clivar a sequéncia do gene de gp72 (figura 19).

O ensaio desenvolvido por Doyon e colaboradores para analise da
capacidade de clivagem de um par de ZFNs baseia-se no fato ja bem
estabelecido de que em leveduras de brotamento a quebra da dupla fita
induzida entre duas sequéncias pequenas espacgadas por uma sequéncia
heterdloga leva a ressecdo inteira do DNA interveniente e restauracdo da
integridade do cromossomo pelo anelamento de fita simples entre as duas

sequéncias. Desta forma, o gene que codifica a forma secretada da a-

galactosidade (MEL-1) é interrompido pelo gene alvo do par de ZFNs. A
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expressdo das ZFNs é entdo induzida na levedura e se o par de ZFNs testado

for capaz de clivar o alvo, ocorre a restauracdo do gene MEL-1 [88].
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Figura 19. Capacidade de clivagem das ZFNs®F"2

medida por meio do
ensaio reporter de levedura MEL-1. A atividade de clivagem das ZFNs que
tem o gene gp72 como alvo (pZFN1-2) € medida antes (Oh, barra azul) e
depois (6h, barra vermelha) da inducédo da expressao das ZFNs em levedura.
Os niveis de MEL1 se correlacionam positivamente com a capacidade das
ZFNs de criar DSB no seu alvo. As ZFNs que apresentam um sinal >50%
relativo ao controle positivo (Pos Control), apés 6 horas de inducdo, séo

consideradas como Uteis para experiéncias de edi¢do génica.
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As duas sequéncias de ZFNs®"? foram digeridas dos plasmideos
pZFN1 e pZFN2 e inseridas no plasmideo de expressdo em T. cruzi, como
descrito no item 4.2.2 (figura 11), dando origem ao plasmideo
pROCKZFNs®F"?Higro. Em seguida formas epimastigotas foram transfectadas
com 10 ug deste plasmideo. Apds a selecdo com higromicina, foram gerados
clones por meio de diluicdo limitante. Extratos proteicos correspondentes a 106
parasitos foram separados em gel de poliacrilamida, transferidos para
membrana de nitrocelulose e incubados com anticorpo anti-FLAG (Monoclonal
ANTI-FLAG M2 antibody-Sigma). Como indicado anteriormente as sequéncias
das ZFNs foram construidas de forma a codificar o epitopo de FLAG na regidao
N-terminal da proteina. Na figura 20A é possivel observar um sinal fraco
correspondente a uma banda de aproximadamente 45 kDa presente nos clones
transfectados mas ausente nos extratos de parasitos WT. Como descrito
anteriormente, a clivagem do gene gp72 pelas ZFNs®""? deve resultar em um
fendtipo de descolamento do flagelo da membrana celular. Havendo a clivagem
do gene, na auséncia de uma sequéncia capaz de promover O reparo por
homologia, 0 mecanismo de reparo de quebra de dupla fita realizado € o de
MMEJ, que devera resultar na delecdo de algumas bases da sequéncia do
gene, gerando parasitos nocaute para gp72. No entanto, os parasitos nos quais

a expressdo das ZFNs®""? foi

detectada, ndo apresentaram o fendtipo
caracteristico do nocaute de gp72. Entretanto, quando esses parasitos foram
transfectados com uma sequéncia contendo o gene de resisténcia a neomicina

flanqueado por sequéncias de gp72 (pDONOR®F"2

— figura 21B) foi possivel
observar o fendtipo de nocaute. Para construir essa sequéncia, iniciadores

contendo os sitios de restricdo para as enzimas Hindlll e BamHI foram
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utilizados em uma reacdo de PCR contendo gDNA do clone CL14, para
amplificar a regido upstream do gene gp72 (iniciadores GP725FHind e
GP725’RBam). Em seguida o produto de PCR foi digerido com as enzimas
Hindlll e BamHI e clonadas no plasmideo TOPO-HXI-NEO-GAPDH [43],
previamente digerido com as mesmas enzimas, gerando o plasmideo
TOPO5'GP72-HXI-NEO-GAPDH. Em seguida iniciadores contendo os sitios
das enzimas de restricdo Xhol e Xbal, foram utilizados em uma reacdo de
PCR, contendo gDNA do clone CL14 como molde, para amplificar a regiao
3’downstream do gene gp72 (iniciadores 3'GP72FXho e 3'GP72RXba). O
produto de PCR foi digerido com as enzimas de restricdo Xhol e Xbal e
clonado no plasmideo TOPOS5GP72-HXI-NEO-GAPDH, dando origem ao
plasmideo pDONOR®""? (figura 21B).

RSP72 iniciadores anelando

Para gerar uma sequéncia linear do pDONO
no inicio da sequéncia 5’GP72 (iniciador 5’GP72FHind) e no final da sequéncia
3'GP72 (iniciador 3'GP72RXba) foram utilizados em uma reacdo de PCR,

tendo o plasmideo pDONOR®P"2

circular como molde. Em seguida o clone 2
expressando as ZFNs®""? foi transfectado com 10 pg do pDONOR®F" linear e
selecionado com 200 ug/ml de G418. ApOs a selecdo, os parasitos foram
analisados por microscopia de luz, apos coloracdo com Giemsa. A figura 21A
mostra que, enquanto os parasitos transfectados com o par de ZFNs®P"
apresentam um fendtipo similar aos parasitos WT, a linhagem expressando
ZFNs®"? transfectada com o pDONOR®"’?, apresentou um claro fenétipo de
delecdo do gene gp72. Importante salientar que 90% dos parasitos observados

na lamina apresentam este fendtipo, o que indica que, apds a clivagem do

gene de gp72 pelas ZFNs o reparo por recombinacdo homéloga ocorre com
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alta eficiéncia. Apesar de nao ter sido realizado o experimento de nocaute do
gene gp72 pela metodologia convencional, ou seja, por HR, na auséncia de
nucleases, é importante ressaltar que esse processo requer inicialmente a
delecdo de um dos alelos do gene pela inser¢cdo de um gene de resisténcia e
em seguida, apos a selecdo de clones resistentes heterozigotos, é feita uma
segunda etapa de transfeccdo, quando ocorre o nocaute do segundo alelo.
Vérios estudos realizados pelo nosso grupo mostram que esse processo requer
no minimo 3 meses [43,89] Os resultados obtidos com as ZFNs mostram que,
em vez de 3 meses, os dois alelos foram interrompidos em uma Unica
transfeccdo, e que a geracao dos nocautes pode ser concluida em um periodo
de 2 semanas e meia. Para confirmar a integracdo do plasmideo pDONOR®""2
no locus de gp72, gDNA dos parasitos foi extraido e utilizado como molde em
reacoes de PCR. Reacdes de PCR utilizando iniciadores anelando no gene

gp72 e no gene que confere resisténcia a neomicina presente no pPDONOR®""?,

confirmaram a integracdo do pDONOR®P"2

no local esperado, interrompendo o
gene gp72 (figura 21C, conjunto de primers P1-P3—,1,3 kb e P4-P5—1,9 kb).
Além disso, a reacdo de PCR utilizando iniciadores anelando na sequéncia 5
upstream de gp72 e no gene de resisténcia a neomicina, ambas sequéncias

RGP72

presentes no pDONO , amplificou um fragmento do tamanho esperado

(conjunto de iniciadores P2-P3 —1,3 kb).
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Figura 20. Analise da expressdo das ZFNs que tem 0 gene gp72 como
alvo. Extratos de clones de parasitos transfectados com o par de ZFNs®""2
(ZFNs®P"2 clonel, 2, 3 ou 4), ndo transfectados (WT) ou transfectados com
GFP com uma tag N-terminal de FLAG (C+) foram separados em gel de
poliacrilamida, transferidos para membrana de nitrocelulose e incubados com
anticorpo anti-FLAG. A seta roxa indica a banda correspondente as ZFNs, que
possuem um tamanho predito de 45 kD. No painel de baixo, parte da
membrana apoOs transferéncia dos extratos corada com Ponceau S para

controle das quantidades de amostra aplicada em cada canaleta.
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Figura 21. Obtencao de parasitos nocautes para gp72 utilizando as ZFNs.
(A) Parasitos expressando as ZFNs®"’? foram transfectados com a sequéncia
linear do pDONOR®""? conforme a representacdo mostrada em B. Apds a
selecdo da populacdo com G418, os parasitos foram corados com Giemsa e
analisados por microscopia de luz. As imagens dos parasitos transfectados
com o pDONOR (ZFNs®"’?+D) foram comparadas com as imagens dos
parasitos selvagens (WT) e com imagens de parasitos expressando ZFNs®F"2
antes da transfeccdo com o pDONOR®F"? (ZFNs). DNA gendmico total dos

parasitos selvagens (WT), expressando as ZFNs®""

, € expressando as
ZFNs®"’? e transfectados com o pDONOR®""? foi extraido e utilizado como
molde em reacdes de PCR, utilizando diferentes combinacdes de iniciadores
como indicado na figura B (C). C+ - plasmideo pDONOR®""?, C- reacao de

PCR sem DNA.
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4.3 Edicdo do genoma do T. cruzi utilizando o sistema de CRISPR/Cas9
4.3.1 Expresséao de Cas9 de forma constitutiva

Diferente do processo de edicdo de genoma com ZFNs, a edicdo com o
sistema CRISPR/Cas9 requer a expressao da nuclease Cas9 e do sgRNA que
se associa com a Cas9 nuclease e se liga no alvo de interesse por
complementaridade de bases. Para construgcdo do plasmideo de expressao
constitutiva da Cas9 nuclease em T. cruzi, o plasmideo pTrex-b-NLShSpCas9
[78], gentilmente cedido pelo Prof. Rick Tarleton, da Universidade da Georgia -
USA, foi digerido com as enzimas de restricdo Xbal e Xhol. O fragmento
liberado, correspondente a sequéncia codificadora da Cas9 nuclease, foi clonado
no plasmideo pROCKGFPHigro, previamente digerido com as mesmas enzimas,
substituindo desta forma o gene de gfp por Cas9 e gerando o plasmideo
pROCKhSpCas9Hygro (figura 22A). Em seguida formas epimastigotas do clone
CL14 foram transfectadas com esse plasmideo e selecionadas com o antibiético
higromicina. ApGs a selecao de clones por diluicdo limitante, extratos proteicos
correspondentes as fracbes nuclear e citoplasmatica dos parasitos foram
preparados e separados em gel de poliacrilamida 10% e analisados por meio de
western blot com o anticorpo monoclonal anti-CRISPR-Cas9 (abcam) e anticorpo
anti-histona H3, gentilmente cedido pelo Prof. Sergio Schenkman, da UNIFESP.
A figura 22B mostra a expressao da Cas9 nuclease, que possui uma tamanho
predito de 160 kD, tanto na fragdo citoplasmatica quanto na fragdo nuclear de
dois clones derivados dos parasitos transfectados com o plasmideo
pROCKhSpCas9Hygro. Como controle a mesma membrana foi incubada com
anticorpo anti histona H3, a qual reconhece a banda correspondente a histona

H3 somente nas fragbes nucleares.
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Em um dos trabalhos recentemente publicados e que demonstraram a
utilizacdo do sistema de CRISPR-Cas9 para delecdo de genes em T.cruzi,
Peng e colaboradoes [78] mostraram que a expressao constitutiva de Cas9
afeta o crescimento dos parasitos, sendo, portanto considerada toxica para o T.
cruzi, assim como observamos nos nossos estudos com ZFNs. Para avaliar se
a expressdo da Cas9 nuclease seria toxica para o T. cruzi, parasitos WT e
expressando a Cas9 nuclease na fase logaritmica de crescimento foram
diluidos para uma densidade de 5x10° células/mL e seu crescimento foi
acompanhado durante 12 dias. Para verificar se 0s parasitos continuaram
mantendo a expresséo da Cas9 nuclease durante todo o periodo analisado, no
sétimo dia da curva, extratos proteicos dos parasitos foram analisados por
western blot com o anticorpo anti-CRISPR-Cas9. A figura 23A mostra que 0s
parasitos expressando a Cas9 nuclease constitutivamente apresentam uma
pequena reducdo nos pontos mais tardios da curva de crescimento (acima de
5x10"células/mL). A andlise da expressdo da Cas9 nuclease por western blot
no sétimo dia da curva de crescimento confirma que os parasitos estdo

expressando essa nuclease (23B).
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Figura 22. Andlise da expressdo e localizagdo da proteina Cas9 nuclease.
Parasitos WT ou expressando eGFP foram transfectados com o plasmideo
pROCKhSpCas9Hygro representado na figura A. ApO0s a selec¢do, extratos do
parasitos correspondentes as fracdes citoplasmatica (C), nuclear (N) ou total (T),
foram separados em gel de poliacrilamida, transferidos para membrana de
nitrocelulose e incubados com anticorpo anti CRISPR-Cas9 (Abcam) ou anti-histona
H3. WT — parasitos néo transfectados, Cas9 GFP cl4 C — fra¢do citosplamética do
extrato dos parasitos expressando GFP transfectados com Cas9 nuclease clone 4;
Cas9 GFP cl4 N - fragdo nuclear do extrato dos parasitos expressando GFP
transfectados com Cas9 nuclease clone 4; Cas9 GFP cl4 T — extrato total dos
parasitos expressando GFP transfectados com Cas9 nuclease clone 4; Cas9 cl3 C -
fracao citosplamatica do extrato dos parasitos transfectados com Cas9 nuclease clone
3; Cas9 cI3 N - fracdo nuclear do extrato dos parasitos transfectados com Cas9
nuclease clone 3; Cas9 cl3 T — extrato total dos parasitos transfectados com Cas9
nuclease clone 3. O painel de baixo mostra parte da membrana corada com reagente
Ponceau S, apoés a transferéncia dos extratos, para controle da quantidade de amostra
aplicada em cada canaleta. Tamanho predito Cas9 nuclease — 160 kD.
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Figura 23. Curva de crescimento dos parasitos expressando a Cas9
nuclease. Formas epimastigotas selvagens (WT), a populacdo de parasitos
expressando Cas9 nuclease (Cas9 pop) ou clones gerados a partir da
populacdo expressando Cas9 nuclease (Cas9 clone 4 e Cas9 clone 5), foram
diluidas para uma densidade de 5x10° células/mL e o crescimento dos
parasitos foi acompanhdo por 12 dias (A). No sétimo dia da curva de
crescimento, extrato total dos parasitos foi extraido, separado em gel de
poliacrilamida, transferido para membrana de nitrocelulose e incubado com
anticorpo anti-CRISPRCas9 (B). O painel de baixo mostra parte da membrana
apos a transférencia dos extratos, corada com reagente Ponceau S, para a
visualizagdo da quantidade de amostra aplicada em cada canaleta. Tamanho
predito Cas9 nuclease — 160 kD.
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4.3.2 Deteccéo do fendtipo dos parasitos transfectados com sgRNA que

tem gp72 como alvo

Existem duas maneiras diferentes para expressao do sgRNA no T. cruzi:
a transcricao in vitro [78], ou a expressdo do sgRNA pelo proprio parasito, sob
o controle do promotor de rRNA [80]. Optamos pela expressao do sgRNA sob o
controle do promotor de rRNA do T. cruzi utilizando o plasmideo pTrex.
Também foi utilizada a mesma sequéncia do sgRNA que tem o gene gp72
como alvo, que foi utilizada por Lander e colaboradores (2015) [80]. Iniciadores
contendo um pedago da sequéncia codificadora do gene gp72 (20
nucleotideos), foram utilizados em uma reagcédo de PCR contendo o plasmideo
pAc-sgRNA-Cas9 [90] como molde (iniciadores sgRNAGP72Bam e
SgRNAScRSacBgl). Esse plasmideo contém uma sequéncia com 80
nucleotideos, denominada scaffold do sgRNA, que é a sequéncia responsavel
pela formacédo da estrutura em forma de grampo importante para a associacao
da Cas9 nuclease com o sgRNA e foi gentilmente cedido pelo Prof. Jodo
Marques, da UFMG. O produto de PCR foi clonado no TOPO, digerido com as
enzima de restricdo BamHI e Bgll e transferido para o plasmideo pTrexGFPPac
(figura 24A). Nesse plasmideo, a sequéncia do sgRNA é transcrita a partir do
promotor de rRNA, mas por ter sido inserido upstream da sequencia de HX1, o
RNA nao sofre as reacdes de processamento para adicdo de SL e de cauda
poli-A. Além disso, o0 gene de gfp presente no pTrex, quando expresso nos
parasitos transfectados, podem informar a porcentagem de parasitos que
receberam o0 DNA. Parasitos expressando a Cas9 nuclease foram
transientemente transfectados com 10 pg desse plasmideo na forma circular e
quarenta e oito horas apdés a transfeccdo foram fixados em solucdo de

paraformaldeido 2% e analisados por microscopia de fluorescéncia. Como
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resultados, observamos que 1% dos parasitos que expressavam GFP
apresentavam o fenoétipo para delecdo do gene gp72 (24C e 24D), com
descolamento do flagelo do corpo do parasito. Também foi observado que
alguns parasitos expressando GFP (aprox. 2%) apresentavam o fendtipo

selvagem (24B).
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Figura 24. Andlise por microscopia de fluorescéncia dos parasitos expressando Cas9
nuclease transfectados com sgRNA que tem o gene gp72 como alvo. Formas
epimastigostas expressando a Cas9 nuclease foram transfectadas com o plasmideo
pTrexsgRNAgp72GFP circular, esquematizado na figura A. Quarenta e oito horas apds a
transfeccéo, os parasitos foram analisados por microscopia de fluorescéncia. Foi observado
que em torno de 1% dos parasitos expressando GFP apresentaram o flagelo descolado (C e
D). Também foi observado parasitos expressando GFP que nédo apresentaram o fenétipo de

delecao do gene gp72 (B).
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5. Discusséao

A manipulagdo genética do T. cruzi, apesar de desafiadora, tem
contribuido de forma fundamental na caracterizacdo deste organismo. A
expressado e delecdo de genes neste organismo baseiam-se na integracdo de
plasmideos por HR. Contudo a baixa eficiéncia de transfeccéo e recombinacao
limitam a manipulacdo genética deste organismo. Além disso, o T. cruzi ndo
possui a maquinaria de RNAI funcional, por esta razdo a Unica forma de se
investigar a funcdo de genes por genética reversa, € por meio da delecao
génica por HR. Por ser uma técnica laboriosa e demorada, apdés a primeira
publicacdo demonstrando a utilizacdo de delecédo génica por HR, ha mais de
vinte anos atras, um numero limitado de trabalhos demonstrando o
desenvolvimento de parasitos KO foram publicados [18,81,91-94]. Muitas vezes
observa-se que na tentativa de deletar os dois alelos de um gene essencial por
substituicdo génica, via HR, utilizando dois genes de resisténcia diferentes, séo
gerados parasitos resistentes a ambos antibioticos, no entanto, os parasitos
duplicam o gene alvo em outro lugar de seu genoma [89,95]. Cardoso e
colaboradores (2013), demonstraram que € possivel interromper um dos alelos
do gene TcGPI8 por susbstituicdo génica utilizando um gene de resisténcia
flanqueado por sequéncias de GPI8. No entanto, quando um outro gene de
resisténcia era inserido por HR para delecdo do segundo alelo, parasitos duplo
resistentes eram gerados mas reagbes de PCR utilizando gDNA dessas
linhagens ainda apontavam a presenca do gene GPI8. Ademais, ensaios de
northern blot com RNA total dos parasitos duplo resistentes, apontaram a
presenca de mMRNAs aberrantes que hibridizaram com uma sonda

correspondente a GPI8 [89] De forma similar, Taylor e colaboradores (2015),
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conseguiram deletar apenas um alelo do gene TcAPx [95]. As inumeras
tentativas de se gerar parasitos duplo nocaute para esse gene, resultavam em
linhagens resistentes a ambos os genes de resisténcia utilizados, mas contento
uma terceira copia do gene TcAPx. Para contornar esse problema eles
utilizaram uma estratégia elegante. Primeiro foram gerados parasitos single
knockouts por HR utilizando o gene de resisténcia a puromicina flanqueado por
sequéncias de TcAPx. Em seguida essa linhagem foi transfectada e
selecionada com o plasmideo pTEX circular contendo o gene TCAPX e 0 gene
de resisténcia a neomicina, para expressao ectopica da proteina. Os parasitos
duplo resistentes (PAC e NEO) foram entdo transfectados com um terceiro
gene de resisténcia (blasticidina) flanqueado por sequéncias de TcAPX, para
delecdo do segundo alelo. ApGs a selecdo com blasticidina, os parasitos
passaram a ser cultivados em meio de cultura sem neomicina. Trinta dias apos
a retirada do antibiotico neomicina do meio, ensaios de western blot e Southern
blot, demonstraram que o0s parasitos duplo resistentes (PAC e BLAST)
deixaram de expressar de forma ectépica a proteina TCAPx e que ambos 0s
alelos haviam sido deletados. Em contraste com o T. cruzi, inimeros trabalhos
ja foram publicados descrevendo a caracterizacdo de proteinas do T. brucei,
utilizando a técnica de RNAI. [96-101]. Uma grande vantagem da utilizacado do
RNAIi em relacdo ao nocaute génico por HR é a possibilidade de se avaliar a
funcdo de genes essenciais.

O desenvolvimento de protocolos de transfeccdo mais eficientes € o
primeiro passo para melhoria dos métodos de transfecgdo nesse organismo.
Em 2004 DaRocha e colaboradores desenvolveram um protocolo de

transfeccéo para T. cruzi baseado em protocolos utilizados para transfeccéo de
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Leishmania e T. brucei. Como resultados, eles observaram que vinte e quatro
horas apds a transfeccdo transiente de formas epimastigotas com 60 ug do
plasmideo pTREXGFP, utilizando o gene pulser system (BioRad), 8% dos
parasitos expressavam GFP [27]. Baseado nos trabalhos publicados para
Plasmodium [102] e T. brucei [32] utilizando o sistema do nucleofector para
transfeccdo, avaliamos a eficiéncia de transfeccdo utilizando o nucleofector e
comparamos com a eficiéncia obtida utilizando o sistema convencional de
eletroporacdo, o gene pulser system da empresa BioRad [32,102-104]. Para
utilizacao do sistema de transfeccéo nucleofector, é necessario a compra do kit
fornecido pelo fabricante Lonza, que contém tampdes célula especificos (cuja
férmula ndo é revelada) e cuvetas 0,2 mm. Nossos testes mostraram que a
utilizagdo de cuvetas de outras marcas, ndo interfere na eficiéncia de
transfeccdo (dados ndo mostrados). Essas andlises também indicaram que a
transfeccdo com 10 pg de pTREXGFP utilizando a solucéo Il do kit resultava
em uma eficiéncia de transfeccdo em torno de 13%. Decidimos utilizar o
tampéo de transfeccdo desenvolvido por Schumann et al, 2011 [83] utilizado
para transfeccdo do T. brucei no sistema do nucleofector. A utilizacdo deste
tampao resultou na mesma eficiéncia de transfec¢édo comparada com a solugéo
[I, como mostra a tabela Il (nucleofector 10 pg). Também foi demonstrado que
€ possivel obter uma eficiéncia de transfec¢cao maior utilizando uma quantidade
bem menor de DNA, com o sistema de transfeccdo nucleofector. Utilizando
apenas 10 pg de pTrexGFP no sistema do nucleofector foi observado que 14%
dos parasitos expressavam GFP, enquanto que no gene pulser system com a
mesma quantidade de DNA né&o foi observado nenhum parasito expressando

GFP. Tendo em vista que as técnicas para extracdo de DNA plasmidial em
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larga escala sao laboriosas e demoradas, a possibilidade de se utilizar
menores quantidades de plasmideo é uma grande vantagem em relagdo ao
sistema convencional de transfeccdo. Além disso, para transfec¢cfes estaveis
foi observado que o tempo de selecdo dos parasitos transfectados no
nucleofector € menor. Enquanto a selecdo de parasitos transfectados pelo
sistema de eletroporacdo convencional leva em torno de 4 semanas, no
sistema de transfeccdo nucleofector demora 2,5 - 3 semanas. O aumento
conseguido na eficiéncia de transfeccdo utilizando o nucleofector esta
provavelmente relacionado com o0s parametros elétricos utilizados neste
aparelho, que devem aumentar a permeabilidade da célula. Esse aumento na
permeabilidade pode aumentar o nimero de cépias de plasmideo englobado
pela célula, aumentando a chance da integracdo do plasmideo por HR. Isso
explicaria 0 menor tempo de selecdo dos parasitos em transfec¢des estaveis.
Outra possibilidade é que o aumento da permeabilidade aumente a quantidade
de células que incorporam o plasmideo desta forma uma quantidade maior de
células integram o plasmideo e sobrevivem a sele¢cdo com antibiético.

Além da otimizacdo de protocolos de transfeccdo mais eficientes, a
utilizacdo de técnicas mais robustas para modificar a expressado de proteinas e
delecdo de genes também sdo importantes. A expressao de proteinas
exogenas no T. cruzi, bem como a dele¢éo génica, é baseada na integracédo de
DNA por HR no genoma do parasito. Um dos eventos iniciais que acionam o
processo de HR em um organismo é a presenca de DSB no DNA. Tendo em
vista o trabalho de Smih e colaboradores (1995), com células de mamifero [47]
e mais tarde o trabalho de Glover e colaboradores (2009), com T. brucei [48],

gue indicam que a inducéo sitio especifica de DSB pode aumentar a eficiéncia
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de integracdo de plasmideos, decidimos testar dois sistemas diferentes para
esta finalidade e que foram recentemente descritos como protocolos
extremamente eficientes em outros organismos e que sdo baseados na
atividade das proteinas ZFNs e o sistema de CRISPR/Cas9 [58,78,80].

A idéia inicial deste projeto era inserir genes que poderiam estar
relacionados com viruléncia, da cepa de referéncia CL Brener, no clone nao
virulento CL14 [105]. Para isso seria utilizado uma linhagem de CL14
expressando egfp e um par de ZFNs que tem egfp como alvo, para facilitar a
integracdo de plasmideos por HR. Desta forma os genes a serem testados
poderiam ser inseridos nos parasitos do clone CL14 por HR, interrompendo o
gene egfp. No entanto, apOs a transfeccdo estavel de parasitos expressando

eGFP

eGFP com o par de ZFNs , hdo foi observado o fendtipo esperado de perda

da fluorescéncia verde, em decorréncia da clivagem do gene egfp pelas ZFNs.
Considerando que n&do foi possivel detectar a expressdo das ZFNs®® " por
western blot e por northern blot, decidimos analisar a presenca do gene que
codifica as ZFNs por Southern blot. Surpreendentemente, foi possivel detectar
a presenca no genoma das células transfectadas, do gene de resisténcia ao
antibiético higromicina, o qual faz parte do plasmideo contendo o par de
ZFNs®°™ mas no entanto, nenhuma banda foi detectada na membrana
hibridizada com uma sonda correspondente a ZFN1.

Em um trabalho recente, Singer e colaboradores (2015), observaram
gue alguns clones de esporozoitos de Plasmodium. berghei obtidos apés a
transfeccdo com um par de ZFNs que tem o gene egfp como alvo, ndo haviam

perdido a expressao deste gene [59]. A analise por genotipagem revelou que

esses clones diminuiram o numero de copias das ZFNs por meio da formacéao
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de uma ZFN hibrida, composta pela recombinagcdo entre regides homédlogas
contidas em ambas as ZFNs. Como a dimerizacdo do dominio Fokl é
necessario para que ocorra a clivagem, a ZFN hibrida ndo é capaz de causar
DSB [59]. Esse dado chama a atencéo, pois as sequéncias de DNA do par de
ZFNs utilizado neste trabalho possuem alta homologia entre si. No entanto, se
o T. cruzi estivesse formado uma ZFN hibrida pela recombinacdo da ZFN1 com
a 2, seria possivel detectar a banda relativa a essa ZFN na analise por
Southern blot utilizando a sonda para ZFN1 (figura 15, item 4.2.3). Nossa
hipbtese € a de que esse par de ZFNs que tem egfp como alvo seja toxico para
0s parasitos por se ligar de forma insepecifica ao genoma do parasito
causando DSB; e por esta razdo, o T. cruzi utiliza algum mecanismo para
manter apenas o0 gene de resisténcia e deletar a sequéncia das ZFNs. No
entanto, esse resultado ndo significa que todas as ZFNs sejam tOxicas para o
T. cruzi, pois foi possivel gerar parasitos expressando um par de ZFNs que tem
0 gene gp72 como alvo. Além disso, a transfeccdo dos parasitos expressando
as ZFNs®"’? com uma sequéncia doadora construida para interromper o gene
gp72, foi capaz de aumentar a taxa de recombinacdo homdéloga, tendo em vista
gue em apenas uma transfecgéo os dois alelos de gp72 foram interrompidos.
Os experimentos realizados com T. brucei mostram que também nao foi

eGFP em formas

possivel detectar a expressao constitutiva do par de ZFNs
sanguineas e prociclicas, por western blot ou northern blot, novamente
indicando que esse par de ZFNs é toxico para os parasitos. De fato, a
toxicidade das ZFNs nucleases ja foi demonstrada para outros organismos.

Bibikova e colaboradores (2002), observaram que a expressdo de uma das

ZFNs que compdem o par (ZFN1), sob o controle do promotor do gene da heat
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shock protein era letal para as larvas e embribes de Drosophila melanogaster
[56]. A toxicidade das ZFNs esté associada a quebra inespecifica da dupla fita
do DNA, o que pode ser proveniente de ligacdo inespecifica ou
homodimerizagdo de uma ZFN [49]. Pruett-Miller e colaboradores (2009),
demonstraram que uma forma de diminuir a toxicidade das ZFNs pode ser feita
por meio da regulacdo dos niveis de proteina [60]. Esses autores observaram
que a expressdo regulada dessas nucleases em células HEK293 resultou em
uma menor toxicidade para a célula sem afetar as taxas de recombinagéo que
eram obtidas na presenca de uma sequéncia com homologia.

O efeito da expressdo das ZFNs®CFF

regulado por tetraciclina foi
investigado em T. brucei. Mesmo ap0s a expressdo das ZFNs em formas
sanguineas do T. brucei, regulada por tetraciclina, ndo foi possivel detectar a
sua expressao por western blot. No entanto, o declinio da curva de crescimento

€GFP com tetraciclina,

dos parasitos apdés a inducdo da expressdo das ZFNs
indica que essas proteinas estdo sendo expressas, e reforca a hipotese de que
esse par de ZFNs é toxica para o T. brucei. Mesmo assim, foi possivel
demonstrar que a eficiéncia de recombinacdo no T. brucei aumenta com a

expressdo das ZFNs®®™

apos trés horas de inducdo. Nesse experimento, 0s
parasitos que foram transfectados com um plasmideo linear contendo a
sequéncia do gene de resisténcia a higromicina flanqueado por sequéncias de
egfp apresentaram uma eficiéncia de integracdo do gene de resisténcia 15
vezes maior comparada aos parasitos nos quais a expressdo das ZFNs®¢F"
nao foi induzida.

Embora o sistema de expressao induzida por tetraciclina do T. brucei

seja fortemente regulado, ocorre um pouco da expressdo da proteina de
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interesse antes da adicao da tetraciclina, o que chamamos de “vazamento do
sistema” ou “leaky expression”. Considerando que as ZFNs®°™ sao
aparentemente téxicas para o T. brucei, formulamos a hipotese de que o
“‘vazamento” da expressao das ZFNs poderia resultar em uma menor eficiéncia
de transfeccdo, ap6s transfeccdo com o pDONOR®®F”. Em uma tentativa de
aumentar a eficiéncia de transfec¢éo, o plasmideo contendo o par de ZFNs foi
integrado no minicromossomo do T. brucei, uma regido com um bom potencial
para integracdo de vetores induziveis, pois ndo possui nenhum gene ativo.
Wickstead e colaboradores (2002), observaram que a integragdo de um
plasmideo de expressdo regulada por tetraciclina expressando GFP nos
minicromossomos do T. brucei, resultou em uma melhor regulacdo da
expressdo deste gene comparado ao plasmideo integrado na regido do
espacador de rRNA [106]. Entretanto, no presente trabalho, apés a transfeccao
e selecao de parasitos com o plasmideo pLEW100 contendo o par de ZFNs e a
sequéncia 177, responsavel pela integracdo deste plasmideo no
minicromossomo por HR, ndo foi observado um aumento da eficiéncia de
transfeccdo, comparado ao plasmideo integrado na regido do espacador de
rRNA.

eGFP em T

Para a expresséo regulada por tetraciclina do par de ZFNs
cruzi, decidimos utilizar um sistema diferente do inicialmente utilizado pelo
Nosso grupo para obtencdo de expressao regulada nesse parasito [38]. Como
descrito anteriormente, o0s sistemas existentes ndo sao eficientes por
possuirem uma alta expressédo da proteina de interesse antes da adicdo da

tetraciclina. Apdés a transfeccdo e selecdo de parasitos com o plasmideo

pLEW13, para expressdo da T7 RNA polimerase e do repressor da tetraciclina,
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ensaios de northern blot mostraram que o0 mMRNA do repressor da tetraciclina
ndo esta sendo corretamente processado. Ensaios da atividade de luciferase
de renilla com linhagens transfectadas com o plasmideo pTcINDEXrenilla,
demonstraram uma baixa relacdo da expresséo de luciferase de renilla entre
parasitos cuja expressao foi induzida e aqueles n&o induzidos (Tet+/Tet-).
Estes resultados contrastam com os resultados demonstrados para expressao
regulada por tetraciclina em T. brucei, no qual uma expressao até 1000 vezes
maior do induzido comparada com o n&o induzido € obtida [36] E possivel
especular que no caso do T. cruzi, a expressdao do repressor € muito baixa
devido ao processamento incorreto do mRNA, como indicado pelos resultados
de northern blot. Para otimizar esse sistema € necessario desenvolver um vetor
contendo o gene do repressor flanqueado por sequéncias do T. cruzi para que
ocorra o0 correto processamento do mRNA. Isso provavelmente resultara em
niveis adequados de repressor da tetraciclina.

Como néo foi possivel gerar um sistema regulado de expresséo induzida
para o T. cruzi, decidimos expressar as ZFNs®°™" de forma transiente
considerando que isto implicara em niveis menores de expressao em
comparacao com a transfeccao estavel. Apos a co-transfeccdo transiente dos

parasitos com o par de ZFNs®¢™

e uma sequéncia contendo o gene mrfp
flanqueado por sequéncias de egfp, ndo foi observada perda de fluorescéncia
verde, tampouco ganho de fluorescéncia vermelha. Esses resultados indicam
que também néo é possivel expressar esse par de ZFNs de forma transiente
no T. cruzi. Nossa hipotese é a de que a toxicidade desse par de ZFNs esteja

relacionada com a ligacdo e quebra inespecifica de genes tanto no T. cruzi

guanto no T. brucei.
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eCFP o T. cruzi,

Diante da inabilidade de expressar o par de ZFNs
decidimos testar um par de ZFNs que clivasse um gene enddgeno do parasito.
Desta forma escolhemos como alvo o gene que codifica a glicoproteina GP72,
pois a delecao desse gene ja foi descrita e é facil de ser visualizada [81,87].

Apbs a transfecgdo estavel de parasitos com esse par de ZFNs, nao foi
observado o fenétipo esperado para delecdo deste gene. No entanto, a andlise
da expressao por western blot com extrato desses parasitos indicou que essas
nucleases estdo sendo expressas em niveis extremamente baixos. Os
parasitos expressando as ZFNs®"’2 foram entdo transfectados uma sequéncia
doadora contendo o gene de resisténcia a neomicina flanqueado por
sequéncias de gp72. Notavelmente, 24 dias ap0s a selecédo dos parasitos com
neomicina foi possivel obter uma populacdo 90% nocaute para gp72. Isso
indica que em apenas uma transfeccdo e utilizando apenas um gene de
resisténcia foi possivel deletar os dois alelos de gp72 com uma eficiéncia muito
alta. Importante ressaltar que esta populacéo foi obtida sem a necessidade de
gerar clones e com menos de um més de selecéo.

O fato dos parasitos transfectados apenas com as ZFNs®F"? nao
apresentarem um fenoétipo de delecdo de gp72 chama atencédo, pois 0 Unico
mecanismo que o T.cruzi possui para o reparo de DSB no DNA na auséncia de
uma sequéncia que forneca homologia € por MMEJ, mecanismo que insere
delecdes no gene e consequentemente perda de sua funcdo [54]. Peng e
colaboradores demonstraram que na auséncia de uma sequéncia homologa, a
guebra na dupla fita no gene egfp, utilizando o sistema de CRISPR/Cas9, é

reparada por MMEJ. O sequenciamento de clones nos quais foi observada

perda da fluorescéncia verde, demonstrou que uma delecdo de 33 pares de
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bases, no sitio de clivagem da Cas9 nuclease, € responsavel pela perda da
funcdo do gene egfp. Essa delecdo ocorria sempre dentro de uma regido
flanqueada por 10 nucleotideos com homologia, caracteristico do mecanismo
de MMEJ [78]. Diante desses dados, nos questionamos 0 que ocorre com as

linhagens que expressam as ZFNs®F"?

constitutivamente. Uma hipotese para
explicar esse resultado € a de que nessas linhagens, enquanto as ZFNs clivam
um alelo, a sequéncia do segundo alelo seja utilizada para reparar a quebra na
dupla fita por HR. Podemos também especular, que pelo fato das ZFNs
clivarem o DNA deixando pontas coesivas nas extremidades uma ligase
presente no T. cruzi consiga religar as pontas sem que haja delecdo de
nucleotideos. Uma andlise mais aprofundada dessas linhagens é necessaria
para que essa questdo seja melhor compreendida. A sintese de primers
flanqueando as regides de clivagem das ZFNs para sequenciamento do DNA

gendmico de seis clones expressando as ZFNs®""2

estd em andamento para
melhor esclarecer esta questéo.

Nos ultimos dois anos, a aplicacdo do sistema de CRISPR/Cas9 para
manipulacdo genética teve um avanco impressionante. A edicdo génica
utilizando esse sistema foi demonstrada para Plasmodium, Toxoplasma gondii,
Leishmania, T. cruzi e muitos outros organismos [75,77-80,107,108]. Em
contraste com as ZFNs, devido ao seu facil design e aplicacéo, a lista de genes
e organismos modificados pelo sistema de CRISPR/Cas9, € exaustiva. A
revista Science elegeu o sistema de CRISPR/Cas9 como descoberta do ano de
2015.

Neste trabalho com o objetivo de comparar a eficiéncia da utilizacdo das

ZFNs com o do sistema de CRISPR/Cas9 para edicdo génica, foram geradas
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linhagens de parasitos expressando constitutivamente a Cas9 nuclease. A
curva de crescimento dessas linhagens demonstrou que a expressao da Cas9
nuclease de forma constitutiva resulta em uma leve redugéo no crescimento
dos parasitas em momentos tardios de sua curva de crescimento (mais de 5 x
10" células/mL). No entanto, em contraste com o que foi observado no
presente trabalho, Peng e colaboradores (2015), demonstraram que a
expressao constitutiva da Cas9 nuclease no T. cruzi, resultava em forte
reducdo no crescimento dos parasitos [78]. De forma muito interessante eles
também demonstraram que esse fendtipo podia ser revertido quando o0s
parasitos foram transfectados com um sgRNA tendo a Cas9 nuclease como
alvo [78]. A diferengca observada entre nosso trabalho e o de Peng e
colaboradores (2015), em relacdo a reducdo no crescimento dos parasitos
expressando Cas9 nuclease, pode ser resultado do numero de cépias do
plasmideo contendo esta nuclease integrado no genoma do parasito. Enquanto
no nosso trabalho foi utilizado um plasmideo linear, cuja integracdo ocorre no
l6cus de B-tubulina, no trabalho de Peng et al, 2015, foi utilizado o plasmideo
pTrex circular, que pode se integrar no locus de rRNA. Lander e colaboradores
(2015), também utilizaram o pTrex para expressdao da Cas9 nuclease, no
entanto, neste trabalho foi utilizada uma Cas9 nuclase fusionada com a
proteina GFP [80]. Considerando que no trabalho de Lander et al, 2015
também né&o foi observada reducdo no crescimento dos parasitos expressando
Cas9 nuclease de forma constitutiva, essa diferenca poderia ser atribuida a
alguma mudanga conformacional adotada pela Cas9 nuclease fusionada com
GFP. Tendo em vista que Lander e colaboradores (2015), utilizaram a cepa Y

do T. cruzi, Peng e colaboradores (2015), utilizaram a cepa CL e no presente
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trabalho foi utilizado o clone CL14, essa diferenca também pode estar
relacionada com a susceptibilidade de diferentes cepas do T. cruzi ao dano por
DSB

Ap6s a geracdo de linhagens expressando a Cas9 nuclease
constitutivamente, esses parasitos foram transientemente transfectados com
um plasmideo contendo GFP e um sgRNA que tem o gene gp72 como alvo. O
gene que codifica a proteina GFP foi inserido no plasmideo para facilitar o
monitoramento de parasitos com o flagelo descolado, bem como para controle
da eficiéncia de transfeccdo. Quarenta e oito horas apds a transfeccéo,
aproximadamentel% dos parasitos que expressavam GFP, apresentavam o
fendtipo para delecdo dos dois alelos do gene gp72. Também foi observado
parasitos que expressavam GFP (em torno de 2%) e ndo exibiam o fendtipo
para delecdo deste gene. Uma explicacdo para esse resultado € a de que
esses parasitos estejam expressando niveis menores de Cas9 nuclease. Peng
e colaboradores (2015), observaram que ap6s a transfeccao de parasitos
expressando a Cas9 nuclease constitutivamente com um sgRNA que tem o
gene egfp como alvo, alguns parasitos ndo apresentavam perda da
fluorescéncia verde. Ensaios de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
- Ensaio de imunoadsorcao enzimatica) demonstraram que os parasitos eGFP
positivos expressavam niveis menores de Cas9 nuclease em relacdo aos
parasitos eGFP negativos.

E importante destacar que no presente trabalho, a eficiéncia de
transfeccdo obtida apOs eletroporacédo dos parasitos com o plasmideo pTrex
contendo o sgRNA que tem gp72 como alvo, por algum motivo desconhecido,

foi muito baixa (em torno de 3% dos parasitos incorporaram o plasmideo). Por
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esse motivo, poucos parasitos contendo a dele¢cdo dos dois alelos do gene
gp72 foram obtidos. Como ja foi discutido no item 4.1 a eficiéncia de
transfeccdo utilizando 10 pg de plasmideo e o sistema de transfeccao
nucleofector pode alcancar uma eficiéncia de 14% dos parasitos expressando o
gene de interesse.

A delecdo do gene gp72 utilizando o sistema de CRISPR/Cas9, ja havia
sido demonstrada por Lander et al, 2015 [80]. Diferente do demonstrado no
presente trabalho, Lander e colaboradores (2015) deletaram o gene gp72
transfectando parasitos de forma estavel com um plasmideo contendo a
sequéncia do sgRNA que tem gp72 como alvo. Mesmo apds a selecao de
parasitos com sgRNA, néao foi obtida uma populacédo 100% nocaute para gp72.

Em resumo, neste trabalho foram testadas duas abordagens diferentes
para edicdo do genoma do T. cruzi, tendo como alvo 0 mesmo gene. As ZFNs
foram capazes de promover a delecdo génica por recombinagcdo homadloga com
uma eficiéncia maior do que aquela obtida pelo método convencional, enquanto
gue o sistema de CRISPR/Cas9 foi capaz de gerar parasitos com a delecao do
gene gp72 sem a necessidade da selecdo dos parasitos com uma sequéncia
doadora para que ocorra HR. Além disso, as ZFNs®""2 foram constitutivamente
expressas no T. cruzi, enquanto que o sgRNA, foi trasientemente expresso.
Isso indica que ndo é necessario grandes quantidades do sgRNA para que o
sistema de CRISPR/Cas9 seja funcional no T. cruzi.

Lander e colaboradores (2015), também demonstraram que, assim como
as ZFNs, o sistema de CRISPR/Cas9 promove a delecdo génica por
recombinacdo homologa com alta eficiéncia. Similar aos nosso resultados, eles

foram capazes de gerar uma populagcdo 100% nocaute para o gene PFR2,
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guando uma sequéncia linear contendo um gene de resisténcia flanqueada por
sequéncias de PFR2 foi co-transfectada junto com a sequéncia do sgRNA que
tem este gene como alvo.

Desvantagens relacionadas a utilizacdo das ZFNs incluem o fato de seu
design ser complexo, laborioso e como a sintese do gene codificador da ZFN
precisa ser encomendada a uma empresa especializada, o custo torna-se
muito elevado. Além disso, as ZFNs podem oferecer toxicidade relacionada
com quebra inespecifica. Em contrapartida a sintese do sgRNA é simples e
pode ser feita utilizando técnicas rotineiras de biologia molecular. Ademais o
sistema de CRISPR/Cas9 oferece menores riscos de toxicidade por off targets,
considerando que a Cas9 nuclease precisa se associar com 0 sSgRNA para
encontrar e clivar seu alvo. A necessidade da existéncia do motivo PAM, para
que a Cas9 nuclease se ligue e clive seu alvo, oferece mais uma “proteg¢ao”
contra quebra inespecifica. O presente trabalho demonstrou que a utilizacdo
das ZFNs nucleases para induzir quebra de dupla fita, aumenta a eficiéncia de
recombinacdo homéloga no T. cruzi. A utilizacdo dessas proteinas facilita a
geracdo de linhagens nocaute por HR de forma extraordindria, considerando
que em apenas uma transfeccdo é possivel deletar dois alelos com um alta
eficiéncia. De forma similar o sistema de CRISPR/Cas9 possui a capacidade de
gerar linhagens nocaute sem a necessidade de utilizar uma sequéncia para
recombinar por HR. No entanto, dependendo do objetivo do experimento, a
utilizagdo de uma sequéncia doadora aumenta a eficiéncia de delecdo génica.
A escolha do sistema a ser utilizado, depende do objetivo do experimento, dos

reagentes disponiveis no laboratoério e da experiéncia do pesquisador.
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O sistema de CRISPR/Cas9 também pode ser eficiente para knockdown
de genes, de forma similar como ocorre no sistema de RNAI, esse sistema tem
sido denominado de CRISPR interference (CRISPRi) [109]. Gilbert e
colaboradores (2013), demonstraram que é possivel diminuir a expressao de
um gene reporter (GFP), bem como de genes enddgenos, em células de
mamifero e também em S. cerevisiae, utilizando uma versao da Cas9 nuclease
que nao possui atividade catalitica, denominada dCas9. A repressdo da
expressdo parece ser mediada pelo blogueio da transcricdo, ja que a ligacéo
da dCas9 nuclease ao seu DNA alvo, impede a transcricdo pela RNA
polimerase. Por meio de RNA seq Gilbert e colaboradores (2013),
demonstraram que a repressao na transcri¢cao ocorre de forma especifica, visto
que foi observado que nas células HEK293 transfectadas com a dCas9 e um
sgRNA que tem o gene gfp como alvo, apenas o gene gfp apresentava
expressdo diminuida. A aplicacdo do sistema de CRISPR/Cas9 para bloqueio
da transcricdo gera muitas perspectivas em relagéo a utilizacdo dessa sistema
para knockdown de genes. O sistema de CRISPRi poderia ser utilizado, por
exemplo, para knockdown de genes essencias em organismos que nao
possuem o sistema de RNAI, como € o caso do T. cruzi.

Como perspectivas pretendemos utilizar os parasitos expressando a T7
RNA polimerase (item 4.1, figura 8) para expressar o SgRNA que tem gp72
como alvo. Para isso essas linhagens foram transfectadas com a Cas9
nuclease e sua expressao foi confirmada por western blot (dados né&o
mostrados). Um plasmideo contendo a sequéncia do sgRNA®F"2 sob o controle
do promotor da T7 RNA polimerase, denominado pBluesgGP72, também foi

gerado. Em seguida pretendemos testar se a transfeccdo transiente dos
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parasitos expressando a T7 RNA polimerase e a Cas9 nuclease com o
pBluesgGP72 resultard em uma eficiéncia de delecdo de GP72 maior em
relacdo a transfecgéo trasiente do sgRNA com o pTrex sob o controle do
promotor de rRNA do T. cruzi (como mostra a figura 24 no item 4.3.2).

Como o sistema de CRISPR/Cas9 demonstra ser mais vantajoso em
relacdo a utilizagcdo das ZFNs, também estamos planejando iniciar estudos
relacionados a funcdo dos genes transialidase e amastina em T. cruzi
utilizando os parasitos que foram gerados expressando Cas9 e a sintese de

sgRNAs contendo as sequéncias alvos desses genes.
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Artigo publicado na revista Molecular & Biochemical Parasitology (2015).
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7.2 Anexo I

Artigo a ser submetido a revista Molecular & Biochemical Parasitology como
Short technical report.

Burle-Caldas, Gde A, Grazielle-Silva V, DaRocha W D, Burkard-Schumann G,
Roditi I, Teixeira S M. Editing the Trypanosma cruzi genome with Zinc Finger

and Cas9 Nucleases.
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