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RESUMO

Proteinas ligantes de RNA (RBPs) sdo elementos essenciais para a regulacdo da expressao
génica, especialmente nos tripanosomatideos nos quais esse controle acontece majoritariamente
por mecanismos pos-transcricionais. Nesse trabalho, caracterizamos a Proteina ligante de RNA
42 do Trypanosoma cruzi da cepa CL Brener (TcRBP42), que segue sendo a cepa de referéncia
para a espécie. Essa proteina foi estudada nas condi¢cdes normais de cultivo e no contexto do
estresse celular induzido pela exposicdo a 1000 Gy de radiagdo gama. Esse organismo ¢
extremamente resistente a esse tipo de radiagdo ionizante, empregando mecanismos ainda
pouco conhecidos, mas que podem envolver RBPs. Nesse sentido, a andlise do transcriptoma
de epimastigotas irradiadas revelou aumentos na expressdao dos transcritos de TcRBP42 em
resposta a radiagdo gama. Nesse trabalho, a caracterizacdo funcional dessa proteina foi iniciada
pela andlise computacional de sua estrutura. Na versao mais recente do genoma do CL Brener,
essa proteina ¢ codificada por um gene de cdpia unica contendo dois alelos. Além disso,
TcRBP42 possui dois dominios conservados, NTF2-like e RRM, interligados por uma longa
regido central intrinsecamente desordenada. Essa organizagdo modular é compartilhada com
outros ortdlogos de RBP42. Para os estudos in vitro foram geradas linhagens de epimastigotas
Superexpressoras ¢ Nocautes de TcRBP42. Enquanto a superexpressdo foi bem tolerada pelo
T. cruzi, o nocaute desse gene causou o aparecimento de epimastigotas de corpo arredondado,
flagelo encurtado e mobilidade reduzida. Defeitos moderados na proliferagao foram observados
apenas nas fases mais tardias do crescimento em cultura. Esse resultado contrasta com o
observado no Trypanosoma brucei, para o qual o nocaute de RBP42 ¢ letal. Quanto a
localizagdo de TcRBP42, esta foi determinada pela deteccdo de uma copia marcada com uma
tag de histidina. Nas condi¢des normais de cultivo, essa proteina se distribui por todo o
citoplasma das epimastigotas. Em contraste, o tratamento com radiacdo gama leva a
relocalizagdo parcial dessa proteina para o nlicleo dos parasitos. Isso sugere a importancia de
TcRBP42 para uma resposta ao estresse baseada no controle traducional pela
compartimentalizagdo de transcritos. No que se refere a proliferacdo das epimastigotas, a
irradiagdo ndo gerou diferengas significativas no crescimento de nenhuma das linhagens
avaliadas (Wild type, GFP, Superexpressor e Nocaute). Experimentos de PCR em tempo real
também foram realizados para a condigdo normal e irradiada utilizando-se como alvos
transcritos do metabolismo energético identificados previamente como alvos da RBP42 do
T. brucei. Nossos resultados sugerem que TcRBP42 contribui para a estabilizacdo de seus
transcritos alvos apenas na condi¢do normal de cultivo. Os estudos da expressdo génica no
estresse por radiacdo gama também expuseram pela primeira vez na literatura uma possivel
conexao entre o0 metabolismo da prolina e os mecanismos de radiorresisténcia do 7. cruzi. Esse
aminoacido também foi ligado a resisténcia desse organismo ao estresse oxidativo e nutricional.
Em suma, esse trabalho foi o primeiro a gerar e caracterizar epimastigotas Nocautes para
TcRBP42, expandindo assim a literatura disponivel para as RBPs do 7. cruzi.

Palavras-chave: Proteina ligante de RNA 42; Trypanosoma cruzi; Radiagdo gama



ABSTRACT

RNA-binding proteins (RBPs) are essential factors for gene expression regulation in
trypanosomatids, which occurs mostly at the post-transcriptional level. In this work, we studied
the RNA-binding protein 42 from the 7. cruzi CL Brener reference strain (TcRBP42) by
characterizing it under both normal and stress conditions induced by 1000 Gy of gamma
radiation. This species can withstand high doses of ionizing radiation by employing largely
unknown mechanisms that may involve RBPs. In this sense, a transcriptome analysis of
irradiated epimastigotes detected increased mRNA levels for TcCRBP42 in response to gamma
radiation. We started the functional characterization of this protein by analyzing its structure
computationally. In the most recent CL Brener genome, this protein is coded by a single-copy
gene with two alleles. Furthermore, this protein contains two conserved domains, NTF2-like
and RRM, interconnected by a long and unstructured region. This modular organization is also
shared with other RBP42 orthologs. For the in vitro experiments, parasites overexpressing or
lacking TcRBP42 gene expression were generated. While the overexpression was well tolerated
by T. cruzi, this gene knockout caused the appearance of round-shaped epimastigotes with a
shortened flagellum and reduced mobility. Mild proliferation defects were only observed in late
culture growth. The knockout parasite's viability contrasts with the lethal phenotype observed
in Trypanosoma brucei. Concerning protein localization, it was determined by detecting a
TcRBP42 His-tagged version inserted into epimastigotes overexpressing this gene. At normal
conditions, TcRBP42 was found distributed throughout the whole parasite's cytoplasm.
However, exposure to gamma radiation produced a partial relocalization of this protein to the
nucleus. It suggests the importance of TcRBP42 for a stress response based on the translation
control exerted by transcript compartmentalization. Regarding epimastigotes proliferation,
gamma irradiation did not produce significant differences in the growth of the assayed parasite
lines (Wild type, GFP, Overexpressor and Knockout). Real-time PCR experiments were carried
out to evaluate the expression of energy metabolism transcripts bound by the 7. brucei RBP42.
Our results suggest TCRBP42 contributes to target transcript stabilization only under normal
conditions. Studying gene expression after gamma radiation exposure also exposed for the first
time a possible connection between the proline metabolism and the radioresistance of 7. cruzi.
This amino acid has also been linked to the parasite's resistance to nutritional and oxidative
stress. In summary, this work was the first to generate and characterize TcRBP42 knockout
epimastigotes, thus expanding the literature for the 7. cruzi RBPs.

Keywords: RNA-binding protein 42; Trypanosoma cruzi; Gamma radiation
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1 INTRODUCAO
1.1 Doenca de Chagas

A doencga de Chagas, também denominada Tripanossomiase Americana, ¢ uma doenca
parasitaria causada pelo Trypanosoma cruzi. A enfermidade foi descoberta no ano de 1909 pelo
pesquisador e médico brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano Chagas. Na ocasido da descoberta,
Carlos Chagas descreveu o agente etiologico da nova doenca, identificou os insetos vetores e
algumas espécies de mamiferos também infectadas pelo parasito, estudou a morfologia de
diferentes estdgios do desenvolvimento e ainda iniciou a caracteriza¢do sintomatologica da
doenca (CHAGAS, 1909). Segundo dados oficiais, a doenga de Chagas ¢ endémica em 21
paises da América Latina. Em virtude dos movimentos populacionais, casos da doenga também
sdo registrados em paises ndo endémicos (Figura 1). Na América Latina, estima-se que
6 milhdes de individuos estejam infectados pelo 7. cruzi e que outros 70 milhdes estejam sob o
risco de infeccdo. Além disso, uma média de 30 mil novos casos € de 12 mil mortes sdao
registradas anualmente (PAHO, 2023). No Brasil, estima-se que de 1,9 a 4,6 milhoes de pessoas
estejam infectadas pelo parasito (BRASIL, 2023).

Apesar da sua importancia médica, a doenga de Chagas ¢ considerada conjuntamente
com outras 19 doengas uma doenca tropical negligenciada desde 2005 (WHO, 2020; 2023).
Sendo uma doenca negligenciada, os recursos financeiros destinados as pesquisas cientificas
sdo em geral muito limitados. Em um periodo de 10 anos (2009 a 2018), apenas 236,31 milhdes
de dodlares americanos foram investidos na doenca de Chagas, priorizando principalmente a
pesquisa basica e o desenvolvimento de novas drogas. Essa soma representa apenas 0,67% do
total investido em todas as doengas tropicais negligenciadas (SANGENITO; BRANQUINHA;
SANTOS, 2020). Visando melhorar o suporte financeiro para esse conjunto de doencas, a
Organizacdo Mundial da Saude langou em 2021 um plano de acdo com metas para a prevencgao,
controle, eliminagdo ou erradicacdo das doengas tropicais negligenciadas a serem atingidas até
0 ano de 2030. Em 2019 também foi instituido o dia 14 de abril como o Dia Mundial da Doenca
de Chagas (WHO, 2023).

A transmissdo do 7. cruzi ao ser humano ocorre principalmente pela via vetorial nas
areas endémicas (Figura 2). Nessa via, a transmissdo acontece quando as fezes contaminadas
do inseto vetor sao depositadas durante o repasto sanguineo e entram em contato com o local
da picada, lesdes pré-existentes na pele ou mucosas integras. O parasito também pode ser

transmitido por outras rotas: (i) de mae para filho durante a gestagcdo ou parto; (ii) recebimento
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de sangue ou orgaos de doadores infectados; (iii) consumo de alimentos contaminados; e (iv)
acidentes de laboratorio envolvendo a manipulagdo do parasito (WHO, 2023). Apds a
transmissao, a doenca de Chagas se desenvolve nas fases aguda e cronica. A fase aguda se
caracteriza pela alta parasitemia sanguinea e pode se estender por até 8 semanas. A maioria dos
casos sdo assintomaticos ou apresentam sintomas inespecificos como dor de cabega e febre. Em
alguns pacientes pode ocorrer o aparecimento de edema no local da inoculacdo do parasito,
sendo esses denominados de sinal de Romaifia (palpebra) e de Chagoma de inoculagao (outras
regides da pele). Na fase cronica, os parasitos sdo encontrados principalmente no interior de
células. A maioria dos individuos infectados permanecem assintomaticos por toda a vida.
Entretanto, um percentual de 30 a 40% destes desenvolve complicacdes no decorrer de anos ou
décadas. Entre as complicagdes estdo megaesdfago, megacolon, cardiomiopatias e problemas
neurologicos. Vacinas ainda ndo estdo disponiveis para o tratamento ou preven¢do da doenga
de Chagas, o que limita o tratamento dos pacientes a administracdo de Nifurtimox ou
Benznidazol. Essas drogas sdao eficazes na fase aguda da doenca, porém a eficiéncia dessas
diminui com o tempo de infec¢do. Além disso, a administracao prolongada e os efeitos adversos
das medicacdes levam muitos pacientes a descontinuarem a terapia (LIDANI et al., 2019). No
Brasil, a droga de primeira linha para o tratamento da doenca de Chagas ¢ o Benznidazol, sendo
o Nifurtimox utilizado apenas nos casos de falha terapéutica ou intolerancia do paciente ao

Benznidazol (BRASIL, 2023).



Figura 1 — Distribuicdo geografica mundial da doenga de Chagas
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O numero de casos da doenga foi baseado em estimativas oficiais coletadas no periodo de 2006 a 2019. Fonte: Adaptado de WHO (2020).
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1.2 Trypanosoma cruzi e o seu ciclo de vida

O parasito 7. cruzi ¢ um protozoario uniflagelado e unicelular classificado na familia
Tripanosomatidae da classe Kinetoplastea. Os organismos pertencentes a essa classe possuem
uma estrutura Unica entre os eucariotos: o cinetoplasto. Essa estrutura em forma de disco
contém o genoma da Uinica mitocondria presente nesses organismos. O genoma mitocondrial
(kDNA) ¢ constituido por milhares de moléculas de DNA circulares concatenadas entre si
(minicirculos e maxicirculos). Esses DNAs circulares codificam os genes mitocondriais € os
RNAs moldes necessarios para a extensa edi¢do dos transcritos desses genes durante o processo
de maturagdo pela adigdo e delecao de uridinas. Na familia dos tripanosomatideos também estao
incluidas as espécies de relevancia médica Trypanosoma brucei e Leishmania sp. que causam
a doeng¢a do Sono e as Leishmanioses, respectivamente (D'AVILA-LEVY et al., 2015;
MASLOV et al., 2019; WHO, 2020). Como espécie, o 7. cruzi apresenta uma estrutura
populacional complexa e com grande heterogeneidade genética. As diferentes linhagens que
compdem o taxon sao divididas em sete unidades discretas de tipagem (DTUs) denominadas
de Tcl a TcVI e TcBat (linhagem associada a morcegos) (LIMA et al., 2015; ZINGALES et
al., 2009). Em 2016, foi proposta uma classificacdo alternativa na qual as diferentes linhagens
do T. cruzi foram colocadas nos clados mtTcl a mtTcllIl e TcBat (BARNABE et al., 2016).

O ciclo de vida do T. cruzi é considerado complexo em razao da presenca de diferentes
estagios de desenvolvimento e da alternancia entre insetos vetores e hospedeiros mamiferos. A
Figura 2 descreve em detalhes o ciclo de vida do parasito. Com relacdo aos vetores, estes sao
insetos hematdéfagos reduvideos da subfamilia Triatominae. Na América Latina, os principais
vetores sdo Triatoma infestans, Triatoma dimidiata, Rhodnius prolixus € Rhodnius pallescens.
Nos insetos, os parasitos se multiplicam como epimastigotas e se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicas na sessdo posterior do intestino (Figura 3 A e B). Durante a
metaciclogénese do 7. cruzi sdo encontradas pelo menos trés formas intermedidrias antes da
transformagao final em tripomastigotas metaciclicas. Em relagdo aos hospedeiros vertebrados,
estes incluem centenas de espécies de mamiferos silvestres e domesticados. Muitas dessas
espécies funcionam ainda como reservatorios para o 7. cruzi. Nesses hospedeiros, os parasitos
existem como tripomastigotas sanguineas e amastigotas intracelulares (Figura C e D) (CDC,

2021; GONCALVES et al., 2018; JANSEN; XAVIER; ROQUE, 2018; PAHO, 2023).
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Figura 2 — Ciclo de vida do 7. cruzi
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O ciclo de vida do parasito inclui insetos vetores, hospedeiros mamiferos e diferentes morfologias.
O ciclo se inicia quando o inseto vetor triatomineo, popularmente conhecido como barbeiro, realiza
o repasto sanguineo no hospedeiro mamifero e deposita fezes contaminadas com tripomastigotas
metaciclicas (formas ndo replicativas) proximo ao local da picada (1). As tripomastigotas
metaciclicas em seguida entram no novo hospedeiro através do local da picada, lesdes preexistentes
na pele ou mucosas integras como a conjuntiva (2). Apos invadirem células nucleadas, as
tripomastigotas metaciclicas se diferenciam em amastigotas intracelulares, que realizam varios
ciclos replicativos por fissdo binaria (3). As amastigotas entdo se diferenciam em tripomastigotas
sanguineas (formas ndo replicativas) que sao liberadas pelo rompimento da célula hospedeira. Nesse
momento, novos ciclos de infec¢do podem ocorrer em células adjacentes ou as tripomastigotas
podem ganhar a corrente sanguinea e infectar células localizadas em outros tecidos (4). Os parasitos
circulantes podem ser ingeridos por insetos vetores durante um novo repasto sanguineo em humanos
ou em outras espécies de mamiferos. Varias dessas espécies também funcionam como reservatorios
para o T. cruzi (5). No intestino médio do inseto vetor, as tripomastigotas sanguineas se diferenciam
em epimastigotas (6). Essas formas também se replicam nessa por¢ao do trato digestivo (7). No
intestino posterior do inseto, ocorre a diferenciacdo de epimastigotas em tripomastigotas
metaciclicas que sdo as formas infectivas responsaveis pelo reinicio do ciclo de transmissdo do
T. cruzi (8) (BERN, 2015; CDC, 2021; WHO, 2023). Fonte: Adaptado de CDC, 2021.
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Figura 3 — Micrografias dos principais estagios de desenvolvimento do 7. cruzi

O T. cruzi apresenta quatro estagios principais de desenvolvimento quando o seu ciclo de vida se
inicia pela transmissdo vetorial. Esses estagios possuem morfologias distintas entre si, sendo
chamados de epimastigota (A), tripomastigota metaciclica (B), tripomastigota sanguinea (C) e
amastigota intracelular (D). Fonte: Adaptado de ALMEIDA et al. (2021); GONCALVES et al.
(2018); TAKAGI et al. (2022); ZUMA ; SOUZA (2022).
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1.3 Genoma de referéncia

O genoma de referéncia do 7. cruzi foi publicado no ano de 2005, o que permitiu muitos
avancos no conhecimento da biologia do parasito. Primeiramente, foi constatado que o clone
CL Brener (TcVI), sequenciado por sua extensa caracterizacdo experimental, ¢ um hibrido
resultante da fusdo das DTUs Tcll e Tclll. Dessa forma, o genoma ¢ composto pelos haplotipos
Esmeraldo-like e Nao Esmeraldo-like. Além disso, o genoma dipldéide que contém cerca de
110,7 Mb ¢ altamente repetitivo, sendo que metade deste corresponde principalmente a
repeti¢des subteloméricas, retrotransposons e familias multigénicas como as trans-sialidases.
A organizagdo do genoma também foi revelada pelo sequenciamento. Nesse organismo, genes
codificadores de proteinas nao relacionadas em fun¢do sdo organizados em longos clusters
génicos localizados na mesma fita de DNA. No genoma diploide, o numero de genes
codificadores de proteinas foi estimado em 22 570 (EL-SAYED et al., 2005).

Em 2009, uma revisdo do genoma foi realizada visando organizar as sequéncias em
cromossomos. Nesse trabalho, os genes foram distribuidos em 41 pares de cromossomos
modelo. Entretanto, a nova organiza¢ao do genoma ainda apresenta inimeros gaps e sequéncias
que ndo podem ser assinaladas a nenhum dos cromossomos preditos (WEATHERLY;
BOEHLKE; TARLETON, 2009). Atualmente, genomas para diferentes cepas do 7. cruzi estdo
disponiveis para consulta nos bancos de dados. No entanto, a dificuldade de se produzir
genomas completos e de boa qualidade para esse organismo permanece em funcao da natureza
repetitiva do genoma. Com o surgimento das tecnologias de sequenciamento de reads longas,
os pesquisadores continuam a aprimorar os genomas disponiveis para a espécie, agora
combinando dados produzidos por técnicas de sequenciamento que geram reads curtas ou
longas (HERREROS-CABELLO et al., 2020). Um dos primeiros beneficios da disponibilidade
de genomas melhores para uma espécie ¢ a manipulagao genética mais eficiente dos organismos
para se estudar a fungdo dos genes. Isso € especialmente importante para o 7. cruzi, um
organismo em que aproximadamente 50% dos genes preditos como codificadores de proteinas
ndo possuem fungdes conhecidas (BERNA et al., 2018; CALLEJAS-HERNANDEZ et al.,
2018).
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1.4 Metabolismo do mRNA, RBPs e a regulacio da expressiao génica

Nos tripanosomatideos, a transcri¢ao dos clusters génicos codificadores de proteinas ¢
realizada pela RNA polimerase II a partir de regides promotoras enriquecidas em variantes de
histonas e marcas epigenéticas (MARTINEZ-CALVILLO et al., 2018). Em virtude da
organizagdo genOmica, o processo de transcrigdo resulta na geracdo de longos pré-RNAs
policistronicos que sao praticamente desprovidos de introns. Esses RNAs sdao entdo
individualizados em RNAs monocistronicos pelos mecanismos de Spliced Leader trans-
splicing e poliadenilacdo que ocorrem simultaneamente. Na reacao de trans-splicing um mini-
éxon capeado de 39 nucleotideos (SL) proveniente da clivagem do RNA Spliced leader ¢
adicionado a extremidade 5' de cada um dos transcritos incluidos em um mesmo policistron. O
gene do RNA Spliced Leader ¢ transcrito independentemente dos outros genes a partir de um
dos promotores mais bem caracterizados nos tripanosomatideos (CLAYTON, 2019;
MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010). Com relagdo ao inicio da transcricio pela RNA
polimerase II, evidéncias experimentais demonstram que este processo nao ¢ regulado nesse
grupo de organismos. Dessa forma, os genes pertencentes aos diferentes policistrons possuem
aproximadamente as mesmas taxas de transcri¢ao, embora os niveis de expressdo dos mRNAs
maduros variem enormemente entre si (CLAYTON, 2019; SMIRCICH et al., 2015). Todas
essas caracteristicas fazem com que a regulagdo da expressao gé€nica nos tripanosomatideos
ocorra quase que exclusivamente por mecanismos pos-transcricionais. Um dos mecanismos de
regulagdo génica pos-transcricional ¢ o processamento alternativo dos mRNAs policistronicos.
A entrada alternativa do SL e da cauda de poli-A pode gerar mRNAs com diferentes elementos
regulatorios nas suas regides ndo traduzidas ou que ndo possuam codons de inicio para a
traducdo. Os outros mecanismos de regulagdo génica dos tripanosomatideos incluem a
localizagao, a traducdo e o decaimento dos transcritos. Dados sugerem a regulagdo da tradugao
como um mecanismo chave para a expressao génica diferencial nesse grupo de organismos
(CLAYTON, 2019; KRAMER, 2012; SMIRCICH et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2012).

No contexto da regulagdo génica pds-transcricional, proteinas ligantes de RNA (RBPs)
sdo componentes essenciais. Essas proteinas frequentemente contém mais de um dominio
proteico, podendo interagir simultaneamente com diferentes regides das moléculas de RNA,
como a cauda poli-A e as regides ndo traduzidas (interagdes RNA-proteina), e ainda com outras
proteinas (interagdes proteina-proteina). Essas intera¢des levam a formacdo dos chamados
complexos ribonucleoproteicos (mMRNPs), cuja composi¢cao de RBPs define se os transcritos

alvos serdo processados, exportados do nucleo para o citoplasma, estabilizados para sucessivas



23

rodadas de tradugdo, reprimidos traducionalmente ou degradados (Figura 4) (CLAYTON,
2019; KRAMER; CARRINGTON, 2011; LUNDE; MOORE; VARANI, 2007; SINGH et al.,
2015). Em adicdo as RBPs e mRNAs, esses complexos também contém RNAs nao
codificadores, ions e pequenas moléculas organicas (GEHRING; WAHLE; FISCHER, 2017).
Além de determinar o destino de transcritos individuais, os mRNPs também possuem a fun¢ao
de organizar os mRNAs nascentes em grupos de transcritos funcionalmente relacionados, os
quais sao processados e regulados conjuntamente. Esse fenomeno foi denominado de Regulons
de RNA (KEENE, 2007). Nos tripanosomatideos, resultados coletados anteriormente sugerem
que esse fendmeno também existe nesse grupo de espécies. Dessa forma, foi reportado que
transcritos cujos produtos fazem parte de uma mesma via bioquimica ou de um mesmo processo
como a biogénese ribossomal e flagelar sao corregulados. Muitos dos transcritos relacionados
em funcdo até compartilham sitios de ligacdo para as mesmas RBPs (NAJAFABADI et al.,
2013; NOE; DE GAUDENZI; FRASCH, 2008; QUEIROZ et al., 2009).

Em consonancia com a grande dependéncia dos mecanismos de regulagdo génica
pOs-trascricionais, o genoma dos tripanosomatideos contém um grande numero de RBPs
preditas. Embora a maioria dessas sequéncias ndo possua ortélogos em outros eucariotos, as
RBPs dos tripanosomatideos possuem muitos dos dominios de ligagcdo a RNA j4 conhecidos e
extensamente caracterizados em outras espécies, como os dominios RRM e os dedos de Zinco
(KRAMER; CARRINGTON, 2011; ROMAGNOLI et al., 2020). No genoma do 7. cruzi da
cepa CL Brener, um trabalho recente identificou 297 genes codificadores para 175 RBPs
diferentes. Cada uma das RBPs ¢ codificada por um ou dois alelos correspondentes aos
haplotipos Esmeraldo-like € Nao Esmeraldo-like. A maioria das sequéncias identificadas
contém dominios RRM e dedos de zinco, mas também foram encontradas sequéncias contendo
dominios PUF, Alba, KH, SAM, S1 e PIWI. Adicionalmente, inimeras RBPs seguem anotadas
como proteinas hipotéticas, reforgando a grande importancia da realizacdo de estudos
funcionais (TAVARES et al., 2020). Considerando-se a existéncia de RBPs que ndo possuem
nenhum dos dominios cléssicos de interacdo com a molécula de RNA (RBPs ndo
convencionais), esse numero pode ser ainda muito maior no 7. cruzi. Em outros
tripanosomatideos, dados de captura do interactoma mostraram a presenga de ambas as classes
de RBPs. No T. brucei e Leishmania donovani esses experimentos identificaram,
respectivamente, 155 e 79 RBPs diferentes. Com relacao aos estudos funcionais, pelo menos
30 RBPs ja foram caracterizadas no 7. cruzi (HENTZE et al., 2018; LUEONG et al., 2016;
NANDAN et al.,2017; OLIVEIRA et al., 2021; ROMAGNOLI et al., 2020; TAVARES et al.,

2020). Alteragdes nos niveis de expressao de algumas dessas RBPs geraram varios efeitos
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adversos nos parasitos, como problemas na metaciclogénese, alteracdes morfologicas e
modificagcdes no ciclo celular. Esse é o caso, por exemplo, das proteinas TcZC3H39,
TcZC3H29, TcZC3HTTP, TcZH3H12, TcUBP1 e TcSgnl (OLIVEIRA et al, 2021;
ROMAGNOLI et al., 2020, ROMANIUK; FRASCH; CASSOLA, 2018; TAVARES et al.,
2020). Em concordéancia com esses resultados, o estudo do transcriptoma de parasitos nocautes
para TcZH3H12 mostrou que a auséncia de uma unica RBP pode causar mudancas
generalizadas na abundancia dos transcritos. Além disso, esse mesmo estudo reportou que os
transcritos de pelo menos 20 RBPs, incluindo a TcRBP42, sdo regulados diferencialmente
durante o desenvolvimento do 7. cruzi principalmente entre epimastigotas e tripomastigotas
(TAVARES et al., 2020).

As RBPs dos tripanosomatideos também sao frequentemente estudadas em condigdes
de estresse celular induzidos, por exemplo, pelo tratamento com drogas, privacao nutricional e
choque térmico. A exposi¢do dos parasitos a diferentes tipos de estresse pode causar diversos
efeitos nas RBPs como a relocalizagdo dessas proteinas para diferentes compartimentos
celulares, condensagao em granulos de RNA, modifica¢des no repertdrio dos transcritos alvos
e até alteracdes na composi¢ao proteica dos mRNPs (ALVES et al., 2014; CASSOLA; DE
GAUDENZI; FRASCH, 2007; FERNANDEZ-MOYA et al., 2012; KRAMER, 2014;
KRUGER; HOFWEBER; KRAMER, 2013). No Laboratério de Genética Bioquimica da
UFMG, o grupo de pesquisa coordenado pela Professora Gloria Regina Franco vem trabalhando
na caracterizagdo de RBPs do 7. cruzi da cepa CL Brener. Estdo sendo estudadas tanto em
condi¢des normais quanto de estresse as proteinas RBP42 (presente trabalho), DRBD3
(CHAME, 2018) e Alba30 (CHAME, 2018; CHAME et al., 2020).

Os mRNPs também podem ser recrutados e/ou se condensarem em estruturas
citoplasmaticas granulares desprovidas de membranas chamadas de granulos de RNA. Essas
estruturas microscopicamente visiveis sao formadas pelo processo de transi¢cdo de fases liquidas
mediado por regides intrinsecamente desordenadas caracteristicamente encontradas em RBPs
e em outras proteinas presentes em granulos de RNA. Evidéncias recentes também sugerem
que os RNAs sdo componentes essenciais para a formagao dessas estruturas, um processo que
poderia ser regulado por essas moléculas. Essa ultima possibilidade ¢ exemplificada pela
proteina G3BP1 que em conjunto com G3BP2 ¢ um fator essencial para a formagdo dos
chamados granulos de estresse (descricdo mais adiante). Em condigdes normais, essa proteina
¢ autoinibida pela interagdo de duas das suas regides intrinsecamente desordenadas: um motivo
RGG que contém cargas positivas e uma regido enriquecida em aminoacidos acidos. Durante o

estresse, 0s mMRNAs sdo liberados dos polissomos e competem com a regido acida pela interagao
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com o motivo RGG. Tal competi¢do leva a disponibilizacdo da proteina G3BP1 para o inicio
da formagdo dos granulos de estresse (CAMPOS-MELO et al., 2021; GUILLEN-BOIXET et
al., 2020; KEDERSHA et al., 2016; SINGH et al., 2015; UVERSKY, 2017). O recrutamento
de mRNPs para granulos ¢ um processo dinamico e reversivel que leva a compartimentalizagao
e a repressdo traducional dos transcritos. A formacdo dos granulos pode ocorrer
constitutivamente no caso dos P-bodies ou ser estimulada por condigdes que levem a uma
parada subita da tradu¢do como acontece no caso dos granulos de estresse (IVANOV;
KEDERSHA; ANDERSON, 2018).

Os P-bodies e os granulos de estresse foram extensamente estudados nos eucariotos. No
interior dos P-bodies estao presentes proteinas repressoras da traducao como DDX6, proteinas
associadas ao decaimento de transcritos como Lsm1-7, Xrnl, DHH1 e DCP1/2 e componentes
da via de RNA de interferéncia como as proteinas AGO 1-4. A composi¢do proteica dessas
estruturas segue sendo expandida e ja conta com pelo menos 125 proteinas diferentes. Estudos
sugerem que a principal fungdo desses granulos seja o armazenamento e a repressao traducional
de mRNPs codificadores de proteinas com fungdes regulatérias como a metilagao de histonas
(HUBSTENBERGER et al., 2017; LUO; NA; SLAVOFF, 2018; PARKER; SHETH, 2007;
STANDART; WEIL, 2018). No caso dos granulos de estresse, estes abrigam fatores de inicio
da traducdo como o elF3, a subunidade ribossomal 40S e proteinas como G3BP1/2, elF2aq,
PABP1 ¢ FMRP. Cerca de 464 proteinas ja foram identificadas como componentes desses
granulos. Desse montante, aproximadamente metade ¢ classificado como RBPs. As fungdes
dessas estruturas continuam sendo investigadas, mas essas incluem a repressao traducional e a
triagem de transcritos, o armazenamento de proteinas e mRNAs, € a inibi¢ao da replicacdo viral.
Adicionalmente, os granulos de estresse também podem ser importantes para a sinalizacdo
celular ao sequestrarem fatores como aqueles promotores da apoptose (BUCHAN; PARKER,
2009; IVANOV; KEDERSHA; ANDERSON, 2018; MARCELO et al., 2021). Nos eucariotos,
os transcritos ativos traducionalmente presentes na fragdo polissomal estdo em equilibrio
dinamico com os granulos de estresse e os P-bodies. Esses dois tipos de granulos de RNA
também podem ser acoplados, o que permite que varias proteinas sejam comuns a ambas as
estruturas. Essas observagdes levaram a proposicao da existéncia de um ciclo citoplasmatico
dos mRNA, durante o qual os mRNPs vao sendo remodelados pela adicao/remocao de RBPs e
de outras proteinas. Dessa forma, os transcritos podem ser encaminhados para a degradagao ou
alternarem entre os estados reprimido e ativo traducionalmente ao realizarem o intercambio
entre a fracdo polissomal, granulos de estresse e P-bodies (Figura 4) (BALAGOPAL,;
PARKER, 2009; DECKER; PARKER, 2012).
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Nos tripanosomatideos, a formagao de granulos de RNA também acontece, tendo sido
reportada inimeras vezes na literatura. Foram caracterizados até o0 momento um repertorio de
pelo menos seis tipos de granulos de RNA, todos estudados no contexto do estresse celular nos
parasitos 7. cruzi e T. brucei. Diferentes tipos de estresse ocorrem naturalmente durante o ciclo
de vida desses organismos que alternam entre insetos vetores e hospedeiros vertebrados.
Essa alternancia de hospedeiros ja implica, por exemplo, em alteragdes de temperatura,
disponibilidade de nutrientes e pH. Os granulos identificados foram nomeados de granulos
P-body like, granulos de estresse nutricional e de choque térmico, granulos do polo posterior e
da periferia nuclear, e granulos contendo metades de tRNA (Figura 5). O estudo da composi¢ao
proteica dessas estruturas mostrou que estas compartilham véarias proteinas como DHHI,
XRNA, SCD6 ¢ elF4E1. As fungdes desses granulos ainda precisam ser elucidadas nos
tripanosomatideos, mas estas podem ser especialmente importantes para regular a expressao
dos genes em resposta ao estresse. Isso porque esses organismos praticamente ndo controlam o
inicio da transcri¢cdo de seus genes (ALVES; GOLDENBERG, 2016; KRAMER, 2012; 2014).

Os granulos P-body like assim como ocorre em outros eucariotos possuem expressao
constitutiva no 7. cruzi e no T. brucei, aumentando em nimero e tamanho em reposta a
condicdes de estresse que causem a repressdo traducional. Na composicao dessas estruturas
estdo incluidas as proteinas DHH1, CAF1, XRNA e o elF4E1 (Figura 5). No entanto,
marcadores classicos de P-bodies como as proteinas do complexo de decapeamento DCP1/2 e
Lsm 1-7 ndo foram encontrados nesses granulos. Os tripanosomatideos ndo possuem ortdlogos
para essas proteinas, mas as funcdes atribuidas a elas podem ser desempenhadas por outras
proteinas como a SCD6 ¢ ALPH1. No T. brucei, a SCD6 foi descrita como um fator essencial
para a formagao dos granulos P-body-like. Ja a proteina ALPH1 ¢ a principal proteina associada
ao decapeamento nesse organismo (HOLETZ et al., 2010; HOLETZ et al., 2007; KRAMER,
2014; KRAMER, 2017; KRAMER et al., 2008; KRUGER; HOFWEBER; KRAMER, 2013).

Os granulos de estresse nutricional estdo entre aqueles mais estudados nos
tripanosomatideos. Estes sao formados em resposta a escassez de fontes de carbono. A fungao
desses granulos ainda ndo foi esclarecida, mas experimentos mostram que estes podem
funcionar como centros de triagem de transcritos. Dessa forma, grupos de mRNAs importantes
para a recuperagdo celular dos parasitos poderiam ser armazenados nessas estruturas e
direcionados novamente para o reinicio da traducao durante a recuperacao pos-estresse. Essas
estruturas, que parecem nao possuir subunidades ribossomais, contém proteinas como DRBD3,
ALBA 1-4, DHH1, SCD6, PABP1 ¢ XRNA (Figura 5) (CASSOLA; DE GAUDENZI;
FRASCH, 2007; FERNANDEZ-MOYA et al., 2012; KRAMER, 2014).
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Os granulos de estresse de choque térmico e do polo posterior foram ambos
identificados no 7. brucei submetido ao estresse por temperatura. Esses granulos sdo formados
na auséncia de fosforilagao do fator elF2a, contrastando com o que ocorre comumente nos
eucariotos. Essas estruturas se localizam na periferia dos parasitos, abrigam marcadores tipicos
de granulos de estresse como as proteinas PABP1 e elF3B, e possuem RNAs provenientes da
dissociac¢do dos polissomos. Embora o choque térmico também induza o aumento do nimero
de granulos P-body-like, estes permanecem em sua maioria independentes dos granulos de
estresse de choque térmico. No mesmo trabalho, os autores também identificaram o granulo do
polo posterior. Esse granulo ocorre de forma unica na regido posterior dos parasitos e possui
como marcador a proteina XRNA (Figura 5) (KRAMER et al., 2008).

Os granulos da periferia nuclear se formam em resposta a inibi¢do da maturagao dos
transcritos policistronicos pelo processo de Spliced Leader trans-splicing. Essa inibigdo causa
o acumulo de transcritos parcialmente processados em granulos localizados na face
citoplasmatica da periferia nuclear. Especula-se que a imobilizac¢do dos transcritos defeituosos
nessas estruturas impega o acesso desses a maquinaria de tradugao, servindo dessa forma como
um ponto adicional no controle de qualidade dos mRNAs. Dessa forma, a formagdo desses
granulos requer uma estrutura nuclear integra, transcri¢do ativa e problemas no trans splicing
dos transcritos. A composicao proteica desses granulos se sobrepde aquela dos P-bodies,
contendo proteinas como DHH1 e SCD6 (Figura 5). Entretanto, a formacao dessas estruturas
¢ independente de SCD6. Além disso, a proteina VASA foi encontrada exclusivamente nessas
estruturas. Esses granulos também foram identificados no 7. brucei (KRAMER et al., 2012).

Os granulos de tRNAs contém pequenos fragmentos derivados da clivagem de tRNAs.
Esses fragmentos se originam principalmente da regido 5' dessas moléculas e se concentram
em granulos localizados na regido posterior do 7. cruzi (Figura 5). A fung¢do dessas estruturas
ainda ndo foi definida, mas estas aumentam em numero durante o estresse nutricional
(GARCIA-SILVA et al., 2010). Uma vez que a producao desses pequenos fragmentos de RNA
ocorre ativamente nos parasitos, suspeita-se que estes possam desempenhar algum papel na
regulagdo da expressdo génica, uma vez que a via de RNA de interferéncia (RNAi) ndo ocorre

naturalmente no 7. cruzi (DAROCHA et al., 2004a).
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Figura 4 — Metabolismo do mRNA nos tripanosomatideos

Transcrigdo (RNA pol II)

As proteinas ligantes de RNA sdo componentes essenciais para o metabolismo do RNA. Estas se
ligam aos seus transcritos alvos assim que a transcri¢do destes ¢ iniciada pela RNA polimerase 11
(RNA pol II). Essa interagao regula a maturagdo dos pré-mRNAs polistronicos (Spliced Leader
trans-splicing e poliadenilagdo) e a exportagdo dos transcritos individualizados para o citoplasma
dos parasitos. No novo compartimento celular, o destino dos mRNAs maduros ¢ definido pela nova
composi¢ao dos complexos ribonucleoproteicos remodelados pela adi¢do de RBPs citoplasmaticas
e daquelas exportadas do nucleo. Dependendo das condigoes celulares, os mRNAs podem ser
encaminhados para a tradu¢do nos polissomos, repressao traducional reversivel no interior de
granulos de RNA ou decaimento. Esses granulos podem ser de expressao constitutiva (P-bodies —
corpos de processamento) ou induzidos por condigdes de estresse como a privagdo nutricional e
choque térmico (SG — granulos de estresse). Um ciclo dindmico do mRNA existe entre a fracao
polissomal, os granulos de estresse e os P-bodies. Esses granulos de RNA, por sua vez, também
podem ser acoplados. RBP: Proteina ligante de RNA. Fonte: Adaptado d¢ ROMAGNOLI et al.
(2020).



29

Figura 5 — Granulos de RNA descritos nos tripanosomatideos

Granulos SGs SGs Granulo do Granulos da Grénulos contendo
P-body-like privagio nutricional choque térmico polo posterior periferia nuclear metades de tRNA
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DHHI DHHI1 Mudanca na XRNA DHH]1 5'ou 3 de
SCD6 SCD6 localizagdo de SCD6 (mutante) SCD6 muitos tRNAs
CAF1 XRNA muitas proteinas CAF1
XRNA PABP1 (?) -2 para uma XRNA
elF4E1 elF4E1-3 populagdo de elF4E1
TcPUF6 (?) UBP1-2 granulos ndo elF4E3

RBP3, 4, 5a, 6b uniforme PABP2

DRBD3 UPF1

Albal-4 VASA
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Os granulos de RNA dos tripanosomatideos foram identificados em condigdes normais de cultivo e apos a indugdo do estresse celular pela privacao
nutricional, aumento de temperatura e tratamento com a droga sinefungina. Com excecdo dos granulos contendo as metades de tRNA que foram
identificados no 7. cruzi, todos os outros granulos foram estudados no 7. brucei. As proteinas identificadas em cada granulo estdo relacionadas abaixo
das imagens correspondentes € mostram que uma mesma proteina pode estar presente em varias dessas estruturas. Todas as imagens foram adquiridas
por Microscopia de fluorescéncia. Setas indicam granulos especificos. Barra de magnificacdo: 5 um. O DNA foi corado em azul e as proteinas e tRNA
foram marcadas em verde. SGs: granulos de estresse e PBS: tampao fosfato-salino. Fonte: Adaptado de KRAMER (2014).
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1.5 Proteina Ligante de RNA 42

A proteina ligante de RNA 42 da cepa de referéncia para o 7. cruzi (TcCRBP42) ¢ o objeto
de estudo dessa tese, que visa expandir os conhecimentos sobre essa proteina tanto em
condi¢des normais quanto de estresse. Atualmente, a literatura disponivel para a RBP42 da
espécie se limita a uma tUnica publicacdo cientifica que utilizou o 7. cruzi da cepa Y
(TcYRBP42). Nesse trabalho, os autores mostraram que TcYRBP42 ¢ uma proteina
citoplasmatica expressa em epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas (WEISBARTH et al.,
2018). Embora esse trabalho ndo tenha investigado a expressdo dessa proteina durante a
metaciclogénese, uma analise protedmica realizada para identificar as proteinas reguladas
durante a diferenciagdo do 7. cruzi (cepa Dm28c) mostrou que nesses parasitos a proteina
RBP42 também ¢ expressa em tripomastigotas metaciclicas (AMORIM et al., 2017). Assim
como acontece frequentemente nos tripanosomatideos, a proteina RBP42 foi primeiramente
estudada no 7. brucei (TbDRBP42) (DAS et al., 2012). Nesse organismo, a existéncia de uma
via de RNA1 funcional somada a disponibilidade de sistemas induziveis facilitou enormemente
o estudo de novos genes (NGO et al., 1998; WIRTZ; CLAYTON, 1995). Nesse organismo,
TbRBP42 foi identificada pela primeira vez como uma proteina hipotética purificada
conjuntamente com a subunidade RBP4 da RNA polimerase II. Posteriormente, essa proteina
foi nomeada pelos autores de RBP42 para refletir o fato desta ter sido a quadragésima segunda
RBP identificada na familia dos tripanosomatideos (DAS et al., 2006; DAS et al., 2012). Além
das espécies 7. cruzi e T. brucei, a proteina RBP42 também foi estudada em L. braziliensis
(LbRBP42) (NOCUA et al., 2017, NOCUA; REQUENA; PUERTA, 2021).

Com relacao a estrutura da proteina RBP42 esta foi caracterizada utilizando métodos
computacionais. Para todos os ortélogos estudados, foi identificada uma estrutura modular
composta por dois dominios conservados, NTF2-like e RRM, interligados por uma longa regiao
central predita como intrinsecamente desordenada. Essa regido também contém motivos ricos
no aminoacido prolina com o consenso PxxP (P: prolina e x: qualquer outro aminoacido). Os
pesquisadores também detectaram a similaridade estrutural entre TORBP42 e a proteina humana
G3BPI1. Apesar da baixa similaridade de sequéncia, essas proteinas possuem basicamente a
mesma composicao de dominios € motivos, com excecdo do motivo RGG e de uma regido
enriquecida em aminodcidos acidos (40%) que estdo presentes exclusivamente em G3BP1.
Adicionalmente, o dominio RRM de todos os ortdlogos de RBP42 estudados até o momento
apresentam apenas um dos dois motivos de ligagdo ao RNA caracteristicos desse dominio, o

RNP1 (DAS et al., 2012; NOCUA et al., 2017; WEISBARTH et al., 2018). A fungio desses
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dominios e motivos ainda ndo foi definida experimentalmente para nenhum dos ortélogos de
RBP42. No entanto, em outras proteinas ja caracterizadas funcionalmente, o dominio NTF2-
like (Fator de transporte nuclear 2-like) e os motivos ricos em prolina estdo associados com
interagdes entre proteinas (EBERHARDT et al., 2013; ZARRINPAR; BHATTACHARYYA;
LIM, 2003), enquanto os RRMs sdo dominios cldssicos de interagdo com a molécula de RNA
(CORLEY; BURNS; YEO, 2020). Quando um dominio NTF2-like ¢ combinado com um RRM,
este também pode contribuir para a interagdo com o RNA. Esse fendomeno foi descrito
anteriormente para o complexo de exportacdo de RNA Mex67:Mtr2 da espécie Saccharomyces
cerevisiae (AIBARA et al., 2015).

No que se refere ao primeiro estudo funcional de RBP42, este foi realizado no 7. brucei.
Nesse organismo, TbRBP42 ¢ uma proteina citoplasmatica essencial para a viabilidade dos
parasitos. Em concordancia com esse resultado, ndo foi possivel obter parasitos nocautes para
o gene de TbRBP42. Utilizando-se a técnica de RNAI, foi demonstrado que o knockdown dos
niveis de expressdao desse gene causa varios efeitos nas formas prociclicas, que sdo as formas
replicativas presentes no inseto vetor. Apds a indugdo do sistema de RNAI, foram detectados
defeitos de citocinese, alteracdes morfologicas e problemas no crescimento das culturas. Esse
ultimo efeito foi acompanhado de uma baixa taxa de sintese proteica. Em um segundo estudo
concebido para identificar genes essenciais no 7. brucei, os pesquisadores associaram a
deplecao dos transcritos de TbRBP42 com defeitos no crescimento das formas sanguineas e das
formas prociclicas, além de problemas no processo de diferenciagcdo dos parasitos (ALSFORD
etal.,2011; DAS et al., 2012). No trabalho conduzido por Das e colaboradores (2012), também
foram realizados experimentos de fracionamento do contetudo celular seguidos pela digestao
dos polissomos com RNAse. Os resultados mostraram que nas formas prociclicas TbRBP42
estd associada diretamente aos transcritos presentes na fragdo polissomal. Adicionalmente, o
crosslinking seguido da imunoprecipitagdo dos complexos de TbRBP42 mostrou que essa
proteina se liga majoritariamente a regido codificadora de transcritos do metabolismo
energético. Esses mRNAs codificam, por exemplo, enzimas da via glicolitica, do ciclo do acido
citrico e do metabolismo do aminodcido prolina. Por fim, um artigo disponibilizado apenas no
formato preprint mostrou que as fungdes de TbORBP42 também sdo conservadas nas formas
sanguineas. Utilizando-se uma estratégia de knockdown condicional dos niveis da proteina
TbRBP42 foi mostrado que sua deplegao causa apenas pequenas alteracdes na abundancia dos
transcritos do metabolismo energético. No entanto, os niveis das enzimas codificadas por esses
mRNAs s3o em sua maioria reduzidos. Como esperado, essa redugdo também resulta na

diminui¢do dos intermedidrios da via glicolitica, ciclo do acido citrico e oxidagdao de
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aminoacidos. Todos os resultados indicam que TbRBP42 regula a traducdo dos transcritos
(DAS et al., 2021).

Em L. braziliensis, a proteina ortologa LbRBP42 foi inicialmente identificada como uma
das proteinas hipotéticas associadas a regiio 3' UTR do transcrito de HSP70-II (RAMIREZ et
al.,2013). Nesse organismo, os autores mostraram por meio de ensaios de desvio da mobilidade
eletroforética que LbRBP42 interage com grande afinidade com um elemento rico em adeninas
e uracilas (ARE) presente na regiao 3' UTR desse transcrito. Essa proteina também foi estudada
no estresse por temperatura, o qual ndo alterou os niveis proteicos de LbRBP42. No entanto, o
estresse modifica a localizagdo dessa proteina. Apds o choque térmico, a proteina antes
distribuida por todo o citoplasma das promastigotas (forma presente no inseto vetor) ¢
relocalizada e concentrada na periferia nuclear (NOCUA et al., 2017). O mesmo grupo de
pesquisa também identificou as proteinas presentes no interactoma de LbRBP42 por
Espectrometria de Massas. Essa analise identificou um total de 173 proteinas, das quais um
grande numero esta relacionado a maquinaria de tradugdo como fatores de inicio da tradugao e
proteinas estruturais dos ribossomos. Também foram encontradas inimeras proteinas com
funcdes no metabolismo de RNA e na regulagdo da estabilidade e tradugdo dos transcritos. E
interessante comentar que varias proteinas presentes no interactoma de LbRBP42 foram
associadas anteriormente aos granulos de RNA dos tripanosomatideos. Entre estas entdo Alba3,

PABP2, DBD2 e SCD6 (NOCUA; REQUENA; PUERTA, 2021).

1.6 Manipulacio genética do 7. cruzi

A manipulacdo do genoma dos organismos ¢ frequentemente utilizada no estudo da
fun¢do dos genes. No 7. cruzi, as primeiras tentativas realizadas para gerar parasitos
expressores de genes exdgenos remontam a década de 1990. Em um dos trabalhos publicados
na época, os parasitos foram eletroporados com um vetor contendo o gene bacteriano
cloranfenicol acetiltransferase sob controle do promotor do gene Spliced Leader (LU; BUCK,
1991). No entanto, o conhecimento limitado sobre os elementos necessarios para o correto
processamento e expressao dos genes do 7. cruzi levava a expressao transiente de baixos niveis
dos genes reporteres. Com o avanco dos conhecimentos sobre a expressao geénica do 7. cruzi
foram construidos vetores cada vez mais eficientes para a expressdo de genes exdgenos nesse
parasito (TEIXEIRA; EL-SAYED; ARAUJO, 2011). A melhora dos protocolos de
eletroporagdo somada a inclusdo de novos elementos regulatorios nos vetores (promotor de

RNA ribossomal, regides aceptoras do Spliced Leader e da cauda poli-A, e ainda regides nao
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traduzidas de diferentes genes) aumentaram enormemente os niveis de expressao dos genes
reporteres (BARTHOLOMEU er al, 2002; DAROCHA et al., 2004b; TEIXEIRA;
KIRCHHOFF; DONELSON, 1995; VAZQUEZ; LEVIN, 1999). Atualmente, varios vetores
plasmidiais estdo disponiveis para uso no 7. cruzi. Entre esses estd o vetor pPROCKGFP NEO,
o qual ¢ frequentemente utilizado para a expressdo estavel dos genes de interesse nesse
organismo (BURLE-CALDAS et al., 2015; DAROCHA et al., 2004b). Nesse trabalho,
variagoes desse vetor sdo utilizadas para expressar proteinas marcadas com tags de afinidade
no 7. cruzi. Além da expressdo de genes exdgenos, a outra dificuldade encontrada no estudo de
genes no 7. cruzi foi a producdo de parasitos nocautes para os genes de interesse. A estratégia
tradicional € laboriosa, requer longos periodos para a sua execucao € muitas vezes apenas um
dos alelos ¢ deletado. Essa estratégia se baseia na integracao de cassetes de delecdo ao genoma
dos parasitos. A técnica de RNAi chegou a ser testada como alternativa para estudar os genes
através do knockdown dos seus niveis de expressdo. Entretanto, foi descoberto que a via de
RNAI1 ndo estd naturalmente presente no 7. cruzi. Atualmente, varios protocolos estdo
disponiveis para o estudo das func¢des dos genes. Podem ser empregados, por exemplo, sistemas
que permitem a superexpressdo de genes e/ou a adigdo de fags de afinidade, a expressdao
induzivel ou o nocaute condicional de genes e de proteinas. Recentemente, também foram
desenvolvidos protocolos de manipulagdo genética baseados no sistema de CRISPR/Cas9
(BURLE-CALDAS et al., 2015; DAROCHA et al., 2004a).

A tecnologia de edicdo génica pelo sistema de CRISPR/Cas9 comegou a ser
desenvolvida no ano de 2012 e vem promovendo uma revolugdo na maneira como os cientistas
manipulam o genoma de seus organismos de interesse. Nesse sistema, uma molécula de RNA
denominada de single guide direciona a endonuclease Cas9 para uma regido especifica do
genoma. A complementaridade de bases entre a sequéncia guia (protospacer) e a regido
genOmica de interesse adjacente a um motivo PAM (protospacer adjacent motif) induz a
clivagem da fita dupla de DNA pela Cas9. O reparo de DNA ¢ entdo estimulado e pode ser
guiado por uma molécula de DNA doadora desenhada para inserir as modificagdes pretendidas.
Esse sistema pode ser facilmente reprogramado pela alteracdo da sequéncia guia utilizada
(DOUDNA; CHARPENTIER, 2014; JINEK ef al., 2012). A nova tecnologia logo comegou a
ser aplicada na manipulacao genética do 7. cruzi e diversos protocolos ja estao disponiveis para
uso nos tripanosomatideos (LANDER; CHIURILLO, 2019). Nesse trabalho, epimastigotas
Nocautes para TcRBP42 foram produzidas utilizando-se uma versdo do sistema de
CRISPR/Cas9 baseada na eletroporagdo dos parasitos com complexos ribonucleoproteicos

produzidos in vitro. Apesar de sua relativa baixa eficiéncia, essa abordagem apresenta como



34

vantagens a auséncia de marcadores de resisténcia que inserem grandes modificacdes no
genoma, a agilidade na producao dos oligonucleotideos doadores a serem utilizados no reparo
de DNA por recombina¢dao homologa e a expressao ndo constitutiva dos componentes do
sistema. Enquanto a utilizacdo de marcadores de sele¢do limita o nimero de genes que podem
ser editados em uma mesma linhagem de 7. cruzi, a expressao constitutiva dos componentes do
sistema ¢ frequentemente indesejavel. Esta ultima consideragdo ¢ especialmente importante
quando se leva em conta a ocorréncia de eventos off target. Embora essa estratégia nao elimine
a ocorréncia desses eventos, esta limita o tempo de ag¢do do sistema no genoma dos parasitos
(BURLE-CALDAS et al., 2018; SOARES-MEDEIROS et al., 2017). Vale destacar que a
utilizacao da tecnologia de edicao génica por CRISPR/Cas9 tem o potencial para acelerar os
estudos sobre as fungdes das RBPs no 7. cruzi. Utilizando-se a estratégia tradicional, apenas
um grupo de pesquisa obteve sucesso na geracdo de parasitos nocautes para uma RBP

(ROMAGNOLI et al., 2020).

1.7 Efeitos da Radiacio Gama

Os raios gama s3o um tipo de radiagdo eletromagnética altamente penetrante que gera a
1onizacao de atomos e moléculas. Esse efeito acontece direta ou indiretamente pela geragao de
radicais livres, o que pode causar o estresse oxidativo. Nos sistemas biologicos, a exposi¢do a
esse tipo de radiacdo pode levar a morte dos organismos pela inducdo de varios tipos de lesdes
na molécula de DNA como as quebras de fita simples e de fita dupla. A letalidade da radiacao
gama para cé€lulas e microrganismos motivou a grande aplicacdo desse tipo de radiagdao na
medicina. Nesse campo do conhecimento, as aplicacdes utilizando raios gama vao desde a
esterilizagdo de materiais até o tratamento de pacientes previamente a realizagao de transplantes
de medula 6ssea (HARRELL et al., 2018; RHEE et al., 2012; SABLOFF et al., 2021; SAGE,;
SHIKAZONO, 2017).

No T. cruzi, aradiagdo gama foi utilizada pela primeira vez sem sucesso para a produgao
de uma vacina atenuada contra a doenca de Chagas na década de 1960 (CHIARI; MANSUR
NETO; BRENER, 1968). Em 1969, uma segunda publicacao investigou os efeitos da radiacao
no crescimento e na infectividade dos parasitos (MARTINEZ-SILVA et al., 1969). Estudos
seguiram sendo realizados e a radiagdo gama chegou a ser testada como um método alternativo
para a eliminacdo do parasito do sangue destinado a hemoterapia (TAKEDA et al., 1986).
Entretanto, as doses utilizadas com essa finalidade sdo consideradas extremamente altas para

os padrdes de seguranga atuais. No Brasil, por exemplo, o Ministério da Saude recomenda a
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irradiagdo de sangue e/ou hemocomponentes com apenas 25 Gy de radiacdo gama (BRASIL,
2016). Desde os primeiros estudos publicados ficou evidente para a comunidade cientifica que
o T. cruzi ¢ extremamente resistente aos raios gama. Experimentos realizados no Laboratorio
de Genética Bioquimica (LGB) da UFMG mostraram que a dose de radiagdo letal para esse
parasito se aproxima dos 3000 Gy (ASSIS, 2019). A titulo de comparacao, a exposi¢do do corpo
humano a uma dose de apenas 10 Gy de radiagdo gama ja ¢ suficiente para causar a morte da
maioria dos individuos (CDC, 2018).

Os mecanismos moleculares que conferem ao 7. cruzi a sua grande resisténcia a radiagao
gama vem sendo investigados pelo LGB por pelo menos duas décadas. Apesar do grande
esfor¢o e tempo investido na elucidagdo desses mecanismos, estes ainda ndo sdo inteiramente
conhecidos. Até o momento, os principais resultados coletados sugerem mecanismos
relacionados a um reparo de DNA muito eficiente, regulacao diferencial da expressdao dos genes
e alteracdes no proteoma.

Os primeiros resultados referentes ao reparo de DNA mostraram que uma dose de
500 Gy de radiagdo gama leva a uma extensa fragmentacdo do genoma do 7. cruzi.
Surpreendentemente, esse genoma ¢ reparado em até 48 h e as culturas retomam o seu
crescimento em aproximadamente 144 h. Esse reparo eficiente do genoma estd provavelmente
relacionado a enzima Rad51, que faz parte da via de reparo de DNA por recombinagdo
homologa. Além desse tipo de radiagdo ionizante causar o aumento nos niveis da expressao dos
transcritos desse gene, 0s parasitos superexpressores dessa enzima reparam o genoma €
retomam o crescimento mais rapidamente que os controles (REGIS-DA-SILVA et al., 2006).
Em concordancia com esse resultado, o reparo do genoma de parasitos com expressao reduzida
desse gene leva muito mais tempo (SILVA et al., 2018). Uma segunda enzima da via de reparo
por recombinacdo homologa, a Topo3a, também foi estudada no contexto da radiagdo gama e
mostrou que parasitos nocautes para essa proteina ndo retomam o crescimento apos o
tratamento com a mesma dose de radiacdo (COSTA-SILVA et al., 2021).

A andlise da expressao dos genes apds o tratamento com radiagdo gama foi realizada por
meio de experimentos de microarranjo de RNA. Ao contrario do que acontece com o DNA, a
integridade dos RNAs ndo parece ser significativamente afetada por esse tipo de radiagdo
ionizante. Nos parasitos irradiados, o RNA ribossomal aparece integro na analise eletroforética
em gel de agarose. O estresse por radiagdo gama causa tanto a superexpressdo quanto a
subexpressao de genes. Os genes superexpressos pertencem a familia dos Retrotransposons hot
spots ou codificam proteinas hipotéticas. J4 os genes subexpressos possuem em sua maioria

fungdes conhecidas como a tradugao de proteinas (GRYNBERG et al., 2012). A localizagao
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dos RNAs também foi analisada por Microscopia de fluorescéncia. Através da realizagdo de
pulsos de marcacdo com um analogo de uridina, foi detectada a transcri¢do de novos RNAs
24 h ap6s a irradiacdo dos parasitos. Isso, porém, ndo aconteceu no tempo de 48 h (APENDICE
D). Cabe ressaltar que no tempo de 24 h apos a irradiagdo, o genoma dos parasitos ainda se
encontra fragmentado. A importdncia dessa resposta transcricional inicial para a
radiorresisténcia do 7. cruzi ainda nao foi determinada. Dessa forma, outros experimentos serao
necessarios para interpretar esses achados (CHAME, 2018; LAET-SOUZA, 2019).

Por fim, foi analisado o proteoma dos parasitos irradiados. Nesse trabalho foi verificado
que a sintese de novo de proteinas € essencial para a resposta do 7. cruzi a radiagdo gama. Nesse
sentido, muitas proteinas envolvidas na sintese proteica sdo superexpressas em resposta a
irradiacdo. Adicionalmente, inimeras enzimas sdo subexpressas, estando entre elas algumas
enzimas da via glicolitica como a Enolase citoplasmatica. Outro efeito identificado no proteoma
foi a inducdo da expressao de isoformas mais curtas das mesmas proteinas, o que ndo resultou
da degradagdo proteica. Esse fendmeno sugere que a resposta dos parasitos a radiacdo gama
inclui alteracdes pods-transcricionais como o Splicing alternativo e/ou alteragdes poOs-
traducionais como o processamento proteico (VIEIRA et al., 2014).

Outro efeito da radiagdo gama que foi detectado recentemente no 7. cruzi ¢ o aumento
da frequéncia de epimastigotas dormentes nas culturas (RESENDE ef al., 2020). Os parasitos
dormentes se replicam muito lentamente e ocorrem em baixa frequéncia na populacao. Nos
ultimos anos, esse fendmeno vem sendo relacionado as falhas terapéuticas observadas
regularmente no tratamento da doenca de Chagas. Durante a administracdo da terapia, os
parasitos com maior taxa proliferativa sdo eliminados, mas aqueles que estio dormentes
permanecem viaveis e podem restabelecer a infec¢io (SANCHEZ-VALDEZ et al., 2018).
Dessa forma, a radiagdo gama pode vir a ser testada futuramente como um método para a
inducdo de maiores taxas de dorméncia no 7. cruzi a ser utilizado na triagem de novos
compostos contra a doenga de Chagas. Todos os resultados aqui apresentados evidenciam o
quao complexos sdao os mecanismos de radiorresisténcia do 7. cruzi.

Considerando-se que a regulacdo da expressdo génica estd possivelmente relacionada
aos mecanismos de resisténcia do 7. cruzi a radiacdo gama, um projeto foi proposto e aprovado
para o estudo de proteinas ligantes de RNA no contexto do estresse induzido por esse tipo de
radiacdo ionizante. Nesse sentido, a proteina TcRBP42, que na época ainda estava anotada
como hipotética, foi uma das proteinas escolhidas para a caracterizagdo apds um experimento
de RNA-seq (dados ndo publicados) detectar aumentos significativos nos niveis dos transcritos

dos genes de TcCRBP42 em resposta a irradiagao dos parasitos (Figura 6).
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Figura 6 — Niveis de expressdo dos transcritos de TcCRBP42 mensurados em epimastigotas
WT por RNA-seq
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A expressao dos transcritos de TcCRBP42 foi mensurada em epimastigotas WT do 7. cruzi da cepa
CL Brener a partir de dados de RNA-seq. Nesse experimento, os parasitos foram tratados ou nao
com 500 Gy de radiagdo gama e analisados nos tempos de 24 ¢ 96 h ap6s a inducdo do estresse.
Para tanto, os RNAs totais dos parasitos foram extraidos com os reagentes TRIzol™ (Thermo
Fischer Scientific) e RNeasy Mini kit (Qiagen) e utilizados na construcao de bibliotecas paired end
com o kit TruSeq Stranded mRNA (Illumina). O sequenciamento foi realizado com o equipamento
HiSeq 2500 (Illumina). As reads foram mapeadas no genoma de referéncia para o 7. cruzi com o
software STAR (DOBIN et al., 2012), sendo que apenas as reads com mapeamento unico foram
utilizadas no calculo dos niveis de expressdo dos transcritos de TCRBP42. As diferengas estatisticas
foram avaliadas com o teste One-Way ANOV A corrigido pelo método de Tukey (** p-valor <0,01).
Os dados da condi¢cdo normal foram depositados no Sequence Read Archive (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/sra) sob o numero de acesso SRP072756. TPM: transcritos por milhdo. Fonte:
Elaborado pelo autor.
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2 JUSTIFICATIVA

Proteinas ligantes de RNA (RBPs) sdo elementos essenciais para o metabolismo de
mRNA no 7. cruzi, um organismo que realiza a regulacdo de sua expressdo génica quase que
exclusivamente por mecanismos poés-transcricionais (KRAMER, 2012). Nesse trabalho, a
caracterizagao da proteina ligante de RNA 42 da cepa de referéncia para o 7. cruzi (TcRBP42)
foi proposta. Poucas informagdes estao disponiveis sobre a proteina da espécie, sendo os dados
limitados a uma tnica publicacdo cientifica (WEISBARTH et al., 2018). Dessa forma, visamos
com este trabalho contribuir para o entendimento das fung¢des dessa proteina tanto em condigdes
normais quanto de estresse. Para isso, serdo estudados os efeitos da superexpressao e nocaute
de seus genes codificadores em varios aspectos da biologia do parasito, como a viabilidade
celular, crescimento das culturas e expressdo de alguns genes. Experimentos realizados
anteriormente no 7. brucei mostraram que a proteina RBP42 ¢ essencial para a sua viabilidade
(DAS et al., 2012). Nesse organismo, essa proteina interage principalmente com transcritos do
metabolismo energético. Com relagdo ao estresse, o estudo da proteina TCRBP42 no contexto
da radiacdo gama, que foi iniciado no meu Mestrado, ¢ inédito na literatura dos
tripanosomatideos e visa contribuir para a ampliacdo do conhecimento acerca dos mecanismos
de radiorresisténcia do 7. cruzi. Trabalhos realizados previamente no LGB mostraram que o
T. cruzi pode resistir a doses superiores a 1,5 kGy de radiagao gama (REGIS-DA-SILVA et al.,
2006). As RBPs podem desempenhar um papel essencial na resposta desse organismo ao
estresse por radiagdo ionizante ao se agregarem em granulos de RNA e/ou regularem a
abundancia de transcritos que sejam importantes para essa resposta. Resultados anteriores
sugerem que a condensacdo das RBPs e os seus RNAs associados em granulos citoplasmaticos
podem funcionar no armazenamento de transcritos importantes para a recuperagao pos-estresse

do T. cruzi (CASSOLA; DE GAUDENZI; FRASCH, 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar a proteina RBP42 do parasito Trypanosoma cruzi da cepa CL Brener (TcRBP42)
em condi¢des normais e de estresse celular induzido pela exposi¢do a uma dose de 1000 Gy de

radiagdo gama.

3.2 Objetivos especificos

Como objetivos especificos visamos responder as seguintes perguntas:

1) Quais sdo as caracteristicas da sequéncia e da estrutura de TcCRBP42?

2) A superexpressdao de TcRBP42 produz mudangas na morfologia e no crescimento do 7. cruzi
em condi¢des normais e de estresse? Essa alteracdo genética modifica a suscetibilidade dos

parasitos a radiacdo gama?

3) A proteina RBP42 ¢ essencial para a viabilidade do 7. cruzi? O nocaute dos genes
codificadores dessa proteina produz mudangas na morfologia, crescimento e suscetibilidade dos

parasitos a radiagdo gama?

4) Qual ¢ o efeito da superexpressao e do nocaute de TcCRBP42 na expressdo de alguns genes
do metabolismo energético? O que acontece com a expressao desses genes apos a exposi¢ao

dos parasitos a radiagdo gama?

5) Qual ¢ a localizacdo subcelular de TcRBP42? Essa proteina se acumula em focos

citoplasmaticos em resposta ao estresse?

6) A superexpressdo ¢ o nocaute de TcCRBP42 afetam a diferenciagdo do 7. cruzi durante o

processo de metaciclogénese in vitro?
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacio das sequéncias génicas e proteicas de TcRBP42

A sequéncia dos genes codificadores de TcRBP42 e suas regides intergénicas nas
extremidades 5' e 3' foram recuperadas a partir da versao mais recente do genoma do 7. cruzi
da cepa CL Brener produzida pelo grupo de pesquisa coordenado pela Professora Daniella
Castanheira Bartholomeu da UFMG (dados ainda nao publicados). Essa versao do genoma foi
produzida utilizando-se as tecnologias de sequenciamento de DNA desenvolvidas pelas
empresas [llumina (sequenciamento de reads curtas) e Pacific Biosciences (sequenciamento de
reads longas). As sequéncias recuperadas e identificadas nesse trabalho com os codigos
TcCLB.509167.140 e TcCLB.485683.10, os quais sao os mesmos utilizados no banco de dados
TriTrypDB Kinetoplastid Genomics Resource (ASLETT et al., 2010) para identificar as
sequéncias génicas de TcRBP42 presentes na cepa CL Brener, foram alinhadas com a
ferramenta online MAFFT versdo 7 utilizando-se a estratégia FFT-NS-i (KATOH;
STANDLEY, 2013). A identidade e similaridade de sequéncia da regido codificadora dos genes
codificadores de TcRBP42 foram calculadas com a ferramenta online EMBOSS Needle
(MCWILLIAM et al., 2013). Adicionalmente, as sequéncias génicas de TcRBP42 foram
traduzidas com a ferramenta Translate disponivel no portal Expasy (DUVAUD et al., 2021) e
utilizadas para a identificagdo dos dominios conservados, predicao de estrutura secundaria e
analise de desordem dos residuos utilizando-se, respectivamente, as ferramentas online
InterProScan, RaptorX-Property e DISOPRED3 (PSIPRED Workbench) (BUCHAN et al.,
2013; JONES et al., 2014; WANG et al., 2016). Essas andlises também foram realizadas para
as sequéncias do 7. brucei (Tb927.6.4440), L. braziliensis (LbrM.30.3080) e 7. cruzi cepa Y
(WEISBARTH et al., 2018). A similaridade de sequéncia entre TcRBP42 e a proteina humana
G3BP1 (UniProt ID: Q13283) também foi calculada. A estrutura tridimensional para TcCRBP42
foi predita pelo software de inteligéncia artificial AlphaFold2 e recuperada pela consulta ao

banco de dados AlphaFold DB (JUMPER et al., 2021; VARADI et al., 2021).

4.2 Cultivo e manipulacio genética do 7. cruzi

Epimastigotas do clone CL Brener do 7. cruzi foram cultivadas a temperatura de 28 °C
em meio LIT (Liver Infusion Tryptone) (CAMARGO, 1964) esterilizado por filtracdo e

suplementado com soro fetal bovino inativado (10%) (Gibco ™) e os antibioticos penicilina



41

(100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) (Gibco™). O antibidtico de selegdo G418 (200
pg/ml) (Gibco™) também foi adicionado ao meio de parasitos resistentes para a manutengao
da pressao seletiva, sendo retirado apenas 48 h antes da exposi¢do a radiagao gama. As culturas
foram repicadas semanalmente, sendo o numero de parasitos determinados manualmente por
contagem em camaras de Neubauer na presenca do corante vital eritrosina. Essa mesma
metodologia de contagem foi empregada para a produgdo de curvas de crescimento. Cada curva
de crescimento foi produzida em triplicata técnica, utilizando-se placas de 24 pogos e contou
com trés réplicas bioldgicas. Posteriormente, estas foram analisadas estatisticamente com o
teste One-away ANOVA. Foi utilizado o software de analise GraphPad Prism versdo 9.4.0.
Além disso, as culturas foram monitoradas para a contaminagdo com Mycoplasma sp. pela
técnica de PCR convencional (TIMENETSKY et al., 2006).

Para a producdo de parasitos Superexpressores de TcRBP42 e Expressores de GFP
foram utilizados os vetores de expressdo pRock SPB/6x-His RBP42 e pRock SBP/6x-
His GFP. Esses vetores sao variagdes do vetor pRockGFP_Neo (DAROCHA et al., 2004b) e
foram construidos previamente pela Doutora Helaine Graziele Santos Vieira (Garvan Institute
of Medical Research) para permitir a expressdo de proteinas recombinantes marcadas com as
tags do Peptideo ligador de estreptavidina (SBP) e 6x-His no 7. cruzi. A estratégia de clonagem
utilizada esta descrita na Figura 7 A e B. Para a obten¢do de quantidades suficientes desses
vetores, esses foram primeiramente empregados na transformacao de bactérias da cepa DH5a
eletrocompetentes. Parte das colonias obtidas foram genotipadas por PCR de colonia e uma
colonia positiva para cada vetor foi expandida pelo cultivo em meio LB (Luria Bertani) sob
agitacdo. Apos incubagdo overnight a 37 °C, os vetores foram purificados pelo protocolo de
Miniprep utilizando-se o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega).
Para aumentar o rendimento do processo, o protocolo foi modificado conforme descrito
anteriormente por PRONOBIS; DEUITCH ; PEIFER (2016). Uma quantidade de 10 pg de cada
um dos vetores foi entdo linearizada com a enzima de restri¢ao Notl (Cellco Biotec) e utilizada
para a eletroporagio de 4 x 107 epimastigotas em fase exponencial de crescimento (7. cruzi da
cepa CL Brener). Para tanto, os parasitos foram lavados e ressuspendidos em um volume final
de 100 pL do tampao Tb-BSF (50 mM HEPES, 90 mM de fosfato de sddio, 5 mM de cloreto
de potassio, 0,15 mM de cloreto de célcio, pH 7,3) (BURKARD; FRAGOSO; RODITI, 2007),
transferidos para uma cubeta de 0,2 cm (Bio-Rad) e eletroporados com o programa U-033 do
eletroporador Amaxa Nucleofector (Lonza Cologne AG). Apds 30 dias de selegdo com
200 pg/mL do antibidtico G418, as populagdes de epimastigotas eletroporadas foram clonadas

com o protocolo de dilui¢ao limitante utilizando-se placas de 96 pocos € uma camara umida
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para reduzir a evaporagao das placas. Ao fim do processo, que levou aproximadamente 25 dias,
a expressdo das proteinas recombinantes foi confirmada em alguns clones pela técnica de
Western Blot. Os procedimentos envolvidos na manipulagdo do 7. cruzi geneticamente
modificado foram aprovados pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBio) sob
o numero de processo 01250.026820/2017-07.

Parasitos Nocautes para TcRBP42 foram produzidos utilizando-se uma versdo do
sistema de CRISPR/Cas9 adaptada para a edicdo do genoma dos tripanosomatideos (BURLE-
CALDAS et al., 2018; SOARES-MEDEIROS ef al., 2017). A estratégia empregada foi a
inser¢ao de stop codons prematuros e de uma delecdo no inicio das sequéncias codificadoras
dos genes de TcRBP42 (alelos Esmeraldo-Like e Nao Esmeraldo-like). Na primeira etapa do
processo, foram selecionadas duas sequéncias guias proximas ao ATG inicial de TcRBP42
utilizando-se a ferramenta online EuPaGDT (PENG; TARLETON, 2015). As sequéncias guias
selecionadas foram entdo inseridas em oligonucleotideos e estes foram utilizados em conjunto
com o plasmideo pTZSaCasScaffold em uma rea¢do de PCR. Essa amplificagdo foi realizada
com a Taqg DNA Polimerase Pht e o seu tampao de alta fidelidade (Phoneutria Biotecnologia e
Servigos), o que permitiu a produgao do scaffold completo do RNA guia utilizado pela proteina
SaCas9 (Cas9 do Staphylococcus aureus), além da inser¢do de um promotor T7 para a
transcri¢do in vitro desses RNAs. Os produtos de PCR foram purificados com o kit
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL) e 2 pg foram utilizados como
molde para a transcri¢do in vitro dos RNAs guias sgRBP42.UTR-1 e sgRBP42.CDS+73. A
transcricdo in vitro foi realizada overnight utilizando-se o MEGAshortscript™ T7
Transcription Kit (Invitrogen™) e os RNAs produzidos foram purificados com o reagente
TRIzol™ (Invitrogen™). A qualidade desses RNAs foi avaliada seguindo-se o protocolo do
Bleach gel (ARANDA; LAJOIE; JORCYK, 2012). Além dos RNAs guias, o protocolo de
edi¢do também empregou um oligonucleotideo doador de fita simples que foi sintetizado com
duas ligacdes fosforotioato em cada uma de suas extremidades. Esse oligonucleotideo contém
bragos de homologia flanqueadores de 55 nucleotideos, trés stop cddons nas trés fases de leitura,
uma fag de M13 e sitios de restri¢ao para as enzimas EcoRI e Xhol.

Na segunda etapa do processo de edicao, 25 pug de cada um dos sgRNAs purificados
foram associados in vitro com 40 ug da SaCas9 purificada para a formagdo dos complexos
ribonucleoproteicos. A producao e purificagdo da SaCas9 foi realizada pelo grupo de pesquisa
coordenado pela Professora Santuza Maria Ribeiro Teixeira (UFMG). Apos a formagao dos
complexos, estes foram combinados com 10 ul de uma solugao de 100 uM do oligonucleotideo

doador e 5 x 10° epimastigotas em fase exponencial de crescimento. A eletroporagio das
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epimastigotas foi realizada conforme ja descrito anteriormente nessa se¢do. Apds uma semana
de recuperagdo, os parasitos eletroporados foram clonados por dilui¢do limitante. Ao fim de
aproximadamente 40 dias de cultivo, os clones obtidos foram genotipados por PCR de colonia
para a detec¢do da tag de M13 e um clone Heminocaute foi confirmado por sequenciamento
pelo método de Sanger (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977) realizado pela empresa
ACTGene Analises Moleculares. O sequenciamento foi realizado a partir de produtos de PCR
produzidos pela enzima de alta fidelidade KAPA LongRange Taq HotStart (Sigma). As
sequéncias obtidas foram analisadas utilizando-se o pacote Sanger Sequence Assembly
disponivel no software DNASTAR Lasergene (DNAStar Incorporated). Na terceira etapa do
processo, o clone Heminocaute confirmado pelo sequenciamento foi novamente submetido ao
protocolo de edicdo para a obtengdo de parasitos Nocaute para esse gene. Esses parasitos
também foram confirmados por sequenciamento pelo método de Sanger. Também foram
produzidos videos dos parasitos editados na presenga do corante vital eritrosina. Estes foram
gravados a partir da ocular de um microscopio Optico convencional equipado com uma objetiva
de 40X. As sequéncias de todos os oligonucleotideos utilizados neste trabalho assim como as

suas aplicagdes estdo descritas na Quadro 1.
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Figura 7 — Estratégia de clonagem utilizada na constru¢ao dos vetores de expressao
pRock SPB/6x-His RBP42 e pRock SPB/6x-His GFP

A)
TcP2p 5' UTR (HX1)
Notl EcoRI BamHI ‘ Xbal Xhol Nhel Notl
B-Tubulina Promotor rRNA GFP > gGAPDH II IR Neo® >—( gGAPDH I 3' UTR  jmesems  B-Tubulina
B) /’,/ \\\\
Nhel

5" GCTAGC ATG GAC GAG AAG ACC ACC GGC TGG AGA GGC GGC CAC GTG GTG GAG GGC CTG GCC GGC GAG CTG GAG CAG CTG AGA
GCC AGA CTG GAG CAC CAC CCC CAG GGC CAG AGA GAG CCC GATCTAGA ATG CCTGGAG CAT CAT CAC CAT CAC CAT TGA GTCGAC 3

Peptideo ligante de estreptavidina (SPB) Xbal Xhol 6x-His Sall

Xbal Xhol

TcRBP42 (1146 bp) ou GFP (717 bp)

O vetor pRockGFP_NEO (A) foi desenvolvido para a expressao estavel de proteinas recombinantes no 7. cruzi por meio da integracao ao locus do gene
da B-tubulina. O mapa do vetor pRockGFP_NEO foi adaptado de DAROCHA et al. (2004b). Para construir os vetores de expressao utilizados nesse
trabalho (B), uma sequéncia de 173 bp flanqueada pelos sitios de restricdo para as enzimas Nhel e Sall foi primeiramente clonada no vetor
pRockGFP_NEO em substitui¢do ao gene de GFP. Essa sequéncia introduziu no vetor original novos sitios de restricdo para as enzimas Xbal e Xhol, o
peptideo ligante de estreptavidina (SBP) e uma cauda de histidina (6x-His). Os genes de TcRBP42 e GFP foram em seguida clonados nos novos sitios
de restricdo inseridos. Os vetores gerados, pRock SPB/6x-His RBP42 (contém o alelo Esmeraldo-like de TcRBP42) e pRock SPB/6x-His GFP
permitem a expressao de proteinas marcadas com as tags SBP e 6x-His no N e C-terminal, respectivamente. Os esquemas nao foram representados em
escala. IR: regido intergénica, UTR: regides ndo traduzidas e Neo®: gene de resisténcia ao antibiotico neomicina. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Quadro 1 — Oligonucleotideos utilizados na edi¢do do genoma do 7. cruzi da cepa CL Brener e nos experimentos de PCR em tempo real

Nome

Sequéncia

Aplicagao

Xbal-TcRBP42-F

ATGCTCTAGAGATGCTAACGTCTCAAGAGGT

Xhol-TcRBP42-R

TTCGCTCGAGGTGAGTCCTATTTTCGTTGTTCTC

Clonagem dos genes de TcRBP42 no vetor de expressao.

Xbal-GFP-F CTGCTCTAGATATGAGTAAAGGAGAA .

Clonagem do gene GFP no vetor de expressao.
Xhol-GFP-R ATCGCTCGAGTTTGTATAGTTCATCCA

Sequenciamento dos vetores de expressio pRock
Seq-F TGTGGATGCCAAGTCTGTGC ) )

SPB/6x-His RBP42 e pRock SPB/6x-His GFP pelo
Seq-R TCCTTCGGCAGGTTGTTCTG )

método de Sanger.

Combinado com Xhol-TcRBP42-R e XhoIl-GFP-R para

confirmar a presenca dos genes exdgenos nas colonias
SBP-F GCCAGAGAGAGCCCGATCTA

bacterianas. Anelamento na tag do peptideo ligante de

estreptavidina

SaCas9-sgRBP42.
UTR-1-F

AAGCTAATACGACTCACTATAGGTCTTGAGACGTT
AGCATGACTGTTTTAGTACTCTGGAAACAGAATC

SaCas9-scaffold-R

AAAAAAATCTCGCCAACAAGTTGAC

Amplificagdo do scaffold completo do RNA da SaCas9 e
inser¢ao de um promotor T7 para a transcrigdo in vitro do

RNA guia sgRBP42.UTR-1.

Continua na préxima pagina...
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SaCas9-sg. RBP42.

CDS+73-F

AAGCTAATACGACTCACTATAGGGCGTACATTTCCGC
GAGCTCCGGTTTTAGTACTCTGGAAACAGAATC

Combinado com SaCas9-scaffold-R para a amplifica¢dao
do scaffold completo do RNA da SaCas9 e insercdo de
um promotor T7 para a transcrigdo in vitro do RNA guia

sgRBP42.CDS+73.

ssORBP42-3xStop

T*G*TAGGTACGCTAATCTCCTCGCCAAGCAACAACCC

GAAGTCATGTAGATAGATAGTGTAAAACGACGGCCAG
TGAATTCCTCGAGAGCTCGCGGAAATGTACGGCCCGA

ACTCGTCCTTAACAATCGT*A*G

Oligonucleotideo doador de fita simples protegido por
ligagdes fosforotioato (*) utilizado no protocolo de
edi¢ao pelo sistema de CRISPR/Cas9 de ambos os alelos
de TcRBP42.

RBP42/ATG-F

ATGCTAACGTCTCAAGAGGTTG

RBP42/STOP-R

TCAGTGAGTCCTATTTTCGTTGTTC

Amplificagdo da CDS completa de ambos os alelos de
TcRBP42 para genotipagem dos clones selecionados

apos protocolo de edigdo pelo sistema de CRISPR/Cas9.

M13-F

TGTAAAACGACGGCCAGT

Combinado com RBP42/Stop-R para genotipagem dos
clones selecionados apds o protocolo de edigdo pelo

sistema de CRISPR/Cas9.

Seq.RBP42. Esm-F

ATTTAGGTGACACTATAGACGTGCGTATGGATG
TGTC

Combinado com RBP42.Seq-R para amplificar o alelo
Esmeraldo-like de TcRBP42 e inserir uma tag de SP6

para o sequenciamento pelo método de Sanger.

Continua na proxima pagina...
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Seq.RBP42.NEsm-F

ATTTAGGTGACACTATAGTCACGTGTGTATGGATGT
GTT

Combinado com RBP42.Seq-R para amplificar o alelo
Nao Esmeraldo-like de TcRBP42 e inserir uma fag de

SP6 para o sequenciamento pelo método de Sanger.

SP6-F

ATTTAGGTGACACTATAG

RBP42.Seq-R

CGTATGCCTCAAGAATGTTGAC

Sequenciamento pelo método de Sanger dos alelos

Esmeraldo-like e Nao Esmeraldo-like de TcRBP42.

RT-qPCR-RBP42-R

CGATTGTTAAGGACGAGTTCGG

Combinado com RBP42/ATG-F para a quantificacio por
RT-qPCR dos niveis de expressao dos alelos nao editados

de TcRBP42. Concentracao por reagao: 200 nM.

Combinado com M13-F para amplificar os alelos de

RT-gPCR-M13-R GTTTCGGACTTCTGTTGTGC RBP42 editados para conter uma tfag de MI13.
Concentragado por reagdo: 200 nM.
RT-qPCR-Enol-F AAGGGATTTGACACGACGCT Avaliacao dos niveis de expressdao do gene da Enolase

RT-qPCR-Enol-R

GAATGGAGGAACACCGAGCA

citoplasmatica. Concentrag@o por reagao: 300 nM.

RT-qPCR-Succ-F

ACTGGTGGAACCGTGAACAA

Avaliacao dos niveis de expressao do gene da Succinato

RT-qPCR-Succ-R CTTGACGCGGCTATCGTAGT desidrogenase. Concentracao por reacao: 400 nM.
RT-qPCR-Citr-F TCTGGGAGTATGCCCTGGAA Avaliacao dos niveis de expressdo do gene da Citrato
RT-gPCR-Citr-R CCAGTTGTGAGGCGGTTGTA sintase. Concentragdo por reacao: 400 nM.

Continua na proéxima pagina...
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RT-qPCR-Prol-F

TATCGAGGAATGCCGTGTCG

RT-qPCR-Prol-R

TGCCTTAATGACAGCCTCCG

Avaliagao dos niveis de expressao do gene da Prolina

desidrogenase. Concentragao por reagdao: 400 nM.

RT-qPCR-CYb-e-F

TGTCTTCTAATGTCAGGTTGCTT

Avaliagao dos niveis de expressao do transcrito editado

do gene mitocondrial Citocromo B (Metaciclogénese

RT-gPCR-CYDb-e-R TCACGCTAAACAGACACCAC

in vitro). Concentracao por reagdao: 400 nM.

Gene da Proteina ribossomal L9 (60 S) utilizado como
RT-qPCR-RPLO-F ACCGTTGTGAAGGACGAACT referéncia na RT-qPCR. Concentragdo por reagio:
RT-qPCR-RPL9-R TTCACCAGGCAGAGCTGATG

400 nM.

Gene da Gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase
RT-gPCR-GAPDH-F  CGGTGGACGGTGTGTCGGTG utilizado como referéncia na RT-qPCR. Concentragio
RT-qPCR-GAPDH-R CCGTCAGCTTGCCCTGGGTG

por reacao: 400 nM.

RT-qPCR-TERT-F

GTCGCATAAACACGAAGACCC

RT-qPCR-TERT-R

TCTGATAAACATGGCGTTCTGC

Gene da Telomerase transcriptase reversa utilizado
como referéncia na RT-qPCR. Concentracdo por

reacao: 300 nM.

GPO3

GGGAGCAAACACGATAGATACCCT

MGSO

TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC

Monitoramento da contaminacdo das culturas de

T. cruzi por Mycoplasma sp.

Os oligonucleotideos foram sintetizados pelas empresas Exxtend Solucdo em Oligos, Thermo Fisher Scientific e Integrated DNA Technologies.
RT-qPCR: PCR em tempo real, F: oligonucleotideo forward e R: oligonucleotideo reverse. Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Western blot e imunoprecipitacio dos complexos ribonucleoproteicos

Para a realizagdo dos experimentos de Western Blot extratos proteicos totais foram
produzidos a partir de 1 x 10 epimastigotas em fase exponencial de crescimento. As células
foram lisadas em tampao SDS 2X (4% SDS, 10% 2-Mercaptoetanol, 20% glicerol, 125 mM
Tris-HCL, pH 6,8) na presenca do Halt™ Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-free (Thermo
Fisher Scientific). Os extratos proteicos totais foram sonicados a 30% da amplitude maxima no
equipamento Fisher Scientific™ Model 505 Sonic Dismembrator. Foram realizados 5 ciclos de
20 segundos com intervalos de 20 segundos entre cada ciclo. Os extratos proteicos foram entao
dosados por fluorometria utilizando-se o kit Qubit™ Protein Broad Range (BR) Assay
(Invitrogen™). Depois de 5 minutos de fervura na presenca do corante Bromofenol Blue,
30 pg de proteinas totais foram fracionadas pela técnica de SDS-PAGE em gel de
poliacrilamida a 12% empregando-se o tampao de corrida Tris-Glicina-SDS. A integridade dos
extratos foi confirmada pela coloragdo do gel por Coomassie Blue e seguiu-se a transferéncia
do conteudo de um segundo gel ndo corado para uma membrana de PVDF utilizando-se o
sistema Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad) (60 minutos a 300 mA). O sucesso
da transferéncia foi confirmado pela coloragdo da membrana com Ponceau S. A membrana foi
bloqueada durante duas horas sob agitagdo em solu¢ao de TBST (20 mM Tris base, 150 mM
cloreto de sodio, 0,1% Tween 20, pH 7,5) contendo 5% de leite em p6 desnatado. Apos trés
lavagens em TBST, a membrana foi incubada overnight a 4 °C com uma diluicao de 1:1000 do
anticorpo primario Anti-His-Tag (AD1.1.10, Santa Cruz Biotechnology) diluido em uma
solugdo de TBST suplementada com 3% de albumina sérica bovina (BSA). Novas lavagens
foram realizadas e a membrana foi incubada por 90 minutos a temperatura ambiente com o
anticorpo secundario Anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase (Amersham ECL
Mouse IgG, HRP-linked whole Ab) e diluido na proporc¢ao de 1:5000 em TBST contendo 3%
de leite em p6 desnatado. Em seguida, a membrana foi lavada em TBST e revelada utilizando-
se 0 Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific) e os equipamentos
ImageQuant LAS 4000 (Cytiva Life Science) ou ImageQuant™ LAS 500 (Cytiva Life Science).
Para a deteccdo da proteina tubulina, que foi utilizada como controle de carregamento, a
membrana foi fervida por cinco minutos em agua ultrapura (stripping) e submetida novamente
a todo o protocolo de detecgdo. O anticorpo primdrio Anti-o-tubulina produzido em
camundongo (Sigma) foi utilizado na diluicdo de 1:5000 em tampao TBST complementado

com 5% de leite em p6 desnatado.
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Para a imunoprecipitacdo dos complexos ribonucleoproteicos formados por TcRBP42
em condi¢des normais e apds exposicao a radiagdo gama foram testados protocolos baseados
na detecc¢do das tags de afinidade presentes na versao recombinante dessa proteina (rTcRBP42).
Foram testados os produtos Dynabeads™ Protein G (Thermo Fisher Scientific), Pierce™ RIPA
lysis and extraction buffer (Thermo Fisher Scientific), Streptavidin sepharose beads (Cytiva
Life Science) e Pierce™ PolyHis™ Protein Interaction Pull-Down Kit (Thermo Fisher
Scientific) seguindo-se os protocolos descritos pelos respectivos fabricantes. Nos experimentos
utilizando-se os dois primeiros produtos listados também foi empregado o anticorpo Anti-His-
Tag (AD1.1.10, Santa Cruz Biotechnology). Para a produgdo dos extratos proteicos totais,
5 x 10% epimastigotas em fase exponencial do crescimento foram lisadas no tampdo
recomendado para cada um dos produtos testados na presenca do inibidor de protease Halt™
Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-free (Thermo Fisher Scientific). O sucesso da
imunoprecipitacio de rTcRBP42 foi determinado pela técnica de Western Blot. A
imunoprecipitacdo dos complexos serd seguida pelo sequenciamento de seus transcritos

associados (RNA-seq).

4.4 PCR em tempo real

Nos experimentos de PCR em tempo real foram analisadas trés condi¢des: condigao
normal, tratamento com 1000 Gy de radiacdo gama e metaciclogénese in vitro. Para tanto, o
RNA total de pelo menos 1 x 107 epimastigotas por condi¢do foi isolado combinando-se os
protocolos do reagente TRIzol/™ (Thermo Fisher Scientific) e da purificacdo com colunas de
silica. Ap6s a confirmacgdo da integridade das amostras de RNA por eletroforese, estas foram
tratadas com o TURBO DNA-free™ Kit (Thermo Fisher Scientific) para remo¢do do DNA
contaminante e quantificadas por fluorometria utilizando-se o Qubit™ RNA BR Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific). Em seguida, 2 ug de RNA total foram convertidos em cDNA com
o kit GoScript™ Reverse Transcription System (Promega). As efici€éncias dos ensaios de PCR
foram calculadas e apenas aqueles com eficiéncias no intervalo de 90 a 110% foram utilizados
nos experimentos posteriores. As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas em um
volume total de 10 pl utilizando-se 10 ng de cDNA molde, o Master mix gPCR Green Master
HighROX with UNG 2X (Cellco Biotec), o sistema CFX96™ Real-Time System (Biorad) e
placas de PCR de 96 pogos UltraCruz® (Santa Cruz Biotechnology). Os valores de fold-change

dos genes de interesse foram calculados pelo método do prAACT (LIVAK; SCHMITTGEN,
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2001). Os dados produzidos foram analisados com software GraphPad Prism versio 9.4.0
utilizando-se o teste t ndo pareado ou o teste One-away ANOVA corrigido pelo método de

Tukey.

4.5 Inducio do estresse por radiacio gama e da metaciclogénese in vitro

Para induzir o estresse por radiagdo ionizante, culturas em fase exponencial do
crescimento e contendo 1 x 107 epimastigotas/ml foram irradiadas com 1000 Gy (taxa dose:
1560 Gy/h) de radiagdo gama provenientes de uma fonte de cobalto Co®® localizada no
Laboratorio de Irradiagdo Gama do Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear
(CDTN). Apo6s a irradiacao, os crescimentos dos parasitos irradiados e dos controles nao
tratados foram avaliados diariamente por meio de contagens manuais em camaras de Neubauer.
As curvas de crescimento foram produzidas e analisadas conforme o descrito anteriormente na
secdo 4.2 dessa tese.

A metaciclogénese foi induzida in vitro pelo cultivo de epimastigotas em meio de
cultura RPMI 1640 (Sigma) ndo complementado com soro fetal bovino (SHAW; KALEM;
ZIMMER, 2016). Para tanto, 2 x 107 epimastigotas foram transferidas para um volume final de
20 ml de meio de cultura suplementado com os antibidticos penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL) (Gibco™). Os frascos de cultivo de 75 cm? foram colocados em
posi¢do horizontal e incubados de forma estatica durante 8 dias a temperatura de 28 °C. Ao
final desse periodo, as garrafas foram cuidadosamente colocadas em posi¢ao vertical e divididas
em duas fragdes: uma camada superior de 14 ml e uma inferior de 6 ml. Esse procedimento
permitiu a obtengdo de uma camada superior enriquecida em formas intermedidrias e
tripomastigotas metaciclicas. O RNA da fracdo superior foi extraido e utilizado em

experimentos de PCR em tempo real conforme o descrito na se¢ao anterior.

4.6 Microscopia de fluorescéncia confocal

Para os ensaios de imunofluorescéncia, 1 x 107 epimastigotas irradiadas e ndo irradiadas
foram coletadas, fixadas overnight a 4 °C (4% formaldeido em PBS) e aderidas a laminas de
12 pocos (Tekdon® Incorporated) revestidas previamente com Poly-L-Lisina (Sigma). As
epimastigotas foram em seguida permeabilizadas e bloqueadas simultaneamente durante 60

minutos com uma solucao contendo 0,5% do detergente Triton X-100 e 5% de BSA diluidos
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em PBS. Apo6s varias lavagens com PBS, os parasitos foram incubados overnight a 4 °C com o
anticorpo primario Anti-His-Tag (AD1.1.10, Santa Cruz Biotechnology) diluido na propor¢ao
de 1:80 em PBS contendo 2% de BSA. Apods novas lavagens, os parasitos foram bloqueados
com soro de cabra a 10% durante 30 minutos e em seguida incubados a temperatura ambiente
durante 90 minutos com o anticorpo secundario Alexa Fluor® 488 (ab150113, Abcam) diluido
na propor¢ao de 1:400 em PBS contendo 5% de soro de cabra (Sigma). As membranas celulares
foram entao marcadas durante 15 minutos com uma dilui¢do de 1:1000 do CellMask™ Plasma
Membrane Stain (Thermo Fisher Scientific) em PBS (cor deep red). O DNA gendmico e o
kDNA foram corados com uma dilui¢do de 1:10 de DAPI (Sigma) em PBS durante 10 minutos.
Apo6s novas lavagens, as laminas foram montadas utilizando-se o ProLong® Diamond Antifade
Mountant (Thermo Fisher Scientific). As imagens foram adquiridas com a objetiva de 100X
(imersdo em o6leo) do microscopio confocal Nikon Eclipse Ti localizado no Center for
Gastrointestinal Biology (UFMG). Utilizando-se esse mesmo microscopio também foram
adquiridas séries de imagens ao longo do eixo Z (12 sessdes Opticas coletadas em um intervalo
de 11 um). Essas séries foram combinadas pelo software Volocity® versao 6.3 e utilizadas para
gerar videos tridimensionais da localizagdo subcelular das proteinas rTcRBP42 e GFP. Todos
os videos suplementares produzidos nesse trabalho estdo disponiveis no repositdrio online

Figshare no endere¢o web https://doi.org/10.6084/m9.figshare.24424468.v2.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacio das sequéncias génicas e proteicas de TcRBP42

Para a caracterizacdo in silico de TcCRBP42, a sequéncia dos genes codificadores para
essa proteina foram recuperadas a partir da consulta a versdo mais recente e ainda ndo publicada
do genoma do 7. cruzi da cepa CL Brener. Nessa versao, que foi produzida pelo grupo de
pesquisa coordenado pela Professora Daniella Castanheira Bartholomeu (UFMG), a proteina
TcRBP42 ¢ codificada por alelos de copia unica, sendo uma cdpia presente no haplétipo
Esmeraldo-like (TcCLB.509167.140) e a outra no Nao Esmeraldo-like (TcCLB.485683.10).
Além disso, nessa nova montagem do genoma, as regides intergénicas que separam os genes de
TcRBP42 de seus genes vizinhos foram mais bem resolvidas e possuem uma média de 257
nucleotideos na extremidade 5' e de 1431 na extremidade 3'. Essas regidoes também possuem
longas repeticdes de nucleotideos. A informacdo de sequéncia das regides intergénicas foi
extremamente importante no planejamento dos experimentos de edi¢do génica utilizando-se o
sistema de CRISPR/Cas9. Vale destacar que nesse trabalho os alelos de TcRBP42 foram
identificados utilizando-se os mesmos codigos adotados pelo TriTrypDB Kinetoplastid
Genomics Resource para a identificacdo das sequéncias génicas da RBP42 do T. cruzi da cepa
CL Brener.

O alinhamento das sequéncias de ambos os alelos de TcRBP42 mostrou que as
sequéncias nucleotidicas desses genes sdo conservadas entre si. Na regido codificadora sdo
encontrados 13 polimorfismos de nucleotideo Unico, dos quais apenas 6 resultaram em
substituigoes de aminoacidos. Além disso, ocorreu a inser¢ao de um nico codon de treonina
na sequéncia do haplotipo Nao Esmeraldo-like. As maiores diferencas encontradas entre os
alelos se concentram nas regides intergénicas. Na Figura 8, as regides codificadoras e uma
pequena porcao das regides intergénicas de ambos os alelos de TcCRBP42 sdao mostradas. Nessa
figura também foram representados os oligonucleotideos que se anelam nas sequéncias de
TcRBP42 (Quadro 1) e a estratégia utilizada para gerar parasitos Nocautes para TCRBP42.

Com relagao a estrutura das proteinas TcRBP42, estas possuem uma disposi¢ao modular
composta por dois dominios estruturais conservados, NTF2-like e RRM, interligados por uma
longa regido central predita como intrinsecamente desordenada. Nessa regido também se
encontram trés motivos ricos no aminoacido prolina com o consenso PxxP (P: prolina e x:
qualquer outro aminoacido). Uma regido intrinsecamente desordenada adicional também esta

presente apos o dominio RRM (Figura 9 A). O alinhamento das sequéncias de aminoacidos de
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TcRBP42 mostra a distribui¢do dos motivos PxxP na regido central desordenada, assim como
as substitui¢cdes de aminoécidos citadas anteriormente. Além disso, ¢ mostrado que o RRM de
TcRBP42 possui apenas um dos motivos de reconhecimento de RNA que sdo tipicamente
conservados nesse dominio, o RNP1. Esse motivo apresenta a sequéncia NGHVFLDF em
TcRBP42 (Figura 9 B). A identidade entre as sequéncias codificadoras de cada alelo atinge os
98,6%. A estrutura tridimensional de TcRBP42 foi predita pelo software de inteligéncia
artificial AlphaFold2 e recuperada a partir de consulta ao banco de dados AlphaFold Protein
Structure Database com o numero de acesso Q4DQQ3 (alelo Esmeraldo-like). No modelo 3D
construido pela ferramenta, os dois dominios conservados de TcCRBP42 foram modelados com
niveis de confianca alto ou muito alto para a maioria dos residuos (Figura 10 A e B). Conforme
esperado, as regides preditas como intrinsecamente desordenadas pela ferramenta DISOPRED3
também apareceram dessa forma no modelo gerado. A maioria dos residuos presentes nessas
regides ndo apresentaram estruturas secundarias definidas ou se organizaram em estruturas
preditas com valores de confianga baixos ou muito baixos. As regides desordenadas assumiram
uma distribui¢do aleatdéria ao redor dos dominios conservados, sendo omitidas para conferir
maior clareza a representacdo. O dominio NTF2-like (Figura 10 A) e RRM (Figura 10 B)
possuem as seguintes colecdes de elementos de estrutura secundaria: aofpafppp para o
dominio NTF2-like e Bapfaf para o dominio RRM. Uma folha beta antiparalela estd presente
em cada um dos dominios. O modelo completo de TcRBP42, assim como um grafico mostrando
o erro de posicionamento predito para cada residuo na estrutura é mostrado no APENDICE A.

As sequéncias de aminoacidos de TcRBP42 também foram comparadas com aquelas de
outras proteinas RBP42 estudadas no 7. cruzi dacepa Y, T. brucei e L. braziliensis. As analises
mostraram que essas proteinas compartilham a mesma estrutura modular, embora a extensao
da regido intrinsecamente desordenada que liga os dominios NTF2-like e RRM varie entre as
espécies. Adicionalmente, apenas as proteinas RBP42 do 7. cruzi possuem uma segunda regiao
intrinsecamente desordena apds o dominio RRM (Figura 10 C). As proteinas RBP42 possuem
uma organizacao estrutural similar aquela de G3BP1, embora essa proteina também contenha
uma regido enriquecida em aminoacidos acidos e um dominio RGG. A similaridade de

sequéncia entre TcCRBP42 e G3BP1 nio ultrapassa os 30% (Figura 10 C).
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Figura 8 — Alinhamento das sequéncias de nucleotideos dos genes de TcRBP42
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--~acgtgegtatggatgtgtecttt
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gcgeccecggaagtgtaggtacgcectaat
gecgeccecggaagtgtaggtacgetaat
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TAGATAGATAGtgtaaaacgacggceccecagtgaattcctcecgag

acgtctcaagaggttgeetgtcaat
acgtctcaagaggttgectgecaat

RBP42/ATG-F

accccgecggagectecgeggaaatgta
accccgcggfgctcgcggaaatgta

tgtatacggcacaacagaagtccga
cgtatacggcacaacagaagtccga

tcatccccgegttetttgaacgecectecgegte
tcatccccgecgttectttgaacgeccectecgegtece

o

cggeccecgaactecgteccttaacaatcgtaga
cggcccgaactecgtececttaacaatcecgtagac
RT-gPCR-RBP42-R

aacgaggacgtccectecgggetgtagagcecaat
aacgaggacgtccctcgggetgtagagcaat

RT-qPCR-M13-R

gctcagattcttcaggggtgegage
gctcagattcttcaggggtgecgage

acggtggagtgagcecgtgtacgtgac
acggtggagtgagcgtgtacgtgac
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tctgecgtggagagetactcecgecegtceccec
tctgecgtggagagectactcecgeccecgtccecec
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ctttcagtttgtcaacattcttgaggecatacggegegggggectacggetcggaggeg
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O alinhamento mostra a alta identidade entre as sequéncias analisadas. Foram alinhadas a regido codificadora (sombreado em cinza) dos alelos Esmeraldo-
like [T.c_E] (TcCLB.509167.140) e Nao Esmeraldo-like de TcRBP42 [T.c. NE] (TcCLB.485683.10), ¢ uma pequena por¢ao da regido intergé€nica
localizada na extremidade 5' desses genes. Os nucleotideos e tragos realgados em vermelho representam as diferengas encontradas entre as sequéncias

comparadas. Na figura também foram representados os oligonucleotideos que se anelam nas sequéncias de TcCRBP42 (Quadro 1) e a estratégia utilizada
para gerar epimastigotas Nocautes para esses genes. A estratégia de edicdo emprega dois RNAs guias que direcionam a enzima Cas9 da espécie
Staphylococcus aureus para regides proximas ao codon de inicio de ambos os alelos de TcCRBP42. Apos o corte duplo (tridngulos), a regido central €
perdida (delecdo de 72 nucleotideos) e um oligonucleotideo doador de fita simples guia o reparo de DNA por recombina¢do homodloga. Nesse
oligonucleotideo doador estdo presentes dois bragos de homologia flanqueadores (HRI e HRII — linhas tracejadas em rosa) e uma regido central (realgada
em verde) contendo 3 stop codons nas trés fases de leitura (letras maitsculas), uma tag de M13 (letras minusculas em negrito) e sitios de restricao para
as enzimas Xhol e EcoRI (letras mintsculas em italico). Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 9 — Caracteristicas das sequéncias de aminoacidos de TcRBP42
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Tc EMLTSQEVACQF IPAFFERLASNPAELAEMYGPNSSLTIVDFVYGTTEV 48
Te NMEMLTSQEVACQF IPAFFERLASNPAELAEMYGPNSSLTIVDFVYGTTEYV 48

Te E RNEDVPRAVEQWAQILQGCELCVESYSAVPLYGGVSVYVTMFAESKTT 96
Te NE RNEDVPRAVEQWAQILQGCELCVESYSAVPLYGGVSVYVTMFAESKTT 96

Tc ERHYFQFVNILEAYGAGAYGSEAYFIRHQILIRPGSAETEQPEPEVTPD 144
Te NE RHYFQFVNILEAYGAGAYGSEAYFIRHQILIRPGSAETEQPEPEVMPD 144

Tc EQEPKLEVSPEAVESSALLTSRSATDEERKEQQQQKKNTT-VVGLQAAA 191
Te NEQEPKLGVSPEAVESSALLTSRSAADEERKEQQQQKKNTTTVVGLQAAA 192

Tc E AAAAPDKTAAVEPETAATVQRQQPPVPSKPKTWASLASAQPKGEQRQP 239
Te NE AAATPDKTAAVEPETAATVQRQQPPVP SKPKTWASLASAQPKGEQRQP 240

Te ELRVITPENGVNADATEVHAPAKPTOQTEQRHTSSSAGGAGATKPPAKFLP 287
Te NNELRVIITIPENGGNADATEVHAPAKPTQTEQRHTSSSAGGAGATKPPAKEFP 288

Te E RSPAVSIGDRLMFNIDYEVSDEEIKAAFGPLAANIVSLRNNSANGHVF 335
T.c NE RSPAVSIGDRLMFNIDYEVSDEEIKTAFGPLAANIVSLRNNSA:}IGHVF 336

Tc E LDFISDKEKVMDI IKANPPTVGARKTRVSIYRQRTRQQGENNENRTH 381
Te NE LDF]SDKEKVMDIIKANPPTVGARKTRVSIYRQRTRQQGENNENRTH 382

As proteinas RBP42 do 7. cruzi da cepa CL Brener apresentam uma disposi¢ao modular. Sao dois
dominios conservados, NTF2-like e RRM, interligados por uma longa regido central predita como
intrinsecamente desordenada (IDR1). Nessa regido ainda sao encontrados motivos ricos em prolina
com o consenso PxxP. Uma regido intrinsecamente desordenada adicional estd presente apos o
dominio RRM (IDR2) (A). O alinhamento das sequéncias de aminoacidos mostra que as proteinas
TcRBP42 codificadas pelos alelos de copia tinica nos haplétipos Esmeraldo-like (7.c_E) e Nao
Esmeraldo-like (7.c_NE) sdo altamente conservadas entre si, diferindo apenas em sete aminoacidos
(marcados em vermelho) localizados principalmente na IDR1. Os dominios NTF2-like ¢ RRM
foram sombreados em azul e verde, respectivamente. Os motivos PxxP aparecem sublinhados. O
dominio RRM possui apenas um dos motivos de reconhecimento de RNA conservado nesses
dominios, 0o RPN1, o qual é delimitado pela caixa pontilhada (B). aa: aminoacidos. Fonte: Elaborado
pelo autor.



59

Figura 10 — TcRBP42 e suas proteinas ortélogas estudadas
em outras espécies de tripanosomatideos
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A estrutura tridimensional para TcRBP42 foi predita pelo software de inteligéncia artificial
AlphaFold2 e recuperada do AlphaFoldDB com o identificador Q4DQQ3. Os modelos para os
dominios NTF2-like (A) e RRM (B) foram preditos com valores de confianga alto ou muito alto
para a grande maioria dos residuos. As regioes desordenadas foram omitidas para conferir maior
clareza a representa¢do. Apenas os elementos de estrutura secundaria com uma extensao minima de
quatro residuos foram considerados. Ambos os dominios preditos possuem topologia compativel
com aquelas ja conhecidas para esses dominios. As regides N e C terminal também estao indicadas.
A comparacao entre TcCRBP42 [T.c.CL] e as proteinas ortdlogas estudadas no 7. cruzi da cepa Y
[T.c.Y], T. brucei [T.b] e L. braziliensis [L.b] mostra que todas essas proteinas compartilham a
mesma organizagdao estrutural, mas diferem na extensdo da regido central intrinsecamente
desordenada. Além disso, as proteinas RBP42 das diferentes cepas do 7. cruzi contém uma regiao
intrinsecamente desordenada adicional apds o dominio RRM. As proteinas RBP42 dos
tripanosomatideos também foram comparadas a G3BP1 (Homo sapiens). Todas essas proteinas
apresentam basicamente a mesma organizagao estrutural, com exce¢ao da regido rica em glutamatos
(Glu-rich) e do dominio RGG presentes exclusivamente na proteina humana (C). Identificadores
no TriTrypDB e mno UniprotKB: TcCLB.509167.140, TcCLB.485683.10, Tb927.6.4440,
LbrM.30.3080 e Q13283. A sequéncia da proteina 7.c.Y estd disponivel em WEISBARTH et al.,
2018. aa: aminoacidos, a: a-hélice e B: segmento em conformagao 3. Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.2 Expressao de proteinas recombinantes no 7. cruzi

A primeira etapa na obten¢ao das linhagens de epimastigotas expressoras de uma copia
recombinante de TcCRBP42 (rTcRBP42) e de GFP foi a produgdo de quantidades suficientes
dos vetores de expressdo destinados a eletroporacdo do 7. cruzi. Esse processo comegou pela
transformagao de bactérias eletrocompetentes, o que foi seguido pela expansdao em meio liquido
de uma coldnia PCR positiva para cada vetor (Figura 11 A) e purificagao por Miniprep. Os
vetores foram entdo linearizados com a enzima de restricdo Notl (Figura 11 B) e empregados
na eletroporagdo de epimastigotas WT. A linearizacdo dos vetores favorece a integragao destes
ao locus do gene da B-tubulina por recombinagdo homologa (DAROCHA et al., 2004b). Apos
a selecdo dos parasitos com o antibidtico neomicina e a clonagem por diluicdo limitante, a
expressdo das proteinas recombinantes foi confirmada em alguns dos clones obtidos por
Western Blot. Nesse experimento, as proteinas rTcRBP42 e GFP foram detectadas
eficientemente nos extratos proteicos totais pelo anticorpo Anti-His-Tag, que reconhece a cauda
de histidina presentes nessas proteinas. A auséncia de detecgao de proteinas nas epimastigotas
WT (controle) demostrou a alta especificidade de reconhecimento da cauda de histidina pelo
anticorpo utilizado (Figura 11 C).

Nesse trabalho nao foi possivel quantificar a expressdo total da proteina TcRBP42
(versao recombinante + proteina nativa) nos clones selecionados devido a indisponibilidade de
um anticorpo que também reconhega a proteina nativa. Como alternativa, o nivel dos transcritos
de TcRBP42 provenientes da copia recombinante e dos alelos Esmeraldo-like e Nao Esmeraldo-
like foram quantificados por PCR em tempo real nos clones obtidos (Figura 11 D). Os
experimentos de PCR em tempo real mostraram que os clones Superexpressores de TcCRBP42
possuem niveis significativamente aumentados (p-valor < 0,01) dos transcritos de TcRBP42
em comparacao com o controle WT (média de 29X de aumento para o Superexpressor clone 1
e 24X para o Superexpressor clone 3). Esse resultado ¢ compativel com o fato de a copia
recombinante do gene de TcCRBP42 estar sob o controle de um promotor forte e de expressao
constitutiva (RNA ribossomal). A comparagdo entre o Superexpressor clone 1 e clone 3 nao
mostrou diferencas significativas entre eles. Como esperado, os niveis de expressdo dos
transcritos de TcRBP42 nas epimastigotas WT e Expressoras de GFP também nao sao
significativamente diferentes (Figura 11 D). Em conjunto, os dados mostram que as linhagens
de epimastigotas Superexpressoras de TcCRBP42 e Expressoras de GFP foram estabelecidas
com sucesso. As linhagens de epimastigotas geradas foram monitoradas e permaneceram PCR

negativas para a contaminacdo por Micoplasma sp. durante todo o projeto. Um resultado
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representativo ¢ apresentado no APENDICE B. Os oligonucleotideos utilizados para a
construcao e sequenciamento dos vetores de expressao, genotipagem das colonias bacterianas,
PCR em tempo real e teste da contaminagao por Micoplasma sp. estao descritos no Quadro 1.

Vale ressaltar que o controle Expressor de GFP utilizado nesse trabalho ndo constitui
um controle de vetor vazio. A escolha pela expressdo da proteina GFP nas epimastigotas foi
motivada pela necessidade da inclusdo desse controle nos experimentos de Microscopia de
fluorescéncia confocal descritos posteriormente e também nos experimentos de
imunoprecipitacdo dos complexos formados por rTcRBP42. No planejamento original do
projeto, a imunoprecipitagdo de rTcRBP42 seria seguida pelo sequenciamento dos transcritos
associados a essa proteina em condi¢des normais de cultivo e apds a exposicao a radiacdo gama.
Intmeros protocolos ja foram testados sem sucesso para a imunoprecipitacao de rTcRBP42. O
resultado de um dos protocolos testados ¢ apresentado no APENDICE C. Nesse experimento,
rTcRBP42 foi detectada no extrato proteico total (input), porém esta ndo foi imunoprecipitada.
Diante das enormes dificuldades encontradas para se imunoprecipitar rTCRBP42 e estudar os
seus transcritos alvos por meio de uma abordagem omica (RNA-seq), a técnica de PCR em
tempo real foi utilizada como alternativa. Embora essa técnica ndo substitua o RNA-seq, esta
permitiu o estudo da expressdo de alguns dos genes descritos anteriormente como alvos da
proteina RBP42 do parasito 7. brucei (DAS et al., 2012). Os resultados desses experimentos

serdo apresentados mais adiante.
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Figura 11 — Expressdo de proteinas recombinantes no 7. cruzi da cepa CL Brener
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Quantidades suficientes dos vetores pRock SPB/6x-His RBP42 ¢ pRock SPB/6x-His GFP foram
produzidas a partir de colonias bacterianas PCR positivas para os genes recombinantes. Os
amplicons dos genes rTcRBP42 e GFP contém 1176 e 746 pares de bases, respectivamente (A). As
epimastigotas foram entdo eletroporadas com os vetores linearizados (B). Apds selecdo e clonagem,
a expressao das proteinas recombinantes foi confirmada por Western Blot. Os tamanhos preditos
computacionalmente para rTcRBP42 e GFP foram de 47,20 e 32,54 kDa, respectivamente. A
proteina tubulina foi utilizada como controle de carregamento (C). Os niveis de expressao dos
transcritos de TcRBP42 nas epimastigotas WT, Expressoras de GFP e Superexpressoras de
TcRBP42 (Clones 1 e 3) foram quantificados por RT-qPCR utilizando-se como referéncia os genes
TERT e RPL9 (D). As diferencas estatisticas foram avaliadas com o teste One-Way ANOVA
corrigido pelo método de Tukey (** p-valor <0,01). As barras representam o erro padrao das médias
(SEM). Foram utilizados os padrdes de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen™) e
PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (Thermo Scientific™). C-: controle
negativo, D: vetor digerido, ND: vetor ndo digerido e ns: p-valor nao significativo. Fonte: Elaborado
pelo autor.
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5.3 Producao de epimastigotas Nocautes para TcRBP42

Para gerar os parasitos Nocautes para TCRBP42, o genoma de epimastigotas WT foi
editado com uma versdo do sistema de CRISPR/Cas9 adaptada para a edicdo génica nos
tripanosomatideos (BURLE-CALDAS et al., 2018; SOARES-MEDEIROS et al., 2017). Nesse
trabalho ambos os alelos de TcRBP42 foram interrompidos pela insercao de 3 stop cddons nas
trés fases de leitura e uma dele¢dao de 72 nucleotideos logo no inicio da regido codificadora.
Para tanto, foi utilizado um oligonucleotideo doador de fita simples contendo bragos de
homologia flanqueadores de 55 nucleotideos de extensdo. Uma fag de M13 e sitios de restri¢ao
para as enzimas EcoRI e Xhol também foram adicionados para fornecer estratégias distintas
para a genotipagem dos parasitos editados. Além dos 3 stop cddons iniciais, varios stop cédons
adicionais sdo gerados ao longo das sequéncias dos genes editados. Na Figura 12 A, a estratégia
de edicdo utilizada ¢ apresentada de forma esquemadtica. Esta mesma estratégia pode ser
visualizada na Figura 8 que utiliza como base o alinhamento das sequéncias dos genes de
TcRBP42. Os oligonucleotideos que se anelam na regido analisada também sao mostrados.

Para a edi¢do dos genes de interesse, duas sequéncias guias proximas ao ATG inicial
foram selecionadas. Estas foram entdo inseridas no scaffold completo do RNA guia da SaCas9
por PCR (Figura 12 B, painel superior). Os produtos amplificados foram purificados e
utilizados para a transcri¢ao in vitro dos RNAs guias sgRBP42.UTR-1 e sgRBP42.CDS+73. A
integridade dos RNAs produzidos foi analisada por eletroforese em gel de agarose (Figura 12
B, painel inferior). Subsequentemente, os RNAs guias foram combinados in vifro com a
enzima SaCas9 purificada para a formacao dos complexos ribonucleoproteicos. Em conjunto
com o oligonucleotideo doador, esses complexos foram utilizados para a eletroporagdo de
epimastigotas WT PCR negativas para a contaminacao por Mycoplasma sp. Apoés uma semana
de recuperagdo, os parasitos foram clonados por dilui¢cdo limitante e os clones obtidos foram
genotipados por PCR convencional (Figura 12 C). Os oligonucleotideos utilizados podem
discriminar o alelo editado do ndo editado ao se anelarem especificamente na tag de M13 ou
no inicio dos alelos wild type de TcRBP42. Foram necessarias duas rodadas de edicdo para
modificar ambos os alelos codificadores da proteina TcRBP42. Dessa forma, foram obtidos
primeiro os parasitos Heminocautes (apenas um alelo editado) e depois os Nocautes (ambos os
alelos editados) para TcRBP42. No entanto, a maioria dos clones Heminocautes obtidos
perderam a tag de M 13 apos alguns meses em cultura (resultado ndo mostrado). A edig¢@o dos
genes de TcRBP42 foi desafiadora. Varios experimentos falharam até a obtengao dos resultados

pretendidos. A edi¢do dos genes de interesse foi confirmada através do sequenciamento pelo
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método de Sanger. Foram sequenciados produtos de PCR gerados a partir de oligonucleotideos
que se anelam especificamente nos alelos Esmeraldo-like ou Nao Esmeraldo-like de TcRBP42.
Esses oligonucleotideos também inseriram nos produtos de PCR uma tag de SP6 que foi
utilizada no sequenciamento (Figura 13).

Para verificar a expressdo dos transcritos selvagens de TcCRBP42 nos parasitos editados
foi utilizada a técnica de PCR em tempo real. Como esperado, transcritos selvagens de
TcRBP42 nao foram detectados em parasitos Nocautes. Adicionalmente, os parasitos
Heminocautes possuem aproximadamente metade dos niveis de expressdo mensurados para as
epimastigotas WT (p-valor < 0,01) (Figura 12 D). A expressao dos alelos editados também foi
verificada pela mesma técnica. Os resultados mostraram que apesar da presenga de varios stop
codons prematuros, os transcritos oriundos dos genes editados existem no pool de RNAs totais
das epimastigotas em quantidades suficientes para detec¢do por PCR (Figura 12 E). Todos os
experimentos mostram que os genes de TcRBP42 foram editados com sucesso utilizando-se a
tecnologia de CRISPR/Cas9. Essas culturas também foram monitoradas e permaneceram PCR
negativas para a contaminacao por Mycoplasma sp. durante todo o estudo. As sequéncias de

todos os oligonucleotideos utilizados estdo descritas no Quadro 1.
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Figura 12 — Producdo de epimastigotas Heminocautes e Nocautes para TcRBP42
utilizando-se a tecnologia de CRISPR/Cas9

A) B)
2500 —
Genoma
800—
sgRBP42.UTR-1 sgRBP42.CDS+73
350—
5’UTR CDS de TcRBP42
. , . 150—
Oligonucleotideo doador (fita simples)
EcoRI Xhol
———{3x Stops | M13 ll |
55bp 55bp 1: pTRI-RNA 18S
2: sgRBP42.UTR-1
RNA 3: sgRBP42.CDS+73
C) D) E)
Hemi KO C- C+ ; o 30
<
100 bpM13 RB M13 RB MI3 RB MI13 RB Q §
£ S 20
<]
=1 (=2
1000 — 3 2 10-
500 — § %
2 =
i o
& < @
S
&

As epimastigotas WT foram eletroporadas com um oligonucleotideo doador em conjunto com a
enzima SaCas9 ja complexada com seus RNAs guias. Apos o corte duplo proximo ao inicio de
ambos os alelos de TcCRBP42, a regido central foi deletada e substituida por uma tag de M13, 3 stop
codons nas trés fases de leitura e sitios de restri¢do para as enzimas EcoRI e Xhol (A). Para a
producao dos RNAs guias, as sequéncias completas destes foram primeiro amplificadas por PCR e
entdo transcritas in vitro. O RNA pTRI-RNA 18S foi utilizado como controle positivo e como
referéncia de tamanho. A integridade dos RNAs também ¢ mostrada (B). Os clones de parasitos
editados foram genotipados por PCR utilizando-se oligonucleotideos que discriminam os alelos
editados (M13) e nao editados (RB) (C). A expressao dos transcritos selvagens de TcRBP42 foi
avaliada em parasitos WT, Heminocaute (Hemi) ¢ Nocaute (KO) por RT-qPCR utilizando-se como
referéncia os genes TERT e RPL9. As diferencas estatisticas entre parasitos WT e Heminocautes
foram avaliadas com o teste t ndo pareado (** p-valor <0,01) (D). A expressdo dos alelos editados
também foi confirmada pela técnica de PCR em tempo real (E). As barras representam o erro padrao
das médias (SEM). Foram utilizados os padrdes de peso molecular de 50 e 100 bp (Invitrogen™).
C-: controle negativo e C+: controle positivo. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 13 — Sequenciamento pelo método de Sanger de epimastigotas Heminocautes e Nocautes para os genes codificadores de TcCRBP42

3x Stop codons Tag de M 13 EcoRI
Modificacdo genéticaplanejada C GAAGTCA TG TAGATAGATAGTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTC
Heminocaute NE CGAAGTCATGCTAACGTCTCAAGAGGTTGCCTGCCAATTCATCCC
Heminocaute E CGAAGTCATGTAGATAGATAGTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTC
Nocaute E CGAAGTCATGTAGATAGATAGTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTC
Nocaute NE CGAAGTCATGTAGATAGATAGTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTC
|‘"‘
‘lﬁl |‘|‘ n
1 A N \
A | [ ] [
Xhol Delec¢do
Modificagdo genéticaplanegjada C TCGA G - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - --AGCTCGCGGA
Heminocaute NE CGCGTTCTTTGAACGCCTCGCGTCCAACCCCGCGGAGCTCGCGGA
Heminocaute E C TCGAGA - - - - - - - - - - - - - - - . - - - ... - ...--AGCTCGCGGA
Nocautt E C TCGAGA - = - « = = = = = = = = = = = = = = = = = = = - 2 .- _-AGCTCGCGGA
Nocaute NE C TCGAGA - - - = = = = = = = = = = = - - - - - - - - - - - ---AGCTCGCGGA

O sequenciamento pelo método de Sanger foi realizado a partir de produtos de PCR produzidos com oligonucleotideos que discriminam os alelos
Esmeraldo-like (E) e Nao Esmeraldo-like (NE) de TcRBP42. Apenas as regidoes proximas ao sitio da edicdo genética planejada sdo mostradas. Nos
parasitos Heminocautes, o alelo editado foi o Esmeraldo-like. Em relag@o aos alelos selvagens, uma regido de 72 nucleotideos foi deletada em adicao a
inser¢do dos stop codons, fag de M13 e sitios de restrigdo. Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.4 Avaliacao fenotipica das epimastigotas manipuladas geneticamente

ApoOs o estabelecimento das culturas de epimastigotas manipuladas geneticamente, os
efeitos dessas modificagdes foram primeiramente avaliados no crescimento dos parasitos. As
curvas de crescimento das culturas Superexpressoras de TcRBP42 mostraram que esses
parasitos apresentam crescimento muito similar aquele de parasitos WT (Figura 14 A). O
mesmo comportamento foi observado para epimastigotas Expressoras de GFP (Figura 14 A) e
Heminocautes para TcRBP42 (Figura 14 B). Em contraste, as epimastigotas Nocautes
apresentaram defeitos moderados na proliferagdo apenas em densidades proximas aquelas
observadas na fase estacionaria do crescimento (Figura 14 C). Quanto a viabilidade, todas as
modificagdes genéticas realizadas geraram culturas de epimastigotas viaveis.

Com relagdo a morfologia das epimastigotas, a superexpressdo de TcRBP42 ou a
expressao da proteina GFP ndo causaram mudangas aparentes na morfologia das epimastigotas
(Figura 20 A). Entretanto, o nocaute de TcRBP42 causou grandes alteragdes morfologicas.
Nessas culturas foram observadas tanto epimastigotas com morfologias aparentemente normais
quanto alteradas. Os parasitos alterados morfologicamente possuem corpo arredondado, flagelo
encurtado e formam agregados, nos quais ¢ possivel observar os limites dos parasitos
individuais. A observacao na presenca do corante vital eritrosina mostrou que as alteracoes
morfologicas ndo resultam da morte imediata dos parasitos (Figura 15). Adicionalmente, esses
apresentam mobilidade ausente ou bastante reduzida conforme observagado realizada por meio
de um Microscdpio Optico convencional (Video suplementar 1). Com relagdo aos parasitos
Heminocautes para TcCRBP42, estes apresentam morfologias € mobilidades semelhantes as dos
parasitos WT (Figuras 15 e Video suplementar 1). As morfologias das epimastigotas WT,
Heminocautes e Nocautes para TcRBP42 também foram avaliadas em maior resolucao
utilizando-se a Microscopia de fluorescéncia confocal. Essa técnica também foi utilizada para
verificar a existéncia de problemas de divisao celular evidenciados pela presenga de varios
nucleos e/ou cinetoplastos. As imagens adquiridas confirmaram os achados morfologicos
anteriores € mostraram que os parasitos pertencentes as linhagens Heminocaute e Nocaute para
TcRBP42 possuem apenas um nucleo e um cinetoplasto (Figura 16). Os parasitos
Superexpressores de TcCRBP42 (clone 1) e Expressores de GFP também apresentaram um tnico
nucleo e cinetoplasto (Figura 20 A). Os resultados obtidos para os parasitos Nocautes mostram
que esta altera¢do genética € viavel no 7. cruzi e aparentemente ndo causa problemas de divisao

celular.


https://doi.org/10.6084/m9.figshare.24424468.v2
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.24424468.v2

68

Considerando-se os resultados obtidos até aqui, decidiu-se pela continuidade das
analises apenas para as epimastigotas WT, GFP, Superexpressor clone 1 e Nocaute para
TcRBP42. O Superexpressor clone 3 e Heminocaute ndo apresentaram diferencas significativas
em relacdo aos seus respectivos controles e por isso ndo seguiram nas analises. Em todos os
experimentos posteriores, o Superexpressor clone 1 de TcRBP42 ¢ referido apenas como

Superexpressor.
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Figura 14 — Curvas de crescimento de culturas de epimastigotas
em condi¢des normais de cultivo
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O crescimento das epimastigotas WT foi comparado aquele de epimastigotas Superexpressoras de
TcRBP42 e Expressoras de GFP (A). Essa comparagdo também foi realizada para os parasitos
Heminocautes (B) e Nocautes para TcRBP42 (C). Os valores representados nos graficos
correspondem as médias de trés réplicas técnicas de um experimento representativo realizado nas
condi¢des normais de cultivo. O desvio padrao também ¢ mostrado. As diferencas no crescimento
dos parasitos foram avaliadas com o teste One-way ANOVA. Os valores representados no eixo y
estdo em escala logaritmica. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15 — Morfologias das epimastigotas WT, Heminocautes e Nocautes para TCRBP42 observadas por Microscopia dptica convencional
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A interrupcdo de ambos os alelos de TcRBP42 (nocaute) com stop codons prematuros levou ao aparecimento de epimastigotas alteradas
morfologicamente em comparagdo ao observado para os parasitos WT e Heminocautes. Nas culturas Nocautes estdo presentes tanto parasitos com
morfologias aparentemente tipicas quanto alteradas. Esses parasitos apresentam corpo circular, flagelo encurtado e mobilidade reduzida, além de
formarem agregados. As epimastigotas foram observadas na presenca do corante vital eritrosina a partir da ocular de um microscépio optico equipado
com uma objetiva de 40X. O Video suplementar 1 mostra a mobilidade dos parasitos em cultura. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 16 — Morfologias observadas por Microscopia de fluorescéncia confocal
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As imagens foram adquiridas a partir de epimastigotas WT, Heminocautes e Nocautes para
TcRBP42 nas condigdes normais de cultivo. O contorno dos parasitos foi delimitado pelo corante
CellMask™ Plasma Membrane Stain (deep red). O DNA gendémico (N) e kDNA (K) foram
marcados com Dapi. Barra de magnificacdo: 10 um. Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.5 Avaliacao da expressao de transcritos preditos como alvos de TcRBP42

Os niveis de expressdo dos transcritos de alguns genes preditos como alvos para
TcRBP42 foram avaliados por PCR em tempo real na condi¢cao normal de cultivo. Os alvos
foram escolhidos baseando-se na analise realizada previamente para a proteina RBP42 do
T. brucei. Nesse organismo, essa proteina se liga principalmente a transcritos do metabolismo
energético (DAS et al., 2012). Nesse sentido, foram escolhidos para andlise os genes
codificadores das enzimas Enolase citoplasmadtica (citoplasma — Glicoélise), Citrato sintase
(mitocdndria — Ciclo do écido citrico), Succinato desidrogenase (mitocondria — Ciclo do acido
citrico) e Prolina desidrogenase (mitocondria — metabolismo de Prolina). O primeiro gene
pertencente ao ciclo do &cido citrico foi escolhido em razao do produto deste ser um ponto de
regulacao e o segundo foi escolhido por codificar uma enzima que também faz parte da cadeia
transportadora de elétrons (Complexo II). A expressao desses genes foi avaliada nos parasitos
WT, Superexpressores e Nocautes para TCRBP42 com o intuito de se obter evidéncias sobre a
funcdo de TcRBP42 nas condigdes normais de cultivo. O grafico de expressdo relativa
apresentado na Figura 17 sugere que TcRBP42 interage direta ou indiretamente de formas
distintas com os transcritos analisados. Os transcritos dos genes da Enolase citoplasmatica e da
Citrato sintase sdo possivelmente associados a TcRBP42 e estabilizados pela proteina
TcRBP42. Nos parasitos Nocautes, os niveis desses transcritos sdo significativamente menores
do que em parasitos WT (p-valor <0,01). Em contraste, a superexpressao de TcCRBP42 aumenta
os niveis de expressao desses mesmos transcritos, o que ocorre de forma muito acentuada para
o gene da Citrato sintase. Com relag@o aos transcritos da Succinato desidrogenase, os niveis
destes ndo sao alterados pelo nocaute ou superexpressao de TcCRBP42. Esse resultado sugere
que TcRBP42 ndo interage com esse transcrito nas condi¢cdes normais de cultivo. Para os
transcritos da Prolina desidrogenase, o nocaute de TcRBP42 ndo afeta os seus niveis de
expressdo. Entretanto, a superexpressdo de TcRBP42 aumenta significativamente a abundancia
desses transcritos. Provavelmente, a superexpressdo de TcRBP42 leva a maior estabilizacdo

dos mRNAs da Prolina desidrogenase (p-valor <0,01).
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Figura 17 — Expressao de transcritos do metabolismo energético em
condi¢des normais de cultivo
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Os niveis de expressdo dos transcritos foram mensurados pela técnica de PCR em tempo real em
parasitos WT, Superexpressores e Nocautes para TcCRBP42. Foram avaliados os genes codificadores
das enzimas do metabolismo energético: Enolase citoplasmatica (glicdlise), Succinato
desidrogenase (ciclo do 4&cido citrico), Citrato sintase (ciclo do &cido citrico) e Prolina
desidrogenase (metabolismo da prolina). As expressdes foram normalizadas com os genes TERT e
RPLY. O teste estatistico utilizado foi o One-way ANOVA com correcdo pelo método de Tukey
(** p-valor < 0,01). As barras representam o erro padrao das médias (SEM). ns: p-valor ndo
significativo. Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.6 Inducio de estresse celular pela exposicdo a radiacdo gama

Para estudar os efeitos da radiagdo gama, epimastigotas em fase exponencial do
crescimento foram irradiadas com uma dose de 1000 Gy de radiagdo gama (taxa dose de 1560
Gy/hora). Apos a irradiacdo, foram avaliados o crescimento, a localizagdo subcelular de
TcRBP42 e os niveis de expressao de alguns dos transcritos preditos como alvos para essa

proteina. Foram analisados os parasitos WT, GFP, Superexpressores ¢ Nocautes para TCRBP42.

5.6.1 Crescimento das epimastigotas irradiadas

Apos a irradiacdo, a proliferacao das epimastigotas foi avaliada por meio de contagens
diarias em cameras de Neubauer. Nas condi¢des normais de cultivo, novamente nao foram
observadas diferencas significativas nos padrdes de crescimento das epimastigotas
Superexpressoras de TCRBP42 em comparagdo aos controles WT e GFP (Figura 18 A —linhas
continuas). Apo6s o tratamento com radiacdo gama, o mesmo comportamento foi observado
(Figura 18 A — linhas tracejadas). A irradia¢dao afetou de forma semelhante as diferentes
linhagens de epimastigotas testadas, levando a uma longa parada no crescimento celular. Apds
aproximadamente 144 h, o crescimento comegou a ser retomado lentamente pelos parasitos WT
e Superexpressores de TCRBP42. A mortalidade dos parasitos Superexpressores comegou a ser
observada no final da curva de crescimento. A retomada do crescimento dos parasitos
Expressores de GFP nao foi observada em um intervalo de 216 h de analise. A aplicagdo de
1000 Gy de radiacdo gama também ndo causou alteragdes na morfologia tipica das
epimastigotas do 7. cruzi da cepa CL Brener (Figura 20 B e C).

Em relagdo a comparagao entre parasitos WT e Nocautes para TcRBP42 também nao
foram detectadas diferengas de crescimento significativas na condi¢do normal (Figura 18 B —
linhas continuas) e irradiada (Figura 18 B — linhas tracejadas). Para ambas as linhagens
analisadas, um aumento no niumero de parasitos comecgou a ser detectado a partir de 144 h apos
a indugdo do estresse por radiacdo gama. Apos a retomada de crescimento, as culturas WT
atingiram densidades superiores aquelas das culturas Nocautes no tempo analisado. A
semelhanca do que acontece na condi¢do normal de cultivo, as mesmas alteragdes morfoldgicas
foram observadas nos parasitos Nocautes durante toda a curva de crescimento das culturas

irradiadas.
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Figura 18 — Curvas de crescimento de epimastigotas irradiadas
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O crescimento das epimastigotas Superexpressoras de TcRBP42 foi comparado aquele de
epimastigotas WT e Expressoras de GFP tanto em condi¢des normais de cultivo quanto apos a
exposicao a 1000 Gy de radiacdo gama (A). Essa comparag@o também foi realizada para os parasitos
WT e Nocautes para TcCRBP42 (B). Os valores representados nos graficos correspondem as médias
de trés réplicas técnicas de um experimento representativo. O desvio padrdo também € mostrado.
As diferencas no crescimento das epimastigotas foram avaliadas pelo teste One-way ANOVA. Os
valores representados no eixo y estdo em escala logaritmica. Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.6.2 Localizacao subcelular de TcRBP42

A localizagao subcelular de TcRBP42 também foi avaliada utilizando-se a técnica de
Microscopia de fluorescéncia confocal e parasitos Superexpressores de uma cépia
recombinante dessa proteina marcada com uma fag de 6x-His (rTcRBP42). Antes da realizagdo
desse experimento, a especificidade da marcagdo e a presenca de autofluorescéncia foram
avaliadas em epimastigotas WT. Conforme esperado, nenhuma estrutura foi marcada nos
parasitos WT, os quais ndo possuem proteinas contendo tags de 6x-His. Também nao foi
detectada nenhuma autofluorescéncia nas condi¢des de aquisi¢do de imagem padronizadas para
o experimento (Figura 19). Passando-se ao estudo da localizacdo subcelular de rTcCRBP42, este
foi realizado em condigdes normais de cultivo e apds a exposi¢ao a 1000 Gy de radiagdo gama.
Nas condi¢des normais de cultivo, rTcbRBP42 se distribui difusamente por todo o citoplasma
dos parasitos (Figura 20 A). Uma reconstru¢do 3D foi realizada e confirmou a localizacao
citoplasmatica de rTcRBP42 (Video suplementar 2). Nesse video, também foi possivel
observar a exclusao de rTcRBP42 do ntcleo dos parasitos. Com relagao a condigao de estresse,
rTcRBP42 foi detectada distribuida pelo citoplasma e ntcleo das epimastigotas nos tempos de
24 ¢ 48 h apo6s a irradiagdo. Essa observacao indica que a indugdo do estresse promoveu uma
relocalizagdo parcial para essa proteina, que passou a ocupar também o nucleo dos parasitos
(Figura 20 B). Esse fendmeno muito provavelmente nao resulta do rompimento da membrana
nuclear das epimastigotas. Experimentos de Microscopia eletronica mostraram que a carioteca
permanece integra apds a exposicio a doses subletais de radiagio gama (APENDICE E). Em
relagdo ao controle GFP, essa proteina foi encontrada distribuida por todo o citoplasma e ntcleo
dos parasitos tanto na condi¢do normal quanto irradiada (Figura 20 A e C). Uma reconstrucao
3D também foi produzida e confirmou a localizagdo de GFP observada na condi¢do normal
(Video suplementar 3).

A localizagao subcelular de rTcRBP42 no estresse por radiagdo gama nao confirmou os
resultados obtidos previamente no meu Mestrado. Estes indicavam a capacidade de agregacao
de rTcRBP42 em focos citoplasmaticos em resposta a exposi¢do a 500 Gy de radiagdo gama
(APENDICE D). Apesar de rTcRBP42 nio ter sido observada em focos nessa tese, resultados
obtidos por Microscopia eletronica mostram que a irradiagdo pode causar um aparente aumento

na ocorréncia dessas estruturas no citoplasma das epimastigotas (APENDICE E).


https://doi.org/10.6084/m9.figshare.24424468.v2
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.24424468.v2
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Figura 19 — Teste de autofluorescéncia e marcagao inespecifica
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A marcacao das epimastigotas com o anticorpo secundario Alexa Fluor® 488 e a combinagao deste
com o anticorpo primario Anti-His-Tag ndo revelou a marcagao inespecifica de nenhuma estrutura
em epimastigotas WT. Esses parasitos ndo possuem proteinas marcadas com uma fag de 6x-His.
Adicionalmente, ndo foi detectada a ocorréncia de autofluorescéncia nas condigdes de aquisi¢ao de
imagens utilizadas. O contorno dos parasitos foi delimitado pelo corante CellMask™ Plasma
Membrane Stain (deep red). O DNA gendmico (N) e kKDNA (K) foram corados com Dapi. Barra de
magnifica¢do: 10 um. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 20 — Localizacdo subcelular de rTcRBP42 e GFP
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Imagens de Microscopia de fluorescéncia confocal de epimastigotas Superexpresoras de
rTcbRBP42 e Expressoras de GFP em condi¢des normais de cultivo (A) e 24 e 48 h apds a exposi¢ao
a 1000 Gy de radia¢ao gama (B e C). As proteinas foram detectadas por meio de uma fag de 6x-
His utilizando-se os anticorpos primdrio Anti-His-Tag e secundario Alexa Fluor® 488. O contorno
dos parasitos foi delimitado pelo corante CellMask™ Plasma Membrane Stain (deep red). O DNA
gendmico (N) e o kDNA (K) foram marcados com o corante Dapi. Barra de magnificagdo: 10 pum.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.6.3 Expressao de transcritos no estresse por radiacio gama

Para avaliar o efeito da radiagdo gama na expressao de alguns genes foram realizados
experimentos de PCR em tempo real. Os niveis de expressdao foram mensurados para os genes
de TcRBP42 e para os genes do metabolismo energético analisados anteriormente na condi¢ao
normal. Inicialmente, os experimentos foram realizados apenas para as epimastigotas WT nos
tempos de 24 e 48 h ap6s a exposicao a 1000 Gy de radiagao gama. Os resultados dessa analise
sdo mostrados na Figura 21. Primeiramente, foram analisados os niveis de expressdo dos
transcritos de TcRBP42. Estes aumentaram significativamente em resposta a radiacdo gama
(p-valor < 0,01). Embora tenha ocorrido uma redugdo desses niveis no tempo de 48 h apds a
inducdo do estresse, esses permaneceram maiores do que aqueles observados na condi¢ao nao
tratada. Esse resultado concorda com aquele obtido anteriormente através da contagem de reads
produzidas pela técnica de RNA-seq (Figura 6). Nesse experimento, o nimero de transcritos de
TcRBP42 também aumentou em resposta a radiacdo gama. Para o gene da Enolase
citoplasmatica, a radiagao gama levou a uma redugao significativa dos niveis de seus transcritos
(p-valor < 0,01). O mesmo aconteceu para os transcritos do gene da Succinato desidrogenase
no tempo de 24 h (p-valor < 0,01). No tempo de 48 h, os transcritos deste gene ja haviam
retornado aos niveis encontrados na condi¢cao normal. Com relagdo aos transcritos da Citrato
sintase, ocorreu um grande aumento de expressao no tempo de 24 h e uma queda no tempo de
48 horas (p-valor < 0,01). Mesmo com essa reducdo, a abundancia desses transcritos seguiu
maior do que aquela observada na condi¢do ndo tratada. Por fim, os niveis de expressdo dos
transcritos da Prolina desidrogenase aumentaram significativamente em resposta ao estresse
tanto no tempo de 24 h (p-valor < 0,01) quanto no de 48 h (p-valor < 0,05) apds a irradiagao.

Na segunda parte dos experimentos de PCR em tempo real, o efeito da radiagdo na
expressao dos genes foi analisado em epimastigotas Nocautes e Superexpressoras de TcCRBP42
para se coletar evidéncias sobre as funcdes dessa proteina no estresse por radiacdo gama. Essa
analise foi realizada apenas para o tempo de 24 h apods a indugdo do estresse. Conforme o
observado anteriormente, a irradiagdo dos parasitos levou ao aumento dos niveis de expressao
de TcRBP42 nos parasitos WT e isso também aconteceu nos Superexpressores de TcRBP42
(p-valor < 0,01) (Figura 22). Estes parasitos, que ja possuem niveis aumentados para os
transcritos de TcCRBP42 (~29X de aumento em relagdo ao WT), responderam a radiacdo gama
com um aumento adicional na expressao desses (~132X de aumento em relagdo ao WT nao
tratado). Cabe ressaltar que nos parasitos Superexpressores esses niveis de expressao

representam a soma da expressao dos genes endogenos e recombinantes de TcCRBP42, cuja
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expressdo ¢ controlada por um promotor de RNA ribossomal. Em conjunto, esses resultados
apontam para uma estabilizacdo mais eficiente dos transcritos de TcCRBP42 no estresse. Na
Figura 23 A estdo mostrados os niveis de expressdao dos transcritos das enzimas Enolase
citoplasmatica e Succinato desidrogenase. Embora os parasitos WT, Superexpressores e
Nocautes para TcCRBP42 possuam niveis diferentes para esses transcritos na condi¢do normal,
o tratamento com a radiacdo gama levou a redugdo significativa na expressao desses para niveis
muito semelhantes em todas as linhagens de epimastigotas analisadas (p-valor < 0,01 e p-valor
< 0,05). Esses resultados indicam que esses transcritos sdo provavelmente desestabilizados no
estresse e isso acontece independentemente do background genético das epimastigotas. Os
resultados obtidos para a Enolase citoplasmatica sugerem que esses transcritos sao estabilizados
por TcRBP42 apenas na condigdao normal de cultivo. Com relagdo aos genes da Citrato sintase
e Prolina desidrogenase, a radiagdo levou a uma elevacao significativa na abundancia desses
transcritos € mais uma vez isso ocorreu em todas as linhagens de epimastigotas avaliadas
(p-valor < 0,01 e p-valor < 0,05) (Figura 23 B). Para os transcritos da Citrato sintase, 0 menor
aumento de expressao aconteceu nos parasitos Nocautes, que ja possuem niveis de expressao
menores para esse gene. Esse resultado também sugere que os transcritos da Citrato sintase
sejam estabilizados por TcCRBP42 apenas na condi¢do normal de cultivo. Para os transcritos da
Prolina desidrogenase, o maior nivel de expressdo foi observado para os parasitos
Superexpressores de TCRBP42. Todos os resultados obtidos mostram que a expressao dos genes
analisados (estabilizagdo ou desestabilizacdo) ¢ regulada diferencialmente entre a condi¢dao
normal e irradiada. Essa regulagdo ¢ provavelmente independente da expressdo de TcRBP42
no estresse.

Os resultados obtidos na caracterizacao in silico de TcCRBP42 assim como nas condigoes
normais de cultivo das epimastigotas foram compilados no artigo cientifico em preparagao

apresentado no APENDICE F.
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Figura 21 — Expressdo dos transcritos de TCRBP42 e do metabolismo energético em epimastigotas WT expostas a radiagao gama
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Os niveis de expressao dos transcritos foram mensurados pela técnica de PCR em tempo real em parasitos WT em condig¢des normais de cultivo (nao
tratado) e apos decorridas 24 (1000 Gy 24 h) e 48 horas (1000 Gy 48 h) da exposicdo a 1000 Gy de radiagdo gama. Foram avaliados os
genes codificadores de TcRBP42 e das enzimas do metabolismo energético: Enolase citoplasmatica (glicolise), Succinato desidrogenase
(ciclo do acido citrico), Citrato sintase (ciclo do acido citrico) e Prolina desidrogenase (metabolismo de Prolina). As expressdes foram normalizadas em
relacgdio a0 WT na condi¢do ndo tratada utilizando-se os genes de referéncia TERT e RPL9. O teste estatistico utilizado foi o
One-way ANOVA com corre¢do pelo método de Tukey (* p-valor < 0,05 e ** p-valor < 0,01). As barras representam o erro padrao das médias (SEM).
ns: p-valor ndo significativo. Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 22 — Efeito da radiacdo gama na expressao dos transcritos de TCRBP42 em
epimastigotas WT e Superexpressoras
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Os niveis de expressdo dos transcritos de TcRBP42 foram mensurados pela técnica de PCR em

tempo real em parasitos WT e Superexpressores de TcCRBP42 em condi¢des normais de cultivo (ndo
tratado) e apo6s decorridas 24 h da exposicdo a 1000 Gy de radiagdo gama (1000 Gy 24 h). As
expressoes foram normalizadas em relacdo ao WT na condi¢do ndo tratada utilizando-se os genes

de referéncia TERT e RPL9. Nos parasitos Superexpressores, os transcritos de TcRBP42 sdo
provenientes dos genes enddgenos e recombinantes. A expressdo do gene recombinante ¢
controlada por um promotor de RNA ribossomal. As compara¢des foram realizadas par a par

utilizando-se o teste t ndo pareado (** p-valor < 0,01). O p-valor mostrado em vermelho se refere
a comparagdo entre os parasitos WT e Superexpressores de TcCRBP42 expostos a radiacdo gama.

As barras representam o erro padrao das médias (SEM). Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 23 — Expressao de transcritos do metabolismo energético em
resposta a radiagcdo gama
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Os niveis de expressao dos transcritos foram mensurados pela técnica de PCR em tempo real em
epimastigotas WT, Nocautes e Superexpressoras de TcCRBP42 em condi¢des normais de cultivo
(n2o tratado) e apos decorridas 24 h da exposigdo a 1000 Gy de radiagao gama (1000 Gy 24 h).
Foram avaliadas a expressdo dos genes das enzimas do metabolismo energético Enolase
citoplasmatica (glicolise) e Succinato desidrogenase (ciclo do é4cido citrico) (A), além da Citrato
sintase (ciclo do acido citrico) e Prolina desidrogenase (metabolismo de Prolina) (B). As expressoes
foram normalizadas em relacdo ao WT na condicdo ndo tratada utilizando-se os genes de referéncia
TERT e RPL9. As comparagdes foram realizadas par a par utilizando o teste t teste ndo pareado
(* p-valor < 0,05 e ** p-valor < 0,01). Os p-valores mostrados em vermelho se referem a
comparagdo entre 0 WT e as outras linhagens de epimastigotas tratadas com radiacdo gama (teste
One-way ANOVA com corre¢do pelo método de Tukey). As barras representam o erro padrdo das
médias (SEM). Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.7 Metaciclogénese in vitro

Os efeitos da superexpressao ¢ nocaute de TcRBP42 também foram avaliados no
processo de metaciclogénese do 7. cruzi. Esse experimento foi realizado por duas razdes
principais: os transcritos de TcRPB42 sdo regulados diferencialmente durante o ciclo de vida
do T. cruzi (TAVARES et al., 2020) e os parasitos Superexpressores de TcCRBP42 possuem
niveis elevados dos transcritos da Prolina desidrogenase. A superexpressao desse gene, foi
relacionada anteriormente ao aumento da diferenciacdo das epimastigotas em tripomastigotas
metaciclicas tanto in vitro quanto no inseto vetor (MANTILLA et al., 2021).

Nesse trabalho, a metaciclogénese foi induzida in vitro pela incubagdo dos parasitos em
meio RPMI. Apds 8 dias de incubacdo, as culturas foram fracionadas para o enriquecimento
em formas intermedidrias e tripomastigotas metaciclicas. O RNA total dessas fragdes foi entdo
extraido e a diferenciagdo das culturas foi avaliada por PCR em tempo real utilizando-se como
alvo os transcritos editados do gene mitocondrial Citocromo B (CYb-e). O aumento na
abundancia desses transcritos foi utilizado anteriormente como um marcador para a
metaciclogénese do 7. cruzi (SHAW; KALEM; ZIMMER, 2016). A expressao de CYb-e foi
avaliada em culturas WT, Superexpressoras ¢ Nocautes para TcCRBP42. Embora os niveis de
expressdo desses transcritos tenham aumentado em todas as linhagens de epimastigotas
estudadas (p-valor < 0,01 e p-valor < 0,05), ndo foram encontradas diferengas significativas
entre elas (Figura 24 A). Esse resultado sugere que TcRBP42 nao influencia significativamente
a diferenciacao do 7. cruzi nas condigdes experimentais utilizadas. Uma vez que o protocolo de
metaciclogénese in vitro também induz o estresse nutricional, os niveis de expressdo dos
transcritos de TcRBP42 e da Prolina desidrogenase também foram analisados. Para ambos os
genes avaliados foram detectados aumentos significativos na abundancia dos transcritos na
comparagao par a par realizada entre a condigao tratada e a ndo tratada (p-valor <0,01) (Figura
24 B). Nos parasitos Superexpressores de TcRBP42, que ja possuem niveis maiores para os
transcritos de TcCRBP42, foi detectado um aumento adicional na expressdo desses em resposta
ao protocolo de diferenciagdo. Para o gene da Prolina desidrogenase, o aumento de expressao
de seus transcritos foi significativamente maior nas epimastigotas Superexpressoras de

TcRBP42 em relagdo as outras linhagens analisadas (p-valor < 0,01).
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Figura 24 — Efeito da metaciclogénese in vitro na expressao dos transcritos do Citocromo B, da TcCRBP42 e da Prolina desidrogenase
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Os niveis de expressdo dos transcritos foram mensurados pela técnica de PCR em tempo real em condi¢des normais de cultivo e apods a indugdo da
metaciclogénese in vitro. Foram avaliadas a expressao do transcrito editado do gene mitocondrial Citocromo B (A) e a expressao dos genes da TcRBP42
e da Prolina desidrogenase (B). As expressdes foram normalizadas em relagdo ao WT na condigdo ndo tratada utilizando-se os genes de referéncia TERT
e GAPDH. As comparagdes foram realizadas par a par utilizando o teste t teste ndo pareado (* p-valor <0,05 e ** p-valor <0,01). Os p-valores mostrados
em vermelho se referem a comparagao entre o WT e as outras linhagens de epimastigotas submetidas ao protocolo de diferenciacdo. Foram utilizados o
teste t teste ndo pareado (comparacdo de duas linhagens) ou o teste One-way ANOVA com correcdo pelo método de Tukey (comparacdo das trés
linhagens). As barras representam o erro padrao das médias (SEM). Fonte: Elaborado pelo autor.



88

6 DISCUSSAO

As proteinas ligantes de RNA (RBPs) sdo fatores essenciais para a regulacdo da
expressdao génica por mecanismos poOs-transcricionais. Essas proteinas se associam ao mRNA
assim que esses comecam a ser transcritos pela RNA polimerase II, formando os chamados
complexos ribonucleoproteicos (mMRNPs). O efeito combinatério dos diferentes componentes
que integram os mRNPs determina o destino dos transcritos individuais e também de grupos de
transcritos relacionados funcionalmente que sdo processados e regulados conjuntamente
(CLAYTON, 2019; KEENE, 2007). O papel central dos mRNPs para o controle da expressao
génica no nivel pds-transcricional levou a proposicao da existéncia de um cdédigo mRNP, cuja
complexidade ainda representa um grande desafio para a pesquisa cientifica (GEHRING;
WAHLE; FISCHER, 2017).

As RBPs também sdo elementos cruciais para a regulagdo da expressdo génica nos
tripanosomatideos, nos quais essa acontece majoritariamente através de mecanismos pos-
transcricionais. Nesses organismos, genes ndo correlacionados em fungao sao transcritos em
longos pré-mRNA policistronicos, cujo inicio da transcrigdo ndo ¢ regulado (CLAYTON,
2019). Apesar da grande importancia funcional das RBPs para o 7. cruzi, um nimero
relativamente pequeno dessas proteinas foi estudado funcionalmente nesse organismo
(ROMAGNOLI et al., 2020). Esses estudos ja mostram, por exemplo, que o nocaute de uma
unica RBP pode causar alteragdes generalizadas na abundancia de seus transcritos alvos
(TAVARES et al., 2020). Nessa tese, foi estudada a proteina RBP42 do 7. cruzi da cepa CL
Brener (TcRBP42), a cepa de referéncia para a espécie. Na literatura, a proteina RBP42 do
T. cruzi foi investigada uma unica uma vez na cepa Y (WEISBARTH et al., 2018). Dessa forma,
visou-se expandir os conhecimentos acerca da proteina TcRBP42 ao estudé-la tanto in silico
quanto in vitro nas condi¢cdes normais de cultivo das epimastigotas e no contexto do estresse
celular induzido pela radiagdo gama. A caracterizagdo de TcRBP42 no contexto do estresse
genotoxico ¢ inédita na literatura dos tripanosomatideos.

Nesse trabalho, a caracterizagao computacional realizada para TcCRBP42 durante o meu
Mestrado (LAET-SOUZA, 2019) foi refeita para incorporar novas ferramentas de andlise in
silico e/ou os aprimoramentos implementados nos softwares previamente utilizados. No
periodo, uma versao mais atualizada do genoma do 7.cruzi também foi produzida, sendo esta
consultada e utilizada nessa tese. No novo genoma, gerado pelo grupo de pesquisa coordenado
pela Professora Daniella Castanheira Bartholomeu da UFMG (dados ndo publicados), a

proteina TcRBP42 ¢ codificada por alelos de copia unica nos haplétipos Esmeraldo-like e Nao
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Esmeraldo-like. Essa divisdo em haplotipos foi adotada desde o primeiro genoma publicado
para o T. cruzi em razdo da natureza hibrida do clone CL Brener (EL-SAYED et al., 2005).
Esse resultado concorda com o reportado anteriormente por TAVARES et al. (2020). Nesse
trabalho, os autores mostraram que TcRBP42 assim como todas as outras RBPs com dominios
classicos de interagao com o RNA sdo codificadas por genes de copia Unica. Essa informacgao
¢ relevante quando se considera que a presenga de genes em multicopia € uma caracteristica
tipica do genoma do 7. cruzi. A trans-sialidases, por exemplo, sdo proteinas de superficie
codificadas por aproximadamente 1430 genes (EL-SAYED et al., 2005).

As sequéncias de ambos os alelos de TcCRBP42 também foram comparadas e revelaram
que a regido codificadora desses alelos sdo conservadas entre si, diferindo em poucos
nucleotideos. Essas diferencas resultaram na substitui¢ao/inser¢ao de apenas sete aminoacidos
nas sequéncias proteicas. As maiores diferencas entre ambos os alelos de TcRBP42 se
concentram nas regides intergénicas que os separam dos genes vizinhos. Divergéncias nas
sequéncias alélicas de um mesmo gene nio sdo incomuns no genoma hibrido do clone CL
Brener. As regides intergénicas de TcRBP42 contém longas repetigdes de um mesmo
nucleotideo, cuja melhor resolu¢do no novo genoma foi extremamente importante para a
geracao dos parasitos Nocautes para TcCRBP42 pela tecnologia de CRISPR/Cas9. Esse genoma
foi produzido combinando-se as tecnologias de sequenciamento de reads curtas e longas, o que
tem se mostrado uma estratégia eficiente para gerar genomas mais completos e bem anotados
para o T. cruzi. Nesse organismo, o genoma altamente repetitivo segue sendo um grande desafio
para a comunidade cientifica (EL-SAYED et al., 2005; HERREROS-CABELLO et al., 2020).

A estrutura de TcRBP42 foi analisada utilizando-se métodos computacionais. A proteina
TcRBP42 apresenta uma estrutura modular composta por dois dominios conservados, NTF2-
like e RRM, interligados por uma longa regido central intrinsecamente desordenada, que
contém motivos ricos no aminoacido prolina. Estruturas modulares conectadas por [linkers
flexiveis sdo tipicamente encontradas nas RBPs. A presen¢a de mais de um dominio conservado
permite que as RBPs interajam simultaneamente com o RNA e com outras proteinas. Essa
interacao também pode acontecer com transcritos diferentes ou com duas regides distintas de
um mesmo mRNA. Esse design também pode possibilitar a organizacdo topologica dessas
moléculas (LUNDE; MOORE; VARANI, 2007). A mesma organiza¢ao estrutural de TcCRBP42
foi reportada para os seus ortologos estudados nas espécies 7. brucei, L. braziliensis e T. cruzi
dacepaY (DAS et al.,2012; NOCUA et al., 2017, WEISBARTH et al., 2018). A comparagao

dos diferentes ortélogos identificou uma menor similaridade de sequéncia e variagdes na
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extensdo das regides centrais preditas como intrinsecamente desordenadas. Nas proteinas do
T. cruzi também foram observadas uma segunda regido ndo estruturada ap6s o dominio RRM.
Essas caracteristicas sdo comuns as proteinas RBP42 de outros cinetoplastideos, cuja filogenia
pode ser reconstruida utilizando-se as sequéncias de aminoacidos das proteinas RBP42 (LAET-
SOUZA, 2019; WEISBARTH et al., 2018). Esse resultado pode indicar a conservagdo de
algumas das fungdes dessas proteinas, cuja evolugdo provavelmente enfrentou menores
restricdes funcionais em suas regides centrais. Em um estudo sobre a evolu¢do de proteinas, os
autores mostraram que a conservagao da funcdo molecular restringe o quanto as proteinas
ortologas podem divergir ao longo do tempo (KONATE et al., 2019).

No que se refere aos dominios e motivos de TcCRBP42, a funcao destes ainda ndo foram
definidas para nenhum de seus ortdlogos. No entanto, esses dominios € motivos ja foram
caracterizados em outras proteinas como a proteina G3BP1 que conjuntamente com a G3BP2
inicia a nucleacao dos granulos de estresse (MATSUKI et al., 2013). Apesar da baixa
similaridade de sequéncia, a proteina G3BP1 possui basicamente a mesma organizagao
estrutural de TcCRBP42 com excecao da regido enriquecida em aminoécidos acidos e do motivo
RGG. Em G3BP1, os dominios NTF2-like e motivos PxxP sdo necessarios para interagdes do
tipo proteina-proteina. O dominio NTF2-like, por exemplo, ¢ responsavel pela dimerizacao de
G3BP1 e pela sua interagdo com as proteinas USP10 e Caprin-1. A proteina G3BP1 também
exemplifica a fun¢do cldssica dos dominios RRM que ¢ a interacdo com a molécula de RNA.
O estudo dessa proteina também revelou informagdes importantes sobre as fungdes das regides
intrinsecamente desordenadas, que em G3BP1 regulam a transi¢ao entre os estados ativo e
autoinibido. Quando os dimeros de G3BP1 estdo em sua conformacdo ativa no contexto do
estresse celular, estes se ligam ao RNA e iniciam o processo de condensagao das fases liquidas.
Esse processo ¢ dependente do RNA e dos dominios NTF2-like e RRM. Além disso, G3BP1
pode funcionar como uma chaperona de RNA ao organizar topologicamente os transcritos no
interior dos granulos de estresse (GUILLEN-BOIXET et al., 2020; KEDERSHA et al., 2016;
MATSUKI et al., 2013; YANG et al., 2020).

A estrutura tridimensional de TcRBP42 foi predita computacionalmente utilizando o
software de inteligéncia artificial AlphaFold2. Esse software € capaz de predizer a estrutura 3D
das proteinas a partir de suas sequéncias de aminoacidos com elevada acuracia (JUMPER et
al., 2021). Embora essas predigdes nao substituam a determinagdo experimental das estruturas
proteicas, essas podem ser muito importantes para a caracterizagdo inicial das proteinas do

T. cruzi para as quais ainda nao existam dados disponiveis no Protein Data Bank. A predi¢ao
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realizada pelo AlphaFold2 mostrou que ambos os dominios de TcCRBP42 possuem estruturas
tridimensionais similares aquelas ja determinadas experimentalmente para os dominios NTF2-
like ¢ RRM das proteinas G3BP1 (humanos) e TcUBP1 (7. cruzi), respectivamente
(VOGNSEN; MOLLER; KRISTENSEN, 2013; VOLPON et al., 2005). Adicionalmente,
apenas um dos motivos RNP que sdo caracteristicos dos dominios RRM, o RNP1, est4 presente
em TcRBP42. A auséncia do RNP2 sugere que o reconhecimento do RNA por essa estrutura
possa depender de regides acessorias, a exemplo do que acontece no complexo de exportacao
de RNA Mex67:Mtr2 do Saccharomyces cerevisiae. Nesse complexo, o dominio NTF2-like
também contribuiu para o reconhecimento da molécula de RNA (AIBARA et al., 2015). Na
predicdo realizada pelo AlphaFold2, as regides preditas como intrinsecamente desordenadas
por outras ferramentas também aparecem dessa forma, assumindo uma distribuigdo aleatoria ao
redor dos dominios.

Para estudar as fungdes de TcRBP42 nas condigdes padrdes de cultivo e no estresse
induzido pela radiacdo gama foram utilizadas as estratégias de superexpressdo e nocaute dos
genes de TcRBP42. Esses dois sistemas sdo comumente empregados nos estudos funcionais
dos genes do 7. cruzi (BURLE-CALDAS et al., 2015). Os parasitos Superexpressores foram
gerados pela eletroporagdo das epimastigotas com vetores que permitem a expressao estavel e
constitutiva de TcRPB42 fusionada com tags de afinidade (rTcRBP42). A proteina GFP foi
expressa da mesma forma para ser utilizada como controle nos experimentos. Apos o
estabelecimento das culturas, a expressdo das proteinas recombinantes foi confirmada pela
técnica Western blot. Entretanto, a expressao total de TcCRBP42 nos parasitos Superexpressores
ndo pode ser quantificada em razdo da indisponibilidade de anticorpos que também reconhegam
a proteina nativa. Como alternativa, os niveis de expressdo dos genes nativos e recombinantes
de TcRBP42 foram quantificados por PCR em tempo real. Nos dois clones Superexpressores
foi detectado um grande e similar aumento na abundancia dos transcritos de TcRBP42.
Conforme esperado, a expressdo desses mRNAs ndo foi alterada no controle GFP, o que
confirma que os niveis aumentados dos transcritos de TcCRBP42 nos parasitos Superexpressores
constituem um resultado especifico da modificacao genética inserida.

Apos o estabelecimento com sucesso das linhagens de epimastigotas expressoras das
proteinas recombinantes, passou-se a avaliacdo fenotipica dos parasitos por meio de curvas de
crescimento e experimentos de Microscopia Optica. Na auséncia de qualquer estresse, as
expressoes de rTCRBP42 e GFP ndo causaram alteragdes morfoldgicas aparentes ou problemas

de crescimento nas epimastigotas. Varios trabalhos realizados no LGB e em outros laboratorios
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mostram que o 7. cruzi frequentemente tolera muito bem a superexpressdo de genes, mesmo
daqueles que codificam RBPs (CHAME et al., 2020; MANTILLA et al., 2021; TAVARES et
al., 2020). Com relacdo a localizagdo de rTcRBP42, experimentos de Microscopia de
fluorescéncia confocal mostraram que essa proteina se distribui por todo o citoplasma dos
parasitos. Uma reconstru¢do 3D demonstrou que rTcRBP42 ndo est4 presente no nucleo das
epimastigotas, embora isso ndo exclua a possibilidade dessa proteina se translocar para esse
compartimento celular em alguma fase do ciclo celular ou em resposta a algum tipo de estimulo.
A localizacao de GFP também foi documentada. Essa proteina se distribui por todo o citoplasma
e nucleo dos parasitos. A localizagdo nuclear de GFP ja foi documentada anteriormente e resulta
do fato dessa proteina ser pequena o suficiente para se difundir através do poro nuclear
(LUTHER et al., 2021; SEIBEL et al, 2007). A diferenga na localizagdo das proteinas
estudadas confirma que a distribuicao celular de rTcCRBP42 ¢ especifica e nao um produto do
sistema de expressao utilizado. Uma localizacao citoplasmatica também foi reportada para as
proteinas RBP42 estudadas em outros tripanosomatideos (DAS et al., 2012; NOCUA et al.,
2017; WEISBARTH et al., 2018).

Nesse trabalho, as fungdes de TcRBP42 também foram investigadas utilizando-se
epimastigotas Heminocautes ¢ Nocautes para TcRBP42. Essas linhagens foram geradas com
uma versao do sistema de CRISPR/Cas9 adaptada para a edi¢do génica nos tripanosomatideos
(BURLE-CALDAS et al., 2018; SOARES-MEDEIROS et al., 2017). A remogao da expressao
de um ou de ambos os alelos de TcRBP42 foi desafiadora, o que reflete as grandes dificuldades
ainda encontradas na manipulagdo genética do 7. cruzi. Apds varias tentativas sem sucesso, a
edi¢do dos alelos de TcRBP42 foi obtida pela insercao de stop codons prematuros logo apds o
ATG inicial de ambos os alelos. Além disso, stop cédons adicionais foram gerados pela inser¢ao
de uma tag de M13, dois sitios de restricdo € uma delecao de 72 nucleotideos. Todos esses
elementos backups visaram garantir que as proteinas TcCRBP42 sejam mesmo truncadas, o que
foi especialmente importante para a edi¢do génica de TcCRBP42. Mesmo contendo stop codons
prematuros, os transcritos dos alelos editados ndo sdo degradados imediatamente e permanecem
no pool de mRNAs dos parasitos. A modificagdo de ambos os alelos de TcRBP42 necessitou
de duas rodadas de edi¢dao. Primeiro foram gerados os clones Heminocautes e entdo os
Nocautes. Varios clones Heminocautes perderam a tag de M 13 ap6s poucos meses em cultura.
Em concordancia com a presenca de apenas um alelo wild type, esses clones possuem apenas

metade dos niveis de expressao dos transcritos de TcCRBP42 observados no WT.



93

O fendtipo das epimastigotas Heminocautes e Nocautes também foi avaliado. Nos
parasitos Heminocautes apenas um alelo funcional de TcRBP42 ja ¢ suficiente para a
manuten¢do da morfologia e do padrao de crescimento normal para as epimastigotas do 7. cruzi.
Quanto aos Nocautes, a interrupcao de ambos os alelos de TcCRBP42 com stop codons causou
o aparecimento de epimastigotas com corpo circular, flagelo encurtado e mobilidade ausente
ou bastante reduzida. Nas culturas, essas formas também s3o encontradas em grandes
complexos, nos quais € possivel identificar o limite dos parasitos individuais. Esses agregados
sugerem a ocorréncia de alteragdes na expressao de proteinas de superficie, cujos genes sao
organizados em familias multigénicas no 7. cruzi. A expressdo dessas proteinas ¢ regulada
diferencialmente durante o ciclo de vida desse organismo e medeiam a adesdo do parasito a
outras células (PECH-CANUL; MONTEON; SOLIS-OVIEDO, 2017). A investiga¢io dos
impactos do nocaute de TcRBP42 na expressdao dos genes codificadores das proteinas de
superficie sera avaliada por meio da geracao do transcriptoma dessas epimastigotas, o que ja
estd em andamento. Nas culturas Nocautes também sdo encontradas epimastigotas com
morfologias aparentemente normais. O crescimento dos parasitos Nocautes ndo ¢
significativamente diferente do controle WT. No entanto, as culturas comecam a apresentar
defeitos moderados de proliferacio quando estas estdo proximas de atingirem a fase
estacionaria do crescimento. A viabilidade dos Nocautes de TcRBP42 contrasta com os
resultados obtidos no 7. brucei. Nesse organismo, a expressao de TbRBP42 ¢ essencial para a
viabilidade celular. O knockdown condicional tanto dos mRNAs quanto da proteina TbRBP42
resulta na morte dos parasitos poucos dias apos a indugdo desses sistemas (DAS et al., 2012;
DAS et al., 2021). Em concordancia com o que acontece no 7. brucei, a remogao da expressao
de TcRBP42 gera alteragdes morfologicas. Entretanto, essas ndo sdo acompanhadas por
problemas de citocinese como acontece no 7. brucei. As diferengas encontradas entre esses dois
organismos indicam que as proteinas RBP42 podem desempenhar algumas funcdes diferentes
em cada espécie. Outra explicacdo para esses resultados contrastantes seria a redundancia de
algumas das funcdes de TcCRBP42 com a de outras RBPs. Nesse sentido, o repertério atual de
RBPs do T. brucei ¢ menor do que aquele reportado para o 7. cruzi (LUEONG et al., 2016;
TAVARES et al., 2020). A ocorréncia de alteragdes morfoldgicas, principalmente a presenca
de um segundo flagelo, também foi observada em parasitos nocautes para as RBPs portadoras
de dominios dedos de zinco TcZC3H39, TcZC3H29 e TcZC3HTTP (ROMAGNOLI et al.,
2020). Todos esses resultados sugerem a grande importancia da proteina TcCRBP42 para a

biologia do 7. cruzi.
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Ap0s a caracterizagdo inicial dos parasitos Superexpressores € Nocautes para TcCRBP42,
o efeito dessas modificagcdes genéticas foi avaliado na expressdo de alguns genes utilizando-se
mais uma vez a técnica de PCR em tempo real. A escolha dos genes a serem analisados foi
baseada nos alvos descritos para TbRBP42, que se liga principalmente a transcritos do
metabolismo energético (DAS et al., 2012). Os genes selecionados codificam as enzimas
Enolase citoplasmatica, Citrato sintase, Succinato desidrogenase e Prolina desidrogenase. O
primeiro gene escolhido faz parte da via glicolitica e codifica a enzima catalisadora da reagao
de conversao do 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato. Nos tripanosomatideos, a Enolase
citoplasmatica estd fisicamente separada das enzimas glicoliticas que convertem a glicose a
3-fosfoglicerato pela compartimentalizagdo dessas em organelas chamadas de glicossomos
(ACOSTA et al., 2019; TAYLOR; GUTTERIDGE, 1987). O segundo gene analisado foi o da
Citrato sintase, uma enzima mitocondrial que constitui um importante ponto regulatorio do
ciclo do acido citrico ao catalisar a condensacao irreversivel da acetil-CoA e oxaloacetato em
citrato. O gene da Succinato desidrogenase foi selecionado por codificar uma enzima comum
ao ciclo do 4cido citrico e a cadeia transportadora de elétrons (Complexo II). Essa enzima
catalisa a oxidac¢do do succinato a fumarato (NELSON; COX, 2014). O ultimo gene analisado
foi o da Prolina desidrogenase, uma enzima mitocondrial responsavel pela primeira reacao do
catabolismo da prolina, a qual é convertida em Al-pirrolina-5-carboxilato. Apds varias outras
reacdes, esse intermediario entra no ciclo do 4acido citrico como a-cetoglutarato. A prolina ¢
uma importante fonte energética para o 7. cruzi, estando disponivel em abundancia na
hemolinfa do inseto vetor (BARRETT; FRIEND, 1975; PAES et al., 2013).

Os resultados obtidos nos experimentos de RT-qPCR referentes a condi¢do normal de
cultivo sugerem que a proteina TcCRBP42 estabiliza os seus transcritos alvos. Provavelmente,
esse ¢ o caso dos transcritos da Enolase citoplasmatica e da Citrato sintase. Os transcritos desse
ultimo gene sdo estabilizados mais eficientemente quando a proteina TcCRBP42 ¢ superexpressa.
Embora os dados coletados também indiquem que os transcritos da Prolina desidrogenase sejam
estabilizados por TcCRBP42, isso foi observado apenas nos parasitos Superexpressores. Por fim,
TcRBP42 parece ndo interagir com os transcritos da Succinato desidrogenase. Em todas as
linhagens de epimastigotas testadas, a abundancia desses mRNAs ¢ semelhante. Todos esses
resultados indicam que os ortdlogos TcRBP42 e TbRBP42 ndo compartilham exatamente os
mesmos alvos na condi¢do normal de cultivo. Quanto a estabilizagdo dos transcritos, esses
resultados contrastam com aqueles reportados por DAS et al. (2021). Nesse trabalho, disponivel

apenas no formato preprint, o knockdown de TbORBP42 nao afetou significativamente os niveis
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de expressdao de nenhum dos transcritos analisados nessa tese. Em contrapartida, a anélise
protedmica desses parasitos mostrou que os niveis das enzimas codificadas por esses genes sao
significativamente reduzidos em comparagao aos controles, sugerindo que TbRBP42 funcione
principalmente como um regulador positivo da tradugdo no 7. brucei. Em concordancia com
essa observacao, o interactoma da RBP42 da L. brasilienses contém um elevado nimero de
proteinas que integram a maquinaria de traducdo e a estrutura dos ribossomos. A divergéncia
dos efeitos do knockdown de TbORBP42 e do nocaute de TcRBP42 na abundancia dos transcritos
do mesmo conjunto de genes pode ser o resultado de duas possibilidades distintas. No primeiro
cendrio, essas diferencas podem significar a existéncia de divergéncias funcionais entre os
ortdlogos de RBP42 no T. brucei e no T. cruzi. Embora as duas espécies pertengam ao mesmo
género, estas apresentam ciclos de vida distintos (KRAMER, 2012). A segunda possibilidade
que explicaria a razao pela qual a deplecao de TbDRBP42 nao afeta significativamente os niveis
de expressdo de seus transcritos alvos ¢ a estratégia utilizada pelos autores. Sendo TbRBP42
essencial para a viabilidade do 7. brucei, os pesquisadores optaram pela realizacdo de um
knockdown condicional (DAS et al, 2021). Embora os niveis da expressdo proteica de
TbRBP42 tenham sido drasticamente reduzidos, estes ainda poderiam ser suficientes para
manter a estabilidade normal dos transcritos, mas insuficientes para garantir a eficiéncia
traducional dos mesmos. Nessa tese, os niveis das proteinas codificadas pelos genes analisados
ndo foram quantificados. Dessa forma, uma analise protedmica das diferentes linhagens de
epimastigotas poderia ser realizada futuramente como um desdobramento dessa tese. Uma
informacao interessante ¢ que o knockdown de TbORBP42 também afeta os niveis proteicos de
outras RBPs como DRBD3 e PUF1 (DAS et al., 2021).

A proteina TcCRBP42 também foi avaliada no contexto do estresse celular induzido pela
exposi¢ao das epimastigotas a uma dose subletal de 1000 Gy de radiacdo gama. O T. cruzi é
extremamente resistente a esse tipo de radiacdo ionizante, sendo a letalidade do tratamento
observada apenas apds o tratamento das epimastigotas com doses proximas a 3000 Gy de
radiagdo gama (ASSIS, 2019). Essa dose ¢ cerca de 300 vezes maior do que aquelas suportadas
pelo corpo humano (CDC, 2018). No 7. cruzi, a exposi¢ao a 500 Gy de radiagdo gama causa a
fragmentacdo de todo o genoma, o qual € reparado em apenas 48 h (REGIS-DA-SILVA et al.,
2006). Em razdo dos extensos danos causados pela radiacdo gama ao genoma das epimastigotas,
os estudos visando elucidar os mecanismos de radiorresisténcia do 7. cruzi se concentraram
tradicionalmente no reparo de DNA mediado principalmente pela enzima TcRad51. Essa

proteina € crucial para a via de reparo de DNA por recombinagdo homodloga (REGIS-DA-
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SILVA et al., 2006; SILVA et al., 2018). Ainda que a contribuigdo das RBPs para o reparo de
DNA nao tenha sido investigada no 7. cruzi, essas podem estar intimamente relacionadas aos
mecanismos de radiorresiténcia do parasito. Nesse sentido, as RBPs poderiam regular direta ou
indiretamente a expressao de proteinas envolvidas no reparo de DNA e/ou na protecao dos
parasitos contra o estresse oxidativo. A geragcdo de espécies reativas de oxigénio também ¢
induzida pela radiagcdo gama (RHEE ef al., 2012). Experimentos realizados com a RBP humana
HuR, superexpressa em varias linhagens de cancer de mama triplo negativo, exemplificam essas
possibilidades. O silenciamento desse gene aumenta a sensibilidade das células cancerosas a
radiacdo gama ao reduzir os niveis de expressao de proteinas de reparo de DNA, como Rad51
e ATM, ¢ a atividade de tiorredoxina redutase (MEHTA et al., 2016).

Primeiramente, o efeito da radiagdo gama foi avaliado no crescimento e morfologia das
epimastigotas WT, Superexpressoras ¢ Nocaute para TcRBP42, além do controle GFP. Para
todas as linhagens analisadas, a exposi¢do a radiagdo gama nao alterou as morfologias dos
parasitos observadas na condi¢ao normal. Por outro lado, o tratamento causou uma longa parada
de crescimento que perdurou por pelo menos 144 horas em todas as linhagens avaliadas. Esse
resultado concorda com o descrito anteriormente, embora a dose utilizada por esses autores seja
apenas metade daquela aplicada nessa tese (LAET-SOUZA, 2019; REGIS-DA-SILVA et al.,
2006). Esses dados sugerem que a resposta ao estresse desenvolvida apos o tratamento das
epimastigotas com doses subletais de radiacdo gama sdo semelhantes. A superexpressdo ou
nocaute de TcRBP42 nao afetou a sensibilidade natural do 7. cruzi a radiagdo gama. Alteragdes
na suscetibilidade das epimastigotas ao tratamento com radiagdo ionizante foram hipotetizadas
por dois motivos principais. O primeiro deles foi a observagao de que as epimastigotas Nocaute
apresentam problemas morfoldgicos ja na condi¢do normal de cultivo. A segunda razao foi a
estabilizacao diferencial de uma pequena amostra de transcritos nos parasitos Superexpressores
e Nocaute para TcRBP42. Considerando-se que esses efeitos possam ser amplificados em
grande escala pelo estresse, estes poderiam ocasionar uma maior ou menor resisténcia das
epimastigotas a radiacdo gama. Conjuntamente, os resultados obtidos sugerem que TcRBP42
nao ¢ essencial para a sobrevivéncia dos parasitos a esse tipo de radiacao ionizante. Apesar de
ndo terem sido observadas diferencas significativas no crescimento de nenhuma das linhagens
testadas, alguns pontos despertaram o interesse para a realizacdo de analises adicionais. A
primeira observacao foi a de que os parasitos WT continuaram crescendo ap6s o tempo de
144 h, enquanto a mortalidade dos parasitos Superexpressores comecou a ocorrer no final da

curva de crescimento. No caso dos parasitos GFP, esses ndo retornaram o crescimento, o que
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sugere que a expressdo constitutiva de uma proteina que nao possui nenhuma fun¢ao biologica
no 7. cruzi atrapalha de algum modo a retomada do crescimento das culturas irradiadas. Dessa
forma, novas curvas de crescimento e ensaios de viabilidade ainda precisarao ser realizados.
A localizagao subcelular de rTcRBP42 também foi investigada apos a irradiagdao das
epimastigotas. Em resposta a radiacdo gama, rTcRBP42 foi observada distribuida tanto no
nucleo quanto no citoplasma dos parasitos. Essa marca¢do nuclear ndo foi detectada na
condi¢do normal de cultivo. Considerando-se que a radiagdo gama ndo causa o rompimento da
carioteca, isso pode indicar que o tratamento com esse agente genotoxico induz uma
relocaliza¢do parcial de TcRBP42 para o nucleo dos parasitos. Um efeito semelhante foi
documentado para a proteina DRBD3 apds o tratamento das culturas com arsenito de sodio.
Essa RBP faz parte do interactoma da proteina RBP42 da L. braziliensis (FERNANDEZ-
MOYA et al., 2012; NOCUA; REQUENA; PUERTA, 2021). A relocalizagdo de RBPs do
citoplasma para o nticleo dos parasitos no estresse pode servir para compartimentalizar e assim
impedir o acesso dos transcritos alvos a maquinaria de tradug¢do. No 7. cruzi esse mecanismo
contribui para a regulagdo diferencial de genes expressos em estagios especificos do ciclo de
vida (PASTRO et al., 2017). Outro efeito comum do estresse na localizacdo das RBPs dos
tripanosomatideos € a condensacao dessas proteinas em granulos citoplasmaticos (CASSOLA;
DE GAUDENZI; FRASCH, 2007; FERNANDEZ-MOYA et al., 2012; KRAMER, 2014;
KRUGER; HOFWEBER; KRAMER, 2013; LAET-SOUZA, 2019; OLIVEIRA et al., 2021).
Nesse trabalho, a agregacdo de TcRBP42 em focos citoplasmaticos ndo foi observada apds o
tratamento com radiacdo gama. Isso diverge das evidéncias anteriores que apontavam o
potencial agregativo de TcRBP42 em resposta ao estresse induzido por esse agente (LAET-
SOUZA, 2019). Varios fatores podem interferir na formacao de granulos, sendo um deles a
intensidade do estimulo. No caso da radiacdo gama, mudancas nos resultados experimentais
ndo sdo incomuns apos a troca da fonte de Cobalto-60 utilizada no irradiador. Durante a
execucdo dos experimentos que compdem essa tese, essa fonte foi substituida duas vezes. A
capacidade agregativa de TcCRBP42 em focos podera ser novamente investigada no contexto de
outros tipos de estresse. Mesmo que TcRBP42 ndo faga parte de focos citoplasmaticos no
contexto do estresse induzido pela radiagdo gama, experimentos de Microscopia eletronica
detectaram que estruturas desse tipo apresentam um aumento aparente nos parasitos irradiados
(LAET-SOUZA, 2019). Se esses focos citoplasmaticos forem realmente granulos de RNA,
estes podem desempenhar algum papel na resisténcia do 7. cruzi a radiagdo gama ao capturarem

fatores indutores da morte celular ou funcionarem como centros de armazenamento de
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transcritos que sejam importantes para a recuperacao pos-estresse. Essa ultima fungao atribuida
aos granulos de RNA dos tripanosomatideos foi investigada anteriormente por CASSOLA; DE
GAUDENZI ; FRASCH (2007) em um trabalho no qual o estresse nutricional foi utilizado para
induzir o aparecimento dessas estruturas. Nesse mesmo trabalho, a remocao do estresse reverteu
esse fenotipo, o que foi atribuido a mobilizagdo dos mRNAs para o reinicio da tradugao.

A expressao de genes no contexto da radiagdo gama foi avaliada em pequena escala
utilizando-se o mesmo conjunto de genes analisados na condigdo normal. Ao contrario do que
acontece com o genoma, a radiacdo gama parece nao afetar significativamente a integridade
dos RNAs (GRYNBERG et al., 2012). Outra evidéncia experimental surpreendente ¢ que novos
RNAs podem ser produzidos nas primeiras 24 h ap0s a irradiagdo. Nesse momento, o genoma
dos parasitos ainda nao foi completamente reparado (CHAME, 2018; LAET-SOUZA, 2019;
REGIS-DA-SILVA et al., 2006). A significancia funcional desse fendmeno ainda nao foi
caracterizada, mas este pode estar relacionado ao reparo de DNA. Novos experimentos
realizados no LGB sugerem que no 7. cruzi a formacdo de hibridos de DNA/RNA pode
constituir um mecanismo de sinalizagdo eficiente para o recrutamento da maquinaria de reparo
de DNA para os sitios de lesdo (JUNIOR, 2023). Inicialmente, as analises de PCR em tempo
real foram realizadas apenas para epimastigotas WT nos tempos de 24 e 48 h ap6s a irradiacao.
Buscou-se dessa forma isolar os efeitos gerados pelo estresse apenas daqueles que representam
a soma entre a irradiacdo e a superexpressao ou nocaute de TcRBP42. Conforme esperado, a
irradia¢do causou o aumento na abundancia dos transcritos de TcCRBP42 mensurados por PCR
em tempo real. Mesmo com uma pequena reducao nesses niveis apds 48 h, esses seguiram
superiores aqueles da condicdo ndo tratada. Esses resultados confirmam os dados obtidos
anteriormente pelo transcriptoma produzido pelo nosso grupo de pesquisa. Vale lembrar que na
época, os genes de TcRBP42 ainda estavam anotados como hipotéticos. Esses resultados
indicam que os transcritos de TcCRBP42 sao estabilizados mais eficientemente no estresse.

Quanto a expressdo dos outros genes analisados, esses também sdo regulados
diferencialmente no estresse, podendo ser estabilizados ou desestabilizados em resposta a
radiacdo gama. A irradiacao das epimastigotas causou a diminuicao dos niveis de expressao do
gene da Enolase citoplasmatica e da Succinato desidrogenase. No tempo de 48 h, no entanto, a
expressdo dos transcritos da Succinato desidrogenase ja haviam retornado aos seus niveis de
expressao normais. A subexpressao de alguns genes envolvidos na glicolise e no ciclo do acido
citrico ja havia sido detectada por meio de experimentos de microarranjo de RNA.

Globalmente, esses experimentos mostraram que a radiacdo gama causa principalmente a
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subexpressao de genes cujas funcdes sdo conhecidas e a superexpressao de genes cujas fungdes
ainda permanecem em sua maioria desconhecidas (GRYNBERG et al., 2012). A subexpressao
da Enolase citoplasmatica também foi detectada no proteoma dos parasitos irradiados,
indicando uma correlagdo entre os niveis de expressao dos transcritos analisados e das proteinas
codificadas por eles (VIEIRA, 2014).

Para os genes da Citrato sintase e Prolina desidrogenase, a radia¢do levou a um grande
aumento na expressao desses genes. Embora os transcritos da Citrato sintase tenham diminuido
em expressao no tempo de 48 h, esses seguiram aumentados em relagdo ao controle nao tratado.
Aumentos na expressao desses genes nao foram identificados anteriormente nos experimentos
de microarranjo de RNA. Isso pode ter acontecido simplesmente por esses genes nao terem sido
representados suficientemente nos chips ou por dificuldades na hibridizagao entre esses e suas
sondas. Em conjunto, a expressao desses genes sugere que o metabolismo das epimastigotas ¢
alterado pela radiagdo gama. E possivel que esse tipo de estresse estimule a utilizagio de
aminodcidos como fontes de carbono preferenciais tanto para a gera¢do de energia quanto para
a ativagdo de mecanismos de resisténcia baseados no actimulo de prolina. Esse switch
metabolico pode ser um mecanismo essencial para a resisténcia do 7. cruzi a varios tipos de
estresse. Nesse sentido, o acimulo e metabolizacao desse aminoacido foi detectado na transi¢cao
das epimastigotas da fase exponencial do crescimento para a fase estaciondria. Nesta tlltima, as
epimastigotas se encontram em estresse nutricional, um estimulo muito importante para a
transformacgdo dessas em tripomastigotas metaciclicas. Nessas formas, a oxidacao da prolina
como fonte de elétrons para a sintese de ATP € essencial para a invasao das células hospedeiras
(BARISON et al., 2017; GONCALVES et al., 2018; MARTINS et al., 2009). Um maior
transporte e acimulo de prolina livre também pode ser produzido experimentalmente pela
superexpressao de um transportador de prolina. Essa manipulacdo genética aumenta a
resisténcia do 7. cruzi ao estresse oxidativo (tratamento com H202 e NO) e aos tratamentos com
Benznidazol e Nifurtimox, as Unicas drogas aprovadas atualmente para o tratamento da doenca
de Chagas. Coletivamente, todos esses dados sugerem que a fun¢do mitocondrial na oxidagao
de aminodcidos ¢ muito importante para a resisténcia do 7. cruzi a varios tipos de estresse
celular (MAGDALENO et al., 2009; SAYE et al., 2014; WHO, 2023).

No estresse por radiagdo gama, a prolina pode ser uma fonte de energia crucial para a
producdo de ATP na mitocondria. Mesmo com a parada de crescimento ocasionada pela
irradiagdo, os parasitos apresentam um aumento significativo dos niveis de ATP (VIEIRA,

2014). Isso provavelmente reflete a grande demanda energética necessaria para o reparo de
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DNA e para a sintese proteica de novo que sao essenciais para a sobrevivéncia dos parasitos a
radiagdo gama (COSTA-SILVA et al., 2021; REGIS-DA-SILVA et al., 2006; VIEIRA et al.,
2014). Outra informagdo importante € que a irradiacdo dos parasitos gera um descontrole no
acoplamento entre a sintese de ATP e o fluxo de elétrons na cadeia transportadora. O grande
fluxo de elétrons mensurado pelo alto consumo de oxigénio mostra que o ciclo do acido citrico
estd provavelmente acontecendo em uma velocidade muito maior nos parasitos irradiados
(VIEIRA, 2014). Dessa forma, o aumento da expressao do gene da Citrato sintase, que ¢ um
importante ponto regulatorio do ciclo do acido citrico, pode refletir a necessidade de melhorar
o controle sob esse ciclo. Outra possibilidade plausivel seria a maior producdo de citrato para
suprir demandas regulatdrias como o controle do metabolismo geral dos parasitos e/ou outros
mecanismos de resisténcia ao estresse que ainda nao sdo conhecidos para a radiagdo gama
(IACOBAZZI; INFANTINO, 2014). Nesse sentido, vale lembrar que a radiacao gama induz a
superexpressao de genes com fungdes ainda desconhecidas (GRYNBERG et al., 2012).

Em relagdo ao maior nivel de expressdo do gene da Prolina desidrogenase apos a
irradiacdo, este sugere que a prolina esta sendo metabolizada para produzir energia. Essa
enzima, que estd associada a membrana mitocondrial interna, doa elétrons diretamente a cadeia
transportadora de elétrons por meio de seu cofator FAD. Isso poderia contornar os efeitos
negativos dos menores niveis de expressdo do gene da Succinato desidrogenase 24 h apds a
irradiacdo. Os resultados coletados até o momento sugerem que os elétrons que entram na
cadeia transportadora ao nivel da Prolina desidrogenase seguem o mesmo caminho daqueles
doados pela Succinato desidrogenase. Outra possivel funcao da prolina no estresse por radiagao
gama seria a prote¢do contra o estresse oxidativo. Experimentos realizados anteriormente
demonstraram que a prolina livre pode funcionar como uma molécula antioxidante (KAUL;
SHARMA; MEHTA, 2008). Conforme mencionado previamente, o acumulo de altos niveis de
prolina em parasitos submetidos ao estresse pode constituir um mecanismo acessorio essencial
para resisténcia do 7. cruzi ao estresse oxidativo (BARISON et al., 2017; MAGDALENO et
al., 2009; PAES et al., 2013; SAYE et al., 2014). Nos parasitos irradiados, espécies reativas de
oxigénio podem ser geradas pelo proprio tratamento e/ou pelo alto fluxo de elétrons na cadeia
transportadora desencadeado pela radiacdo gama. Nesse sentido, altos niveis de H202 também
sdo esperados apoés a irradiagdo. No entanto, esses niveis sio menores nos parasitos tratados em
comparac¢do aos controles. Isso pode indicar a ativagdo de um sistema de defesa antioxidante
mais eficiente em resposta a radiacdo gama (VIEIRA, 2014). Vale destacar que o 7. cruzi ¢

exposto naturalmente ao estresse oxidativo causado pela liberacao de grupos hemes durante a
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digestdo do sangue ingerido pelo inseto vetor. Em um exemplo de coevolucdo entre o parasito
e seu vetor, o estresse causado por esse agente estimula a proliferacdo das epimastigotas
(NOGUEIRA et al., 2011). No contexto do estresse induzido pela radia¢cdo gama, o acimulo
de altos niveis de prolina poderia constituir um dos mecanismos de radiorresisténcia do 7. cruzi,
ao conferir uma protecdo extra contra a oxidacdo de biomoléculas, principalmente das
proteinas. A principal funcdo desse mecanismo seria garantir a manutengdo de um proteoma
funcional para o reparo dos danos causados pela radiagdo. A validade dessa suposi¢do encontra
certo suporte no que foi observado previamente para a bactéria Deinococcus radiodurans. Essa
espécie estremofila, que ¢ ainda mais resistente a radiagdo gama do que o 7. cruzi, apresenta
um robusto sistema de protecdo oxidante. Alguns experimentos sugerem que o pool de
aminoacidos e pequenos peptideos fazem parte dos mecanismos de neutralizagao das espécies
reativas de oxigénio. A fungao principal desse sistema seria a protecdo da integridade do
proteoma, garantindo assim o reparo do genoma (DALY et al., 2010; KRISKO; RADMAN,
2013). A utilizagdo preferencial da prolina no estresse por radiagdo gama atenderia
simultaneamente duas necessidades: a produ¢ao de energia e a protecao antioxidante. O balango
entre o consumo de prolina como fonte de energia e a manutencao da prolina livre em niveis
adequados para a fun¢do antioxidante poderia ser proporcionado pela atividade da Prolina
racemase. Essa enzima catalisa a interconversado entre L e D-prolina. Dessa forma, a L-prolina,
seria oxidada para a producdo de energia e a D-prolina funcionaria como um antioxidante
(PAES et al., 2013; REINA-SAN-MARTIN et al., 2000). Vale ressaltar que todas as
possibilidades aqui discutidas ainda necessitam de extensa validagao experimental.

Uma vez determinados os efeitos da radiagdo gama na expressao dos genes selecionados
em parasitos WT, a mesma analise foi realizada nos parasitos Nocautes e Superexpressores de
TcRBP42. Embora as diferentes linhagens avaliadas tenham niveis de expressao diferentes para
os genes da Enolase citoplasmatica e Succinato desidrogenase na condi¢do normal, a radiagdo
fez com que estes atingissem patamares semelhantes em todas as linhagens tratadas. Esses
resultados sugerem que a radiagdo gama induz a redug¢do e a manutencao da expressdo desses
genes nos niveis minimos necessarios para a sobrevivéncia dos parasitos. Embora a abundéancia
dos transcritos de TcRBP42 aumente em resposta a radiagdo gama, os transcritos da Enolase
citoplasmatica, provavelmente estabilizados por essa RBP na condi¢do normal, diminuem. Tal
observag¢ao indica que a expressao dos genes analisados possa ser controlada por mecanismos
independentes da expressdao de TcRBP42. Esses podem atuar mediando a desestabilizacdo de

transcritos, o que € compativel com a presenga de proteinas relacionadas ao decaimento dessas
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moléculas no interactoma da proteina RBP42 de L. braziliensis (NOCUA; REQUENA;
PUERTA, 2021). Para os genes da Citrato sintase e da Prolina desidrogenase, a irradiagdo dos
parasitos levou ao aumento da expressao desses genes em todas as linhagens estudadas. Isso
também aconteceu nas epimastigotas Nocautes para TCRBP42, nas quais niveis reduzidos desse
transcrito sdo observados na condi¢do normal. Dessa forma, outros fatores sdo provavelmente
responsaveis pela estabilizagao desses no estresse. Mais uma vez, os dados de expressao génica
referentes a condicdo irradiada sugerem que mecanismos independentes de TcRBP42
controlem a expressio dos genes estudados. E possivel que esse controle acontega pelo
remodelamento de mRNPs, o que ja foi documentado para outros tipos de estresse nos
tripanosomatideos (FERNANDEZ-MOYA et al., 2012; ROMAGNOLI et al., 2020). Por fim,
a radiagdo gama proporcionou a estabilizagdo dos niveis de expressdo dos transcritos de
TcRBP42 mesmo nos parasitos Superexpressores, nos quais niveis altissimos desses mRNAs
foram quantificados apo6s a irradiacao das epimastigotas. A mortalidade dos Superexpressores
no final da curva de crescimento na condi¢do irradiada pode estar ligada a essa observagao.
Talvez os parasitos ndo consigam reduzir a expressdo desse gene o suficiente para torna-la
compativel com esse momento da resposta ao estresse. Dessa forma, o excesso de TcCRBP42 se
tornaria prejudicial as epimastigotas. Em conjunto, os resultados obtidos sugerem que a
radiagdo gama afeta da mesma forma os niveis de expressao dos genes analisados em todas as
linhagens de epimastigotas estudadas. Portanto, as evidéncias experimentais coletas até o
momento sugerem que TcRBP42 ndo seja um fator determinante e/ou essencial para o controle
da expressao dos genes analisados no estresse causado pela radiacao ionizante.

A metaciclogénese também foi avaliada in vitro para todas as linhagens estudadas nessa
tese. Esse experimento foi realizado por trés motivos principais: TCRBP42 foi incluida na lista
de RBPs reguladas durante o desenvolvimento do 7. cruzi, o nocaute de RBPs pode afetar a
metaciclogénese dos parasitos (TAVARES et al., 2020) e uma maior expressdo dos transcritos
da Prolina desidrogenase foi detectada nos parasitos Superexpressores. Nesta tese, a atividade
dessa enzima nao foi mensurada nos parasitos Superexpressores. No entanto, PAES et al.
(2013) mostraram que no 7. cruzi os niveis de expressao do gene da Prolina desidrogenase se
correlacionam aos niveis proteicos dessa enzima. Adicionalmente, a superexpressao da Prolina
desidrogenase aumenta a diferenciacdo de epimastigotas em tripomastigotas metaciclicas tanto
in vitro quanto no inseto vetor (MANTILLA et al., 2021). Os resultados dos experimentos de
metaciclogénese in vitro realizados nessa tese foram acessados pela quantificacao da expressao

dos transcritos editados do Citocromo B, cujo aumento de expressao ocorre nos parasitos em
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diferenciagdo (SHAW; KALEM; ZIMMER, 2016). Esses experimentos mostraram que a
superexpressdo ou nocaute de TcRBP42 nao afetam significativamente a metaciclogénese dos
parasitos nas condi¢des experimentais utilizadas. Durante o protocolo de metaciclogénese, o
estresse nutricional também ¢ induzido. Conforme esperado para essa situacao, os niveis de
expressao dos transcritos da Prolina desidrogenase aumentaram em todas as culturas avaliadas
(BARISON et al., 2017; SHAW; KALEM; ZIMMER, 2016). Para testar a hipotese de que os
niveis de expressao de TcRBP42 respondem a um segundo tipo de estresse, estes foram
quantificados nas culturas que estdo simultancamente em diferenciacdo e em estresse
nutricional (SHAW; KALEM; ZIMMER, 2016). Mais uma vez foi detectado o aumento na
abundancia dos mRNAs de TcRBP42 em parasitos WT e Superexpressores. Essa ¢, portanto, a
segunda situagdo de estresse na qual se detecta um aumento de expressdao para os genes de
TcRBP42. Isso sugere que essa RBP estd envolvida de algum modo nos mecanismos de
resisténcia do 7. cruzi que podem ser comuns a diferentes tipos de estresse.

Em resumo, a caracterizagdo de TcRBP42 realizada nesse trabalho revelou varias
informagdes ainda desconhecidas para a proteina da cepa de referéncia para o 7. cruzi. Os
nossos achados mostraram principalmente que o nocaute dessa RBP ¢ viavel nesse organismo,
apesar das grandes dificuldades encontradas na geracao dessa linhagem de epimastigotas. Em
contraste, o nocaute do ortélogo de RBP42 no 7. brucei ¢ letal (DAS et al., 2012; DAS et al.,
2021). Alteragdes morfologicas sdo evidentes nas epimastigotas Nocautes, que apresentam
defeitos moderados na proliferacdo apenas em fases mais tardias do crescimento em cultura.
Adicionalmente, os resultados de PCR em tempo real referentes a epimastigotas
Superexpressoras e Nocautes de TcRBP42 na condicdo normal de cultivo apontam o
funcionamento dessa RBP na estabilizagdo de seus transcritos alvos. Quanto a localizagdo dessa
RBP, foi mostrado que TcRBP42 ¢ uma proteina citoplasmatica. Essa localizagdo, no entanto,
¢ parcialmente alterada pelo estresse causado pela radiacdo gama. Apos a irradiacdo, TcCRBP42
também foi detectada no nucleo dos parasitos. Esse comportamento sugere que TcRBP42 possa
auxiliar no controle traducional ao compartimentalizar parte de seus transcritos associados. Esse
mecanismo contribui para a regulacio de mRNAs cujas expressdes sdo restritas a um
determinado estdgio do desenvolvimento (PASTRO et al., 2017). Adicionalmente, TcCRBP42
ndo ¢ essencial para a sobrevivéncia das epimastigotas irradiadas. Embora os resultados obtidos
até¢ aqui indiquem que TcRBP42 ndo atue diretamente no controle da expressao génica no
estresse, aumentos na abundancia de seus transcritos foram observados apds a exposi¢ao das

epimastigotas a radiacdo gama e a privacao nutricional. Isso sugere algum papel dessa RBP nos
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mecanismos de resisténcia ao estresse do 7. cruzi a esses dois tipos de estresse, o que ainda
precisa ser validado experimentalmente. Essa tese também contribuiu para o estudo da
radiorresisténcia desse organismo ao identificar o aumento da expressdo dos transcritos da
Prolina desidrogenase apds o tratamento com radiacdo gama. Essa ¢ a primeira vez na literatura
dos tripanosomatideos que o metabolismo da prolina ¢ sugerido como parte dos mecanismos
de resisténcia do 7. cruzi a esse tipo de radiacdo ionizante, que também causa o estresse
oxidativo (RHEE et al., 2012). Um maior transporte ¢ acimulo de prolina foi implicado na
resisténcia do 7. cruzi a diferentes tipos de estresse, como aqueles causados por espécies
reativas de oxigénio, privagdo nutricional e tratamento com as Unicas drogas aprovadas para o
tratamento da doenca de Chagas (BARISON et al., 2017; MAGDALENO et al., 2009; SAYE
et al.,2014; WHO, 2023).
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7 CONCLUSOES

Nessa tese foi realizada a caracterizagao da proteina RBP42 da cepa de referéncia para
o T. cruzi nas condi¢cdes normais de cultivo e no estresse pela radiacdo gama. O estudo de
TcRBP42 no contexto do estresse induzido pela radiagdo ionizante ¢ inédito na literatura dos
tripanosomatideos. No 7. cruzi os conhecimentos sobre a proteina RBP42 se limita a uma Uinica
publicacao cientifica, reforcando a importancia dessa tese. Nesse sentido, os principais

resultados obtidos nesse trabalho estdo resumidos abaixo.

1) Na versdo mais recente do genoma do 7. cruzi da cepa CL Brener, a proteina TcCRBP42 ¢
codificada por um gene de copia unica contendo dois alelos. Esses estdo presentes nos
haplétipos Esmeraldo-like e Nao Esmeraldo-like e compartilham uma alta identidade de

sequéncia.

i1) As proteinas RBP42 sdo conservadas nos tripanosomatideos. Os ortdlogos analisados
possuem dois dominios conservados, NTF2-like € RRM, interligados por uma longa regidao
central intrinsecamente desordenada e cuja extensdo varia conforme a espécie. Essa regiao
também contém trés motivos ricos no aminoacido prolina. Apenas as proteinas RBP42 do
T. cruzi possuem uma segunda regido nao estruturada ap6s o dominio RRM. Os dominios
de TcRBP42 sdao similares estruturalmente com os mesmos dominios determinados

experimentalmente para outras proteinas.

iil) Em compara¢do com os parasitos WT, a superexpressdo de TcRBP42 ndo causa
alteracdes aparentes na morfologia, divisao celular, padrao de crescimento e viabilidade das
culturas de epimastigotas tanto em condigdes normais de cultivo quanto de estresse causado

pela exposicao a 1000 Gy de radiagao gama.

iv) Epimastigotas Heminocautes e Nocautes para TCRBP42 foram geradas com a tecnologia
de CRISPR/Cas9. Os Nocautes foram produzidos a partir de uma segunda rodada de edigdo
génica de um clone Heminocaute. Em ambas as linhagens ndo foram observadas perdas de
viabilidade, grandes problemas de crescimento e alteragdes na divisdo celular. No entanto,
o nocaute de TcRBP42 causou o aparecimento de epimastigotas com corpo arredondado,
flagelo encurtado e mobilidade reduzida. Essas formas também formam agregados em
cultura. Quanto o estresse por radiacdo gama, a remoc¢do da expressio de TcRBP42 nao

aumentou a sensibilidade a esse agente.
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v) A localizacdo subcelular de rTcRBP42 foi determinada pela deteccdo de sua fag de
histidina. Na condi¢do normal, rTcRBP42 se distribui difusamente pelo citoplasma das
epimastigotas, ndo estando presente no nucleo. A exposicdo a radiacdo gama causa a
relocalizagdo parcial dessa RBP para esse compartimento celular. Essa observagao
provavelmente ndo resulta do rompimento da carioteca das epimastigotas, que permaneceu

integra nos experimentos de Microscopia eletronica realizados anteriormente a esse trabalho.

vi) A superexpressao e nocaute de TcRBP42 alteram de formas diferentes a expressdo de
genes do metabolismo energético avaliadas em condigdes normais. Os transcritos dos genes
da Enolase e da Citrato sintase sdo provavelmente estabilizados pela proteina TCRBP42. Em
contraste, os niveis de expressao dos transcritos da Succinato desidrogenase ndo sdo afetados
pelo background genético dos parasitos. Para a Prolina desidrogenase, o nocaute de
TcRBP42 nio afetou os niveis de seus transcritos. Entretanto, estes sdo muito aumentados
pela superexpressao de TcRBP42, sugerindo que essa proteina confere uma estabilizagao

adicional a esses transcritos.

vii) A irradiag¢do dos parasitos WT promoveu o aumento dos niveis de expressao dos genes
codificadores das proteinas TcRBP42, Citrato sintase e Prolina desidrogenase. Os niveis de
expressao dos transcritos da Enolase citoplasmatica e Succinato desidrogenase sofreram
reducdes apods a indugdo do estresse. Nos parasitos Nocaute e Superexpressores de TcCRBP42
sdo observados os mesmos efeitos da radiacdo nos genes analisados, sugerindo que a

resposta ao estresse ¢ independente do background genético dos parasitos. No estresse

celular, a expressao desses genes ¢ provavelmente controlada por outras RBPs.

viii) O aumento da expressao do gene da Prolina desidrogenase sugere que a exposi¢ao a
radiagdo gama altera o metabolismo das epimastigotas para a utilizacdo preferencial de
aminoacidos. A prolina também pode integrar os mecanismos de resisténcia a esse tipo de
radiagdo ao contribuir para a neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio. Esse trabalho
expds pela primeira vez na literatura um possivel /ink entre a radiorresisténcia do 7. cruzi e

o metabolismo da prolina.

ix) O protocolo de metaciclogénese in vitro mostrou que a superexpressao ou nocaute de
TcRBP42 nao altera as taxas de diferencia¢ao do 7. cruzi em formas intermediarias e/ou
tripomastigotas metaciclicas. Esse protocolo, que também induz o estresse nutricional,
também promoveu o aumento nos niveis de expressao dos genes da TcRBP42 e da Prolina

desidrogenase em todas as linhagens de parasitos analisadas.
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8 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos na caracterizacao de TcRBP42 realizada nesta tese cria inimeras
possibilidades para a continuidade futura desse trabalho. Um dos primeiros desdobramentos
possiveis e que ja estd em andamento ¢ a produ¢do do transcriptoma das epimastigotas WT,
Nocautes e Superexpressoras de TCRBP42 (condigdes normais de cultivo). Uma vez analisados,
esses dados gerardo muitas informagdes sobre os processos bioldgicos nos quais a proteina
RBP42 do T. cruzi esta envolvida. Uma segunda possibilidade a ser explorada seria a geragdo
de epimastigotas contendo as proteinas TcCRBP42 endogenas marcadas com fags de afinidade.
Isso permitiria estudar a localizacdao celular e os efeitos da radiagdo gama nos niveis das
proteinas nativas. Uma vez que existe a possibilidade do estresse por radiagdo gama causar a
captura de transcritos em granulos de RNA, a localizagdo desses poderia ser determinada por
meio de corantes especificos para essa molécula ou pela realizagdo de experimentos de
hibridizag¢do fluorescente in situ (FISH). Esta ultima técnica permite o estudo de transcritos
especificos ou de uma classe inteira de transcritos, como aqueles contendo caudas de poli-A.
Em relagdo a localizagdo de TcRBP42, essa poderia ser estudada em altissima resolugao
utilizando-se a técnica de Microscopia imunoeletronica. Embora planejado para essa tese, este
experimento ndo pode ser realizado em decorréncia dos grandes atrasos ocasionados pelo
isolamento social imposto pela Pandemia de COVID-19. A Microscopia eletronica de
transmissdao também poderia ser utilizada para estudar com grande detalhamento as alteragdes
morfoldgicas presentes nos parasitos Nocautes para TcRBP42. A andlise de ciclo celular
também poderia ser realizada para esses parasitos. Uma vez que os niveis de expressao dos
transcritos de TCRBP42 responderam ao estresse celular induzido pela radiacdo gama e pela
metaciclogénese, a proteina TcCRBP42 poderia ser ainda estudada no contexto de outros tipos
de estresse como aqueles induzidos pela privacao nutricional e pelo aumento de temperatura.
Os ultimos desdobramentos possiveis que serdo descritos para o presente projeto sdo o estudo
dos transcritos alvos de TcCRBP42 e das proteinas que fazem parte do interactoma dessa proteina
pelas respectivas técnicas de RNA-seq e de Espectrometria de Massas. Para tanto, TcCRBP42
seria fusionada com a proteina GFP e imunoprecipitada empregando-se nanobodies anti-GFP.
Um estudo recente mostra o sucesso dessa abordagem na imunoprecipitagdo de diversas

proteinas do 7. cruzi (INOUE et al., 2022).
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APENDICES

APENDICE A — Estrutura tridimensional completa para a proteina TcRBP42
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A estrutura tridimensional para a proteina TcRBP42 codificada pelo alelo Esmeraldo-like
(TcCLB.509167.140) do T. cruzi da Cepa CL Brener foi predita pelo software de inteligéncia
artificial AlphaFold2 e recuperada do AlphaFoldDB com o identificador Q4DQQ3. Essa proteina
possui dois dominios conservados, NTF2-like e RRM, interligados por uma longa regido central
predita como intrinsecamente desordenada. As regides correspondentes aos dominios estdo
delimitadas por elipses. Os terminais amino (N) e carboxi (C) também estdo indicados. Ambos o0s
dominios de TcRBP42 foram preditos com valores de confianca alto ou muito alto para a grande
maioria dos residuos. Adicionalmente, esses possuem topologias compativeis com aquelas ja
conhecidas para esses dominios. O dominio NTF2-like e RRM contém as seguintes colegdes de
elementos de estrutura secundaria: aafBaBpPP para o dominio NTF2-like e faffaf para o dominio
RRM. Apenas os elementos de estrutura secundaria com uma extensao minima de quatro residuos
foram considerados. Os segmentos em conformacao 3 de cada dominio estdo organizados em uma
folha beta antiparalela. Em contraste, as estruturas formadas pelos residuos presentes nas regides
preditas como intrinsecamente desordenadas possuem valores de confianga baixos ou muito baixos.
No modelo predito, essas regides assumiram uma distribuicdo aleatdria ao redor dos dominios
conservados de TcRBP42 (A). O erro predito por alinhamento foi calculado pelo AlphaFold?2 e
mostra que os residuos que compdem os dominios NTF2-like e RRM possuem um bom
posicionamento relativo (pequeno erro predito = verde-escuro). Em contrapartida, a regido que
conecta os dois dominios de TcRBP42, delimitada por uma caixa vermelha pontilhada, possui um
grande erro associado a posic¢do relativa de cada residuo (verde-claro). Isso indica que a ferramenta
nao pode determinar com confianga o posicionamento de um dominio em relagdo ao outro (B).
a: a-hélice e B: segmento em conformagao B. Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE B — Avaliagio da contaminagio por Mycoplasma sp.
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A contaminagao por Mycoplasma sp. foi monitorada por PCR convencional. A reagdo foi realizada
com a Tag DNA Polimerase Pht (Phoneutria Biotecnologia e Servigos) em combina¢do com o
tampao da GoTaq® Flex (Promega). Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese
em gel de agarose a 2,5%. Foram analisadas as seguintes linhagens de epimastigotas: WT (canaleta
1), Superexpressor de TcCRBP42 clone 1 e 3 (canaletas 2 e 3), Heminocaute e Nocaute de TcRBP42
(canaletas 4 e 5). Foi utilizado o padrdo de peso molecular de 50 bp (Invitrogen™). C+: controle
positivo e C-: controle negativo. Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE C — Imunoprecipitagio de rTcRBP42
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Inimeros protocolos para a imunoprecipitagdo dos complexos de rTcRBP42 foram testados sem
sucesso no decorrer deste trabalho. Foram utilizadas estratégias de imunoprecipitagdo empregando
as tags de afinidade do Pepitideo ligador de estreptavidina e 6x-His presentes na copia recombinante
de TcRBP42 (rTcRBP42). A imunoprecipitacao dos complexos seria seguida pelo sequenciamento
de RNA para se estudar os transcritos alvos de TcCRBP42 nas condi¢des normais de cultivo e apos
a inducdo do estresse pela radiacdo gama. A ultima tentativa de imunoprecipitagdo foi realizada
com o Pierce™ PolyHis™ Protein Interaction Pull-Down Kit (Thermo Fisher Scientific) que utiliza
beads de cobalto para a captura dos complexos proteicos contendo fags de 6x-His. Apos a realizacao
do protocolo recomendado pelo fabricante, as amostras foram fracionadas por SDS-PAGE e
analisadas pela técnica de Western blot. Foram utilizados o anticorpo primario Anti-His-Tag
(AD1.1.10, Santa Cruz Biotechnology) e o secundario Anti-IgG de camundongo conjugado com
peroxidase (Amersham ECL Mouse IgG, HRP-linked whole Ab). Nesse experimento, a proteina
rTcRBP42 foi detectada no extrato proteico total denominado de input (canaleta 1), mas nenhum
sinal foi detectado na fracdo eluida (canaleta 2), ndo ligada (canaleta 3) e ainda contendo as beads
(canaleta 4). Nessa ultima canaleta, o eluato + beads foram analisados. Foram utilizados os padrdes
de peso molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (Thermo Fisher
Scientific). A membrana de PVDF foi revelada com o equipamento ImageQuant™ LAS 500 (Cytiva
Life Science) na presenca do substrato Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher
Scientific). Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE D — Localizagio subcelular de rTcRBP42 e dos RNA recém-sintetizados em
condi¢des normais e de estresse induzido pela radiagdo gama
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Imagens de Microscopia de fluorescéncia convencional de epimastigotas expressoras de rTcRBP42
e GFP em condig¢des normais de cultivo (A) e nos tempos de 24 ¢ 48 h (B e C) ap6s exposicao a
500 Gy de radiagdo gama. As proteinas foram detectadas através de suas tags de 6x-His pelos
anticorpos Anti-His-Tag (AD1.1.10, Santa Cruz Biotecnology) e Alexa Fluor® 488 (ab150113,
Abcam). Os RNAs recém-sintetizados foram marcados com pulsos de 24 horas do analogo
5-etiniluridina apés a indugdo do estresse. Esses RNAs foram detectados com o Click-iT™ RNA
Alexa Fluor™ 594 Imaging Ki (Invitrogen™). O DNA nuclear e o kDNA foram corados com
Hoechst 33342 (Invitrogen™). As imagens foram adquiridas na objetiva de imersdo em 6leo de
63X do microscopio de fluorescéncia Apotome.2 Zeiss disponivel no Centro de Aquisicdo e
Processamento de Imagens do ICB-UFMG (CAPI). Barra de magnificagdo: 10 um. Fonte: Retirado
de LAET-SOUZA (2019).
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APENDICE E — Microscopia eletrénica de transmissdo de epimastigotas WT
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As epimastigotas em fase exponencial do crescimento foram expostas a 500 Gy de radiagdo gama.
A irradiag¢do causou o desaparecimento da heterocromatina, mas ndo o rompimento da membrana
nuclear. Esta permaneceu integra mesmo ap6s decorridas 24 h do tratamento (setas pretas). As setas
vermelhas indicam estruturas granulares desprovidas de membranas. As imagens foram adquiridas
com o Microscopio eletronico de transmissdo Tecnai (G2-12—SpiritBiotwin FEI—120 kV
disponivel no Centro de Microscopia da UFMG. Nu: Nucleo e K: cinetoplasto. Barras de
magnifica¢do: 1 um ou 500 nm. Fonte: Adaptado de LAET-SOUZA (2019).
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APENDICE F — Artigo cientifico em preparagio

Characterization of the RNA-binding protein 42 from

the Trypanosoma cruzi reference strain

Running title: RBP42 gene knockout is viable in Trypanosoma cruzi.
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ABSTRACT

RNA-binding proteins are key elements controlling transcript fate, especially in
trypanosomatids which rely mainly on post-transcriptional mechanisms to regulate gene
expression. In this work, we characterized for the first time the RNA-binding protein 42 from
the 7. cruzi reference strain (TcCRBP42). As for other orthologs, this protein has a modular
structure containing two conserved domains, NTF2-like and RRM, interconnected by a long
central region predicted to be intrinsically disordered. While TCRBP42 overexpression was well
tolerated by 7. cruzi, knocking out this gene adversely affected epimastigotes morphology.
These cultures contain both normal and round-shaped epimastigotes with a shortened flagellum
and reduced mobility. Yet, only mild proliferation defects were observed. Furthermore, these
epimastigotes aggregate into large complexes and do not present abnormal numbers of nuclei
and kinetoplasts. The knockouts' viability first reported by us deviates from the lethal phenotype
observed in Trypanosma brucei, a closely related species. Concerning protein localization, the
detection of a polyhistidine-tagged version of TcRBP42 showed an exclusively cytoplasmic
distribution for this protein. Lastly, the data collected using epimastigotes overexpressing or
lacking TcRBP42 suggests a role for this protein in the stabilization of transcripts encoding the
energy metabolism enzymes Enolase and Citrate synthase.

Keywords: RNA-binding proteins, RBP42, Trypanosoma cruzi
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INTRODUCTION

Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas disease, a neglected tropical
illness affecting about 6 million people in the Americas (PAHO, 2023). Together with other
species in the trypanosomatidae family, this parasite presents unique characteristics concerning
gene expression regulation. The lack of transcriptional control and the organization of
functionally unrelated genes into long polycistronic units transfer almost all gene expression
regulation to the post-transcriptional level (CLAYTON, 2019; EL-SAYED et al., 2005;
KRAMER, 2012). RNA-binding proteins (RBPs) are essential players in this kind of regulation.
These proteins arrange their mRNA targets into functional groups that are co-regulated, a
phenomenon termed RNA regulon. The combinatorial control exerted by different RBPs
determines transcript maturation, localization, translation, and decay (KEENE, 2007;
QUEIROZ et al., 2009).

Numerous RBPs containing typical RNA-binding domains were identified in the
T. cruzi genome (TAVARES et al., 2020). However, a relatively small number of these proteins
were characterized in this organism (ROMAGNOLI et al., 2020). According to the essential
roles played by RBPs, the removal of a single protein can dramatically impact gene expression,
resulting in alterations in morphology, culture growth, and differentiation (ROMAGNOLI et
al., 2020; ROMANIUK; FRASCH; CASSOLA, 2018; TAVARES et al., 2020). In this work,
we characterize the RNA-binding protein 42 (TcRBP42) from the 7. cruzi reference strain, the
CL Brener clone. In addition to computational analysis, we studied protein function by
overexpressing or knocking out its coding genes. The RBP42 protein was first investigated in
Trypanosoma brucei. In this species, this is an essential RBP associated with the translational
control of energy metabolism transcripts (DAS et al., 2012; DAS et al., 2021). To date, RBP42
has only been studied once in the 7. cruzi Y strain. These authors showed this protein is
expressed in the cytoplasm of all the main life cycle stages (WEISBARTH et al., 2018).

Our experiments identified two coding genes for TcCRBP42 in the most recent CL Brener
genome. This protein contains two conserved domains, NTF2-like and RRM, interconnected
by a long and unstructured region. This modular organization is also shared with other RBP42
orthologs (DAS et al., 2012; NOCUA et al., 2017; WEISBARTH et al., 2018). Although
difficult to obtain, the TcCRBP42 gene knockouts are viable, causing the appearance of round-
shaped epimastigotes with a shortened flagellum, reduced mobility, and mild defects in
proliferation. Metacyclogenesis problems were not observed. Real-time PCR data suggested a

role for TcRP42 in target transcript stabilization. This work was the first to generate and
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characterize 7. cruzi RBP42 knockout parasites, thus expanding the current RBP literature for

the species.

RESULTS AND DISCUSSION

T. cruzi RBP42 computational analysis

In the most recent Cl Brener strain genome, TcRBP42 is coded by a single-copy gene
with one allele per haplotype. Thus far, all RBPs are coded by one to two alleles in 7. cruzi
(TAVARES et al., 2020). The division into Esmeraldo-like and Non-Esmeraldo-like haplotypes
has been adopted to reflect this strain's hybrid nature since the first published genome (EL-
SAYED et al., 2005). Both TcRBP42 alleles are highly similar in sequence, diverging only in
a few amino acids (Supplementary Figure 2A). These sequences contain two conserved
domains, NTF2-like and RRM, interconnected by a long central region predicted to be
intrinsically disordered. In this region, there are three proline-rich motifs (PxxP). A second
unstructured region is present only on the RBP42 from 7. cruzi. All RBP42 orthologs present
basically the same structure, with length variations in the central link (Figure 1A) (DAS et al.,
2012; NOCUA et al., 2017; WEISBARTH et al., 2018). Probably, that region faced smaller
functional restrictions during protein evolution (KONATE et al., 2019). Kinetoplastid RBP42
amino acid sequences are conserved mainly at the domain regions (Supplementary Figure
2B), allowing them to be used to reconstruct the accepted group phylogenetic relationships
(Figure 1C) (LUKES et al., 2014).

Experimental structures are not available for TcCRBP42. As an alternative, we consulted
the 3D structure constructed by AlphaFold (JUMPER et al., 2021; VARADI et al., 2021). In
this model, both TcRBP42 domains were predicted with elevated confidence levels and
presented similar topologies to the NTF2-like and RRM domains determined for G3BP1 and
TcUBPI, respectively (Figure 1B) (VOGNSEN; MOLLER; KRISTENSEN, 2013; VOLPON
et al., 2005). RBP42 orthologs share basically the same protein organization as the human
G3BP1 protein, except for an acid region and a RGG domain (YANG et al., 2020). The roles
played individually by each RBP42 region remain unknown, but some information may be
borrowed from G3BPI. In this protein, the NTF2-like domain mediates protein dimerization
and interaction with USP10 and Caprin-1. In addition, the RRM domain is responsible for RNA
binding. The intrinsically disordered regions control the G3BP1 phase transition in response to

cellular stress. In normal conditions, the acid region interacts with the positively charged RGG
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repeats to keep G3BP1 inhibited (MATSUKI et al., 2013; YANG et al., 2020). The RBP42
RRM lacks one of the RNP motifs, suggesting that accessory regions are necessary for RNA
recognition (Supplementary Figure 2A and B). In the presence of a RRM, a NTF2-like
domain may contribute to RNA interaction, as observed for the Mex67:Mtr2 RNA exportation
complex (AIBARA et al., 2015).

T. cruzi RBP42 gene overexpression and knockout phenotypic effects

To functionally study TcRBP42, we genetically manipulated 7. cruzi. To generate
knockout epimastigotes, we electroporated them with SaCas9 ribonucleoprotein complexes.
Although relatively less efficient than other systems in trypanosomatids, this strategy
contributes to fewer off-target events by limiting the Cas9 action time over the genome
(BURLE-CALDAS et al., 2015; SOARES-MEDEIROS et al., 2017). In our working strategy
(Figure 2A), both TcRBP42 sequences were interrupted with stop codons and a 72-nucleotide
deletion at the beginning of the coding region, which rendered this approach selection-free. The
lack of antibiotic markers allows for smaller genome modifications and faster protocol
execution (SOARES-MEDEIROS et al., 2017). Parasite knockouts were only obtained after
subjecting a Hemi-knockout clone to a second round of gene editing. Clone genotyping and
Sanger sequencing are shown in Supplementary Figure 3A and B, respectively. To ensure the
absence of wild-type TcRBP42 transcripts in knockout epimastigotes, real-time PCR
experiments were performed (Figure 2B). The same technique revealed the expression of the
M13-tagged genes (Figure 2C), which reinforces the importance of implementing backup
elements to guarantee gene truncation. In our construction, several extra stop codons are
generated by a short gene deletion and the insertion of an M13 tag and restriction sites. Hemi-
knockouts express both normal and tagged TcRBP42 transcripts (Supplementary Figure 4A
and B).

The phenotypic characterization of CRISPR/Cas9-edited epimastigotes demonstrated
that knocking out TcRBP42 causes mild proliferation defects only in later growth phases
(Figure 2G). This viability in culture deviates from the lethal phenotype observed in T. brucei
just a few days after induction of a RBP42 gene knockdown (DAS et al., 2012). Morphological
alterations are evident in 7. cruzi knockout cultures that contain both normal and rounded-
shaped epimastigotes with a shortened flagellum and reduced mobility (Supplementary Video
1). In contrast to 7. brucei, altered parasites do not present cytokinesis problems associated with

abnormal numbers of nuclei and kinetoplasts (Figure 3B) (DAS et al., 2012). The round-shaped
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parasites also aggregate into complexes, in which individual epimastigotes limits are preserved
during the exponential growth phase (Supplementary Video 1). This points to a dysregulation
of surface protein genes controlling the parasite adhesion function (PECH-CANUL;
MONTEON; SOLIS-OVIEDO, 2017). Taking together, the contrasting results between 7. cruzi
and 7. brucei, especially related to the former's knockout viability, may be caused by
differences in orthologous protein function or the redundancy of TcRBP42 with other RBPs.
While both species present distinct life cycles, a higher number of RBPs are present on 7. cruzi
(KRAMER, 2012; LUEONG et al.,, 2016; TAVARES et al., 2020). Concerning Hemi-
knockouts, only half of the normal TcRBP42 transcript expression is sufficient to maintain
normal growth and parasite morphology (Supplementary Figure 4 A, C and D), besides the
typical motility in culture (Supplementary Video 1).

By employing plasmid expression vectors, we successfully produced epimastigotes
expressing 6x-His-tagged versions of TcRBP42 and GFP (Supplementary Figure 1).
Exogenous protein expression was confirmed by Western blot (Figure 2D). However, total
TcRBP42 protein levels could not be determined due to the unavailability of an antibody against
the native protein. To circumvent this difficulty, gene transcript levels were used as a proxy for
total protein expression. Overexpressing clones contain similarly higher TcCRBP42 transcript
levels in comparison to controls (Figure 2E). Normal TcRP42 expression levels in GFP
epimastigotes indicate the specificity of the genetic modification. Regarding parasite growth,
the constitutive expression of recombinant TcCRBP42 (rTcRBP42) and GFP proteins did not
adversely affect culture proliferation (Figure 2F). This result agrees with previous data
reporting the high tolerance of 7. cruzi to gene overexpression even when they encode RBPs
(CHAME et al., 2020; MANTILLA et al., 2021; TAVARES et al., 2020). Because no
significant differences were detected between the two TcRBP42 overexpressing clones, only
the clone one was further characterized. rTcCRBP42 protein localization was documented by
detecting its polyhistidine tag. In normal culturing conditions, this protein is distributed
throughout the whole epimastigotes cytoplasm (Figure 3A). A 3D reconstruction using a Z-
stacking series confirms this localization and the absence of this protein in the nucleus
(Supplementary Video 2). Yet, it does exclude the possibility of protein translocation to this
cellular compartment in response to some stimulus. This was documented for another RBP
named DRBD3 that happens to integrate the RBP42 interactome in Leishmania braziliensis.
The exposure to sodium arsenite induces a partial nuclear relocalization for this protein

(FERNANDEZ-MOYA et al., 2012; NOCUA; REQUENA; PUERTA, 2021). A cytoplasmic
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localization was also detected for orthogous TcRBP42 proteins (DAS et al., 2012; NOCUA et
al., 2017; WEISBARTH et al., 2018). Concerning GFP, this protein was detected distributed
in both the cytoplasm and nucleus, indicating that the rTcRBP42 localization does not result
from the expression system used (Figure 3A and Supplementary Video 3). Additionally,
autofluorescence or antibody-unspecific binding is below the detection threshold standardized

for image acquisition (Supplementary Figure 5).

Gene expression studies and in vitro metacyclogenesis

To study the effects of TcCRBP42 knockout or overexpression on gene expression on a
small scale, we tested four genes associated with energy metabolism. These gene transcripts are
bound by RBP42 in T. brucei and participate in key metabolic pathways such as glycolysis, the
citric acid cycle, and the proline metabolism (DAS et al., 2012). For Enolase and Citrate
synthase, significantly smaller transcript levels were detected in knockout epimastigotes. In
contrast, the same transcripts are present in greater abundance in the Overexpressor clone
(Figure 4A). Together, these results point to a TcRBP42 role in transcript stabilization. The
same effect was observed for the Proline dehydrogenase transcripts, but only when TcRBP42
is overexpressed (Figure 4A). Higher levels of TcRBP42 proteins could occur during
nutritional stress. In that sense, increased transcript levels were measured for TcCRBP42 and
Proline dehydrogenase in both WT and Overexpressor parasites subjected to nutritional
deprivation during the metacyclogenesis protocol (Figure 4C) (SHAW; KALEM; ZIMMER,
2016). Regarding Succinate dehydrogenase transcripts, the similar levels measured in all
epimastigotes lines assayed suggest that TCRBP42 may not regulate their expression. Globally,
our small gene sample already indicates that RBP42 orthologs do not share all their targets or
the exact mechanism of transcript regulation. On that account, the 7. brucei RBP42 protein was
associated with transcript translation efficiency (DAS et al., 2021).

Two pieces of evidence also prompted us to assay parasite metacyclogenesis. First, the
TcRBP42 transcripts were reported to be differentially regulated according to the life cycle
stage (TAVARES et al., 2020) and second, elevated Proline dehydrogenase transcript levels
were detected in TcCRBP42 overexpressing parasites (Figure 4A). Experimentally, 7. cruzi
metacyclogenesis rates can be increased by overexpressing this enzyme (MANTILLA ef al.,
2021). Even though we did not quantify protein abundance, previous work reported a good
correlation between transcript and protein quantities (PAES et al., 2013). Culture differentiation

was induced as described by SHAW; KALEM ; ZIMMER (2016) and quantified by measuring
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abundance increases for the edited Cytochrome B transcript (CyB-e). As expected, all
epimastigotes cultures have greater CyB-e levels. However, no significant differences were
detected among them (Figure 4B). Normal Knockout differentiation rates suggest TcCRBP42 as
a non-essential factor for parasite differentiation, at least in our test conditions. In accordance
with the data presented by MANTILLA et al. (2021), increased Proline dehydrogenase
transcript levels were observed in response to the differentiation protocol (Figure 4C). Again,
the TcRBP42 protein appears to stabilize these transcripts more efficiently only when
artificially overexpressed. Proline dehydrogenase catalyzes the first enzymatic reaction in the
proline catabolism, an amino acid accumulated in epimastigotes transitioning from the
exponential to the stationary growth phase (BARISON et al., 2017; PAES et al., 2013). The
nutritional stress occurring during this phase is a vital stimulus for parasite metacyclogenesis
(GONCALVES et al., 2018). Moreover, proline is a readily available energy source present in
large amounts in the insect vector, even during extended starvation periods between blood

meals (MICHAEL BARRETT; FRIEND, 1975).

EXPERIMENTAL PROCEDURES

RBP42 computational analysis

Gene sequences for TcCRBP42 were retrieved from the most recent genome available for
the 7. cruzi Cl Brener strain. It was produced by Professor Daniella Castanheira Bartholomeu
and her research group from the Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Brazil
(unpublished data). Other kinetoplastid RBP42 amino acid sequences came from the
TriTrypDB Kinetoplastid Genomics Resource database (ASLETT et al, 2010) and
WEISBARTH et al. (2018). Sequences were aligned with MAFFT version 7 (FFT-NS-i
strategy) (KATOH; STANDLEY, 2013) and used by WebLogo version 2.8.2 (CROOKS et al.,
2004) to generate sequence logos. Conserved domains and motifs were identified both manually
and with InterProScan (JONES et al., 2014). RaptorX-Property and DISOPRED3 predicted
residue’s disorder (BUCHAN et al., 2013; WANG et al., 2016). TcCRBP42 3D structures were
generated by AlphaFold (JUMPER et al., 2021; VARADI et al., 2021).

Phylogenetic relationships were inferred with the Bayesian method using MrBayes
version 3.2.6 implemented at the CIPRES Science Gateway version 3 (MILLER; PFEIFFER;
SCHWARTZ, 2010; RONQUIST et al., 2012). The best-fit model of evolution was determined
by ProtTest version 3.4.2 (DARRIBA et al., 2011) using the Bayesian information criterion. It



136

was used the Jones-Taylor-Thornton amino acid substitution matrix (JTT) (JONES; TAYLOR;
THORNTON, 1992), discrete gamma-distributed substitution rate among sites (+G) (YANG,
1996) and data-estimated empirical amino acid frequencies (+F). The probability distribution
on branch lengths was calculated under the uniform strict clock model. Three heated and one
cold MCMC chains (Markov chain Monte Carlo) were computed simultaneously. Four
independent repeats were run for four million generations, sampling every 500. Convergence
was assessed using Tracer version 1.7 (http://beast.community/tracer) and 25% of sampled trees
on each run were discarded as burn-in before Bayesian posterior probabilities' calculation. iTOL
version 3 was used to visualize and annotate the 50% majority role consensus tree obtained

(LETUNIC; BORK, 2016).

Parasite growth and in vitro metacyclogenesis

T. cruzi Cl Brener epimastigotes were subcultured weekly and cultivated at 28 °C in
filter-sterilized LIT medium (CAMARGO, 1964), supplemented with penicillin (100 units mL-
1) / streptomycin sulfate (100 pg mL-1) (Gibco ™) and 10% heat-inactivated fetal bovine serum
(FBS) (Gibco ™). G418 sulfate (Gibco ™) was also added to neomycin-resistant epimastigotes.
To evaluate parasite growth, three independent experiments with technical replicates were
carried out. Cultures were counted daily with erythrosine vital staining in Neubauer chambers.
Results were analyzed with one-way ANOVA and reported as growth curves. Values were
shown as mean + SD. In vitro metacyclogenesis was induced as described previously (SHAW;
KALEM; ZIMMER, 2016). Briefly, epimastigotes were transferred to RPMI without FBS and
incubated undisturbed for 8 days. Top culture fractions enriched in metacyclic trypomastigotes
were collected, and culture differentiation was accessed by the relative expression of the edited

Cytochrome B transcript (sequence available in Supplementary Table 1).

T. cruzi genetic manipulation

Variations of the PROCKGFP_Neo plasmid (DAROCHA et al., 2004) were constructed
to express constitutive-tagged versions of TCRBP42 and GFP in epimastigotes. Initially, a 173-
bp DNA fragment was synthesized to contain a streptavidin-binding peptide (SBP) and a
polyhistidine-tag (6x-His) plus restriction sites: flanking 5' Nhel and 3' Sall, and internal Xbal
and Xhol (Epoch Life Science). Fragment digestion with Nhel and Sall restriction enzymes
generated compatible cohesive ends for cloning into pPROCKGFP Neo Xbal and Xhol sites,
creating the pRock SPB/6x-His vector. Subsequently, PCR-amplified TcRBP42
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(TcCLB.509167.140) (genomic DNA) and GFP (pROCKGFP_ Neo) genes were cloned into
the newly inserted Xbal and Xho sites, generating the vectors pRock SPB/6x-His RBP42 and
pRock SPB/6x-His GFP. A pROCKGFP Neo map and cloning scheme are depicted in
Supplementary Figure 1. All vectors constructed were confirmed by Sanger sequencing.
Exponentially growing epimastigotes were electroporated with 10 pg of linearized vectors
using the Amaxa Nucleofector Electroporator (Lonza Cologne AG) as described previously
(BURKARD:; JUTZI; RODITI, 2011). Electroporated epimastigotes were selected with 200 mg
mL-1 of G418 sulfate (Gibco ™) and cloned by serial dilution.

For knocking out the TcCRBP42 coding genes, epimastigotes were electroporated with
the Staphylococcus aureus Cas9 protein already complexed with two in vitro transcribed single-
guide RNAs (BURLE-CALDAS et al., 2018). Briefly, two guide sequences near the start codon
were PCR-inserted into the complete Cas9 RNA scaffold. In vitro transcription reactions were
carried out with MEGAshortscript™ T7 Transcription Kit (Invitrogen™). To guide DNA
homology repair, a single-stranded oligonucleotide protected by two phosphorothioate bonds
at both 5' and 3' ends was provided. This DNA donor was designed to insert three stop codons
in all three open read frames, an M 13 tag, Xbal and EcoRlI restriction sites, and a 72-nucleotide
deletion. Epimastigotes were electroporated and cloned as described earlier. The clones were
PCR genotyped and confirmed by Sanger sequencing. To obtain parasite knockouts, a hemi-
knockout clone was subjected to a second round of gene editing. All primers used for genetic

manipulation are described in Supplementary Table 1.

Western blot analysis

Epimastigotes were harvested by centrifugation, PBS washed, and lysed with Laemmli
sample buffer in the presence of Halt™ Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-free (Thermo Fisher
Scientific). Total protein extracts were sonicated and quantified with the Qubit™ Protein Broad
Range (BR) Assay (Invitrogen™). After boiling, 30 pg of total proteins were fractionated by
SDS-PAGE in a 12% polyacrylamide gel. Proteins were transferred into a polyvinylidene
fluoride membrane, followed by a two-hour blocking in TBST (Tris-buffered saline plus 0.1%
Tween 20) supplemented with 5% skim milk. The blocked membrane was incubated overnight
at 4 °C with a His-Tag antibody (AD1.1.10, Santa Cruz Biotechnology) diluted 1:1000 in TBST
supplemented with 3% BSA. The membrane was washed three times in TBST and incubated
for 1.5 hours at room temperature with anti-mouse IgG conjugated with horseradish peroxidase

(Amersham™ ECL™, GE Healthcare Life Sciences). The secondary antibody was diluted
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1:5000 in TBST supplemented with 5% skim milk. The membrane was rinsed, developed with
Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific), and photographed with
ImageQuant LAS 4000 (Cytiva Life Science). After boiling for 5 minutes in ultrapure water,
the membrane was reprobed with anti-mouse a-tubulin (Sigma) diluted 1:5000 in TBST

supplemented with 5% skim milk.

Real-time PCR

Total RNA was isolated from exponentially growing or differentiating epimastigote
cultures by combining the TRIzol reagent (Thermo Fisher Scientific) with silica column
purification. RNA samples were treated with TURBO™ DNase (Thermo Fisher Scientific) and
quantified with Qubit™ RNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). After checking total
RNA quality in 2% agarose gels, 2 ng were reverse transcribed with GoScript™ Reverse
Transcription System (Promega). PCR reactions were carried out in a 10 pl total volume using
primer sets with efficiencies higher than 90% and the Master Mix qPCR Green Master
HighROX with UNG 2X (Cellco Biotec). The CFX96TM Real-Time System (Biorad) and
UltraCruz® 96-well PCR plates were used (Santa Cruz Biotechnology). Relative quantification
was normalized using the 22T method (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Statistical analyses
were performed using GraphPad Prism version 9.4.0 software for Windows
(www.graphpad.com). The unpaired t-test or one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple
comparisons test was used. All primer sequences and target genes are listed in Supplementary

Table 1.

Conventional and confocal fluorescence microscopy

Confocal fluorescence microscopy was used to study both epimastigote morphology
and TcRBP42 protein localization. Parasites were fixed overnight in a 4% formaldehyde
solution in PBS. After adherence on poly-L-lysine-coated slides for 30 minutes, parasites were
simultaneously blocked and permeabilized for an hour with 2% BSA and 0.5% Triton X-100
in PBS. Samples were incubated overnight at 4 °C with a His-Tag antibody (AD1.1.10, Santa
Cruz Biotechnology) diluted 1:80 in PBS containing 2% BSA. After rinsing, parasites were
blocked for 30 minutes with 10% goat serum, followed by staining with Alexa Fluor® 488
(ab150113, Abcam) for 1.5 hours. The secondary antibody was diluted 1:600 in PBS
supplemented with 5% normal goat serum (Thermo Fisher Scientific). Cell membranes were

colored for 10 minutes with a 1:1000 dilution of CellMask™ Plasma Membrane Stain (deep
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red) (Thermo Fisher Scientific). Genomic and Kinetoplast DNA were stained for 10 minutes
with a 1:10 dilution of DAPI (Sigma). Slides were mounted with ProLong® Diamond Antifade
Mountant (Thermo Fisher Scientific), and images were acquired with a Nikon Eclipse Ti
confocal microscope (100x oil immersion objective) located at the Center for Gastrointestinal
Biology (UFMG). Z-stack images (12 optical sections at 11 pm intervals) were collected and
used to produce 3D videos with Volocity® version 6.3 software. Parasite mobility was recorded

through the eyepiece of a conventional microscope equipped with a 40x objective.
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Figure 1 — Sequence and structure characteristics of the 7. cruzi RBP42 protein
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Figure 2 — T. cruzi epimastigotes genetic manipulation
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Figure 4 — Gene expression evaluation in normal conditions and
after metacyclogenesis induction.
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Supplementary Figure 1 — pRock SPB/6x-His RBP42 or GFP vector construction scheme
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Supplementary Figure 3 — Genotyping and Sanger sequencing confirmation for 7. cruzi clones edited with the CRISPR/Cas9 technology
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Supplementary Figure 4 — Phenotypic characterization of TcCRBP42
Hemi-knockout epimastigotes
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Supplementary Figure S — Autofluorescence and unspecific staining testing for
Confocal fluorescence microscopy
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Supplementary Table 1 — Oligonucleotide sequences used for Trypanosoma cruzi genetic manipulation and Real-time PCR

Name

Sequence

Application

Xbal-TcRBP42-F

ATGCTCTAGAGATGCTAACGTCTCAAGAGGT

Xhol-TcRBP42-R

TTCGCTCGAGGTGAGTCCTATTTTCGTTGTTCTC

TcRBP42 gene amplification for cloning into the
pRock SPB/6x-His expression vector.

Xbal-GFP-F CTGCTCTAGATATGAGTAAAGGAGAA GFP gene amplification for cloning into the pRock SPB/6x-His
XholI-GFP-R ATCGCTCGAGTTTGTATAGTTCATCCA expression vector.
Seq-F TGTGGATGCCAAGTCTGTGC : .
Plasmid Sanger sequencing.
Seq-R TCCTTCGGCAGGTTGTTCTG
SBP-F GCCAGAGAGAGCCCGATCTA Combined with Xhol-TcRBP42-R and XhoI-GFP-R for colony

PCR. Annealing to the Streptavidin-binding peptide (SBP)

SaCas9-sgRBP42.
UTR-1-F

AAGCTAATACGACTCACTATAGGTCTTGAGACGTT
AGCATGACTGTTTTAGTACTCTGGAAACAGAATC

SaCas9-scaffold-R

AAAAAAATCTCGCCAACAAGTTGAC

Insertion of the guide sequence into the complete
Staphylococcus aureus Cas9 RNA scaffold and template
production for in vitro transcription.

SaCas9-sgRBP42.
CDS+73-F

AAGCTAATACGACTCACTATAGGGCGTACATTTCC
GCGAGCTCCGGTTTTAGTACTCTGGAAACAGAATC

Combined with SaCas9-scaffold-R for insertion of the guide
sequence into the complete S. aureus Cas9 RNA scaffold and
template production for in vitro transcription.

ssORBP42-3xStop

T*G*TAGGTACGCTAATCTCCTCGCCAAGCAACAAC
CCGAAGTCATGTAGATAGATAGTGTAAAACGACGG
CCAGTGAATTCCTCGAGAGCTCGCGGAAATGTACG
GCCCGAACTCGTCCTTAACAATCGT*A*G

Single-stranded DNA donor protected by phosphorothioate
bonds (*).
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RBP42/ATG-F

ATGCTAACGTCTCAAGAGGTTG

RBP42/STOP-R

TCAGTGAGTCCTATTTTCGTTGTTC

T. cruzi clone genotyping after CRISPR/Cas9 gene editing.
Amplification of the wild-type TcRBP42 coding sequence.

M13-F

TGTAAAACGACGGCCAGT

Paired with RBP42/STOP-R for T. cruzi clone genotyping after
CRISPR/Cas9 gene editing. Amplification of the M13-tagged
alleles.

Seq.RBP42.Esm-F

ATTTAGGTGACACTATAGACGTGCGTATGGATGTGTC

Paired with RBP42.Seq-R to amplify the TcCRBP42 Esmeraldo-
like allele and insert a SP6 tag for Sanger sequencing.

Seq.RBP42.NEsm-F

ATTTAGGTGACACTATAGTCACGTGTGTATGGATGT
GTT

Paired with RBP42.Seq-R to amplify the TcRBP42 Non-
Esmeraldo-like allele and insert a SP6 tag for Sanger
sequencing.

SP6-F

ATTTAGGTGACACTATAG

RBP42.Seq-R

CGTATGCCTCAAGAATGTTGAC

Sanger sequencing of PCR products to confirm the TcRBP42
gene edition by CRISPR/Cas9.

RT-qPCR-RBP42-R

CGATTGTTAAGGACGAGTTCGG

Combined with RBP42/ATG-F to quantify the wild-type
TcRBP42 gene expression. Working concentration: 200 nM.

RT-qPCR-M13-R

GTTTCGGACTTCTGTTGTGC

Combined with M13-F to wverify the M13-tagged gene
expression. Working concentration: 200 nM.

RT-qPCR-Enol-F

AAGGGATTTGACACGACGCT

RT-qPCR-Enol-R

GAATGGAGGAACACCGAGCA

Gene expression quantification for the cytoplasmic Enolase
gene. Working concentration: 300 nM.

RT-qPCR-Succ-F

ACTGGTGGAACCGTGAACAA

RT-qPCR-Succ-R

CTTGACGCGGCTATCGTAGT

Gene expression quantification for the  Succinate

dehydrogenase. Working concentration: 400 nM.




151

RT-qPCR-Citr-F TCTGGGAGTATGCCCTGGAA Gene expression quantification for the Citrate synthase.
RT-qPCR-Citr-R CCAGTTGTGAGGCGGTTGTA Working concentration: 400 nM.

RT-qPCR-Prol-F TATCGAGGAATGCCGTGTCG Gene expression quantification for the Proline dehydrogenase.
RT-qPCR-Prol-R TGCCTTAATGACAGCCTCCG Working concentration: 400 nM.

RT-qPCR-CYb-e-F TGTCTTCTAATGTCAGGTTGCTT Gene expression quantification for the Cytochrome b (edited
RT-qPCR-CYb-e-R TCACGCTAAACAGACACCAC transcript). Working concentration: 400 nM.
RT-qPCR-RPLY-F ACCGTTGTGAAGGACGAACT Amplification of the ribosomal protein L9 transcripts used as a
RT-qPCR-RPLY9-R TTCACCAGGCAGAGCTGATG reference for Real-time PCR. Working concentration: 400 nM.

RT-qPCR-GAPDH-F  CGGTGGACGGTGTGTCGGTG Amplification of the  Glyceraldehyde-3-  phosphate

RT-qPCR-GAPDH-R CCGTCAGCTTGCCCTGGGTG

dehydrogenase transcripts used as a reference for Real-time
PCR. Working concentration: 400 nM.

RT-qPCR-TERT-F GTCGCATAAACACGAAGACCC Amplification of the Telomerase reverse transcriptase

RT-qPCR-TERT-R TCTGATAAACATGGCGTTCTGC

transcripts used as a reference for Real-time PCR. Working
concentration: 300 nM.

Oligonucleotides were synthesized by Exxtend Solu¢ao em Oligos, Thermo Fisher Scientific, and Integrated DNA Technologies. RT-qPCR: Real-
time PCR. F: forward, and R: reverse.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Sequence and structure characteristics of the 7. cruzi RBP42 protein. CL Brener
RBP42 proteins (7.c.CL) contain two conserved domains, NTF2-like and RRM, separated by an
intrinsically disordered region (IDR1). Proline-rich motifs are also present in IDR1 (PxxP). A
second disordered region (IDR2) follows the RRM. All RBP42 orthologs studied in the 7. cruzi Y
strain (7.c.Y), T. brucei (T.b) and Leishmania braziliensis (L. b) share the same general protein
organization (A). AlphaFold2 3D models are shown for domain regions only (AlphaFoldDB ID:
Q4DQQ3). Unstructured regions assumed a random distribution and were omitted for clarity (B).
A phylogenetic tree for Kinetoplastids was generated using RBP42 amino acid sequences. A
Bayesian phylogenetic inference was computed using the JTT+G+F model. Branch lengths were
calculated under the uniform strict clock model. Bayesian posterior probabilities are reported as
percentages along the branches. The Trypanosoma genus is highlighted in green. Scale bar: number
of residue substitutions per site. Gene IDs: TvY486 0603830, TcIL3000 6 3860, Tb927.6.4440,
TevSTIB805.6.4570, TcCLB.485683.10, TcCLB.509167.140, BCY84 01141, TCSYLVIO
003340, LbrM.30.3080, LMJSD75 300038300, LinJ.30.3130, LdABPK 303130.1, LTRL590 3000
39500, EMOLVS88 300036900, Baya 060 0150, CFAC1 260055900, Lsey 0105 0110 and
BSAL 33520. The T. cruzi Y sequence was recovered from WEISBARTH et al. (2018).

Figure 2: T. cruzi epimastigotes genetic manipulation. For knocking out TcRBP42 alleles, the
CRISPR/Cas9 technology was used to produce two adjacent DNA cuts near their start codons. A
72-nucleotide region between cleavage sites was lost and replaced by stop codons in all three open
reading frames, followed by an M13 tag and restriction sites for Xhol and EcoRI enzymes. Besides
providing several strategies for clone genotyping, this sequence construction contributes additional
stop codons (A). Real-time PCR experiments were performed to verify the expression of both wild-
type (B) and M13-tagged transcripts (C). Electroporating with expression vectors generated the
overexpression of TcCRBP42 or GFP genes. Production of exogenous proteins was confirmed by
Western blot, in which Tubulin was used as a loading control (D). The relative expression of wild-
type TcRBP42 genes showed that epimastigotes overexpressing these genes have similar and
increased transcript levels compared to WT and GFP controls. Normalization was performed with
the RPL9 and TERT reference genes (E). Parasite growth was assayed, and only mild proliferation
defects were detected for knockout epimastigotes (F and G). Statistical significance was evaluated
with the one-way ANOVA followed or not by Tukey’s multiple comparisons test. ** p-value < 0,01
(Real-time PCR and Growth curves, respectively). ns: non-significant p-value.

Figure 3: Protein subcellular localization and epimastigotes morphology. Exogenous proteins
were imaged using their 6x-His tags. The TcRBP42 protein was detected in the whole parasite
cytoplasm. In contrast, the GFP control was also found in the nucleus (A). Deviations from the
typical morphology were observed for TcCRBP42 gene knockouts. In these cultures, round-shaped
epimastigotes with a shortened flagellum are common (B). Cell membranes were colored with
CellMask deep red. Genomic (N) and kinetoplast (K) DNA were stained with Dapi. Magnification
bar: 10 um.
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Figure 4: Gene expression evaluation in normal conditions and after metacyclogenesis
induction. Except for Succinate dehydrogenase, TcCRBP42 may stabilize the transcripts of all
energy metabolism genes tested in normal conditions. Expressions were normalized with the RPL9
and TERT genes (A). In all differentiating cultures, the abundance of Cytochrome B-edited
transcripts increased similarly. Higher expression levels were also observed for TcRBP42 and
Proline dehydrogenase genes (B and C). GAPDH and TERT were used as reference genes.
Statistical significance was tested with a one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple
comparisons test (comparison of all three lines simultaneously) or an unpaired t-test (comparison
of two lines at a time). *p-value < 0,05 and ** p-value < 0,01.

Supplementary Figure 1: pRock SPB/6x-His RBP42 or GFP vector construction scheme.
First, a 173 bp sequence containing affinity tags (Streptavidin-binding peptide [SBP] and 6x-His)
and restriction sites (Nhel, Xbal, Xhol, and Sall) was cloned into pRockGFP_NEO. Next, TcRBP42
and GFP gene sequences were cloned into the newly inserted Xbal and Xhol restriction sites.
Recombinant proteins contain a Streptavidin-binding peptide and a 6-His tag in their N and C-
termini, respectively.

Supplementary Figure 2: RBP42 amino acid sequence alignments. The TcCRBP42 Esmeraldo-
like (T.c_E) and Non-Esmeraldo-like (T.c_NE) sequences are highly conserved, diverging in a few
amino acids colored in red. Pxxp motifs are underlined, and the RNP Isignatures are delimited by a
dashed box. The domains NTF2-like and RNA are highlighted in blue and green, respectively (A).
RBP42 proteins are also conserved among Kinetoplastids mainly in the domain regions. Alignment
sequence logos are represented for N and C protein terminals only (B).Gene IDs: TvY486 0603830,
TcIL3000 6 3860, Tb927.6.4440, TevSTIB805.6.4570, TcCLB.485683.10, TcCLB.509167.140,
BCY84 01141, TCSYLVIO 003340, LbrM.30.3080, LMJSD75 300038300, LTRL590 300039
500, LinJ.30.3130), LdABPK 303130.1, EMOLV88 300036900, Baya 060 0150, CFAC1 260055
900, Lsey 0105 0110 and BSAL 33520. The T. cruzi Y sequence was recovered from
WEISBARTH et al. (2018).

Supplementary Figure 3: Genotyping and Sanger sequencing confirmation for 7. cruzi clones
edited with the CRISPR/Cas9 technology. The edited clones were PCR genotyped with primer
pairs discriminating between TcRBP42 wild-type (RB) and M13-tagged alleles (M13). Hemi-
Knockout clones (Hemi) have both PCR bands, while Knockouts contain only the M13
amplification product (KO) (A). The Hemi 5 and KO 5 clones were Sanger-sequenced to confirm
the planned genetic edition (B). E: Esmeraldo-like allele, and NE: Non-Esmeraldo-like allele. C+
and C-: positive and negative control, respectively.

Supplementary Figure 4: Phenotypic characterization of TcRBP42 Hemi-knockout
epimastigotes. The TcCRBP42 wild-type allele expression was quantified by Real-time PCR. Hemi-
knockout cultures express about half of the transcript levels measured in WT cultures. Relative
expression was normalized with the RPL9 and TERT reference genes (A). The same technique
detected the expression of the truncated TcCRBP42 allele (B). Growth curves and microscopy images
show that one functional TcRBP42 copy is sufficient for normal parasite proliferation and
morphology (C and D). Statistical significance was tested with an unpaired t-test (Real-time PCR)
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or one-way ANOVA (growth curve). ** p-valor < 0,01). Cell membranes were colored with
CellMask deep red. Genomic (N) and kinetoplast (K) DNA were stained with Dapi. Magnification
bar: 10 um.

Supplementary Figure 5: Autofluorescence and unspecific staining testing for Confocal
fluorescence microscopy. Image acquisition conditions and the staining protocol for 6x-His-tagged
protein detection in WT epimastigotes did not cause significant autofluorescence or unspecific
antibody binding to their proteins. WT parasites do not contain marked proteins. Cell membranes
were colored with CellMask deep red. Genomic (N) and kinetoplast (K) DNA were stained with
Dapi. Magnification bar: 10 pm.

Supplementary Video 1: Epimastigotes mobility and morphology in culture. Epimastigotes
WT, Hemi-knockout and Knockout for TCRBP42 were colored with the erythrosine vital stain and
recorded through the eyepiece of a conventional microscope equipped with a 40x objective. The
interruption of both TCRBP42 gene alleles caused the appearance of rounded-shaped epimastigotes
with a shortened flagellum and reduced mobility. Parasite aggregates were also observed in culture.

Supplementary Video 2: Three-dimensional localization for the TcRBP42-tagged protein. The
3D videos were produced by combining twelve Z-stacking images collected at 11 pm intervals.
TcRBP42-tagged proteins were detected with Anti-His-Tag and Alexa Fluor® 488 antibodies.
Genomic and kinetoplast DNA were stained with Dapi. Magnification bar: 10 pm.

Supplementary Video 3: Three-dimensional localization for the GFP control protein. The 3D
videos were produced by combining twelve Z-stacking images collected at 11 um intervals. GFP
proteins were detected with Anti-His-Tag and Alexa Fluor® 488 antibodies. Genomic and
kinetoplast DNA were stained with Dapi. Magnification bar: 10 pm.
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