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A desacetilacdo de histonas é uma forma de regulacdo epigenética que esta
associada ao silenciamento génico, uma vez que a remogao de grupos acetil por
histona desacetilases (HDACS) resultam em uma cromatina mais condensada. Em
Toxoplasma gondii (T. gondii) pouco se sabe sobre estas enzimas, mas acredita-se
gue elas sdo uma parte essencial da regulacdo da expressdo génica. T. gondii
possui 7 HDACSs, incluindo TgHDAC2, o objeto do nosso estudo. Embora seja
considerada uma HDAC classica de classe |, muito semelhante a outros eucariotos,
a TgHDAC2 possui duas inser¢gdes aminoacidicas dentro do dominio HDAC
caracteristico, algo exclusivo de alguns membros do filo Apicomplexa, e cuja fungéo
permanece desconhecida. Além disso, resultados de RNA-seq depositados na base
de dados de T. gondii mostram um aumento da expressdo de TgHDAC?2 durante a
fase S do ciclo celular. Para caracteriza-la, obtivemos o nocaute de tghdac2, o qual
foi substituido pelo gene hxgprt através de recombinacdo homéloga. Até o momento,
observamos menor infectividade e taxa de proliferacdo de parasitas Atghdac2,
sugerindo um papel durante a progressao do ciclo celular, possivelmente durante a
fase S. Também notamos que o0s parasitas Atghdac2 se apresentavam
desorganizados no vacuolo parasitéforo, possivelmente devido a defeitos no ciclo
celular. Para confirmar estas hipéteses, foi feita uma andlise de ciclo celular por
citometria de fluxo, onde observamos enriquecimento de parasitas nocaute na fase
S do ciclo celular, além de maior taxa de incorporacdo de EdU evidenciando algum
defeito ou atraso nesta fase. Com o0 objetivo de analisar o nivel de acetilacdo de
histonas conservadas nos parasitas Atghdac2, foram feitos ensaios de Western blot
para histonas H3 e H4 acetiladas, porém ndo mostraram diferencas estatisticas nos
niveis de acetilacdo na auséncia de TgHDAC?2, indicando que ela ndo é responsavel
por desacetilar estas histonas. Contudo, ndo podemos descartar que a TgHDAC?2
possa ter outras histonas como alvo ou ainda outros substratos. Além disso, dados
de dicroismo circular foram realizados a fim de desvendar a estrutura secundaria
das insercbes aminoacidicas presentes no dominio HDAC, e indicaram que ela é
uma proteina enovelada, monomérica e estavel até em altas temperaturas. O
etiquetamento da proteina enddégena nédo obteve sucesso, ndo sendo possivel a
deteccdo por Westen Blot ou imunofluorescéncia. Entretanto, a superexressdo de
TgHDAC2 mostrou uma localizacdo celular nuclear em ensaios de
imunofluorescéncia, contudo a fusdo com a etiqueta de GFP nao pode ser detectada
por Western Blot. Apesar da necessidade de mais experimentos, nossos dados
sugerem uma fungao na progresséo do ciclo celular possivelmente na replicagéo do
DNA.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii. Epigenética. Modificagbes em histonas.
HDACSs.
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Histone deacetylation is a form of epigenetic regulation that is associated with gene
silencing, since the removal of acetyl groups by histone deacetylases (HDACS)
results in a more condensed chromatin. In Toxoplasma gondii (T. gondii) little is
known about these enzymes, but they are believed to be an essential part of the
regulation of gene expression. T. gondii has 7 HDACSs, including TgHDAC2, the
object of our study. Although TgHDAC?2 is considered a classic class | HDAC, very
similar to other eukaryotes, TJHDAC2 has two amino acid insertions within the
characteristic HDAC domain, which is unique to some members of the Apicomplexa
phylum and whose function remains unknown. In addition, available transcription
expression data show an increase in TgHDAC?2 expression during the S phase of the
cell cycle. To characterize it, we obtained the knockout of tghdac2, which was
replaced by the hxgprt gene by homologous recombination. To date, we have
observed lower infectivity and proliferation rate of Atghdac2 parasites, suggesting a
role during cell cycle progression, possibly during S phase. We also noticed that
Atghdac?2 parasites were disorganized in the parasitoid vacuole, possibly due to
defects in the cell cycle. To confirm these hypotheses, a cell cycle analysis was
performed by flow cytometry, where we observed enrichment of knockout parasites in
the S phase of the cell cycle, in addition to a higher incorporation rate of EdU
showing some defect or delay in this phase. In order to analyze the level of histone
acetylation conserved in Atghdac2 parasites, Western blot assays were performed
for histone H3 and H4 acetylated, but did not show statistical differences in
acetylation levels in the absence of TJHDAC?2, indicating that it is not responsible for
deacetylating these residues. However, we cannot rule out that TJgHDAC2 may have
other target histones or other substrates. In addition, circular dichroism analysis was
performed on the recombinant TgHDAC?2 in order to uncover the secondary structure
of the amino acid inserts present in the HDAC domain, and indicated that it is a
monomeric, enveloped protein and stable even at high temperatures. The tagging of
the endogenous protein was not successful and it was not possible to detect by
Westen Blot or immunofluorescence. However, the overexpression of GFP-tagged
TgHDAC2 showed a nuclear cell localization in immunofluorescence assays,
however, it could not be detected by Western Blot. Although further experiments are
undergoing in the lab, our preliminary data suggest a role in cell cycle progression,
possibly by interfering in DNA replication.

Keywords: Toxoplasma gondii. Epigenetics. Histone modification. HDACs.
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1 INTRODUCAO
1.1  TOXOPLASMA GONDII

Toxoplasma gondii (T. gondii) € um parasita intracelular obrigatério e o agente
etiolégico da toxoplasmose, uma doengca cosmopolita que afeta cerca de ¥ da
populacdo mundial. T. gondii foi descrito ha mais de 100 anos por dois grupos que
trabalhavam com animais diferentes. Splendore (1908) identificou o parasita em
coelhos no Brasil, enquanto que Nicolle e Manceaux (1908), descreveram 0 mesmo
parasita no roedor Ctenodactylus gundi, no norte da Africa.

T. gondii pertence ao filo Apicomplexa juntamente com outros parasitas de
importancia médica e veterinaria, como Plasmodium spp, causador da malaria e
Cryptosporidium spp, que pode causar graves diarreias em individuos
imunocomprometidos (SOUZA et al, 2010). O filo Apicomplexa esta presente dentro
do grande grupo Alveolata, ao qual também fazem parte ciliados e dinoflagelados
(ARISUE; HASHIMOTO, 2015). Parasitas desse filo sdo caracterizados por
possuirem o complexo apical, um conjunto de organelas que nomeiam o filo, além
da presenca de microporos em algum estagio de vida, cilios ausentes e ciclo
sexuado por singamia (LEVINE et al, 1980).

Réptrias e micronemas (FIGURA 1.1) sdo organelas secretérias que fazem
parte do complexo apical, e sdo responsaveis por secretar moléculas importantes
para a invasdo do parasita na célula hospedeira (SOUZA et al, 2010). Nos
micronemas sao encontradas proteinas basicas, com dominios adesivos, como
integrinas e trombospondinas, importantes na interacdo entre o parasita e a célula
hospedeira (SOUZA et al, 2010). As oito roptrias presentes em T. gondii também
contém proteinas basicas, que sdo secretadas logo apdés as proteinas dos
micronemas no processo de invasao (SOUZA et al, 2010). Além destas, o complexo
apical de T. gondii também possui estruturas especializadas de citoesqueleto, como
0 condide, um conjunto de fibras em espiral com fun¢cdo mecénica durante a invaséao
(HU et al, 2006; BLADER et al 2015) e os anéis polares, que servem como um

centro de organizacao de microtubulos.
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FIGURA 1.1 - ULTRAESTRUTURA DO TAQUIZOITA DE T. GONDII.

T.gondii possui as organelas secretérias, micronemas e réptrias e estruturais, o conoide e 0s anéis
polares, que fazem parte do complexo apical e desenvolvem papel importante durante a invasao a
célula hospedeira. O apicoplasto é outra organela exclusiva de alguns membros do filo, onde
acontece a sintese de diversos componentes de vias metabdlicas, sendo essencial a sobrevivéncia
do parasita.

FONTE: SOUZA et al. (2010)

Outra estrutura peculiar presente em T. gondii € o apicoplasto (em verde na
FIGURA 1.1), um plastidio de origem endossimbidtica secundaria, que ao contrario
das organelas do complexo apical, ndo esta presente em todos os membros do filo
(KOHLER, et al 1997; van DOOREN; STRIEPEN, 2013). O apicoplasto possui
guatro membranas, 0 que sugere sua origem secundaria, sendo que as duas
membranas internas seriam do cloroplasto original, seguida da membrana de uma
alga vermelha e por fim de um ancestral de Apicomplexa (DELWICHE; PALMER,
1997; SOUZA et al, 2010; van DOOREN; STRIEPEN, 2013). O apicoplasto também
contém um DNA circular com 35 Kb, que codifica para proteinas de manutencdo do
apicoplasto, além de vias metabdlicas essenciais para o parasita, como sintese de
acido graxos, isoprenodides e heme (LIM; MCFADDEN, 2010; van DOOREN;
STRIEPEN, 2013).

T. gondii possui trés principais formas de vida: os taquizoitas, que sédo formas
invasivas e de rapida proliferacdo, presentes na fase aguda da doenga; os

bradizoitas, que pouco se replicam e estdo presentes em cistos teciduais, formados
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na fase cronica da toxoplasmose e 0s esporozoitos, presentes nos o0o0cistos
liberados no ambiente pelas fezes dos felinos (ROBERT-GANGNEUX; DARDE,
2012; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

1.1.1 Toxoplasmose

A toxoplasmose € um problema de saude publica mundial, pois em certas
regides do globo a soroprevaléncia pode chegar a mais de 60%, como € o caso do
Brasil (PAPPAS, et al. 2009). As maiores incidéncias ocorrem nas regioes
destacadas em vermelho na figura 1.2. A variacdo da incidéncia de T. gondii
também pode ser afetada por fatores como habitos alimentares, condicéo
socioecondmica e qualidade sanitaria (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

FIGURA 1.2 - SOROPREVALENCIA DA TOXOPLASMOSE NO MUNDO.

Vermelho escuro corresponde a prevaléncia igual ou acima de 60%, vermelho entre 40-60%, amarelo
entre 20-40%, azul entre 10-20% e verde <10%. Os paises em branco ndo apresentam dados
disponiveis.

FONTE: PAPPAS, et al. (2009).

A transmissdo da toxoplasmose para humanos ocorre principalmente pela
ingestao de oocistos esporulados ou cistos teciduais, que sao adquiridos através de
carne, agua ou alimentos contaminados, ou ainda através da transmissao
transplacentaria, transfusdo sanguinea ou transplante de 6rgaos (MCAULEY, 2014).
Cistos teciduais podem permanecer viaveis por até 11 dias sob refrigeracéo e so

deixam de ser infectivos com o aquecimento acima de 67°C. Sendo assim, 0
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consumo de carne crua ou malcozida € uma das principais, senéo a principal via de
contaminacdo por T. gondii em diversos paises (ROBERT-GANGNEUX; DARDE,
2012).

A toxoplasmose pode ser categorizada em quatro grupos, de acordo com o
tipo de transmissdo e manifestacdes clinicas que sao importantes para o diagnostico
e tratamento: pacientes imunocompetentes, aquisicdo ou reativacdo em
imunocomprometidos, toxoplasmose ocular e congénita (MCAULEY, 2014). Em
individuos imunocompetentes, a toxoplasmose € geralmente assintomética, mas
sintomas semelhantes a uma gripe podem ocorrer em cerca de 10% dos casos.
Esses sintomas sdo normalmente contornados pelo sistema imune no decorrer de
algumas semanas, fazendo com que o parasita fique latente em cistos teciduais,
caracterizando a fase cronica (MCAULEY, 2014). Os cistos teciduais localizados
especialmente no sistema nervoso, foram considerados por muitos anos inofensivos,
mas atualmente tém sido relacionadas a outras doencas, como Alzheimer,
esquizofrenia e outras desordens mentais ou comportamentais (KUSBECI, et al,
2011; ARIAS, et al, 2012).

Ja em individuos imunodeficientes, a toxoplasmose costuma ser mais grave,
apresentando miocardite, pneumonite ou encefalite. Além disso, a chance de
reativacdo € maior nestes pacientes (GROOS; POHL, 1996; MCAULEY, 2014). A
toxoplasmose ocular pode se desenvolver apOds aquisicdo congénita, ou como
resultado de infeccdo aguda ou reativacdo. Os sintomas clinicos sdo lesdes na
retina, que podem levar a cegueira e em adultos é relacionada como manifestacéo
tardia & infeccdo (MONTOYA; LISENFELD, 2004).

A toxoplasmose congénita é bastante grave, podendo trazer severas
consequéncias ao feto. Sabe-se que quanto mais cedo (durante a gestacéo) ocorrer
a infec¢do, mais grave pode ser ao feto, podendo levar inclusive a prematuridade ou
ainda ao aborto espontaneo (MCAULEY, 2014). As manifestacfes clinicas mais
comuns da toxoplasmose congénita sdo a corioretinite (toxoplasmose ocular),
calcificagbes intracranianas e hidrocefalia, sendo que em casos mais graves podem
haver microcefalia, hepatoesplenomegalia, ictericia, convulsées e liquido
cefalorraquidiano anormal (MCAULEY, 2014).

Gilbert et al (2008) comparou a severidade da toxoplasmose congénita em
criancas brasileiras e europeias e concluiu que as criancas brasileiras tém cinco

vezes mais chance de desenvolver toxoplasmose grave do que as criangas na
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Europa, provavelmente devido a diversidade de cepas encontrados no Brasil.
Enquanto que na Europa estdo presentes principalmente as linhagens I, Il e lll, na
América Central e do Sul sdo relatados genoétipos atipicos, associadas com uma
maior severidade da doenca (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

O tratamento para toxoplasmose dura cerca de trés semanas e consiste na
administracdo de sulfadiazina e pirimetamina, associados também ao acido folinico,
que previne contra distarbios hematolégicos (NETO, 1982; ALDAY; DOGGET,
2017). Vale ressaltar que este tratamento € o mesmo ha décadas, sendo eficiente
apenas na fase aguda da doenca. Além disso, o tratamento apresenta diversos
efeitos colaterais, o que faz com que grande parte dos pacientes descontinuem o
tratamento. Alguns compostos se mostraram promissdes para o tratamento de cistos
teciduais em camundongos (DOGGET et al, 2012; BENMERZOUGA et al, 2015),
mas estudos pré-clinicos ainda ndo comprovaram a eficiéncia destes compostos.

Desta forma faz-se necessaria a busca por novos alvos para um tratamento

mais eficiente da toxoplasmose.

1.1.2 Ciclo de Vida

O ciclo de vida de T. gondii € complexo e alterna entre os hospedeiros
definitivos, exclusivamente membros da familia Felidae, onde ocorre a fase sexuada
do ciclo e os hospedeiros intermediarios, que podem ser aves e mamiferos, e onde
acontece o ciclo assexuado (FIGURA 1.3) (BLACK; BOOTHROYD, 2000).
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FIGURA 1.3 — ESQUEMA ILUSTRATIVO DO CICLO DE VIDA DO T. gondii NOS HOSPEDEIROS
DEFINITIVOS (FELINOS) E INTERMEDIARIOS (MAMIFEROS E AVES).

FONTE: adaptado de ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012.

No hospedeiro definitivo, o ciclo se inicia quando um felino ingere
normalmente formas bradizoitas (mas vale ressaltar que a infeccdo pode ocorrer no
caso de ingestdo de taquizoitas ou oocistos) de T. gondii. Ao cairem no sistema
digestorio, os cistos sao dissolvidos pelo suco gastrico e os parasitas séo liberados,
onde invadem as células intestinais dando inicio a uma série de divisbes celulares
particulares, denominada esquizogonia (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).
Dentro do epitélio intestinal existem cinco fases de desenvolvimento pouco
conhecidas, denominadas de A a E, seguidas da formacdo de gametas que
acontece do terceiro até o décimo quinto dia apds a ingestdo dos cistos de
bradizoitas (DUBEY, et al, 1998; DUBEY, 2010).

A gamogonia (formacdo de gametas) origina 0os macrogametas (feminino) e
microgametas (masculino). Os microgametas séo flagelados e véo em direcdo aos
macrogametas para fazer a fertilizagdo, dando origem ao zigoto (DUBEY, et al,
1998; DUBEY, 2010). Apos a fertilizacdo, uma bicamada proteica é formada em
torno do zigoto, sendo denominado de oocisto (DUMETRE et al. 2013). O oocisto é
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liberado nas fezes do animal para o meio ambiente, e apds alguns dias comeca o
processo de esporogonia, um tipo especializado de meiose que leva a formacao do
cisto esporulado. Cada cisto esporulado contém dois esporoblastos, cada um
contendo quatro esporozoitos haploides (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

Agua, solo e alimentos podem ser contaminados pelos oocistos, e sua
ingestdo leva a infeccdo dos individuos. Quando os hospedeiros intermediarios
ingerem 0s oocistos, 0s esporozoitos séo liberados e invadem o epitélio intestinal,
onde se diferenciam em taquizoitas (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Os
taquizoitas sdo formas de proliferacdo rapida, que se dividem por endodiogenia no
interior do vacuolo parasitéforo, um processo onde as duas células-filhas emergem
no interior da célula-mée, que desaparece ao final da divisdo. Cada etapa de divisdo
leva em média de 6 a 8 horas (in vitro), podendo chegar até a 128 parasitas por
célula, quando é rompida liberando os parasitas para infectar as células adjacentes
(BLACK; BOOTHROYD, 2000; DUBEY, 2010).

Entre 7 e 10 dias apds a infeccdo, por pressdo do sistema imune do
hospedeiro, os taquizoitas se diferenciam em bradizoitas e formam cistos teciduais,
localizados principalmente no sistema nervoso central e na musculatura esquelética
e cardiaca (FERGUSON; HUTCHISON; SlIM, 1975; DUBEY, 2016). Os cistos sdo o
estagio final do ciclo de vida de T. gondii nos hospedeiros intermediarios, e podem
permanecer latentes por toda a vida do hospedeiro (FERGUSON; HUTCHISON;
SIIM, 1975; DUBEY, 2010).

Em alguns individuos pode ocorrer uma reativacdo espontanea e fazer com
gue os bradizoitas se diferenciem em taquizoitas, disseminando novamente a
doenca. Nao se sabe ao certo como isso ocorre, mas individuos
imunocomprometidos podem ter mais chance de ocorréncia desse fendmeno
(GROOS; POHL, 1996; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Shen e
colaboradores (2016) em um estudo com camundongos, observaram que 0 aumento
do estresse do hospedeiro leva a uma regulacdo negativa de citocinas,
principalmente IL-12 e INF-y, restringindo a infec¢ado no estagio crénico, que poderia
estar relacionado ao aumento da expressao de SAG-1 e outras proteinas do parasita

gue estariam associadas a interconversao de bradizoita para taquizoita.

24



1.1.3 Ciclo Celular

O ciclo celular de eucariotos compreende dois principais eventos: a
duplicacdo do DNA (S) e a mitose (M), alternados com dois intervalos, chamados G1
e G2 (G = intervalo, do inglés gap). O ciclo celular é estritamente controlado e,
portanto, em cada etapa existem pontos de checagem, assegurando que todos 0s
eventos ocorram perfeitamente. Em T. gondii o ciclo celular € singular,
compreendendo apenas as fases G1, S e M, sem qualquer evidéncia de que haja a
fase G2 (RADKE et al, 2001; BLADER et al, 2015)

A fase G1 ocorre entre o final da fase M e inicio da fase S, sendo o momento
em que ha o crescimento da célula e duplicacdo das organelas para que a célula
consiga se dividir sem comprometer o tamanho celular. Na maioria dos eucariotos ha
um ponto de checagem que avalia se o tamanho celular é apropriado e se 0 meio €
favoravel para prosseguir o ciclo celular. Experimentos utilizando PDTC (Pyrrolidine
dithiocarbamate), um farmaco que aumenta a expressao de inibidores de CDKs
(quinases dependentes de ciclinas), bloqueia o ciclo celular em G1 nas células de
mamiferos, pois elas ndo atingem tamanho apropriado. Contudo, o mesmo nao
ocorre com T. gondii, visto que o ciclo prossegue e entra normalmente na fase S,
indicando que neste parasita ndo existe este ponto de checagem (GUBBELS et al,
2008).

Outra caracteristica interessante desta fase, € que ela é mais longa em T.
gondii do que nos demais eucariotos, envolvendo cerca de 50 a 70% do tempo de
divisdo (RADKE et al, 2001). Além disso, Gaji et al (2011) observou que é nessa
fase do ciclo que o parasita € mais invasivo e 0 egresso é mais eficiente.

Durante a fase S ocorre a duplicacdo do DNA, que inicia em locais
especificos, denominadas origens de replicacdo (ori), que estdo distribuidas ao
longo da cadeia de DNA e possuem diferentes tempos de inicio (FERGUSON, et al,
1991; PRIOLEAU; McALPINE, 2016). As origens de replicagcdo sao reconhecidas
pelo complexo de reconhecimento de origem, ORC (do inglés, origin recognition
complex) (LEMAN; NOGUCHI, 2013; FRAGKOS et al, 2015; PRIOLEAU;
McALPINE, 2016). Em muitos eucariotos as origens ndo possuem uma sequéncia
consenso, sendo dificil identifica-las.

No final da fase G1, as proteinas Cdtl e Cdc6, que estdo associadas as oris,

recrutam 6 membros da familia de proteinas Mcm (2-7), formando o complexo de
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pré-replicacdo, que para iniciar a replicacdo do DNA ainda devem recrutar outro
conjunto de proteinas, as S-CDKs, dependentes da ciclina E, e Cdc7, ja na fase S
(TANAKA; KNAPP; NASMYTH, 1997; PRIOLEAU; McALPINE, 2016). Ap6s multiplos
eventos de fosforilagdo e o recrutamento de todos os componentes do replissomo
incluindo a DNA polimerase, ha o inicio da replicacdo do DNA que é
semiconservativa, indo da dire¢gdo 5 para 3’ em ambas as fitas, gerando os
fragmentos de Okasaki na fita descontinua (FRAGKOS, et al, 2015).

Sabe-se que a progressao no ciclo celular é coordenada pelas CDKs e
ciclinas. Em T. gondii foram encontradas ciclinas do tipo P, H, L e Y, enquanto que
as ciclinas candbnicas, essenciais para muitos eucariotos, ndo foram identificadas
(ALVAREZ; SUVOROVA, 2017). As CDKs de T. gondii sdo chamadas Crks (do
inglés, Cdk-related kinases) e também atuam no controle do ciclo em pontos de
checagem, dos quais trés sdo conservados com eucariotos, enquanto que outros
dois séo especificos do parasita (ALVAREZ; SUVOROVA, 2017).

A fase S de T. gondii possui peculiaridades, principalmente em sua
distribuicdo. Sugere-se que a distribuicdo da fase S seja bimodal, uma vez que a
guantidade de parasitas em S inicial (quantidade de DNA < 1,7n) € muito menor do
gue em S tardio (quantidade de DNA > 1,7n). Sendo assim, acredita-se que na fase
S tardia (1,8n), a taxa de replicacdo do DNA é mais lenta (RADKE et al, 2001;
BLADER et al, 2015), e interessantemente é neste momento que a ceélula filha
comeca o brotamento (HU et al., 2004; BLADER et al, 2015). Gubbels et al. (2008)
propde um ponto de checagem nesta fase, que asseguraria o tempo adequado de
brotamento. Radke et al (2001) também confirmaram que a citocinese nem sempre
ocorre ap0s a conclusédo da mitose e pode comecar ainda na fase S.

O parasita € capaz de se dividir de 5 a 6 vezes dentro da célula hospedeira e
completar o ciclo fora dela (HU et al., 2004), mas ndo consegue iniciar um novo ciclo
se ndo estiver dentro do vacuolo parasitéforo, na célula hospedeira (GAJI et al,
2011).

1.2 REGULACAO TRANSCRICIONAL EM EUCARIOTOS

Em eucariotos, a expressao génica é controlada em seis niveis, que vao
desde o controle da transcricdo no nucleo, até a inativacdo de proteinas no
citoplasma (FIGURA 1.4), sendo muito organizado e envolvendo diversos elementos

(ALBERTS et al, 2010). Dentre os varios mecanismos de regulacdo génica, o
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controle da transcricdo € um dos mais interessantes, pois impede que o RNA seja

transcrito e consequentemente que a proteina seja produzida, evitando gastos de

energia.
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FIGURA 1.4- NIVEIS DE REGULACAO GENICA.

Todo o processo de expressdo de genes € regulado, desde a transcricdo, passando pelo
processamento de RNA, transporte, controle da traducéo e até inativacao da proteina. Todas essas
etapas sdo muito importantes para que a célula sé expresse as proteinas necessarias.

FONTE: ALBERTS et al (2010).

A transcricdo € um ponto fundamental de regulacédo da expressao génica, e €
controlado por proteinas que se ligam em sequéncias regulatérias especificas,
modulando a atividade da RNA polimerase (ALBERTS, et al, 2010). Tanto em
bactérias quanto em eucariotos, os promotores contém um sitio de iniciacdo, que é
uma sequéncia de cerca de 50 nucleotideos, necessarios para a ligacdo da RNA-
polimerase ao promotor. A RNA polimerase Il possui dois elementos principais no
promotor, a sequéncia TATA-box e as sequéncias Inr, que sdo importantes para a
ligacdo dos fatores gerais de transcricdo (GRIFFITHS et al, 1999; COOPER, 2000;
JUVEN-GERSHON; KADONAGA, 2010). Além do promotor, a maioria dos genes
eucarioéticos possuem sequéncias regulatorias de DNA, importantes para ativacao e
desativacdo destes genes (LODISH et al, 1999; GRIFFITHS et al, 1999;
SAINSBURY; BERNECKY; CRAMER, 2015).

Estas sequéncias regulatorias podem ser muito extensas em eucariotos, e
para serem funcionais ainda necessitam ser reconhecidas por proteinas
denominadas de reguladores transcricionais, que se ligam a essas sequéncias de
DNA através de pontes de hidrogénio, ligacdes idnicas ou interacdes hidrofdbicas.
Como estas sequéncias sdo em geral longas, as varias interacdes DNA-proteina
tornam a interagéo resultante altamente especifica e forte (GRIFFITHS, et al, 1999;

COOPER, 2000). Embora estas interacbes tenham sua especificidade, alguns
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motivos de ligacdo ao DNA sdo encontrados em muitos reguladores transcricionais,
como homeodominio, dedo-de-zinco e ziper-de-leucina (COOPER, 2000).

Em eucariotos, as proteinas ativadoras da transcricdo se ligam ao DNA a
milhares de pares de bases do promotor, em sitios de ligacdo denominados
estimuladores. A ligacdo de ativadores recruta a RNA-polimerase, fatores gerais de
transcricdio e o0 mediador, formando um complexo de inicio de transcricdo
(GRIFFITHS et al, 1999; LODISH et al, 1999; JUVEN-GERSHON; KADONAGA,
2010).

Além destes, as proteinas reguladoras da transcricdo também atraem
remodeladores de cromatina, afetando o acesso ao promotor pelos fatores gerais de
transcricdo (COOPER, 2000). A cromatina funciona como um bloqueio fisico na
ativacdo da transcricdo, sendo que para Alberts et al (p.279, 2010) “tal
empacotamento da cromatina pode ter evoluido em parte para impedir a expressao
génica vazante”. Muitas proteinas ativadoras da transcricdo podem atrair histonas
acetiltransferases, que ao transferir um grupo acetil para as lisinas das histonas,
tornam a cromatina menos compactada e dessa forma auxiliam na ativacdo da
transcricdo, além de que alguns fatores gerais de transcricdo reconhecem a
acetilacao (ALBERTS et al, 2010).

1.2.1 Regulacéo Epigenética

A regulacdo epigenética é definida como modificagbes herdaveis na
expressao génica que nao envolvem alteracfes na sequéncia de DNA (EGGER et
al, 2004). Sao conhecidos trés mecanismos de regulacdo epigenética: metilacdo de
DNA, silenciamento dependente de RNA e modificagcdes pds traducionais em
histonas (ALLIS; JENUWEIN, 2016).

A metilacdo do DNA e sua relacdo com a expressao génica foi proposta ha
muitas décadas, e sua importancia no desenvolvimento de diversos organismos ja
foi relatada. Além disso, esta envolvida em diversas fungbes importantes, como o
imprinting gendmico, inativagdo do cromossomo X, entre outros (JIN et al, 2011,
CHEN et al, 2017). A metilacdo do DNA nada mais é do que a adigdo covalente de
grupos metil (CHs), em citosinas, pela acdo da citosina-5 DNA metiltransferase
(DNMT), que transfere um grupamento metil da S-adenosil metionina (SAM) ao
carbono 5 da citosina (5-metilcitosina) (GISSOT; KIM, 2008; CHEN et al, 2016).
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Em muitos eucariotos sSRNAs (small RNA) e Inc-RNAs (do inglés, long coding
RNA) sédo pecas fundamentais na regulacédo da estrutura da cromatina e regulacéo
da expressao génica, além de terem funcdes associadas a degradacao e repressao
da tradugdo (MOAZED, 2009; REINHART; BARTEL, 2002). Os Inc-RNAs sé&o
reguladores da estrutura da cromatina por recrutarem enzimas modificadoras de
histonas, independentemente da via de RNA de interferéncia e, em mamiferos estao
envolvidos na inativagdo do cromossomo X. J& os sRNAs tem fun¢des semelhantes,
mas atuam via RNA de interferéncia, entretanto estes e os Inc-RNAs podem agir em
conjunto através de RNA scaffolds, modificando a estrutura da cromatina e
silenciando genes (HOLOCH; MOAZED, 2015).

A via de RNA de interferéncia inicia com o processamento de micro RNAs
(miRNA) precursores pela enzima Dicer, que seréo associados ao complexo RISC
(do inglés RNA-induced silencing complexes), um complexo de nuclease que utiliza
MiRNA simples fita como guia para clivar o mRNA de interesse (HANNON, 2002;
MEISTER; TUSCHL, 2004). Esse mecanismo regula a expressdo génica por
degradar o RNA mensageiro, reprimir a tradugcdo ou modificar a estrutura da
cromatina, além de proteger a integridade do genoma contra acidos nucleicos
invasores, como virus e transposons (BRAUN et al, 2010).

Por fim, outro mecanismo de regulacdo epigenética concentra-se nas
modificacdbes poés traducionais (MPT) em histonas. As histonas ja foram
consideradas apenas por sua funcdo estrutural, porém hoje se sabe que séo
componentes ativos e dindmicos no que se refere a regulacdo da expressédo génica
e outros processos dependentes de DNA (STRAHL; ALLIS, 2000; ALLIS;
JENUWEIN, 2016).

Histonas sdo proteinas basicas, pequenas, com dominio globular, que
juntamente com o DNA comp®8e o0s nucleossomos, que sdo a unidade fundamental
da cromatina. Os nucleossomos sao formados por 147 pares de base (pb) de DNA
ao redor de um octamero de histonas, composto por dois pares das histonas H2A,
H2B, H3 e H4 (KHORASANIZADEH, 2004; PETERSON; LANIEL, 2004; HENIKOFF,
2008; ALLIS; JENUWEIN, 2016). Cada nucleossomo é separado por cerca de 10 a
60 pb envolvidos pela histona linker H1. Além das histonas canébnicas, existem as
histonas variantes, que diferem em poucos ou muitos aminoacidos, e por
consequéncia desempenham fungdes distintas. A H2A.Z por exemplo, é encontrada

predominantemente em regides intergénicas, enquanto que a CENP-A, se localiza
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especificamente nos centrébmeros. Além da localizacdo, estas proteinas possuem
funcbes especializadas que regulam a estrutura dindmica da cromatina
(KAMAKAKA; BIGGINS, 2005; CHEN et al, 2016).

Atualmente, mais de 20 MPTs em histonas foram descritas, que incluem
acetilacao, fosforilacdo, metilacdo, ubiquitinacdo, entre outras. Essas modificacbes
podem afetar a arquitetura da cromatina, pois as caudas N-terminais das histonas se
projetam para fora dos nucleossomos e uma vez que as MPTs s&o adicionadas,
podem afetar as interagdes nucleossGmicas, 0 que interfere diretamente na
expressdo génica (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011; CHEN et al, 2016).
Alteracfes na estrutura da cromatina podem torna-la mais acessivel (eucromatina)
ou menos acessivel (heterocromatina) para transcricdo (CROKEN et al, 2012).
Bannister e Kouzarides (2011) ainda defendem que além da transcricdo, as MPTs
em histonas também afetam outros processos como replicacdo do DNA, reparo e
recombinacédo, além de recrutar enzimas remodeladoras de cromatina.

As diversas modificacbes podem ser entendidas como um linguagem ou
“codigo das histonas”, como foi proposto por Strahl e Allis (2000). O cédigo das
histonas propde que cada modificacdo pode atuar sozinha, em conjunto ou
sequencialmente, resultando na ativacdo ou bloqueio de determinado processo
biolégico. Esses padrdes sado “escritos” por proteinas denominadas writers e
interpretados por proteinas chamadas readers (leitores) (ALLIS; JENUWEIN, 2016).

Entre as varias MPTs, a acetilagdo de histonas € umas das mais estudadas,
podendo ter varias funcfes na regulacdo da expressdo génica, especialmente na
ativacdo da transcricdo (KHORASANIZADEH, 2004; BANNISTER; KOUZARIDES,
2011; ALLIS; JENUWEIN, 2016). A acetilacdo favorece a expressdo génica, pois
neutraliza as cargas positivas das lisinas, e consequentemente, diminui a interacao
das histonas com o DNA, o tornando menos condensado e promovendo 0 acesso a
ativadores de transcricdo. A desacetilacdo de histonas causa o efeito contrario,
tornando a cromatina mais condensada e reprimindo a expressdo génica
(KHORASANIZADEH, 2004; CHEN et al, 2016). O balanco acetilacdo/desacetilacao
é feito pelas histonas acetiltransferases (HATS) e histonas desacetilases (HDACS),
assim denominadas por terem sido primeiramente descritas tendo como alvo
justamente as histonas. Vale destacar, no entanto, que podem atuar em proteinas

nao-histonas, o que nao sera explorado nesse caso.
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As HATs catalisam a reacdo reversivel de acetilacdo, utilizando acetil-CoA
como cofator para adicdo de um grupamento acetil nas lisinas presentes
principalmente na por¢cdo N-terminal das histonas (BANNISTER; KOUZARIDES,
2011). Existem dois tipos de HATs: A e B. As HATSs tipo A sdo nucleares e mais
heterogéneas que as de tipo B, e podem ser classificadas em trés familias: GNAT,
MYST e p300/CBP (MARMORSTEIN, 2007; MARMORSTEIN; ZHOU, 2014). As
proteinas dessas familias s8o responsaveis pela acetilacdo de histonas nos
nucleossomos (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011). As de tipo B sao
citoplasmaticas e estdo envolvidas, principalmente na acetilacdo de histonas recém-
sintetizadas, especificamente nas lisinas 5 e 12 da histona H4, pois este é um
padrdo importante para deposicdo de novas histonas ao DNA recém-sintetizado
(PARTHUN, et al, 2007).

As 18 histonas desacetilases identificadas em mamiferos séo divididas em
quatro classes distintas, de acordo com o dominio, cofator e similaridade de
sequéncia com as proteinas de levedura, que foram primeiramente caracterizadas
(SETO; YOSHIDA, 2014). As HDACs classe | possuem dominio HDAC classico,
necessitam de Zn?* como cofator, sdo homoélogas a Rpd3 de levedura, e séo
majoritariamente nucleares. Ja as de classe Il, podem transitar entre 0 ndcleo e o
citoplasma, sdo homoélogas a Hdal de levedura, possuem dominio HDAC classico,
mas ainda podem ter outros dominios, como inositol fosfato quinase (FIGURA 1.5).
Na classe Il estdo as sirtuinas, que possuem dominio e homologia a Sir2 de
levedura, e sdo consideradas néo classicas por possuirem dependéncia de NAD*
para sua atividade. E por fim, a classe IV possui apenas um representante em

mamiferos, a HDAC11, que possui caracteristicas mistas entre as classes | e |l.

31



Classel
HDAC1 Homo sapiens (AN: CAG46518.1)

HDAC?2 Toxoplasma gondii{TGME49_049620)

|

HDAC3 Toxoplasma gondii(AN: AAY53803.1

Classell
HDACS Homo sapiens (AN: AAH1736.1)
HDAC1 Toxoplasma gondii(TGME49_0081420)

HDACS Toxoplasma gondii{TGME49_002230)

f

Classelll
Sin6 Horo sapiens (AN: NP_057623)

p

Sir2 Toxoplasma gondii(TGME49_027020)

|

Sir2 proteinacontendo dominio (TGME49_067360)

|

Classe |V
HDAC11 Homo sapiens(AN: NF_0579103)

Dominio Dominio = % Dominio
. HDAC " Gln-tico-N I l ANK . SIR2

FIGURA 1.5 - CLASSIFICACAO DAS HDACS

Na figura sdo mostradas as HDACs de Toxoplasma e suas homoélogas em humanos. Sao mostrados
0s numeros de acesso (AN — accession number) ou identificacdo do gene. Os GlIn-rico-N (N-terminal
rico em glicina), Inositol fosfato quinase (IPK), ANK, histona deacetilase e silent information regulator-
2 (SIR2) séo evidenciados.

FONTE: adaptado de VANAGAS et al (2012)

As HDACSs classicas (I, Il e IV) possuem dominio catalitico com oito folhas-
paralelas centrais e 16 a-hélices formando a estrutura principal, que é semelhante
ao dominio arginase (FINNIN et al, 1999). Estas proteinas podem ser redundantes,
ou seja, na auséncia (por nocaute ou knockdown) de alguma HDAC classica, outra
HDAC de mesma classe ou até de outra classe pode compensar sua falta (SETO;
YOSHIDA, 2014).

Além do papel na regulacdo da expressdo génica, a acetilacdo de histonas,
tem sido relacionada com a progressdo de diversas doengas, como O cancer,

Alzheimer, Parkinson, esquizofrenia, e até mesmo a memoria e cognicéo (FISCHER
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et al, 2007; FALKENBERG; JOHNSTONE, 2014). Neste sentido, o uso de inibidores
de HDACs (HDACI) tem sido cada vez mais utilizados para reverter a progresséao de
certas doencas, especialmente o cancer (FISCHER et al, 2010; ECKSCHLAGER et
al, 2017).

1.3 REGULACAO DA EXPRESSAO GENICA EM T. gondii

Durante a mudanca de formas taquizoitas para bradizoitas, T. gondii passa
por profundas mudangas na expressdo de seus genes, sendo que em estudo de
transcriptoma, foi demonstrado que 18% dos mMRNAs séo estagio-especificos,
revelando refinado controle transcricional neste parasita (RADKE et al, 2005).

Inicialmente, acreditava-se que a regulacdo da expressdo génica em
parasitas do filo Apicomplexa seria semelhante aos demais eucariotos, porém a
escassez de fatores de transcricdo especificos ou dominio de ligacdo ao DNA
conservados indicaram que a regulacdo génica destes parasitas possui
peculiaridades.

Muito embora tenha-se encontrado poucos fatores de transcricdo especificos
nestes organismos, foi descoberta uma grande familia de proteinas de ligacdo ao
DNA, denominadas de ApiAP2. Essas proteinas possuem homologia com os fatores
de transcricdo de plantas que também possuem dominio AP2 (Apetala2), indicando
que estas proteinas poderiam funcionar como fatores de transcricdo em
Apicomplexa (BALAJI et al. 2005). Apesar da escassez de fatores de transcrigdo
especificos, foi encontrado um vasto repertério de enzimas remodeladoras da
cromatina, o que chamou a atencéo de diversos grupos para estudos de regulacéo
epigenética neste organismo.

Em T. gondii foram encontradas duas DNA metiltransferases, denominadas
DNMTa e DNMTb (GISSOT et al. 2008). Apesar da descoberta dessas proteinas,
nenhuma evidencia de metilacdo de DNA havia sido relatada em formas taquizoitas
de T. gondii. No entanto, Wei e colaboradores (2017) mostraram que as formas
bradizoitas possuem metilacdo de DNA, que esta principalmente envolvida com
metabolismo e resisténcia ao sistema imune do hospedeiro. Outros Apicomplexa
também possuem metilacdo de DNA, mas assim como T. gondii, este ndo parece
ser o principal mecanismo de regulacdo da expressao génica, ao menos nas formas
analisadas (CROKEN et al, 2012).

33



T. gondii também possui um conjunto de enzimas da via de silenciamento
mediada por RNA. Braun e colaboradores (2010) identificaram as proteinas
participantes da via, e também relataram uma grande complexidade, ndo apenas
devido a grande diversidade de sRNAs encontrado, mas também pela combinacgéo e
natureza destes componentes.

No que se refere as histonas, as quatro canbnicas foram encontradas em T.
gondii, sendo que as histonas H3 e H4 sdo altamente conservadas com demais
organismos, diferentemente de H2A e H2B, que sao mais divergentes,
principalmente em suas porcdes N-terminais (NARDELLI et al, 2013). A histona H2B
possui duas isoformas, que sao diferencialmente expressas durante o ciclo de vida
do parasita, sendo que H2Ba é mais expressa nas formas taquizoitas, enquanto que
H2Bb é expressa nas formas de reproducdo sexuada (DALMASSO et al, 2006).
Também foram identificadas cinco histonas variantes, CenH3, H3.3, H2A.X, H2A.Z e
H2Bv, sendo que esta ultima é especifica de protozoarios (DALMASSO, et al, 2009).
Segundo Nardelli et al (2013) T. gondii possui tanto MPTs conservadas quanto

Unicas, sugerindo um codigo de histonas especifico para Toxoplasma.

Tg Ha: EsclcRGoRGLGRGGARRHREVLEDO NI QG TRPAIRRS ) .““'Y"'if’"

PfHe: S GRGKGGRGLGRNGGARRHREILRONIQGITKPAIRR B Methylation

HsH4: s GRGMGGRGLGKGGANRHREVLRDNIQGI TEPAIRR.) Phosphorylation
1 3 s 8 7 16 20 23 n 36 X

M Ubiquitination
I SUMOylation

Formylation
Crotonylation
TgH3: ARMTRQTARKSTGGRAPHEQLA SKAARKSAPMSGG ¥ 0-GIcNAc
PfH3: ARTKQTARKSTAGKEAPHKRQLASKAARKSAPISAG B Oxidation

Hshz: AMTRoTaARRsToomArRRQLA TEA AlRSA PATGG B Succinylation
1 4 9 14 1718 23 262728 2

B Propionylation

TgH2A: M-S AKGKGGRAKKSGKSSSKSAKAGLQFPVGRIGRYLKKG/,\ T [\VLLPKKS---KGKKSQ-- 127
PFH2A: IS ARGETGR-KKASKGTSNSAKAGLQFPVGRIGRYLKKG LLPKKSQLEAGTANQDY 131

Hs H2A: IS G-jGISQGG'-.’ARA!)S‘:SSRSS RAGLQFPVGRIHRLLREG ), LLPKKTESHHKAKGK- - 129
m 2

M EGTKAVTKYTGK 115
EGTKAVTHRFTSK 116
/ ZEGT&AVT‘%YTSSK 125

PEMRB: .. ».coviaie om VSKKPAK-AKKTGTGPDGKKKRKKSRYDE
HsH2B: p EpAWS AP APKKGSKKAVTKAQKKDGKKRKR-SRKE
5 12 15 20 n 33

FIGURA 1.6 - MODIFICACOES POS-TRADUCIONAIS ENCONTRADAS EM T. gondii.

Modificagcdes em histonas de T. gondii em comparacdo com P. falciparum (Pf) e H. sapiens (Hs). Os
cilindros cinzas representam a regido aproximada do dominio globular. Muitas MTPs s&o Unicas de T.
gondii.

FONTE: NARDELLI et al (2013).

Toxoplasma possui membros das familias GNAT e MYST de histonas

acetiltransferases, mas ndo p300/CBP, uma vez que esta familia est4 presente
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apenas em metazoarios (DIXON et al, 2010). Da familia GNAT foram identificadas
duas proteinas, GCN5A e B, que possuem diferentes perfis de acetilacdo (BHATTI
et al, 2006). GCN5A nao é essencial para a sobrevivéncia do parasita, mas é
importante na resposta ao estresse alcalino e induz a diferenciagéo taqui-bradi. J&
para GCN5B néo é possivel realizar o nocaute, sugerindo que essa é uma proteina
essencial (VANAGAS et al, 2013). A familia MYST é representada por duas
proteinas, também denominadas por A e B, que possuem dominios CHD
(cromodominio) e dedo-de-zinco. MYST-A é mais expressa em taquizoitas, jA a B
estd envolvida com o recrutamento de serina/treonina quinase, uma proteina
importante para progressao no ciclo celular e reparo de DNA (VONLAUFEN et al,
2010).

Por outro lado, pouco se sabe sobre as HDACs de T. gondii. Até o momento
a unica HDAC caracterizada € a TgJHDAC3, que esta relacionada ao ciclo celular e
diferenciacdo de taquizoita para bradizoitas, além de regular a transcricdo de
diversos genes estagio-especificos (BOUGDOUR et al, 2009). O genoma do
parasita codifica para sete HDACs sendo cinco desacetilases classicas e duas
sirtuinas. H& ao menos um representante de cada classe, sendo que as HDACs
classe | sdo representadas pelas HDACs 2 e 3, as HDACs de classe ll, porle5e a
TgHDAC4 é de classe IV e 0 que se sabe sobre elas, diz respeito a informacdes de

sequenciamento de mRNA e microarranjo presentes no banco de dados.

1.4 JUSTIFICATIVA

7

T. gondii é o parasita causador da toxoplasmose, uma doenca que afeta
milhbes de pessoas sendo considerada a principal infeccdo em individuos
imunocomprometidos, como HIV-positivos. Também é extremamente severa para o
feto, em gestantes, podendo trazer graves consequéncias, inclusive levar ao aborto.
Os farmacos utilizados atualmente sdo eficientes apenas quando a doenca é
detectada ainda na fase aguda, o que ndo é trivial, sendo que a doenca €
geralmente assintomatica. Uma vez que a doenca atinge a fase cronica, ndo ha
cura. Portanto, estudos sobre a biologia e expressdo génica do parasita pode levar
ao descobrimento de novos alvos, para o desenvolvimento de farmacos mais
eficientes contra a toxoplasmose.

O interesse do nosso grupo pelas HDACs de T. gondii se deu inicialmente,

devido ao seu papel central na progressdo do cancer e outras doengas. As HDACs
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de mamiferos ja sdo bem caracterizadas e seu envolvimento com o silenciamento
génico é muito bem relatado. Mas recentemente, elas tém sido utilizadas como alvo
para o desenvolvimento de farmacos, sendo que algumas delas, como por exemplo:
Vorinostat, Romidepsin, Belinostat e Panobinostat ja foram aprovadas pela FDA
(U.S. Food and Drug Administration), 6rgdo americano responsavel pelo controle e
supervisdo de novos medicamentos, e tém sido muito eficientes no tratamento do
cancer e outras doencas.

Por outro lado, pouco se sabe sobre o papel das HDACs em Toxoplasma,
sendo que a Unica caracterizada até o momento é a TgJHDAC3, que esta envolvida
com a diferenciacdo. Além disso, inibidores especificos destas proteinas tem se
mostrado eficientes contra parasitas, como € o caso da apicidina, um inibidor de
HDACs em Plasmodium, que foi eficiente na inibicdo do crescimento do parasita
(DARKIN-RATTRAY et al, 1996). Em T. gondii o composto FR235222, inibidor
especifico da TgHDAC3 alterou a expressao génica do parasita, ativando diversos
genes envolvidos com a diferenciacdo e, portanto, induziu a diferenciacdo de
taquizoitas para bradizoitas, confirmando que o estudo de fatores epigenéticos €
altamente relevante neste parasita (BOUGDOUR et al, 2009).

T. gondii é considerado um 6timo modelo de estudo, pois possui diversas
ferramentas de genética reversa disponiveis, e é facilmente cultivavel em
laboratério. Nosso grupo tem interesse em entender qual € o envolvimento das
desacetilases de histona em processos biol6gicos essenciais para o parasita, como
por exemplo a replicacéo e o ciclo celular.

A escolha de TgHDAC2 de T. gondii, por sua vez, ocorreu por ser a unica
HDAC com expressdo aumentada na fase S do ciclo celular, o que pode sugerir uma
funcdo na replicacdo do DNA, um processo pouco compreendido nesse parasita.
Além disso, essa proteina possui um dominio HDAC peculiar, com duas insercdes
aminoacidicas dentro do dominio, presentes em apenas alguns membros do filo e
gue nédo tem estrutura e funcéo conhecidas.

O estudo desta proteina iniciou ainda durante a iniciacdo cientifica da autora,
com as construcdes das ferramentas de genética reversa para o nocaute génico e
etiqguetamento do gene enddgeno, aqui, apresentamos a confirmagdo e
caracterizacdo de parasitas nocaute, onde realizamos uma primeira caracterizacao
desta proteina neste organismo. Desta forma, esperamos contribuir para o

entendimento da funcdo desta proteina em T. gondii.
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2 OBJETIVOS

21 GERAL:

Caracterizar a histona desacetilase-2 de Toxoplasma gondii (TgHDAC?2)
funcional e estruturalmente, procurando elucidar sua funcédo no ciclo celular, bem

como em processos que dependem de DNA, como a transcricao e a replicacao.

2.2 ESPECIFICOS:

Determinar a localizagcdo celular da TgHDAC2 por microscopia de

fluorescéncia;

e Caracterizar parasitas Atghdacz;

e Definir a funcdo de TgHDAC2 no ciclo celular do parasita por ensaio de
replicacdo, utilizando cepas nocaute do parasita;

e Analisar estruturalmente o dominio de TJHDAC?2 através de dicroismo

circular.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CULTURA DE TOXOPLASMA GONDII

Nesse trabalho utilizamos formas taquizoitas de T. gondii da cepa RH, uma
cepa do tipo |, caracterizada por ser mais virulenta e de baixa diferenciacdo para as
formas bradizoitas. Mais especificamente, utilizamos dois mutantes da cepa RH,
denominados RHAhxgprt e RHAhxgprtAku80. O gene hxgprt codifica para a proteina
HXGPRT (hypoxanthine-xanthine-guanine phosphoribosyl transferase), que participa
da via de sintese de purinas e € utilizado como marcador de sele¢cdo. Ja a segunda
cepa utilizada, além do nocaute para HXGPRT, também ndo possui 0 gene que
codifica para a proteina Ku80, que estd envolvida com a via de reparo por
recombinacdo ndo homodloga (NHEJ-Nonhomologous end joining) (HUYNH e
CARRUTHERS, 2009; FOX, et al, 2009; UPADHYA, et al, 2011). Dessa forma,
garantimos que a recombinacdo ocorra no local desejado, pela via de reparo por
recombinacdo homologa.

Como se tratam de parasitas intracelulares obrigatorios, eles foram cultivados
por infeccdo de fibroblastos provenientes de prepucio humano (HFF-human foreskin
fibroblasts), numa razdo de 3 a 5 taquizoitas por célula. As células HFF possuem
ampla area para a replicacdo do parasita e sao resistentes as drogas de selecao,
por isso foram ideais para o desenvolvimento desse projeto. Células e parasitas
foram cultivados em meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM),
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 100 pg/mL de

penicilina/streptomicina e mantidos a 37°C com 5% de COo..

3.2 EXTRACAO DE DNA DE T. gondi

O DNA genbmico foi extraido de T. gondii cepa RHAhxgprtAku80, através da
lise com tampao TELT (50 mM Tris-HCI, pH 8; 62,5 mM EDTA, pH 9; 2,5 M LIiCl; 4%
(v/v) Triton X-100), seguido de extracdo com Fenol-Cloroformio (SAMBROOK;
FRISTSCH; MANIATIS, 1989).

3.3 EXTRACAO DE RNA E OBTENCAO DE DNA COMPLEMENTAR

Para extrair o RNA foi utilizado o RNeasy Mini Kit (Qiagen), conforme

descricdo do fabricante. Primeiramente, aproximadamente 5 x 108 parasitas foram
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centrifugados a uma velocidade de 500 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e ao precipitado de parasitas foi adicionado uma mistura com 350 pL de
tampao RLT, acrescido de 3,5 yL de B-mercaptoetanol e seguiram-se as instrucoes
do fabricante. O tratamento com DNase foi feito diretamente na coluna de acordo
com as instrucdes do fabricante.

Do RNA extraido, foi retirado 3 pL (1 pg) e diluido em 5,6 pL de agua livre de
RNase e acrescentado 1 pL de oligodT (10 mM), para amplificagcdo somente dos
RNAs mensageiros. Esta mistura foi incubada a 70°C por 5 minutos, seguida de
incubacdo em gelo por mais 5 minutos. Apos este tempo, foi acrescido 4 uL do
respectivo tampédo da enzima (5X), 2,4 uL de MgClz (25 mM), 1 pL de dNTP (10
mM), 1 pL de enzima RNase Out (40 U/uL) e 1 pL da enzima Improm Il RT
(Promega). A reagédo para obtencdo do DNA complementar (cDNA) foi feita em
termociclador, seguindo um ciclo de 25°C por 5 minutos, 42°C por 60 minutos (2
vezes) e 70°C por 15 minutos. 2 pyL deste cDNA foi usado como molde para uma
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR-Polymerase Chain Reaction) convencional,
utilizando os primers para amplificacéo da regido codificante de tghdac?2 (itens 3.6.2
e 3.6.3).

3.4 ELETROFORESE
3.4.1 Eletroforese de DNA em gel de agarose

O sucesso da amplificacao foi conferido por meio de eletroforese em gel de
agarose 1% (1 g de agarose para 100 mL de TBE-Tris-base 89 mM; Acido bdrico 89
mM; EDTA 2 mM pH 8). Foram utilizados 5 yL da reacdo de PCR em tampéo de
amostra para DNA (25% de Ficoll, 0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xileno
cianol). O gel de agarose com a amostra de PCR e o marcador de massa molecular
(1 kb Plus DNA Ladder, Invitrogen) foi submetido a um campo elétrico de 100 V por
40 minutos, submerso em tampao TBE. Apos a eletroforese, o gel foi visualizado em
um transiluminador com luz ultravioleta. Para visualizagdo do DNA, foi utilizado o
corante fluorescente GelRed (Biotium Inc.), conforme instru¢bes do fabricante, ou
submerso em solucdo de brometo de etideo (0,5 pg/mL) por 20 minutos. Quando
necessario, os produtos de PCR foram purificados com o kit QIAquick® PCR

Purification (Qiagen), seguindo instru¢cdes do fabricante.
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3.4.2 Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida

As amostras proteicas foram ressuspendidas em tampéao de amostra (TA) 4X
(40 mM de Tris-HCI pH 6,8, 1 % de SDS, 2,5 % de B-mercaptoetanol, 6 % de glicerol
e 0,005% de azul de bromofenol) na proporcao de 3:1 de amostra e TA. As amostras
foram submetidas a aquecimento a 95°C para desnaturacdo das proteinas, seguido
de agitacéo vigorosa para quebra de DNA e uma breve centrifugagéo a 15000 x g.

As proteinas foram separadas em gel SDS-PAGE 10%, 13% ou 15%
dependendo da proteina analisada (LAEMMLI, 1970), em tampédo de eletroforese
apropriado, contendo 25 mM de TRIS-base, 192 mM de glicina e 0,1% de SDS.
Como marcador de massa molecular foi utilizado PageRuler Prestained Protein
Ladder (Thermo Fisher Scientific).

Para visualizacdo das bandas correspondentes as proteinas, os géis foram
submersos em solucédo de coloracdo (Azul de Coomassie R-250 0,1%; Metanol 45%;
Acido Acético 10%), por cerca de 15 minutos. Apos o tempo de coloragéo, os géis

foram fervidos em agua para retirada do excesso de corante.

3.5 ANALISE COMPARATIVA DE SEQUENCIA

Com o objetivo de comparar a sequéncia proteica de TJHDAC2 com outros
organismos, foi feita uma andlise comparativa de sequéncia, utilizando a proteina
TGME49 249620 anotada no banco de dados de Toxoplasma como HDAC2
(toxodb.org!). Para tanto, foi feito uma busca de proteinas semelhantes, com o
algoritmo BLASTp? (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), que realiza uma busca em banco
de dados de proteinas ndo redundantes de diversos organismos, gerando resultados
baseados em homologia de sequéncia e presenca de dominios conservados (CDD-
Conserved Domain Database). As proteinas com maior identidade foram
selecionadas para realizar o alinhamento multiplo de sequéncia. Adicionalmente,
foram selecionadas também as HDACs de Plasmodium falciparum, Homo sapiens, a
RPD3 de Saccharomyces cerevisae e visto que houve semelhanca com varias

proteinas de plantas, a HDACG6 de Arabidopsis thaliana também foi selecionada.

1 GAJRIA, B. et al. ToxoDB: an integrated Toxoplasma gondii database resource. Nucleic Acids
Res., November 14, 2007; (2007) gkm981v1.

2 ALTSCHUL, S.F.; GISH, W.; MILLER, W.; MYERS, E.W.; LIPMAN, D.J. "Basic local alignment
search tool." J. Mol. Biol. (1990) 215:403-410.
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Todas as sequéncias foram obtidas do NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Depois de baixar todas as sequencias de interesse, elas
foram alinhadas utilizando o software ClustalW3, no programa MegaAlign 5.08
(DNAStar). O alinhamento foi editado no programa GeneDoc, disponivel

gratuitamente online (http://genedoc.software.informer.com/).

3.6 CLONAGENS
3.6.1 Clonagem em vetor pLIC.HA.HXGPRT

Para o etiquetamento da proteina enddgena, foi necessario a amplificacéo de
uma regido de aproximadamente 1000 pares de base (pb) da porcao final do gene,
excluindo o coédon de terminacdo. Para tanto, 0s seguintes primers foram
desenhados, baseados em resultados de sequenciamento presentes em banco de
dados (toxodb.org), de modo a amplificar 1002 pb da porc¢éo final de tghdac2.

QUADRO 3.1 - PRIMERS PARA CLONAGEM NO VETOR pLIC.HA.HXGPRT.

Primer Sequéncia
Hdac2 tag F TACTTCCAATCCAATTTAATGCGAAGTAAAGAGTCTGCAAAGAGGC
Hdac2 tag R TCCTCCACTTCCAATTTTAGCCCCACGATTCCTGTTCGA

Sequéncias dos primers utilizados para amplificar 1002 pb do gene tghdac2. As sequéncias LIC estédo
sublinhadas.

FONTE: a autora (2018)

Nestes primers foram adicionadas as sequéncias LIC (de Ligation
Independent Cloning) (sublinhadas no quadro 3.1), que sdo complementares as
sequéncias LIC presentes no vetor de etiquetamento (pLIC.HA.HXGPRT) (HUYNH;
CARRUTHERS, 2009).

Esta regido foi entdo amplificada por PCR, utilizando 100 ng de DNA
gendmico, extraido de T. gondii conforme descrito no item 3.2. Ao DNA foi
adicionado tampao apropriado para a enzima diluido dez vezes, 0,2 mM de dNTP,
1,5 mM de MgSOs4, 10 pmol de cada primer e 1 unidade da enzima de alta fidelidade
Platinum Taq HiFi DNA Polymerase (Invitrogen), para uma reacgao final de 50 pL. A

reacao iniciou-se com uma etapa de desnaturagéo por 5 minutos a 95°C, seguida de

3 LARKIN, M.A; et al. Clustal W and Clustal X version 2.0. Bioinformatics, 23, 2947-2948, 2007
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30 ciclos de desnaturacao a 95°C por 30 segundos, anelamento a 57°C durante 30
segundos e extensdo a 68°C por 1 minuto e 30 segundos, além de extenséo final a
68°C por 10 minutos.

Nesse trabalho, utilizamos vetor para etiquetamento independentes de ligacao
(LIC-Ligation Independent Cloning), que ndo necessita de digestdo com enzimas de
restricdo, tampouco ligacdo com DNA ligase (HUYNH; CARRUTHERS, 2009). Em
contrapartida, este vetor possui as sequéncias LIC, sequéncias de aproximadamente
20 nucleotideos, também adicionadas aos primers para a amplificacdo do gene de
interesse, de modo a obter extremidades complementares entre vetor e inserto. O
vetor contém ainda os genes para selecdo na bactéria e no parasita (ampicilina e
HXGPRT, respectivamente) e a sequéncia da etiqueta de HA (pequeno peptideo
presente na proteina hemaglutinina do virus Influenza), repetida trés vezes (peptideo

YPYDVPDYA) em tandem. O mapa do vetor pode ser visto na Figura 3.1.
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GATTATGCCTAAGCAGACAACTTTCCTTCTATGCACTTGCAGGATGGTGCAGCGCAAACGACGGAGAGAAAGGAGCACCCTCTCAGTTTCCCTACGATGTGCTGTCAGTT
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CTAATACGGATTCGTCTGTTGAAAGGAAGATACGTGAACGTCCTACCACGTCGCGTTTGCTGCCTCTCTTTCCTCGTGGGAGAGTCAAAGGGATGCTACACGACAGTCAA

E;qjﬁé
FIGURA 3.1 - VETOR pLIC.HA.HXGPRT.

(A) mapa do vetor pLIC.HA.HXGPRT evidenciando os dois genes de resisténcia, AmpR (ampicilina)
em verde e HXGPRT (hipoxantina xantina guanina fosforibosiltransferase) em vermelho e as origens
de replicacdo (ori) em amarelo. (B) Sequéncias LIC (Ligation Independent Cloning) 5 e 3
flanqueadas pelo sitio de Pacl e as trés sequéncias em tandem do peptideo HA.

FONTE: SIQUEIRA (2015)

Essa metodologia de clonagem, utiliza a dupla fungdo da enzima T4 DNA
polimerase, que além de atuar como polimerase, possui atividade 3' — 5'
exonuclease, que cliva e remove o0s nucleotideos da sequéncia LIC, presentes tanto
no vetor, quanto no inserto, gerando extremidades complementares. Isto requer
extremidades simples-fita, que no caso do vetor ocorre apos o vetor ser linearizado
com a enzima Pacl. O anelamento entre vetor e inserto ocorrera entao por
complementariedade de sequéncias, através do sistema de reparo da prépria
bactéria utilizada na transformacao, o que resulta em alta eficiéncia de clonagem, de
acordo com dados na literatura. Conforme essa metodologia, tratamos vetor e

inserto com a enzima T4 DNA polymerase (Novagen LIC qualified).
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O tratamento do inserto consistiu em 2 pl de tampéao para T4 DNA Polimerase
5X, 1 pyl de DTT (100 mM), 0,8 ul de dCTP (100 mM), 0,5 ul da enzima T4 DNA
polimerase (Novagen LIC qualified), 10,7 pl de agua e 5 pl da amostra (a 0,2
pmol/ul). A reacéo foi incubada a 22°C durante 30 minutos e em seguida a 75°C por
20 minutos. O tratamento do vetor seguiu 0 mesmo principio. Apoés a linearizacéo do
vetor com a enzima Pacl (para gerar extremidades simples-fita), 0 mesmo foi tratado
com T4 DNA Polimerase na seguinte reacao: 12 ul do tampéao 5X, 3 pl DTT (100
mM), 2.4 ul dGTP (100mM), 1.5 yl T4 DNA polimerase (Novagen LIC qualified),
35,1ul dH20 e 6pl do vetor linearizado (a 200-300 ng/ul). Da mesma forma que o
inserto, esta reacdo foi incubada a 22°C por 30 minutos, e depois a 75°C por 20
minutos. O anelamento entre vetor e inserto ocorreu por complementariedade de
sequéncias ao mistura-los numa proporcao de 1:6, por 10 minutos a temperatura
ambiente. A reacdo foi interrompida com 2 uL de EDTA 25 mM. A ligacéo entre vetor
e inserto ocorreu através da via de reparo da propria bactéria. A transformacéao foi
feita em bactérias E. coli, cepa DH5aq, pelo método de choque térmico (descrito no
item 3.7).

3.6.2 Clonagem em Vetor de clonagem pDONR™221 e de expressao
pDEST™17

Para realizar a clonagem da regido codificante de tghdac2 para obtencédo da
proteina recombinante, foram utilizados os vetores pPDONR™221 e pDEST™17, da
plataforma Gateway (Invitrogen). Aos primers foram adicionados as sequencias attB
(sublinhadas no quadro 3.2), que sdo necessarias para recombinacdo no vetor
pDONR™221 que por sua vez, possui as sequencias attP para recombinacao.

QUADRO 3.2 - SEQUENCIA DE PRIMERS UTILIZADAS PARA CLONAGEM NA PLATAFORMA
GATEWAY.

Primer Sequéncia

Hdac2 cds F | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGCATGGGGAGGAGGAAGAGCGTTCT

Hdac2 cds R | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCCACGATTC CTGTTCGAGATCT

Sequéncia de primers utilizadas para amplificacdo da regido codificante do gene tghdac2. Os sitios
attB para recombinacado estdo sublinhados.

FONTE: a autora (2018)

A regido codificante de tghdac2 foi amplificada a partir de 2 pL do cDNA de T.

gondii utilizando a enzima Platihnum® Pfx DNA Polymerase (Thermo Fisher
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Scientific). A reacdo contemplou as etapas de desnaturacao inicial (94°C, 5 minutos)
seguido de 30 ciclos (94°C, 15 segundos; 57°C, 30 segundos; 68°C 2 minutos e 30
segundos) e extenséao final (68°C, 10 minutos), seguindo as demais instrucdes do
fabricante.

Os amplicons foram purificados com o kit de purificacdo de produtos de PCR
(QlAquick PCR Purification Kit-QIAGEN), seguindo-se as instru¢cdes do fabricante.
Apos a purificagdo, 50 fmol do produto de PCR purificado, foi recombinado em 150
ng do vetor pPDONR™221 (Invitrogen), adicionando-se 2 pyL da mistura da enzima
BP Clonase™ (Invitrogen) e mantido a 25°C por 18 horas. 3 pL da reacdo de
recombinacao foi transformado em E. coli DH5a através de choque térmico, como
descrito posteriormente no item 3.7, adicionando kanamicina para selecdo. Quando
ocorre a recombinacdo entre os sitio attB do amplicon e attP do vetor, este
plasmideo contendo o inserto possuira, entdo um novo sitio para recombinacéo
denominado attL, que podera ser recombinado em qualquer vetor de destino do
sistema Gateway de clonagem que contenha o sitio attR para recombinacdo. Neste

caso foi usado o vetor de expressdo pDEST ™17 (Invitrogen) (FIGURA 3.2).

Gateway cloning system

BP Reaction
arg atB attP attP arL attL alR attR
[l ] — 4 CE=IE
ttB-flanked PCR — .
aprodsgt or attB gggg; glfgr:z by-product
expression clone
LR Reaction

& atl attR attR attB anB attp attp
B 8
[eee ] + [==] o (o] " (=]
entry destination E—— expression by-product
clone vector clone

FIGURA 3.2 - ESQUEMA DE FUNCIONAMENTO DA CLONAGEM PELA PLATAFORMA GATEWAY.

Este sistema de clonagem é baseado em recombinacfes, onde a regido de interesse deve estar
flanqueada pelos sitios attB para recombinacdo, pela reacdo da enzima BP clonase, com os sitios
attP do vetor de clonagem. O vetor de clonagem que possui inserto contém os sitios attL para
recombinacdo em qualquer vetor de destino que contenha os sitios attR, e esta reacdo € feita pela
enzima LR clonase.

FONTE: GATEWAY TECHNOLOGY (2018)

45



Uma vez confirmados, os plasmideos foram extraidos. 150 ng do clone de
entrada foram recombinados em 150 ng do vetor de expressdo pDEST™17
(Invitrogen), com adi¢éo de 2 pL da mistura da enzima LR Clonase™ (Invitrogen), a
25°C por 3 horas. Este vetor possui o promotor T7, que € um promotor muito forte
proveniente do bacteriéfago T7, que garantira altos niveis de expressao da proteina.
Este vetor também adiciona uma etiqueta de 6X histidina na por¢cdo N-terminal
(FIGURA 3.3), permitindo a purificacdo da proteina em uma coluna de niquel, uma

vez que a histidina tem afinidade por este metal.

pDEST17

6354 bp

FIGURA 3.3- MAPA DO VETOR pDEST17.

Vetor de expressdo pDestl7, com os sitios de recombinac¢éo (attR), o promotor T7 e a etiqueta de 6X
histidina.

FONTE: a autora (2018) (criado com SnapGene)

O produto da recombinacéo foi transformado em bactérias E. coli, cepa DH5aq,
através do choque térmico (item 3.7). Apos a confirmacdo por PCR de coldnia e
digestdo enzimatica, os plasmideos foram extraidos e transformados na cepa
bacteriana de E. coli Rosetta-gami™ 2 (DE3) pLysS (Novagen). Esta cepa ja possui
0 gene da T7 RNA polimerase, que € compativel com o promotor cujo gene de
interesse esta sob regulacdo, e esta controlado pelo promotor lac, e desta forma,

para inducdo da T7 RNA polimerase deve-se adicionar IPTG (Ilsopropil B-D-1-
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tiogalactopiranosida), um analogo da alolactose, ao meio de cultura. Nesta bactéria
também esta contido o plasmideo pLysS que codifica para T7 lisozima, que ira
controlar os niveis basais da T7 RNA polimerase. Além disso, essa cepa aumenta a
formacdo de pontes dissulfeto, e possui o plasmideo pRARE2 que fornece sete
RNAs transportadores raros, aumentando a eficiéncia na traducéo de proteinas que
tem preferéncia por esses tRNAs. Dessa forma, para obtencdo da expressao da
proteina foi adicionado 1 mM de IPTG (item 3.13).

3.6.3 Superexpresséo

Para a superexpressdo de TgHDAC2 em T. gondii, foi utilizado o vetor
p5RT70ddmycGFPPfMyoAtailTy-HX (HETTMANN et al., 2000), (FIGURA 3.4) que
também adiciona uma etiqueta de GFP (Proteina Verde Fluorescente- Green
Fluorescent Protein). Além disso, a superexpressao da proteina esta condicionada a
um dominio de desestabilizacdo (Destabilization Domain-DD). Este vetor também

possui 0 gene hxgprt para selecéo no parasita.

promoter

pmpR

Superexpressao
6746 hp

~ EcoRV (2275)
Y Pacl (2304)

FIGURA 3.4 — VETOR DE SUPEREXPRESSAO.

O vetor de superexpressao possui etiqueta de GFP, dominio de estabilizacdo (DD), o gene de
selecdo no parasita (HX) e as enzimas de restricdo, EcoRV e Pacl.

FONTE: a autora (2018) (criado com SnapGene)
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Para a clonagem de TgHDAC2, a regidao codificante, ou seja, apenas 0s
exons, foi amplificada a partir de 2 uL do cDNA de T. gondii, com adicdo de 1% de
formamida, utilizando a enzima Platinum® Pfx DNA Polimerase (Thermo Fisher
Scientific). A reacao ocorreu com desnaturacao inicial (94°C, 5 minutos), seguida de
50 ciclos (94°C, 15 segundos; 50°C, 30 segundos; 68°C, 2 minutos e 30 segundos),
além de extensédo final (68°C, 10 minutos), seguindo instru¢cbes do fabricante da

enzima.

QUADRO 3.3 - SEQUENCIA DE PRIMERS UTILIZADOS PARA CLONAGEM NO VETOR DE
SUPEREXPRESSAO

Primer Sequéncia
Hdac2 O.E. F GGGATATCATGGGGAGGAGGAAGAGC
Hdac2 O.E. R GGTTAATTAATTACCCACGATTCCTGTTCG

Sequéncia de primers utilizados para amplificacdo da regido codificante do gene tghdac2. Os sitios
de restricdo das enzimas EcoRV e Pacl foram adicionados e estéo sublinhados.

FONTE: A autora (2018)

Aos primers foram adicionados os sitios de restricdo das enzimas EcoRV
(New England BioLabs) e Pacl (New England BioLabs) (sublinhado no quadro 3.3).
O produto de PCR e 10 pg de vetor foram digeridos com as endonucleases acima
citadas, utilizando, 1U de enzima por pg de DNA em tampéo 2.1 (New England
BioLabs), a 37°C por 3 horas. O inserto foi purificado com um kit de purificacdo de
produtos de PCR (QIAquick PCR Purification Kit- QIAGEN), seguindo instrucfes do
fabricante, enquanto que o vetor foi submetido a eletroforese em gel de agarose
0,8%, para excisdo da banda correspondente ao vetor linearizado. O DNA foi
extraido do gel solubilizando a agarose em tampéao de solubilizacdo (Tris-HCI 100
mM pH 8, NaCl 250 mM, EDTA 1 mM pH 8) a 80°C sob agitacdo por 20 minutos.
ApOs este tempo, foi adicionado 1 volume de fenol-cloroférmio, misturado
vigorosamente e centrifugado a 13100 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
precipitado com 2 volumes de etanol 100% e 1/10 do volume de acetato de sddio
3M, pH 5,2.

10 ug de vetor e 3,5 ug de inserto foram ligados pela acdo da T4 DNA ligase
(Promega) a 16°C por 18 horas. Esta reacédo foi transformada em bactérias E. coli

cepa DH5q, através de choque térmico, conforme descrito abaixo.
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Apo6s a confirmacédo dos clones por PCR de colbnia e digestdo enzimética, 20
Hg de plasmideo foram linearizados com a enzima Kpnl (New England BiolLabs),
precipitados e transfectados em T. gondii RHAhxgprt, onde o plasmideo foi integrado
no genoma aleatoriamente.

Para induzir a superexpressao de TgHDAC?2, foi adicionado 1 uM de Shield-1,

um analogo da rapamicina, ao meio de cultura, por 24 horas.

3.7 TRANSFORMAGCAO BACTERIANA

A transformacao dos produtos das clonagens descritas no item 3.6 foi feita em
bactérias E. coli, cepa DH5a ou Rosetta-gami™ 2 (DE3) pLysS calcio-competentes,
adicionando esse produto a 50 pL de bactérias. As bactérias adquiriram 0S
plasmideos por choque térmico, ao serem deixadas em gelo por 30 minutos, em
seguida a 42°C por 2 minutos e novamente em gelo por mais 2 minutos. Foi
adicionado 1 mL de meio LB (Luria-Bertani: triptona 1%, NaCl 0,5%, extrato de
levedura 1%) ao tubo e colocado em estufa a 37°C durante 1 hora, sob agitacao,
para recuperacdo das bactérias recém transformadas. Decorrido este tempo, as
bactérias foram semeadas em placa contendo LB solido e ampicilina (100 pg/mL) ou

kanamicina (50 pg/mL) como antibi6tico de resisténcia.

3.8 SELECAO DOS CLONES POSITIVOS

As colbnias crescidas em placa apés a transformacédo, foram submetidas a
PCR de colbnia, utilizando os primers especificos para deteccdo do inserto. Para
tanto, foi retirada uma pequena quantidade das colbnias escolhidas, com o auxilio
de um palito, que foram colocadas diretamente em um microtubo de 0,2 mL, onde
foram colocados os demais reagentes para reacdo de PCR (150 uM de MgClz, 200
MM de dNTPs, 10 pmol de cada primer, 1 U da enzima Tagq DNA Polimerase). Nesse
caso, a Tag DNA Polimerase utilizada foi a recombinante, produzida e doada pelo
Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP), uma vez que ndo era necessaria
alta fidelidade nesse caso. Vale mencionar, que ao mesmo tempo em que a colonia
foi aplicada no tubo ela foi semeada em placa de LB/ampicilina ou kanamicina,
dependendo do gene de resisténcia do plasmideo, de modo a manter uma “placa-

mae” como estoque das colbnias.
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O proprio ciclo de temperatura da PCR é suficiente para romper a membrana
das bactérias e expor o0 molde para a reacao. Entretanto € feita uma extenséo inicial
mais longa (94°C, 10 minutos), seguido de 30 ciclos (94°C, 30 segundos;
temperatura de anelamento a depender do conjunto de primers, por 30 segundos;
72°C, calculando-se 1 minuto a cada 1000 pb) e extenséo final (72°C, 10 minutos).
ApoOs a reacdo de PCR os produtos foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1%, conforme descrito anteriormente no item 3.4.1.

As colonias positivas foram expandidas em meio liquido LB, com adi¢cdo do
antibiotico de resisténcia, a 37°C, durante a noite. Ap6s o0 crescimento, 0S
plasmideos foram purificados por meio de kit QlAprep® Miniprep (QIAGEN),
seguindo as instrugcdes do fabricante. Adicionalmente, os clones foram novamente

confirmados por digestdo enzimatica, conforme o quadro abaixo.

QUADRO 3.4 - ENDONUCLEASES DE RESTRIGCAO UTILIZADAS.

Plasmideo Enzimas Tampado Temperatura | Tempo
pLIC.HA.HXGPRT.Tghdac2 Nhel + Xhol CutSmart ® (New 37°C 1 hora
(confirmagé&o) England Biolabs)

pLIC.HA.HXGPRT.Tghdac2 Nhel NEBuffer 2.1 (New | 37°C 4 horas
(linearizacédo) England Biolabs)

pDONR221.Tghdac2 EcoRV + Sall | NEBuffer 3.1 (New 37°C 1 hora

England Biolabs)

pDEST17.Tghdac2 Pvull + Xhol | NEBuffer 3.1 (New | 37°C 1 hora

England Biolabs)
p5RT70ddmycGFPPfMyoAtailT | Xhol CutSmart ® (New | 37°C 1 hora
y-HX.Tghdac?2 (confirmagé&o) England Biolabs)
p5RT70ddmycGFPPfMyoAtailT | Kpnl NEBuffer 1.1 (New 37°C 3 horas
y-HX.Tghdac2 (linearizagéo) England Biolabs)

As enzimas acima foram utilizadas para confirmacdo de clones ou linearizagdo para transfeccgéo.
Para confirmacBes das clonagens foi utilizado 1 pg de DNA, enquanto que para linearizagédo foi
utilizado 20 pg de DNA para transfeccdo em T. gondii.

FONTE: a autora (2018)
3.9 PRECIPITAQAO DE DNA

Para a transfec¢do, os plasmideos foram linearizados com enzimas

especificas (QUADRO 3.4) e precipitadas, adicionando-se 2 volumes de etanol
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absoluto e 1/10 do volume inicial de acetato de sodio 3 M pH 5,2 ou cloreto de sodio
200 mM. A precipitacdo ocorreu durante a noite a -20°C ou por 20 minutos, em gelo

SecCo.

3.10 TRANSFECCAO EM T. gondii

Formas taquizoitas de T. gondii recém-saidas das células hospedeiras (10’
por transfeccdo) foram centrifugadas por 10 min a 500 x g, lavadas uma vez com
tampao CYTOMIX pH 7,6 (120 mM KCI, 0,15 mM CaClz, 10 mM K2HPO4/KH2POa4,
25 mM HEPES 7,6, 2 mM EGTA, 5 mM MgCl2) e ressuspendidas em 0,3 ml de
CYTOMIX por transfec¢éo, adicionando-se 2 mM de ATP.

Aos 0,3 mL desta suspenséo, foram adicionados cerca de 5 pg (PCR de fuséo
para nocaute) ou 20 pg de plasmideo previamente linearizado com a enzima
correspondente para cada plasmideo. A mistura foi transferida para uma cubeta de
eletroporacdo de 2 mm de gap (Lonza), mantida em gelo, seguida de um pulso
utilizando o programa T-16 do eletroporador Nucleofector™ (Lonza). Apés o pulso,
0s parasitas foram transferidos para placas de 6 pocos contendo fibroblastos
confluentes. Vinte e quatro horas depois, adicionou-se ao meio 25 ug/ml de acido
micofendlico e 50 ug/ml de xantina para a selegao dos plasmideos que possuem o
gene hxgprt como gene de selecéo.

Toxoplasma possui duas vias para sintese de purinas. Uma delas envolve a
enzima IMP desidrogenase (IMPDH), que converte IMP em XMP. A outra envolve a
enzima HXGPRT. O parasita utilizado nesse trabalho teve o gene que codifica para
HXGPRT deletado, o que deixa o parasita somente com a IMPDH como via de
sintese de purinas. Quando adicionamos &cido micofendlico, bloqueamos
especificamente esta via, levando o parasita a morte, a menos que no mesmo tenha
sido reinserido o gene hxgprt pelo cassete de fusdo ou vetor de interesse. A xantina
nesse caso, € também adicionada e funciona como substrato para a HXGPRT
sintetizar purinas. Apos a selecdo as populacbes foram confirmadas por Western

blot e imunofluorescéncia.

3.11 ENSAIO DE IMUNOFLOURESCENCIA INDIRETA

Para ensaios de imunofluorescéncia, utilizamos cerce de 10°% formas

taquizoitas de T. gondii para infectar fibroblastos confluentes, que foram

51



previamente crescidos em laminulas, que por sua vez foram adicionadas aos pocos
de uma placa de 24 pocos. Apos cerca de 24 horas, foi retirado o meio de cultura e
adicionado paraformaldeido 4% para fixar as células, por 20 minutos. Com as
células j& fixadas, elas foram permeabilizadas com PBS/Triton X-100 0,25% por 10
minutos, seguido de lavagem com PBS 1X (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM,
Na2HPO4.2H20 9,1 mM, KH2PO4 1,8 mM, pH 7,4). O bloqueio foi feito com PBS/BSA
1% por 15 minutos. Apos o bloqueio, adicionamos o anticorpo primario anti-HA
(Clone 3F10-Roche), na diluicdo 1:200 para localizagédo celular da proteina. Além
desse, utilizamos anti-IMC (1:1000-Cedido gentilmente pelo Dr. Markus Meissner,
University of Munich), e anti-GFP (Invitrogen, diluicdo 1:100). As incubacdes com
anticorpo primario ocorreram por 1 hora. Passado esse periodo, as células foram
novamente lavadas 3 vezes com PBS 1X. As laminas foram incubadas com anti-IgG
de coelho ou camundongo, conjugado a Alexa fluor na diluicdo 1:600 (488 e 594) por
40 minutos em PBS/BSA 1%. Em seguida, as laminulas foram lavadas e incubadas
com 10 uM de DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) por 10 min. As laminas foram
montadas com N-propil galacto, para preservar a fluorescéncia e analisadas em

microscopio de fluorescéncia Nikon eclipse 80i ou invertido Leica DMI6000 B.

3.12 WESTERN BLOT

Para preparacdo de amostras proteicas, utilizamos formas taquizoitas de
culturas cujos fibroblastos foram totalmente lisados. Os parasitas foram
sedimentados a 500 x g por 10 minutos, seguido de uma lavagem em PBS 1X. Os
parasitas foram ressuspendidos em tampdo de amostra para proteinas e as
proteinas foram separadas em gel SDS-PAGE conforme descrito no item 3.4.2

Para cada amostra foi calculado a aplicacdo de aproximadamente 10’
parasitas por poco. Apos a corrida eletroforética, as amostras do gel foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose, em cuba semi-seca (Semi-Dry-
BIORAD), por 1 hora a 20 V, em tampdo com 25 mM de Tris-base, 192 mM de
glicina e 20% de metanol. O sucesso da transferéncia foi confirmado por coloracao
reversivel com 0,5% de Ponceau S e 1% de &cido acético. Esta membrana foi
lavada em agua corrente deionizada e bloqueada em PBS/leite desnatado 5%, sob
agitacao, por uma hora. Apés o bloqueio, o anticorpo priméario foi incubado também
na presenca de 5% de leite, por uma hora. Passado o tempo de incubacdo do

anticorpo primario (QUADRO 3.5), a membrana foi lavada com PBS/Tween 0,05% e
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incubado com o anticorpo secundario, anti-camundongo (1:10000), anti-rato (1:500)
ou anti-coelho (1:10000), por igual periodo, sob agitacdo. O anticorpo secundario
utilizado, estava conjugado a peroxidase e foi revelado por quimioluminescéncia

com o fotodocumentador para membranas L-Pix chemi express (Loccus).

QUADRO 3.5 - LISTA DE ANTICORPOS PRIMARIOS UTILIZADOS EM WESTERN BLOT.

Anticorpo Marca Diluicéao
Anti-H3 acetilada Milipore 1:500
Anti-H4 acetilada Abcam 1:500
Anti-HA Clone 3F10-Roche 1:500
Anti-GFP Invitrogen 1:1000
Anti-B-tubulina Abcam 1:1000

FONTE: a autora (2018)
3.13 EXPRESSAOE PURIFICAQAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

O plasmideo pDestl7 com a sequéncia da regidao codificante de TgHDAC?2 foi
transformado em bactérias E. coli Rosetta-gami™ 2 (DE3) pLysS, conforme descrito
anteriormente (item 3.7). Para expressdo da proteina recombinante, as bactérias
foram crescidas durante a noite, a 37°C sob agitacdo de 200 r.p.m., em inéculo
contendo meio LB com adicdo dos antibiéticos ampicilina (100 pug/mL), tetraciclina (5
pg/mL) e cloranfenicol (34 pg/mL). Apdés 18 horas, 15 mL do pré-in6culo foram
adicionados a 485 mL de meio LB com ampicilina, e deixados em agitador sob as
mesmas condi¢des anteriormente citadas. A massa de bactérias foi medida por D.O.
(Densidade Optica), com comprimento de onda de 600 nm. Quando a cultura atingiu
D.O. entre 0,6 e 0,8, foi adicionado 1 mM de IPTG ao meio e novamente as culturas
foram colocadas a 37°C sob agitacdo constante durante 4 horas. Apds o tempo de
expressao da proteina, a cultura foi centrifugada a 6000 x g por 10 minutos a 4°C. O
meio foi retirado e o pellet foi congelado a -20°C.

O pellet foi ressuspendido em 5 mL de tampao para sonicacédo (fosfato de
sédio 20 mM pH 7,5 e NaCl 180 mM), com inibidores de proteases, PMSF
(Phenylmethylsulfonyl fluoride) 0,1 M e benzamidina 0,5 M, além de lisozima 10
pMg/mL, para auxiliar na lise das células, e incubado por 30 minutos em gelo.
Decorrido o tempo de incubacado, a suspencédo bacteriana foi submetida a lise por

sonicagdo, com 5 pulsos de 15 segundos, seguido de 30 segundos em gelo, na
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poténcia 5, no sonicador Ultrasonic Homogenizer 4710 Series (Cole-Parmer
Scientific experts). Depois deste processo foi realizada centrifugacdo a 25000 x g
por 30 minutos O sobrenadante foi desprezado, uma vez que a proteina se
encontrava na fracdo insoltvel. O pellet foi ressuspendido em 5 mL de tampdao para
sonicacao suplementado com ureia 8 M.

A purificacéo foi realizada no cromatografo AKTA Purifier (GE Healthcare Life
Sciences), com a coluna HisTrap HP (Histidine-tagged Protein Purification, GE
Healthcare Life Sciences), utilizando os tampdes A (fosfato de sédio 20 mM pH 7,5,
NaCl 500 mM) e B (fosfato de sédio 20 mM pH 7,5, NaCl 500 mM, imidazol 1M).
ApoOs a purificacdo por afinidade, verificou-se que a proteina ainda continha
contaminantes, de modo que foi necessario realizar a purificacdo por troca iénica.

Para a purificagdo por troca idnica foram utilizadas as fragdes cuja proteina
estava presente, e entdo diluido 10 vezes em tampéao Tris HCl 20 mM pH 7. A
escolha desse pH permite que a proteina adote uma carga total negativa, visto que
seu ponto isoelétrico tedrico que € 5,44. Assim, para a cromatografia de troca i6nica
utilizamos a coluna Hitrap Q (GE Healthcare Life Sciences), que possui carga
positiva. Para eluicdo, utilizamos Tris HCI 20 mM pH 7, NaCl 1 M. Apoés a
cromatografia, observou-se um grau de pureza aceitdvel da amostra e desta forma

foi armazenada a 4°C.

3.14 DICROISMO CIRCULAR E ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ

Para realizar os experimentos de dicroismo circular e espalhamento dinamico
de luz, a proteina purificada foi submetida a diadlise em membrana SnakeSkin
Dialysis Tubing (Thermo Scientific), banhada por tamp&o fosfato de sédio 50 mM pH
6,5, sob agitacdo durante a noite em camara fria. ApOs a dialise a concentracao da
proteina foi estimada em 0,53 mg/mL pelo NanoDrop 2000c spectrophotometer
(Thermo Scientific)).

Para o dicroismo circular, cerca de 200 pL (0,53 mg/mL) da proteina foi
colocada em uma cubeta com caminho 6tico de 1 mm no equipamento Jasco J-815
CD Spectrometer, que possui 0 software Spectra Measure para aquisicdo dos
espectros. Foi medido o comprimento de onda de 190 a 260 nandmetros (nm). As
medidas em comprimentos de onda inferiores a 200 nm sdo importantes para
estimativas de regides desenoveladas (coil), ja as medidas nos comprimentos de

onda de 208 e 222 nm sao importantes para as estimativas do contetdo de estrutura
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de a-hélice e em 215 nm as folhas-B, dessa forma é possivel estimar o conteudo de
estrutura secundaria da proteina e se ela ndo esta desnaturada.

Neste equipamento também é possivel realizar a desnaturacdo térmica da
proteina, para saber sobre sua estabilidade em diferentes temperaturas. Para tanto,
a temperatura foi elevada gradualmente de 20°C a 90°C, e o sinal de dicroismo
circular nos comprimentos de onda de 205, 208, 215 e 222 nm foram avaliados a
cada elevacdo de 5°C. Apds atingir 90°C, um espectro continuo entre 0s
comprimentos de onda de 190 e 260 nm foi coletado.

A analise dos resultados do dicroismo circular foi feita com o software
Microsoft Excel 2010, onde avaliou-se a porcentagem de desnaturacdo térmica e o
espectro obtido nos diferentes comprimentos de onda.

O espalhamento dindmico de luz, que avalia a estrutura quaternaria da
proteina através da deteccdo do espalhamento da luz incidida na amostra, foi
medido no equipamento DynaPro NanoStar (Wyatt). O software que o equipamento
utiliza € o Dynamics 7.17. Cerca de 4 pL da amostra (0,53 mg/mL) foi colocada na
cubeta apropriada para o equipamento, que retornou resultados a respeito da
homogeneidade, massa molecular e se ela se encontrava agregada ou em

mondmeros.

3.15 CARACTERIZAQAO DE PARASITAS ATGHDAC?2
3.15.1 Nocaute Génico de tghdac?2

Para realizar o nocaute génico de TgHDAC2, na cepa de T. gondi
RHAhxgprtAku80, utilizamos o método de PCR de fusdo, no qual foram amplificadas
as regides 3’ e 5 nao traduzidas (UTR-Untranslated region) a 1000 pb do gene
tghdac2, que foi fusionada ao gene hxgprt (em verde na figura 3.5), utilizado como
marcador de selecdo. Para que a fusdo entre as UTRs e 0 gene hxgprt ocorra, foram
adicionados aos primers reverse da 5-UTR e foward da 3- UTR, uma pequena
regido que € complementar ao gene hxgprt. Como mencionado anteriormente, este
gene foi deletado na cepa RH e pode ser utilizado como marcador de selecéo, pela
adicéo de acido micofendlico e xantina (PFEFFERKORN e BOROTZ, 1994).

55



gDNA

Recombinacao
Homologa

1000pb 1000pb

— 2R

FIGURA 3.5 - REPRESENTACAO DA ESTRATEGIA PARA O NOCAUTE DE tghdac2 NO GENOMA
DO PARASITA.

FONTE: a autora (2018)

A PCR de fuséo foi feita em trés etapas. Primeiramente amplificamos 1011 pb
da 5 UTR e 924 pb da 3 UTR do gene de tghdac2, utilizando os primers
relacionados no quadro 3.6 (as regides complementares ao gene hxgprt estdo

sublinhadas).

QUADRO 3.6 - SEQUENCIA DE PRIMERS PARA PCR DE FUSAO

Primer Sequéncia

5'1000F AGCCTCGAGGGGGAGGTC

5R CCGCGGGCGGGTTTGAATGCAAGGTTTCGTGCTGGGCAGCCGACCCTGACAAC
3'1000F | GTTCTGGCAGGCTACAGTGACACCGCGGTGGAGAACGGAAGGAGACGAAGAAAAAC
3R CAGACAGAGGCAAAGGTAGGTAAATG

Sequéncia de primers utilizados para amplificacdo das regides 5’ e 3’ UTR do gene tghdac?2

FONTE: a autora (2018)

A reacéo de PCR ocorreu pela adicdo de 100 ng de DNA gendmico da cepa
RHA4hxgprt4ku80, com 150 yM de MgClz, 200 uM de dNTPs, 10 pmol de cada primer
e 1 U da enzima Tag DNA Polimerase (IBMP). A reagéo ocorreu a 94°C por 5 min
para desnaturacdo do DNA, seguido de 30 ciclos de 94°C de desnaturacao por 30
segundos, 57°C por 30 segundos para anelamento dos primers e 72°C por 2
minutos e 15 segundos para extensdo, terminando com 10 min a 72°C para

extensdo do fragmento. Os produtos da PCR foram purificados com o kit de
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purificacdo de produtos de PCR QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN), seguindo
instrucdes do fabricante.

Como molde para amplificagdo de hxgprt, utilizamos 50 ng do vetor pLIC-HA-
HXGPRT, 150 uM de MgClz, 200 uM de dNTPs, 10 pmol de cada primer, 1 U da
enzima Tagq DNA Polimerase (IBMP), amplificando a regido pela reagdo que
compreendeu as seguintes etapas: 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de 94°C por 30
segundos, 57°C durante 30 segundos, 72°C por 2 minutos, além de 10 minutos de
extensao final a 72°C.

O produto desta PCR juntamente com as UTRs purificadas, foram submetidas
a uma reacao de PCR, porém sem a adicdo de primers. Essa primeira reacao
aumenta a eficiéncia da PCR de fusdo, uma vez que permite o correto
posicionamento e pareamento das sequéncias na regido que sobrepde 0 gene
hxgprt. Para esta reacéo foi utilizada uma proporcdo de 10 vezes mais moléculas
(3,8 x 1019 das regibes intergénicas (5’ e 3' UTR) do que do gene de selecédo, de
acordo com o calculo: n° de moléculas (pmol) = 0,66 X tamanho (pb)/ ng. Nesta
reagdo, também, adicionou-se 150 yM de MgClz, 200 yM de dNTPs , 1U da enzima
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New England BiolLabs), além do tampé&o
apropriado para a enzima (GC). A reacdo ocorreu nas seguintes etapas: 98°C
durante 5 minutos, seguindo 20 ciclos de 98°C por 30 segundos, 50°C durante 30
segundos, 72°C por 3 minutos e uma extensao final a 72°C por 8 minutos.

Dois microlitros desta reacéo foram usados como molde para uma segunda
PCR, desta vez com os primers especificos (primer 51000 F + primer 3'R) e
conforme ja descrito, utilizando a seguinte reacdo PCR: 98°C por 30 segundos, 30
ciclos de 98°C durante 10 segundos, 58°C por 30 segundos, 72°C por 2 minutos e
30 segundos e extensao final a 72°C por 10 minutos. Nesta PCR também foi
utilizado 1U da enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New England
BioLabs).

O produto da reacdo de PCR foi analisado em gel de agarose 1% conforme
descrito no item 3.4.1. Diversas bandas inespecificas foram detectadas, de modo
que a banda de 4 kb, referente ao cassete UTRs fusionadas a hxgprt, foi excisada
do gel e purificada com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega),

conforme instrugdes do fabricante.
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Cerca de 5 ug do cassete purificado foram utilizados para transfectar formas
taquizoitas, conforme indicado no item 3.10. Por meio de recombinacdo homéloga, o
gene tghdac2 é substituido pelo gene de seleg&o hxgprt.

Apés a transfeccdo e selecdo dos transfectantes, o DNA genbmico da
populacédo transfectante e controle (RHAhxgprt4ku80) foi extraida (conforme descrito
no item 3.2) e confirmado por PCR. Para tanto, verificamos se gene hxgprt estava

presente na populacéo, utilizando os primers:

QUADRO 3.7 - Sequéncia de primers para deteccdo do gene hxgprt.

Primer Sequéncia
HX detection F CCAAACCCATTGAAGACTAC
HX detection R GAAAAGAGAGGAAAACGAGAGA

FONTE: a autora (2018)

Essa reacdo amplifica produto de 737 pb. A reacédo foi realizada com DNA
gendmico da populagao transfectante e com T. gondii cepa RHA4hxgprt4ku80. Para
esta PCR foi utilizado 1U da enzima Taq DNA polimerase (IBMP), em tampé&o
especifico com 150 yM de MgClz, 200 uM de dNTPs. A reacdo de PCR ocorreu
iniciando com uma desnaturacéao (94°C, 5 minutos), seguindo-se 30 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 57°C como temperatura de anelamento por 30 segundos e 1
minuto de extensado a 72°C, além de extensao fina a 72°C por 10 minutos, de acordo
com as instrucdes do fabricante.

Adicionalmente, foi verificado se o cassete estava inserido no local correto,
utilizando primer reverse que pareia dentro do gene de selecéo (HX integration R) e
primers foward desenhados a 1011 pb a montante do gene tghdac2 (utilizado para
construcdo do cassete (5’1000 F), e 1970 pb a montante do gene (52000 F),
resultando em amplicons de 1251 pb e 2210 pb, respectivamente:

QUADRO 3.8 - Sequéncia de primers para confirma¢édo do nocaute génico

Primer Sequéncia

HX integration R CCCGAGAAAAAGAAACGAACAGA
51000 F AGCCTCGAGGGGGAGGTC
52000 F CTTCTTGAACCAAAGTCCGACG

FONTE: a autora (2018)
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Em ambas as PCRs (com primer 51000 F ou 52000 F) utilizou-se 1U da
enzima Taqg DNA polimerase (IBMP), em tampéao especifico com 150 uM de MgClz,
200 uM de dNTPs. Essa reacao ocorreu com um ciclo de 94°C por 5 minutos e mais
30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 57°C por 30 segundos e 2 minutos de extensao
a 72°C, e por fim um ultimo ciclo de 72°C durante 10 minutos para extenséo final dos
fragmentos de acordo com as instrucdes do fabricante.

Adicionalmente, utilizamos os primers utilizados para amplificagdo de cerca
de 1000 pb da porcgéo final do gene hdac2 (primers hdac2 tag F e hdac2 tag R),
conforme descrito no item 3.6.1, para confirmar que o gene foi nocauteado.

Todas as PCRs foram visualizadas apés eletroforese em gel de agarose 1%,
como descrito no item 3.4.1.

Apo6s a confirmacdo dos mutantes, eles foram submetidos a clonagem por
diluicdo limitante em placa de 96 pocos onde foi colocado um parasita por poco,

conforme descrito por Pfefferkorn e Pfefferkorn (1976).

3.15.2 Ensaio de formacao de placa

Para analisar se ha alguma alteracdo no crescimento de parasitas Atghdac2,
foi utilizado o ensaio de formacdo de placas de lise. Para tanto, parasitas
intracelulares das cepas nocaute e controle (RH4hxgprt4ku80) foram lisados
manualmente, com auxilio de seringas com agulha de 24G e contados em camera
de Neubauer. Os parasitas foram diluidos de forma a adicionar apenas 500 parasitas
por poco, em placas de 6 pocos com células HFF confluentes. Depois de 5 dias, 0
meio de cultura foi retirado e lavado 3 vezes com PBS 1X e, entdo, foram fixadas
com metanol 100% gelado, por 5 minutos. O metanol foi retirado e quando as placas
estavam completamente secas, as células foram coradas com Giemsa, diluido em 3
gotas por mL de agua, por 10 minutos e posteriormente lavadas em agua deionizada
para retirar o excesso de corante. Quando as placas secaram, o numero de placas
de lise de trés experimentos independentes foi contado manualmente a olho nu e os
resultados foram submetidos a analise estatistica por teste T no software GraphPad

Prism versao 7 disponivel em www.graphpad.com.
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3.15.3 Ensaio de replicacao e invasao

Para os ensaios de replicacdo e invasdo, as cepas nocaute e controle
(RHAhxgprt4ku80) foram lisados manualmente com auxilio de seringa, conforme
descrito no item acima, e contados em camara de Neubauer. Os parasitas foram
colocados em placas de 24 pocos com células HFF previamente crescidas sobre
laminulas, e deixados para invadir por 1 hora. Apos o tempo de invasédo, o meio foi
retirado, os pogos foram lavados 3 vezes com PBS 1X e entdo adicionado meio
novo. 24 horas depois, as células foram submetidas a fixacdo, permeabilizacdo e
bloqueio como ja descrito no item 3.11, seguido de incubacao utilizando anticorpo a-
IMC (1:1000), que marca o complexo interno de membranas de T. gondii, para
facilitar a contagem de parasitas por vacuolo no caso do ensaio de replicacdo e
vacuolos por célula para o ensaio de invasao.

Para o ensaio de replicacédo foram utilizados 10° parasitas por poco, engquanto

que para o ensaio de invasao foram utilizados 10° parasitas por poco.

3.15.4Ciclo Celular por citometria de fluxo

A fim de analisar o perfil de ciclo celular dos parasitas Atghdac2 em diferentes
tempos, 108 parasitas, tanto nocaute quanto controle (RH4hxgprt4ku80), foram
colocados para infectar células HFF confluentes durante 24 horas e 72 horas.
Decorrido esse tempo de replicacéo, os parasitas foram lisados da célula hospedeira
manualmente com seringa, para preservar as diferentes fases do ciclo desses
parasitas e entdo, centrifugados a 500 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
retirado e os parasitas foram lavados com PBS 1X e centrifugados novamente na
mesma condi¢cdo. ApOs a lavagem, os parasitas foram ressuspendidos em 5 mL de
PBS 1X e purificados em membrana de policarbonato de 3 pm (Whatman®
Nuclepore Track-Etched Membranes), afim de eliminar debris da célula hospedeira.
Os parasitas purificados foram novamente centrifugados, o PBS foi retirado e os
parasitas foram fixados em 5 mL de etanol 70% por, no minimo, 18 horas. ApGs a
fixacdo, os parasitas foram centrifugados a 3000 x g por 5 minutos, o etanol foi
retirado e os parasitas foram ressuspendidos em 100 puL de PBS 1X, onde
adicionou-se 200 pL de solucdo contendo iodeto de propidio (10 pg/mL), RNase A
(100 pg/mL) e Triton X-100 (0,1%) e incubadas por 30 minutos no escuro. As

amostras foram lidas pelo citémetro de fluxo FACSAria™ (BD). As gates foram
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selecionadas excluindo-se debris e grumos celulares. O ciclo celular obtido foi

analisado pelo software FlowJo.

3.15.5 Ensaio de incorporacédo de EdU

Para analisar se a auséncia de TJHDAC2 em T. gondii afeta a fase S do ciclo
celular, foi feito um ensaio de incorporacdo de EdU (5-ethynyl-2’-deoxyuridine), um
analogo de timidina. O EdU é incorporado durante a sintese da nova fita de DNA, e
possui vantagens por ser uma molécula pequena que é facilmente detectada pela
azida marcada, evitando os passos de desnaturacdo de DNA que a marcacdo com
BrdU (5-bromo-2’-deoxyuridine) exige. Para tanto, células HFF confluentes,
previamente crescidas sob laminula, foram infectadas com 5 x 10° parasitas
Atghdac2 ou controle (RHAhxgprtAku80) por 24 horas. Apos esse periodo, o meio foi
retirado e as células foram lavadas trés vezes com PBS 1X, e adicionado meio novo
com adicdo de 500 puM de EdU por 2 horas. ApGs o tempo de incorporacdo, as
células foram novamente lavadas com PBS 1X e fixadas com paraformaldeido 4%
durante 20 minutos, quando foram lavadas novamente e incubadas em solucéo para
marcacgao de EdU (CuSO4 100 mM, acido ascorbico 500 mM, azida-alexa 488) por 1
hora. As laminulas foram seladas com Vectashield (Vector Laboratories), que ja
contém DAPI para marcacdo do nucleo e visualizadas no microscopio de
fluorescéncia (a metodologia de marcacdo com EdU, foi realizada no Instituto

Butantan, em colaboragcdo com a Dra. Maria Carolina Elias-Sabbaga)

3.15.6 Microscopia eletrénica de varredura

Para realizar a microscopia eletrénica de varredura, células HFF, previamente
crescidas sobre laminula, foram incubadas com as cepas Atghdac2 e controle (RH
AhxgprtAku80) durante 24 horas para que ocorresse a infeccao e replicacdo dentro
do vacuolo. Decorrido esse tempo, as células foram fixadas durante 30 minutos com
tampéao de fixacéo (glutaraldeido 2,5%, PFA 4% diluidos em tampéao cacodilato 0,1
M, pH 7,2) e lavados duas vezes de 5 a 10 minutos com o0 mesmo tampéao. A seguir,
foi adicionado 1% de OsOa, diluido em tampéo cacodilato 0,1 M por 1 hora. Apoés a
incubagédo as amostras foram lavadas 3 vezes no mesmo tampdo e entdo,

desidratado por 10 minutos em concentragdes crescentes de acetona (30%-100%).
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Foi feito o ponto critico nas amostras antes de metalizar com ouro e entdo a

superficie das células foi destacada com auxilio de uma fita adesiva.
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4 RESULTADOS

4.1  ANALISES IN SILICO DE TGHDAC?2

No banco de dados de T. gondii sdo encontradas diversas informacgles a
respeito dos genes e das respectivas proteinas do parasita, depositadas pelos
pesquisadores que trabalham com esse modelo. Dentre os dados disponiveis
referente a TQHDAC2 (TGME49_249620), os que mais chamaram atenc¢&o foram os
dados de expressdo génica obtidos através de hibridagdo em microarranjo, que
contém sondas representando todos os genes preditos de T. gondii (Affymetrix).
TgHDAC2 tem expresséo constante nas diferentes formas do ciclo vida analisadas
(taquizoitas, bradizoitas e oocistos) (FRITZ et al, 2012), no entanto, apresenta um
pico de expressao durante a fase S do ciclo celular (FIGURA 4.1), ou seja, a fase de
sintese do DNA, o que sugere alguma funcédo relacionada a esse processo
(BEHNKE et al, 2010).
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FIGURA 4.1 - EXPRESSAO DE TGHDAC2 AO LONGO DO CICLO CELULAR.

Dados de hibridacdo em microarranjo de DNA, onde as diferentes fases do ciclo celular de formas
taquizoitas foram analisadas, mostrando que TgHDAC?2 possui um pico de expressao na fase S do
ciclo celular (Behnke et al, 2010).

FONTE: ToxoDB

Além disso, dados de transcriptoma durante a invaséo de taquizoitas, também
presentes no banco de dados de T. gondii, revelaram que a TgHDAC2 tem menor
nivel de expressdo logo ap6s a invasdo da célula hospedeira, aumentando sua

expressao 2 horas pos infeccdo, quando o parasita aumenta a expressao de genes
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relacionados a reparo de DNA e replicacdo. O maior nivel de expressdo é atingido
guando o parasita esta fora da célula hospedeira, no meio extracelular, quando os
genes de invasao, transcricdo e traducdo sao mais expressos (GAJI, et al 2011).
Estes dados podem indicar alguma funcéo especializada de TJHDAC?2 tanto durante

a invasao quanto durante a replicacao (FIGURA 4.2).
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FIGURA 4.2 - DADOS DE TRANSCRIPTOMA DURANTE A INVASAO

Andlises de microarranjo realizadas por Gaji et al (2011), depositados no banco de dados de T. gondii
indicam que TgHDAC?2 tem maior nivel de expresséo em parasitas extracelulares e intracelulares 2
horas pés invasdo, quando comparados a parasitas que recém invadiram as células hospedeiras.

FONTE: Toxodb

A fim de verificar proteinas similares a TgHDAC?2, foi realizada uma busca
com o algoritmo BLASTp, que analisa a homologia de sequéncia com outras
proteinas depositadas em bancos de dados. Com a lista de proteinas mais proximas
em sequéncia de aminoacidos, realizamos um alinhamento utilizando o programa
MegaAlign, do pacote DNAStar, que emprega o algoritmo ClustalW, que permite
alinhamento de mdultiplas sequéncias. As sequencias foram editadas no programa
GeneDoc, disponivel gratuitamente online (http://genedoc.software.informer.com/)
(FIGURA 4.3).
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FIGURA 4.3- ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS.

Alinhamento de sequéncias proteicas de TgHDAC2 de T. gondii com as desacetilases de histonas
mais semelhantes dos seguintes organismos: Neospora caninum (HDAC putativa-XP_003886178.1),
Hammondia  hammondi (HDAC2-XP_008888601.1), Plasmodium  falciparum (HDAC1-
PE3D7 0925700), Cryptosporidium ubiquitum (HDAC putativa-Ol173032.1), Homo sapiens (HDAC1-
CAG46518.1), Arabidopsis thaliana (HDACG6-AED97705.1) e Saccharomyces cerevisae (Rpd3-
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AAB20328.1). Estas sequéncias foram selecionadas com base no resultado do Blastp, onde se
procurou escolher as proteinas mais parecidas de membros do filo Apicomplexa, bem como de
organismos modelo. Em preto estdo destacados os aminoacidos idénticos para todas as sequencias
analisadas.

FONTE: a autora (2018)

Dentro do resultado obtido pelo BLASTp, foram escolhidas proteinas
semelhantes de organismos modelo, como Saccharomyces cerevisae (S. cerevisae),
Arabidopsis thaliana (A. thaliana) e Homo sapiens (H. sapiens). Também foram
incluidos desacetilases de outros organismos do filo Apicomplexa, como
Plasmodium falciparum (P. falciparum), Hammondia hammondi (H. hammondi),
Neospora caninum (N. caninum) e Cryptosporidium ubiquitum (C. ubiquitum).

As HDACs de H. hammondi e N. caninum sdo bastante semelhantes a
TgHDAC2 de T. gondii, pois assim como esta, também possuem insercdes
aminoacidicas dentro do dominio HDAC (que podem ser observadas a partir do
aminoéacido 74, na figura 4.3). Apesar de C. ubiquitum também possuir insercées no
dominio HDAC, estas ndo sao tdo semelhantes a T. gondii. Por outro lado, apesar
de P. falciparum fazer parte do filo Apicomplexa, sua histona desacetilase € muito
divergente quando comparada com a HDAC2 de T. gondii. E também podemos
concluir que a TgHDAC?2 é, de fato, uma histona desacetilase classe |, pois possui
homologia com a RPD3 de levedura, uma das caracteristicas dos membros

pertencentes a essa classe.

4.2 CARACTERIZACAO DE PARASITAS ATGHDAC?2
4.2.1 Construcéo de parasitas nocaute para o gene tghdac?2

Para iniciar a caracterizacdo de TgHDAC2, escolhemos a abordagem do
nocaute génico, o que poderia fornecer um indicio sobre sua funcdo no parasita.
Para tanto, realizamos a construcdo de um cassete contendo as regibes nao
traduzidas de tghdac2 fusionadas ao gene hxgprt, que substituiu tghdac2 no genoma
e atuou como marcador de selecao.

Primeiramente, porgbes de 1011 pb da 5UTR e 924 pb da 3’'UTR do gene
tghdac2 foram amplificadas e fusionadas ao gene hxgprt. A fusao foi confirmada por
meio de uma corrida eletroforética em gel de agarose, seguindo 0s principios ja
mencionados. A andlise do gel (FIGURA 4.4) mostrou que a fusdo ocorreu conforme

o esperado, resultando em uma banda de aproximadamente 4 kb, correspondendo a

66



fusdo dos trés fragmentos (924 pb da 3’ UTR + 1011 pb da 5 UTR + 1800 pb do
gene hxgprt)
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FIGURA 4.4- OBTENCAO DO CASSETE GENICO PARA O NOCAUTE.

Aproximadamente 1000 pb das regides 5 e 3’ UTR de tghdac2 foram amplificadas e fusionadas ao
gene hxgprt. O produto da PCR de fuséo foi analisado em gel de agarose 1%, revelando a banda do
tamanho esperado em torno de 4 kb, além de bandas inespecificas.

FONTE: a autora (2018)

Como pode ser observado na figura acima, diversas bandas inespecificas
foram detectadas, fazendo-se necessario excisao e purificacdo da banda do gel do
tamanho correspondente ao cassete de nocaute. Apés a purificacdo, o cassete foi
submetido a reacfes de PCR utilizando primers internos, a fim de cobrir uma maior
guantidade da sequéncia e verificar a correta fusdo. Os primers internos foram
desenhados com intuito de apanhar a regido do gene de selecéo e as regides de
recombinacdo, no caso, as UTRs. Os amplicons foram enviados para
sequenciamento.

ApoOs a confirmacdo que o cassete continha as sequéncias corretas, o
transfectamos em formas taquizoitas de T. gondii, cepa RHAhxgprtAku80. A selecéo
durou cerca de duas semanas, e baseou-se na sintese de purinas pela reativacao
da via dependente de HXGPRT (conforme descrito no item 3.15.1 de material e
métodos). Para confirmar se os parasitas selecionados sao de fato nocautes para
TgHDAC2, o DNA genbmico da populacédo transfectada, bem como da cepa
RHAhxgprtAku80, foram extraidos e utilizados como molde para reagcdes de PCR de
modo a confirmar a insercao correta do cassete. Quatro PCRs foram realizadas: as

duas primeiras utilizaram primers que pareiam no interior do gene hxgprt e na regiao

67



5'UTR, amplificando cerca de 1200 ou 2200 pb (PCRs 1 e 2, respectivamente); a
terceira utilizou primers para deteccdo apenas do gene hxgprt, jA que o gene foi
reinserido no genoma; a Ultima utilizou primers para deteccdo do gene tghdac2
(FIGURA 4.5 e 4.6).

PCR 2~2200pb

—[ SR rxcerr JSTORREN |

PCR 1~1200pb PCR 3~650pb

FIGURA 45 — ESQUEMA DAS PCRS UTILIZADAS PARA CONFIRMAGCAO DA POPULAGAO
TRANSFECTADA.

A PCR 1 amplifica uma regido interna ao gene de sele¢éo hxgprt e uma regido de 1000 pb da 5UTR
do gene tghdac2. J& a PCR 2 amplifica uma regido mais externa, de 2000 pb, na 5UTR e a mesma
regido interna ao gene de selecéo. A PCR 3 amplifica aproximadamente 650 pb do gene hxgprt.

FONTE: a autora (2018).

FIGURA 4.6- CONFIRMACAO DO NOCAUTE GENICO.

A primeira canaleta de cada par de PCR se refere aos parasitas Atghdac2 (nocaute), enquanto que a
segunda foi feita a partir do DNA gendmico de parasitas RHAhxgprtAku80 (controle). Foram feitas
quatro PCRs para confirmacéo: a PCR 1 compreende uma regido de 1011 pb da UTR do gene e uma
regido interna ao gene hxgprt, a PCR 2 abrange uma regido de 1970 pb da UTR e e uma regido
interna ao gene hxgprt. Em ambos, ha amplificacdo de produto de tamanho esperado apenas nos
parasitas Atghdac?2. A terceira PCR (hx det.) foi utilizado para deteccé@o do gene de resisténcia hxgprt,
compreendendo uma regido interna a esse gene, o qual houve amplificacdo apenas em Atghdac2. A
tltima PCR foi feita para confirmar a presenca do gene tghdac2 e ndo houve amplificacdo nos
parasitas Atghdac2, confirmando a deplecéo.

FONTE: a autora (2018)

Apbs confirmar que a populagdo era nocaute para o gene tghdac2 (FIGURA
4.6), foi feita a clonagem por diluicdo limitante em placa de 96 pocos. Doze clones
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foram selecionados para confirmacdo, novamente por PCR, dos quais todos foram
positivos. Sendo assim, trés clones (denominados A7, G1 e H8) foram mantidos
para as analises posteriores. Em todas as analises apresentadas nessa dissertagéo,
foi utilizado o clone A7.

4.2.2 Analise do crescimento dos parasitas Atghdac?2 através de ensaio de
formacéo de placas de lise

O ensaio de formacdo de placa é um ensaio utilizado para avaliar se ha
diferenca de crescimento dos parasitas transfectados, baseado nas etapas de lise e
reinfeccdo da célula hospedeira sucessivamente, de modo a formar placas de lise
visiveis a olho nu. Essa diferenca no nimero ou tamanho das placas de lise podem
estar relacionadas a replicacdo do parasita (divisdo celular), invasdo da célula
hospedeira ou egresso (saida da célula hospedeira), sendo utilizado por muitos
autores como primeiro teste para avaliacdo de parasitas geneticamente modificados.
Portanto, utilizamos este ensaio para avaliagcdo do crescimento da cepa nocaute
para tghdac2, utilizando como controle a cepa RHAhxgprtAku80. Como pode ser
observado no gréafico 4.1, hd uma notavel diferenga entre os parasitas Atghdac2 e o
controle RHAhxgprtAku80.
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Ensaio de Formacgao de Placa

300+
2 200- P <0.0001
8 W Controle (RHAhxgpriAku80)
:; Ahdac2
- 100+ ——
0' T

GRAFICO 4.1 - ENSAIO DE FORMAGAO DE PLACA.

Células HFF confluentes, previamente crescidas em placa de seis pocos até obter confluéncia, foram
infectadas com 500 parasitas por poc¢o. Apés seis dias foram fixadas e coradas com Giemsa. A
quantidade de placas de lise em trés experimentos independentes foi contada manualmente a olho nu
e submetidos a analise estatistica por Teste T. O teste T foi feito usando GraphPad Prism verséo 7.

FONTE: a autora (2018)

Estes resultados representam uma média de trés experimentos
independentes. Observamos uma média de 98 placas de lise em comparacdo com
236 placas no controle (GRAFICO 4.1), sendo significativo a 0,05 graus de
liberdade. Embora esse dado indiqgue que o nocaute afeta a invasdo da célula
hospedeira, também observamos que as placas de lise eram menores, quando
comparado com o controle (FIGURA 4.7), o que normalmente reflete um atraso na
proliferacdo celular. Apesar disso, pode haver ainda um problema no egresso e

invasdo de novas células, o que resultaria em placas menores.
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Ahdac-2 ) Controfe

FIGURA 4.7- PLACAS DE LISE FORMADAS APOS INVASAO E REPLICAGAO DE CELULAS HFF
POR TAQUIZOITAS

Imagens representativas de placas de lise visualizadas ao microscopio optico apds coloragdo com
Giemsa, ambas no aumento de 40x. E possivel perceber que as placas de lise formadas por
parasitas Atghdac2 séo menores quando comparadas ao controle (RHAhxgpriAku80).

FONTE: a autora (2018)
4.2.3 Avaliacéo do crescimento e invasao de parasitas Atghdac?2

O ensaio de placa apresentou um panorama geral do efeito do nocaute do
gene tghdac2 nos processos de invasao, replicacdo e egresso do parasita. Uma vez
que foi observado que os parasitas Atghdac2 possuem menos e menores placas de
lise, partimos para realizagdo de ensaios de invasdo e replicacdo, de forma a
analisar esses processos independentemente.

Para tanto, os parasitas foram submetidos a invasédo de células HFF, seguida
de 24 horas para replicacao celular. Os parasitas foram entdo marcados com anti-
IMC, que reconhece uma proteina do complexo de membranas interno, o que facilita
a contagem no microscépio. Tanto o numero de vacuolos por célula, quanto o
namero de parasitas por vacuolo foi contado, refletindo na capacidade de invasao do
parasita, e ou na replicacéo, respectivamente.

No ensaio de invasdo, observamos um menor numero de vacuolos por
fibroblasto na cepa Atghdac2. Foi detectado uma média de 1 vacuolo por célula na
cepa Atghdac2 enquanto que a cepa controle (RHAhxgprtAku80) apresentava uma
média de 4 vacuolos por célula, o que sugere que esses parasitas possuem algum
atraso ou defeito durante a invasdo a célula hospedeira, corroborando os dados
observados no ensaio de placa (GRAFICO 4.2).
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GRAFICO 4.2 — ENSAIO DE INVASAO.

106 parasitas (Atghdac2 e controle) foram submetidos a invasao de células HFF durante 1 hora. Apds
0 tempo de invasdo, o meio foi retirado e as células foram lavadas com PBS 1X, e adicionado meio
novo, onde os parasitas replicaram por mais 24 horas seguida de fixacdo e marcagédo com anti-IMC
(A). Neste ensaio o numero de vacuolos por célula foi contado em 3 replicatas técnicas (B). A analise
estatistica foi feita utilizando o Teste T, que mostrou médias significativamente diferentes. Para
realizacéo do teste T, foi utilizado GraphPad Prism verséo 7.

FONTE: a autora (2018)

Da mesma forma, o ensaio de replicacdo, também mostrou reducdo nos
parasitas nocaute, ou seja, 0s vacuolos contendo parasitas Atghdac2 apresentaram
uma meédia de 8 parasitas, enquanto que o os vacuolos dos parasitas controle
(RHAhxgprtAku80) possuiam 16 parasitas em média (GRAFICO 4.3). O resultado
indica um atraso ou defeito na progressao do ciclo celular, e sugere uma possivel
funcdo de TgHDAC2 durante a replicacdo, uma vez que é nessa fase do ciclo que a

expressao de tghdac2 esta aumentada.

A B
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Ensaio de Replicacao
25
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Ahdac-2

203 P<0.0001
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Parasitas/Vactolo
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GRAFICO 4.3 - ENSAIO DE REPLICACAO.
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10° parasitas infectaram células HFF confluentes por 1 hora, quando o meio foi retirado e as células
foram lavadas com PBS 1X. Apés adicdo de meio novo os parasitas replicaram por mais 24 horas
guando foram fixados (A) imunofluorescéncia indireta para o complexo interno de membranas (IMC)
do parasita. (B) O nimero de parasitas por vacuolo foi contado em 2 replicatas técnicas e 2 replicatas
biolégicas e as médias foram analisadas por Teste T. O teste T foi feito usando GraphPad Prism
versao 7.

FONTE: a autora (2018)

Ambos 0s ensaios mostraram que as médias séo significativamente diferentes
entre os parasitas Atghdac2 e controle a 0,001 graus de liberdade, que confirmam
que a delecdo do gene tghdac2 afeta tanto a replicagdo quanto a invasao de T.

gondii, sugerindo a funcéo da proteina nestes dois eventos.

4.2.4 Analise do ciclo celular através de citometria de fluxo e incorporagéo de
EdU.

Uma vez que houve diferenca significativa na replicacdo dos parasitas
Atghdac2, foi avaliado o ciclo celular destes parasitas, com o objetivo de saber se
haveria alguma diferenga significativa em uma das fases especificamente. As
analises foram feitas por citometria de fluxo, onde avaliou-se a quantidade de DNA
apo0s marcacao com iodeto de propideo em populacdes de taquizoitas, 24 e 72

horas ap6s a infeccdo (FIGURA 4.8).
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FIGURA 4.8 - ANALISE DE CICLO CELULAR DOS PARASITAS ATGHDAC?2.

Para avaliar as fases do ciclo celular, parasitas em diferentes tempos pos-infec¢do (24 e 72 horas)
foram marcados com iodeto de propideo para visualizacdo do DNA e analisados por citometria de
fluxo. Os graficos acima mostram a analise do ciclo celular dos parasitas Atghdac2 e controle
(RHAhxgprtAku80).

FONTE: a autora. (2018)

Também foi obtida a porcentagem de parasitas presentes nas trés fases do
ciclo do parasita, nos diferentes tempos experimentais (TABELA 4.1)
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TABELA 4.1 - PORCENTAGEM DE PARASITAS NAS FASES DO CICLO CELULAR

%G1 %S %M
Controle - 24h 41,1 32,4 21,2
Controle - 72h 58,6 17,6 20,5
Atghdac? - 24h 42 31,8 21,8
Atghdac? - 72h 42,9 24,3 26,7

FONTE: a autora (2018)

Apesar de ndo haver grandes diferencas, as porcentagens referentes a 72
horas pos infeccdo chamaram a atencao, pois apresentou um pequeno acumulo de
parasitas Atghdac2 na fase S e na fase M, em comparacdo com o controle. Como a
TgHDAC2 tem uma expressdo aumentada durante a fase S do ciclo celular, que por
sua vez ocorre ainda durante a mitose, consideramos relevante analisar melhor a
fase sintese de DNA nesses parasitas.

A diferenciacéo de parasitas em fase S dos parasitas em fase G1 nao é trivial,
uma vez que é necessario visualizar a sintese de DNA. Sendo assim, iniciamos uma
colaboracdo com o grupo da Dr? Maria Carolina Elias, do Instituto Butantan, com
experiéncia na area de replicagdo do DNA em protozoarios. O grupo nos auxiliou em
ensaios de incorporacdo de EdU, ou 5-ethynyl-2'-deoxyuridine, um analogo de
timidina que € incorporado na molécula de DNA durante a sintese deste acido
nucléico.

Uma vez incorporado o EdU, é possivel detecta-lo pela azida fluorescente em
ensaios de microscopia, que revelou uma maior incorporacdo pelos parasitas
Atghdac2 (GRAFICO 4.4), ou seja, mais parasitas apresentaram marcacao. Esses
dados revelam um acumulo nessa fase do ciclo, como indicado pelos ensaios de
citometria de fluxo, o que sugere uma participacdo de TgHDAC2 direta ou
indiretamente nos eventos de sintese de DNA. Por outro lado, apesar de a
incorporagdo ser maior nos parasitas nocaute, aparentemente, 0S mesmos
apresentam intensidade de fluorescéncia discretamente menor, 0 que poderia ser
reflexo da sintese de DNA mais lenta ou ainda menor quantidade de forquilhas de
replicacdo (FIGURA 4.9). Embora promissores, esses ensaios deverao ser repetidos

e quantificados, afim de confirmar os dados.
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FIGURA 4.9 - INCORPORAGCAO DE EDU.

Parasitas controle e nocaute invadiram células HFF previamente crescidas em laminulas até
confluéncia e replicaram por 24 horas, quando foi adicionado EdU ao meio por 2 horas. Apés este
tempo, as células foram fixadas e realizada uma reacé@o para marcagdo do analogo de timidina. As
laminas foram analisadas em microscopio de fluorescéncia. As imagens acima (A) sao
representativas do que foi visualizado e contado, sendo que foram considerados os parasitas EdU
positivos e negativos (somente DAPI) para calcular a porcentagem de incorporacéo (B).

FONTE: a autora (2018)
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GRAFICO 4.4 - INTENSIDADE DE FLUORESCENCIA DE EDU

A intensidade de fluorescéncia foi quantificada, a qual parece ser levemente maior nos parasitas
controle. Andlise de apenas uma replicata bioldgica.

FONTE: a autora (2018)

4.2.5 Andlise morfolégica dos parasitas Atghdac2 no interior dos vacuolos
parasitéforos

Normalmente defeitos no ciclo celular, sdo associadas a uma desorganizacao

dos parasitas no vacuolo parasitoforo. As etapas de divisdo, resultam em um
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resquicio da célula-méae, conhecido como corpo residual, que mantém os parasitas
unidos. Ensaios de microscopia de fluorescéncia realizados previamente ja
indicavam essa desordem para os parasitas Atghdac2. Para confirmar esse dado, foi
feita uma avaliacdo da morfologia por microscopia eletrénica de varredura, utilizando
uma fita adesiva, de modo a remover parte da célula e expor o0s vacuolos
intracelulares. Dessa forma, foi observado que os parasitas nocaute para tghdac2 se
encontravam de forma mais desorganizada no vacuolo, desunidos, enquanto que 0s
parasitas controle possuem formacao ordenada e presos pelo corpo residual, algo
pouco encontrado nos nocautes, principalmente quando se observava mais de

quatro parasitas no mesmo vacuolo (FIGURA 4.10).
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FIGURA 4.10 — ORGANIZACAO DOS PARASITAS NO VACUOLO OBSERVADOS POR MEV.

Células HFF foram infectadas com formas taquizoitas e processadas para microscopia eletrénica de
varredura. Para visualizagdo do interior do vacuolo, foi utilizada fita adesiva, de modo a retirar parte
da célula hospedeira. Formas taquizoitas crescem de maneira organizada e presas por um corpo
residual (seta) o que parece ndo ocorrer nos parasitas Afghdac2.

FONTE: a autora (2018)

4.2.6 Anédlise das acetilacdes das histonas H3 e H4

7z

As HDACs de classe I, como é o caso da TgHDAC2, sédo principalmente
nucleares, de modo que devem estar atuando principalmente nas histonas. Para
avaliar essa possibilidade, escolhemos iniciar pelas histonas H3 e H4, uma vez que

ha& anticorpos disponiveis contra essas histonas de humanos acetiladas, e elas séo
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as mais similares com as histonas de Toxoplasma. O anticorpo para H3 acetilada
reconhece os aminodacidos de 1 a 20, englobando as acetilacbes em K9 e K14,
enguanto que o anticorpo para H4 acetilada reconhece apenas a lisina 16 acetilada.
Logo, extratos proteicos de T. gondii (controle e nocaute para tghdac2), foram
submetidos a ensaios de Western blot para verificar se ha diferenca no padrao de
acetilacdo. Como normalizador da quantidade de proteina utilizamos anti- B-tubulina,

uma vez que € uma proteina de expresséao constitutiva (FIGURA 4.11).

Oc‘l \S OCl (0\6
b‘g\‘d coo\,'(o D‘g‘(\d (’0(\‘
— -tubulin

SOKkDa TN s—

. .

15 kDa
acH3 acH4

FIGURA 4.11- ANALISE DE WESTERN BLOT PARA HISTONAS H3 E H4 ACETILADAS.

Extrato proteico de 5x106 formas taquizoitas de T. gondii Atghdac2 e controle (RHAhxgprtAku80)
foram analisados em Western blot, no qual foram utilizados anticorpos anti-H3 ou anti-H4 acetiladas e
anti-B-tubulina, como controle do nuamero de células. As membranas foram reveladas por
quimiluminescéncia e a intensidade das bandas foi quantificada com auxilio do software ImageJ.

FONTE: a autora (2018)

As bandas referentes a acetilacdo de H3 e H4, bem como as de B-tubulina,
utilizada como controle, foram quantificadas pelo software ImageJ. Para obter o
resultado final, a intensidade das bandas de H3 e H4 foram divididas pela
intensidade da banda de B-tubulina. Os gréaficos 4.6 e 4.7 representam as analises
estatisticas para os experimentos, que revelaram que embora em alguns casos foi
observado diferencas, especialmente quanto a histona H3ac, quando 3
experimentos independentes foram analisados, ndo houve diferenga significativa

entre Atghdac2 e o controle.
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GRAFICO 4.5 — HISTONA H3 ACETILADA.

Intensidade

A intensidade das bandas observadas em Western Blot para nocaute e controle foi quantificada e o
gréfico acima representa o resultado de trés experimentos independentes, sem diferenca significativa.
O teste T foi feito usando GraphPad Prism verséo 7.

FONTE: a autora (2018)
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GRAFICO 4.6 - HISTONA H4 ACETILADA.

A intensidade das bandas observadas em Western Blot foi quantificada e o grafico acima representa
0 resultado de trés experimentos independentes, que revelou que nocaute e controle ndo foram
significativamente diferentes. O teste T foi feito usando GraphPad Prism versdo 7.

FONTE: a autora (2018)
4.3 ETIQUETAMENTO DO GENE ENDOGENO

Outra estratégia escolhida para caracterizagdo de TgHDAC2 foi o
etiquetamento do gene, o que permitiria a determinar a localizacdo da proteina e
identificacdo dos parceiros dessa proteina. Por conseguinte, recorremos ao método
de clonagem independente de ligagdo, com o vetor pLIC.HA.HXGPRT (HUYNH,;
CARRUTHERS, 2009).

4.3.1 Amplificag&o e confirmacé&o de clones positivos

Primeiramente, deve ser amplificado uma regido de aproximadamente 1000

pb (nesse caso 1002 pb) correspondentes ao final do gene, sem o codon de
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terminacdo. O sucesso da amplificacdo desse inserto foi confirmado em gel de

agarose, que pode ser observado na figura 4.12.

\,1 kb plus
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FIGURA 4.12 - AMPLIFICACAO DE PARTE DO GENE tghdac2

Gel de agarose 1% onde verificou-se a amplificacdo no tamanho esperado de 1002 pb. Para a
clonagem no vetor pLIC.HA.HXGPRT foi feita & amplificag&o de parte do gene tghdac2. Aos primers
foram adicionadas as sequéncias LIC complementares ao vetor.

Fonte: a autora (2018)

Este fragmento foi entdo tratado com a enzima T4 DNA polimerase, que
através de sua atividade exonuclease/polimerase, gerou extremidades
complementares entre vetor e inserto. A clonagem ocorreu por complementaridade
de sequéncia e os clones positivos foram confirmados por PCR de colbnia e
digestdo enzimatica.

Para digestdo, foram escolhidos quatro clones positivos em PCR de colbnia e
foram utilizadas as enzimas Xhol (New England Biolabs), que possui trés sitios de
restricdo (2 no inserto e 1 no vetor) e Nhel (New England Biolabs) que possui um
sitio de restricdo apenas no inserto. Dessa forma, esperava-se encontrar trés
bandas, de 4945 pb, 673 pb, 446 pb e 426 pb (as bandas de 446 pb e 426 pb
aparecem como uma unica banda, uma vez que o gel ndo tem resolucdo para
distinguir tamanhos tdo proximos), que como pode ser visualizado na figura 4.13, foi

0 padrao observado para trés dos clones analisados.
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FIGURA 4.13 - CONFIRMACAO DA CLONAGEM PARA ETIQUETAMENTO DE TGHDAC2.

Gel de agarose 1%, apés a digestdo enzimatica, para verificagdo da clonagem de parte do gene
tghdac2 no vetor pLIC.HA.HXGPRT. Quatro clones foram selecionados para digestdo, além do
controle negativo sem inserto. 3 dos 4 clones (destacados em verde) testados mostraram fragmentos
do tamanho esperado para a digestdo com as enzimas Xhol e Nhel (4945 pb, 673 pb, 446 pb e 426

pb).
FONTE: a autora (2018)

Os trés clones positivos foram encaminhados para sequenciamento, onde
verificou-se a correta sequéncia do inserto. Com isso, foi feita a transfeccdo do

plasmideo em formas taquizoitas de T. gondii, cepa RHAhxgprtAku80.

4.3.2 Confirmacéo de transfectantes expressando a etiqueta de HA.

AplOs a selecdo dos transfectantes com acido micofendlico e xantina, a
populacao foi analisada em ensaios de Western blot e imunofluorescéncia utilizando
anticorpos contra a etiqueta de HA. Porém n&o obtivemos nenhum resultado
positivo, mesmo apés diversas tentativas.

Para analisar esses transfectantes negativos, foram feitas PCRs para saber
se esses parasitas transfectantes tinham a etiqueta de HA (utilizando primers que
anelam apenas na etiqueta de HA) e se a mesma se encontrava na local correto, no
final do gene tghdac2 (utilizando primers que anelam no interior do gene tghdac2 e

na etiqueta de HA). Como pode ser visto na figura 4.14, os parasitas transfectantes
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contém a etiqueta de HA, porém ela ndo esta integrada no local correto, uma vez

gue a PCR para integracdo néo obteve amplificacéao

o
(2 X
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I ¥

650 pb)

FIGURA 4.14 - PCR PARA INTEGRACAO DA ETIQUETA DE HA.

Para saber se os parasitas transfectantes possuiam a etiqueta de HA e se ela estava integrada no
local correto, foram feitas duas PCRs. A primeira detectava a etiqueta, resultando em um produto de
amplificacdo de aproximadamente 650 pb, o que pbde ser verificado na primeira canaleta (HA detec.).
A segunda PCR continha primers que anelavam na regido interna ao gene e dentro da etiqueta, para
saber se esta no local correto, o que nao foi obtido, indicando que a etiqueta foi integrada em outro
local desconhecido no genoma.

FONTE: a autora (2018).

Como os parasitas transfectantes contém a etiqueta de HA e provavelmente o
gene hxgprt, a selegdo ocorreu, entretanto por ndo estar integrado no local correto
ndo foi possivel realizar a localizacdo celular de TgHDAC2. Acreditamos que
aumentar a porcao de recombinacdo para 2000 pb ajudaria na correta integracdo do
inserto, porém obtivemos o0s mesmos resultados. Dessa forma partimos,
alternativamente, superexpressao da proteina, que pode fornecer bons indicadores
sobre sua localizacéo e fungéo.

4.4  ANALISE DA SUPEREXPRESSAO DE TGHDAC?2

A superexpressdao de TgHDAC2 foi a alternativa escolhida para dar
continuidade a caracterizacdo da proteina. Primeiramente o gene foi amplificado a
partir do cDNA, resultando em produto de 1875 pb, que como pode ser visto na

figura 4.15, foi obtida com sucesso.
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FIGURA 4.15 - AMPLIFICACAO DE TGHDAC2 PARA SUPEREXPRESSAO.

Para a clonagem no vetor de superexpressao foi necessario a amplificacdo da regido codificante de
tghdac?2, através do cDNA. Neste gel de agarose 1% verifica-se a amplificagdo no tamanho esperado
de aproximadamente 2 kb. C — representa o controle negativo da rea¢édo de PCR.

FONTE: a autora (2018)

A confirmagéo da correta clonagem foi feita por PCR de col6nia e posterior
digestdo enzimatica com a enzima Xhol, que deveria liberar um fragmento de
aproximadamente 1411 kb. Como pode ser visto na figura 4.16, apos a digestao
enzimatica houve liberacdo do fragmento do tamanho esperado, confirmando a

clonagem.

FIGURA 4.16 - CONFIRMACAO DA CLONAGEM PARA SUPEREXPRESSAO.

Para confirmacédo da clonagem do gene tghdac2 no vetor de superexpressao foi feita uma digestao
confirmatéria, utilizando a enzima Xhol. O gel de agarose 1% mostra os fragmentos de tamanho
esperado, confirmando a clonagem.

FONTE: a autora (2018)
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Apés a confirmacédo, o plasmideo foi linearizado com a enzima Kpnl e
transfectado em formas taquizoitas de T. gondii cepa RHAhxgprt, onde espera-se
gue se integre aleatoriamente no genoma do parasita.

Como este vetor insere um dominio de desestabilizacdo (DD), a
superexpressao da proteina fica condicionada a adicdo de Shield-1 ao meio de
cultura, um anélogo a rapamicina, tornando a proteina estavel. O DD fusionado a
proteina a torna instavel e faz com que seja encaminhada para degradacao, Shield-1
se liga ao DD e impede que a proteina seja degradada. A inducao foi feita por 24
horas e em seguida foi realizado ensaio de imunofluorescéncia para deteccdo da
etiqueta de GFP.
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FIGURA 4.17 — SUPEREXPRESSAO DE TGHDAC2.

Parasitas transfectados com vetor de superexpressdo de TgHDAC?2 foram submetidos a ensaios de
imunofluorescéncia indireta para marcacdo da etiqueta de GFP. A adicdo de Shield-1 ao meio
estabiliza a proteina e faz com que ela apresente a etiqueta de GFP, sem Shield-1 a proteina fica
instavel e é degradada. A marcag¢do da proteina colocaliza com o nucleo do parasita. O DNA da
célula hospedeira e dos parasitas foi corado com DAPI.

FONTE: a autora (2018).

Com a adicdo de Shield-1 foi verificada uma marcagdo nuclear em uma
parcela da populagédo (FIGURA 4.17), ao contrario do controle sem Shield-1 que nédo
obteve nenhuma marcagéo. Porém, nenhuma marcacao foi vista em Western blot, e
por esse motivo ainda ndo foi possivel seguir com a caracterizacao destes parasitas.
Isso provavelmente ocorreu, pois apenas uma pequena parcela da populacéo
mostrou-se positiva, 0 que poderia justificar a nao deteccao no Western blot. Ainda,
esses parasitas positivos foram perdidos durante o crescimento da populagéo e nao

foi possivel clonar essa populacdo, sendo necessaria nova transfeccéao.
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4.5 AMPLIFICACAO E CLONAGEM NA PLATAFORMA GATEWAY

Outra abordagem, é a analise da estrutura da proteina, visto que parte dela,
mais especificamente as regides das insercbes aminoacidicas no interior do
dominio, possuem estrutura desconhecida. Para essa finalidade, foi necessario a
producédo de TgHDAC2 recombinante, que foi feita através de clonagem no sistema
Gateway. Vale destacar que uma vez obtida, a proteina recombinante também
poderd ser utilizada para producédo de anticorpos policlonais.

Primeiramente a regiao codificante do gene tghdac2 foi amplificada por PCR a
partir do cDNA de T. gondii, que foi obtida com sucesso, com o tamanho esperado
de 1980 pb (FIGURA 4.18),.

FIGURA 4.18 - AMPLIFICACAO DE TGHDAC2 PARA CLONAGEM EM SISTEMA GATEWAY.

Gel de agarose 1%, no qual é possivel verificar a amplificacdo da regido codificante do gene tghdac2
com tamanho esperado de 1980 pb (1875 pb do gene com adicdo de 105 pb das regibes de
recombinacdo gateway). C- representa o controle negativo da reacdo de PCR, sem o cDNA.

FONTE: a autora (2018)

Apos a amplificacdo, ocorreu a clonagem no sistema Gateway, que possui
alta eficiéncia de clonagem e por ser baseado em recombinacéo, dificiimente leva a
erros de clonagem, como orientagéo errada do inserto, por exemplo. De qualquer
forma, a clonagem foi confirmada por PCR de col6onia e digestdo enzimatica,
utilizando as enzimas EcoRV (New England Biolabs) e Sall (New England Biolabs).
Na figura 4.19 é possivel observar o produto da digestdo enzimética, com 0s

fragmentos esperados entre 3519 pb, além de um fragmento de 900pb.
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FIGURA 4.19 - CONFIRMAGAO DA CLONAGEM E VETOR pDONR 221

Para a confirmacéo da correta clonagem no vetor de entrada pDonr 221 foi feita uma dupla digestao
confirmatoria. A digestdo com as enzimas EcoRYV e Sall, resultou no padrdo de bandas esperado de
3519 e 900 pb, confirmando a clonagem.

FONTE: a autora (2018)
Este vetor foi entdo recombinado no vetor de destino pDestl7, que insere
uma etiqueta de 6x histidina na por¢do N-terminal da proteina codificada, para
auxiliar na purificagéo da proteina. A confirmacéo desta clonagem foi feita por PCR

de colbnia, onde apenas 3 dos 10 clones testados foram positivos (FIGURA 4.20).

\@123456789100-

FIGURA 4.20 - PCR DE COLONIA PARA CONFIRMAGAO DA RECOMBINAGAO NO VETOR
PDEST17

A confirmagéo da clonagem no vetor pDest17 foi feita por PCR de coldnia, onde neste gel de agarose
1%, observa-se apenas trés clones (4, 6 e 8) foram confirmados pela amplificagdo no tamanho
esperado de aproximadamente 2 kb. C- representa o controle negativo da reacéo de PCR.

FONTE: a autora (2018)
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O plasmideo dos clones positivos foi extraido com o kit QIAprep® Miniprep

(QIAGEN) e transformado em E. coli, cepa Rosetta-gami 2 pLysS para expressao da

proteina.

4.6 EXPRESSAO DE TGHDAC2 EM SISTEMA BACTERIANO E PURIFICACAO
DA PROTEINA RECOMBINANTE

ApGs confirmagédo da clonagem, foram feitos alguns testes para avaliar qual a
melhor cepa bacteriana para expressao da proteina e condicbes de tempo e
temperatura, onde foi observado que a melhor condicéo foi obtida com a bactéria E.
coli, cepa Rosetta-gami 2 pLysS a 37°C por 4 horas. Além desta, também foram
realizados testes de expressao na bactéria E. coli (DE3) pLysS a 20°C por 16h e
30°C por 4h, onde ndao houve inducédo da expressao da proteina de interesse. Ja a
bactéria Arctic tem sua temperatura Otima a 12°C e a expressdo da proteina foi
testada nesta temperatura por 16h, porém também n&o houve nivel significativo de
expressao.

AplOs a expressdo da proteina, as amostras do teste de inducdo foram
submetidas a corrida eletroforética em gel SDS-PAGE 10% e o gel foi corado com
Coomassie blue R-250 para visualizacdo das bandas. A banda correspondente a
expressdo da proteina TgHDAC?2, foi visualizada no peso molecular esperado de
aproximadamente 72 kDa apenas no extrato total, indicando que a proteina esta

sendo expressa na fracao insoltvel (FIGURA 4.21).
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FIGURA 4.21 - TESTE DE EXPRESSAO DE TgHDAC2 RECOMBINANTE.
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A expressao foi feita em E. coli Rosetta-gami 2 (DE3)pLysS, que possui plasmideo para expressao de
tRNAs para cédons considerados raros. A inducdo da expressao foi feita com 1mM de IPTG a 37°C
por 4 horas. (A) Apds tempo de indugdo as bactérias foram centrifugadas e a fracdo solavel foi
separada por sonicagdo. A amostra foi avaliada em gel SDS-PAGE 10%. (B) analise por western blot
com anticorpo anti-histidina revela que a proteina possui a etiqueta e sua expressao foi induzida com
sucesso.

FONTE: a autora (2018)

Como o nivel de expresséao foi satisfatorio, foi feito um indculo de 500 mL para
purificacdo da proteina. Apesar de a proteina ter apresentado razoavel nivel de
expressao, ela se encontra na fracédo insoluvel e, portanto, foi adotado um protocolo
para purificacdo de proteinas contidas na fragdo insolivel do extrato celular,
conforme explicado no item 3.13. ApGs a Ultima etapa de purificacdo, por troca
ibnica, foi observado que a proteina se encontrava satisfatoriamente purificada,

como pode ser observado na figura 4.22.

72 kDa

FIGURA 4.22 - TGHDAC2 APOS PURIFICACAO POR TROCA IONICA.

Apé6s a ultima etapa de purificacdo a amostra foi avaliada em gel SDS-PAGE 10% A proteina foi
satisfatoriamente purificada, nas fracdes 1 e 2 apés purificacdo em coluna de troca ibnica.

FONTE: a autora (2018)

Com a segunda etapa de purificagdo a ureia foi removida e seu re-

enovelamento avaliada por dicroismo circular e espalhamento dinamico de luz.
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4.7  ANALISE DA ESTRUTURA DE TGHDAC2 RECOMBINANTE

A TgHDAC?2 possui duas insercdes aminoacidicas dentro do dominio HDAC
caracteristico, algo unico em alguns parasitas do filo Apicomplexa, e que ndo tem
fungéo ou estrutura conhecidas. Dados in silico indicavam que esta porgéo tornava a
proteina instavel. Para ter dados mais refinados e seguros a respeito desta regiao,
foram feitas andlises de dicroismo circular e espalhamento dinamico de luz.

O dicroismo circular € um excelente método para rapida avaliacdo da
estrutura secundaria de proteinas. Basicamente, € definido como uma absorgéo
desigual da luz circularmente polarizada (GREENFIELD, 2006). J& o espalhamento
dindmico de luz detecta agregados e determina a massa molecular de biomoléculas,
de forma répida e precisa.

O espalhamento dindmico de luz revelou que a proteina € monomérica, ou
seja, nao forma agregados, e possui uma massa molecular de aproximadamente 69
kDa, tamanho esperado para o monémero de TgHDAC2.

Espectros de dicroismo circular foram medidos em comprimentos de onda de
190 a 260 nm. As a-hélices séo caracterizadas pela leitura negativa a 208 e 222 nm
e positivas proximo a 200 nm. J4 as folhas-p tem leitura negativa a 215 nm e
positivas em 200nm.

Conforme pode ser observado no grafico 4.8 a TgHDAC2 recombinante
possui estrutura secundaria composta tanto por a-hélices quanto por folhas-p.
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GRAFICO 4.7 - ANALISE DA ESTRUTURA SECUNDARIA DE TGHDAC2 POR DICROISMO
CIRCULAR.
A analise por dicroismo circular indica que a proteina possui enovelamento e contém conteldo
secundario composto tanto por a-hélices quanto por folhas-B.
FONTE: a autora (2018)
Também foi realizado desenovelamento térmico, a fim de saber se a proteina
€ estavel em altas temperaturas. Para isso a temperatura foi elevada gradualmente

de 20 °C até 90°C. O grafico 4.9 mostra a sobreposicdo dos espectros de dicroismo

circular de TgHDAC?2 antes e apés a desnaturacao térmica. Pode se verificar que os

espectros sdo bastante similares o que indica a alta estabilidade térmica dessa
proteina.
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GRAFICO 4.8 - ESTRUTURA SECUNDARIA APOS DESENOVELAMENTO TERMICO.

TgHDAC2 é estavel em altas temperaturas, pois ndo teve grande perda estrutural durante o
desenovelamento térmico, como pode ser observado pela manutencéo da curva (em vermelho).

FONTE: a autora (2018).

91



5 DISCUSSAO

O processo reversivel de acetilagdo de histonas tem sido intensamente
estudado nas Ultimas décadas, principalmente por seu papel na ativacdo da
transcricdo, visto que a acetilacdo de histonas reduz a interacdo dos nucleossomos
com o DNA, deixando-o mais acessivel as maquinarias transcricionais. A acetilacdo
€ catalisada por histonas acetiltransferases (HATS), enquanto que a remoc¢do da
acetilacdo é de responsabilidade das desacetilases de histonas (HDACs). As
HDACs sdao, portanto, enzimas remodeladoras de cromatina, com papel crucial no
silenciamento génico em diversos organismos. Além de seu papel na regulacdo da
expressdo génica, as HDACs tém sido cada vez mais relacionadas a outros
processos celulares, especialmente aqueles dependentes de DNA, como a
replicacdo e o reparo. Em mamiferos, as HDACs classe | (HDAC1 e HDAC?2) estéo
diretamente relacionadas a progresséo da replicacédo, estando presentes e atuando
na forquilha de replicacdo. A deficiéncia de apenas HDAC1 ja é suficiente para
afetar a taxa de progressao das forquilhas de replicacado (KEHRLI, et al, 2016).

Durante a replicacdo, as HDACs atuam retirando acetilacdes especificas e
auxiliando na deposicdo de histonas recém-sintetizadas. Logo ap6s a sintese no
citoplasma, as histonas H4 s&o acetiladas nas lisinas 5 e 12, sendo que essas
modificacdes sdo necessarias para que sejam depositadas na fita nova de DNA. Tao
logo sejam depositadas, essas acetilagcdes sdo removidas pelas HDACs de classe |,
para a maturacao da cromatina, ainda durante a replicacdo (BELL, et al, 2010). Do
mesmo modo, a acetilagdo especifica de H4K16, que é enriquecida em zonas de
inicio de replicacdo, deve ser retirada pelas HDACs classe | para permitir a
restauracdo da cromatina apds a replicacdo, pois essa acetilacdo impede a
compactacdo do DNA. A auséncia das HDACs 1 e 2 leva a hiperacetilacdo de
H4K16 na cromatina nascente, causando diminuicdo da velocidade da forquilha de
replicacdo e ativacdo da resposta ao estresse de replicacdo (BHASKARA et al,
2013).

Além disso, elas regulam a atividade de outros remodeladores de cromatina,
0 que sugere um papel fundamental e direto das HDACs durante a replicacdo do
DNA, sem necessariamente atuar no controle da expressdo génica de fatores
importantes para a progressao do ciclo. Entretanto este papel de regulagédo da

expressao génica de ciclinas, CDKs e outras proteinas envolvidas com a progressao
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no ciclo celular, principalmente na fase S ja foi relatado (LAGGER, et al, 2002;
INGRAM; HORN, 2002; MONTGOMERY et al, 2007; YAMAGUCHI et al, 2010).

Acredita-se que a replicagdo dos genes esta diretamente relacionada a
expressdo dos mesmos, ou seja, genes ativamente transcritos normalmente s&o
replicados inicialmente, enquanto que regides teloméricas sao replicadas
tardiamente. Foi verificado que a auséncia de Rpd3 (HDAC de classe I) em S.
cerevisae, causa ativacdo prematura nas origens de replicacdo tardias, (APARICIO
et al, 2004), confirmando um efeito direto sobre o disparo das origens de replicagéo.
Vogelauer et al (2002) também observou disparo prematuro das origens de
replicacéo iniciais, associadas a uma entrada antecipada na fase S e brotamento,
embora também observasse maior efeito nas origens tardias. Os autores acreditam
que esse efeito € causado pela desacetilacdo de histonas (incluindo H4K5ac e
H4K12ac), mas ndo descartam a acetilacdo de outras proteinas, como a Cdc45, que
também esta associada a origens de replicacdo em eucariotos.

Visto que desacetilases de classe | possuem amplo papel na progressédo da
replicacdo do DNA, e que a expressdo de TgHDAC?2 estd aumentada justamente na
fase S, fomos analisar se em Toxoplasma a funcdo da enzima também esta
associada a esse evento. O primeiro indicio foi obtido em ensaio de formacao de
placa e de replicacdo (FIGURA 4.1 e GRAFICO 4.3), onde parasitas Atghdac2,
mostraram atraso na divisao celular quando comparado ao controle. Para avaliar se
havia defeito em alguma etapa do ciclo celular, partimos para analise por citometria
de fluxo, que indicou discreto aumento na quantidade de parasitas Atghdac2 na fase
S do ciclo, em comparac¢do com o controle (FIGURA 4.8)

O ciclo celular de T. gondii é atipico, devido a auséncia de uma fase G2 e
inicio da mitose ainda durante a fase S. A mitose € facilmente detectada por
microscopia, devido a migracdo do DNA para o interior das células-filhas em
formacdo, o que da ao nacleo um aspecto em formato de U. Por outro lado, ndo &
possivel distinguir parasitas em fase G1 ou S. Sendo assim, para esclarecer melhor
se o atraso na divisdo celular €, de fato, por defeitos na replicacdo do DNA durante a
fase S, foram feitos ensaios de incorporacédo de EdU, um analogo de timidina, que &
incorporado ao DNA durante a sintese. Embora preliminares, os resultados
indicaram que parasitas Atghdac2 possuem maior taxa de incorporacdo do anélogo
e leve diminuicéo da intensidade de fluorescéncia (FIGURA 4.9 e GRAFICO 4.4) , o
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gue pode indicar que nestes parasitas ha menos origens de replicacdo ativas ou que
a velocidade da forquilha de replicacdo é mais lenta. Vale destacar ainda outro
indicio de defeito no ciclo celular, que é a desorganizacdo dos parasitas no vacuolo
parasitoforo (FIGURA 4.10), cujo fenétipo também foi encontrado no nocaute de
outras proteinas que apresentavam defeitos no ciclo celular, como a F-actina (PERIZ
et al, 2017) e a PRMTL1 (BISSATI et al, 2016).

Assim como a HDAC1 de mamiferos e Rpd3 de levedura, é possivel que a
TgHDAC?2 de T. gondii possa atuar de diversas maneiras na regulacdo do ciclo
celular, uma vez que sua expressao € aumentada na fase S e que sua auséncia leva
a atrasos na proliferacao celular, acimulo em S e desordem no vacuolo parasitéforo.
Diante dos resultados obtidos nesta dissertacdo, acredita-se que apesar de ser
Unica de membros do filo Apicomplexa, a TJHDAC?2 seja conservada em termos de
funcdo com as HDACs classe | de mamiferos e levedura.

Behnke et al. (2010) em estudo de transcriptoma durante o ciclo celular,
revelou que durante a fase S, além da sintese do DNA também ocorre a sintese de
proteinas importantes para maturacdo das células-filhas e invasdo da célula
hospedeira. Apesar de T. gondii Atghdac?2 ainda ser capaz de invadir e se replicar,
isto ocorre de forma mais lenta do que observado em parasitas selvagens,
permanecendo mais tempo no meio extracelular. Informacdes presentes no banco
de dados de T. gondii indicam que TgHDAC2 é mais expressa quando o parasita se
encontra no meio extracelular, sendo que em parasitas que recém invadiram sua
expressao € diminuida (GAJI, et al, 2011).

Cerca de 2 horas ap0s a invasdo, o parasita ja se prepara para proliferacao
celular e € quando a expressdo de TgHDAC2 volta a subir, de modo que consiga
atuar nos processos de replicacdo. Apesar de nado ser capaz de se replicar fora da
célula hospedeira, este momento é importante para a transcricdo e traducao de
proteinas importantes para a invasdo. Gaji et al (2011) mostrou que os genes de
invasdo sao expressos cinco vezes mais no parasita extracelular do que quando o
parasita estd dentro da célula hospedeira. Como foi verificada menor taxa de
invasdo nos parasitas Atghdac2 (GRAFICO 4.2), pode-se sugerir que TgHDAC2
esteja envolvida na regulacdo da expressao dessas proteinas, seja desacetilando as
histonas e silenciando os respectivos genes, ou fatores associados diretamente

Nesse pProcesso.
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Vale especular que TgJHDAC2 também poderia estar envolvida na expressao
das proteinas de invasao in vivo e que, os parasitas Atghdac2, ao ficarem por mais
tempo fora da célula, sem conseguir invadir, poderiam ser alvos do sistema imune
do hospedeiro, como por exemplo a opsoniza¢do por anticorpos, que leva a rapida
fagocitose e eliminacdo destes parasitas, assim como demonstraram Joiner et al
(1990) e Morisaki, Heuser e Sibley (1995). Sendo assim, a TgHDAC2 poderia
funcionar como alvo para farmacos no tratamento da toxoplasmose.

Nos ultimos anos, a visado de que a funcdo das HDACs na transcricdo estaria
relacionada apenas ao silenciamento génico tem sido desconstruida, uma vez que
diversos estudos tém mostrado que a atividade de histona desacetilase € importante
para a ativacao de certos genes (CLAYTON, et al, 2006; KIDDER; PALMER, 2012;
WANG, et al, 2009; ZUPKOVITZ, et al, 2006). Em levedura, foi mostrado que a
Hos2, uma histona desacetilase de classe |, se associa preferencialmente a genes
ativos (WANG; KURDISTANI; GRUNSTEIN, 2002).

Paralelamente, analisamos os niveis de acetilagdo em histonas, visto que sédo
0s potenciais alvos dessa enzima. Apesar da acetilagdo nas histonas H3 e H4 nao
ser estatisticamente diferentes dos parasitas controle, foi observado uma pequena
variacdo, especialmente para histona H3 (GRAFICO 4.5). No entanto, a acetilacéo é
um processo muito dinamico, que ainda pode depender dos processos celulares que
estdo ocorrendo no momento em que 0sS parasitas sdo coletados para amostra,
dificultando a comparacao entre os resultados.

Nesse trabalho utilizamos apenas as histonas H3 e H4 por serem mais
conservadas, sendo mais provavel que anticorpos comerciais reconhecessem 0s
homélogos de T. gondii. Além disso, as por¢cdes N-terminais de ambas possuem
diversos sitios de acetilacdo, também identificados em T. gondii. Vale ressaltar, no
entanto, que TgHDAC?2 deve ser responsavel pela desacetilacdo de outros residuos
nao reconhecidos pelos anticorpos, ou mesmo de outras histonas, uma vez que
nesse trabalho poucos foram testados em apenas duas histonas.

Devido a seu provavel papel na replicacdo, seria interessante verificar as
acetilacdes de deposicdo de histonas (H4K5ac e H4K12ac), que ocorrem assim que
as histonas H4 sao sintetizadas no citoplasma, e sdo removidas assim que
depositadas no DNA. As acetilagcdes na histona H3 recém-sintetizadas variam muito
entre espécies, mas acetilagdo em K9 e K14 foram detectadas em histonas H3

95



recém-sintetizadas de Tetrahymena, sendo que foram esses 0s residuos que
testamos aqui, é possivel que o0 mesmo ocorra em Toxoplasma.

Embora a superexpressédo de TgHDAC?2 indique uma localizacao celular no
nacleo do parasita e apesar das HDACs de classe |, terem fun¢gdes comumente
associadas a desacetilacdo de histonas e envolvimento com a replicacdo do DNA,
nao é possivel descartar que a TgHDAC?2 desacetile outras proteinas néo histonas.
Em células de mamiferos o tratamento com MS-275, um inibidor de HDACs classe |,
aumentou o numero de proteinas acetiladas, confirmando que estas enzimas
reconhecem proteinas ndo histonas como substrato. Essas outras proteinas
compreendem fatores de transcricdo, proteinas envolvidas em modificacbes de
cromatina, reparo de DNA, transducdo de sinal, importacdo nuclear, bem como
chaperonas, proteinas estruturais, supressores de tumores e receptores de
esteroides (MOSER; HAGELKRUYS; SEISER, 2014).

Para conhecer os potenciais alvos e parceiros de TgHDAC2, o etiquetamento,
ou mesmo a produgdo de anticorpos, seriam ferramentas fundamentais que
viabilizariam ensaios de imunoprecipitacdo e identificacdo de proteinas através de
espectrometria de massas. Entretanto, até o momento, ndo foi possivel obter o
etiquetamento da proteina. Foram feitas diversas tentativas de transfeccdo e duas
construcdes diferentes, utilizando regiées para recombinacdo homologa com 1000 e
2000 pb. Segundo Rommereim et al (2013) acima de 620 pb, sdo fragmentos
considerados bons para recombinacdo homoéloga, sendo que fragmentos préximos a
1000 pb aumentam muito a eficiéncia de recombinacéo.

A dificuldade em se obter a correta integracdo, de acordo com o mesmo
autor, também pode ocorrer pela persisténcia epissomal, ou seja, o plasmideo entra
na célula, porém nao integra no genoma. Os parasitas transfectados e ap6s selecéo,
continham a etiqueta de HA, apenas detectada por PCR (FIGURA 4.14), sendo que
nao foi identificada por Western blot ou imunofluorescéncia. Além disso, a PCR que
confirmaria a correta integragcdo no genoma néo obteve amplificacdo, sendo assim o
plasmideo poderia estar epissomal 0 que explicaria a auséncia de deteccdo. Outra
explicagdo possivel seria que talvez tivesse integrado em local aleatorio no genoma.
No entanto, a cepa RHAhxgprtAku80 teoricamente nao realiza, ou realiza em taxas
muito baixas, a recombinac¢do ndo-homologa.

Outro fator que pode ter influenciado, € o fato dos primers ndo terem sido

feitos com base na sequéncia da cepa utilizada (RH) e sim de acordo com
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sequéncia da cepa ME49, a mais bem anotada até o momento. Os dados de
sequenciamento da cepa RH foram obtidos e estdo sendo depositados no banco de
dados (LAU et al, 2016). Uma vez que os dados referentes a cepa RH estejam
disponiveis seria interessante analisar se ha muita diferenca entre as sequéncias
das duas cepas e em caso positivo, planejar novos primers e tentar esta abordagem
novamente. Poderiamos ainda, utilizar a técnica de CRISPR-Cas9 (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, associado ao gene 9). Shen et al
(2014) e Sidik et al (2014) demostraram a eficiéncia da edicdo de genes e inser¢cao
de etiquetas por recombinacdo homologa em T. gondii utilizando este método.

Devido as dificuldades em obter a etiqueta, optamos alternativamente, pela
superexpressdo de TgHDAC2. Foi possivel observar a localizacdo nuclear em uma
pequena parcela da populagéo, através da fusdo com GFP (FIGURA 4.17), porém
nao por Western blot. Embora esperado que a localizacédo seja de fato nuclear, a
confirmacédo da localizacdo de TgJHDAC?2 ainda deve ser feita através de anticorpos
policlonais ou etiguetamento da proteina enddgena, o que trara resultados mais
confidveis. Acreditamos que apenas uma pequena parcela da populagcédo
selecionada tinha o plasmideo integrado no genoma, e conseguentemente esta
populacdo deve ter sido perdida com a multiplicacdo dos parasitas. Ainda assim,
guando a superexpressao de TgHDAC2 for confirmada, os parasitas transfectantes
também serdo caracterizados, de modo a contribuir com a elucidacao da funcao de
TgHDAC2 em T. gondii.

Os resultados de alinhamento indicam que a TJHDAC?2 pode ter uma relacao
com as proteinas de plantas. Braun e colaboradores (2010) identificaram que a
maquinaria de RNA de interferéncia de T. gondii tem uma origem relacionada a
plantas e fungos. Além destas, os fatores de transcricdo ApiAP2 também tem
relacdo com proteinas de plantas. Todas essas relacdes podem indicar que T. gondii
e as plantas modernas podem ter tido algum ancestral comum, do qual as espécies
divergiram e se diversificaram. Por sua relacdo na transcri¢cao, replicacdo e reparo
de DNA, as HDACs devem ter evoluido junto com outros elementos regulatorios,
como os fatores de transcricdo e RNA de interferéncia, e por se tratar de processos
tdo importantes, a evolugcéo deixa pouco espaco para diversificagdo e com isso a
relacdo comum com as plantas € mantida.

A estrutura da proteina sempre despertou interesse pelo nosso grupo, e foi

um dos motivos da escolha de TJHDAC?2 como alvo de estudo. Dados preliminares
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indicavam que as inser¢cdes aminoacidicas presentes no dominio HDAC nao
afetariam o sitio ativo da enzima (FIGURA 5.1) e poderiam funcionar como um
dominio acessorio. Entretanto, ndo havia qualquer tipo de informacédo a respeito da
estrutura dessa regido, se estaria presente na proteina madura ou se teria algum

tipo de estrutura.

FIGURA 5.1 - ESTRUTURA DE TGHDAC2 FEITA POR HOMOLOGIA DE SEQUENCIA

Estrutura proteica modelada por homologia feita com o servidor HHPRED. A regido globular é
conhecida e é onde se encontra o sitio ativo da proteina. Destacado em rosa estdo as duas insercdes
no dominio HDAC para as quais ndo se conhece a estrutura terciaria.

FONTE: Siqueira (2015)

Os dados de dicroismo circular forneceram dados mais refinados e confiaveis
a respeito da estrutura tridimensional de TJHDAC2. Apesar dessa técnica avaliar a
proteina como um todo, e ndo ser capaz de distinguir a regido das insercoes, foi
possivel afirmar que TgHDAC?2 é uma proteina estavel e enovelada, além de que
nao forma dimeros ou agregados. Além disso, os dados obtidos s&o promissores
para uma futura analise por cristalografia de raios X, a qual traria dados de alta
resolucéo e resolveria a estrutura tridimensional da proteina. Podemos inferir que a
regido das inser¢cdes aminoacidicas devem ser importantes para a estrutura da

proteina e, possivelmente para sua fungao
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Embora muitos indicios levem a crer que TgJHDAC?2 esteja relacionada com a
replicacdo e invasdo do parasita, outros estudos devem ser realizados para

complementar e elucidar o mecanismo de acao de TgHDAC2 em T. gondii.
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6 CONCLUSOES

Nesta dissertacdo nos propusemos a avaliar a funcao de TgHDAC2 em T.
gondii utilizando abordagens de genética reversa, como nocaute génico, e
construcdo de ferramentas para analisar sua localizacdo celular e a estrutura da
proteina.

Todas as construgcdes foram realizadas com sucesso. O nocaute do gene
tghdac2 foi obtido com sucesso e 0 gene de selecdo hxgprt foi inserido no locus
correto do genoma de T. gondii, sendo que nessas condicbes 0 gene ndo se
mostrou essencial para a sobrevivéncia do parasita. Entretanto a auséncia de
tghdac2 acarretou em menor invaséo e proliferacdo de formas taquizoitas, além de
maior taxa de incorporacdo de um analogo de timidina, sugerindo que a TgHDAC2
atua durante a divisdo celular, levando a crer que seja especificamente na fase S,
diretamente relacionada a replicagdo do DNA.

Além disso, 0s parasitas nocaute perderam a organizagcdo no vacuolo
parasitéforo, principalmente quando ha mais de quatro parasitas num mesmo
vacuolo, diferentemente dos parasitas utilizados como controle experimental que
ficam organizados em rosetas, presos pelo corpo residual.

O nocaute génico ndo levou a alteracdo significativamente, o nivel de
acetilacdo das histonas H3 e H4, ndo sendo possivel identificar essas histonas como
alvo de TgHDAC?2.

A superexpressdao de TgHDAC2 mostrou que a proteina tem localizacao
nuclear, mas ainda deve ser confirmada por western blot.

A construcdo para etiqguetamento do gene enddgeno foi realizada com
sucesso, porém o inserto ndo integrou no local correto, de forma que nao foi
possivel realizar a localizacdo da proteina por western blot e imunofluorescéncia.

A clonagem no vetor de expressao de proteinas em sistema bacteriano foi
bem-sucedida, assim como a expressao e purificacdo da proteina recombinante, que
teve que ser realizada em duas etapas.

O dicroismo circular revelou que TgHDAC2 recombinante € uma proteina
enovelada de aproximadamente 69 kDa, massa molecular esperada para um
mondmero, indicando que ela ndo forma dimeros ou agregados.

Outros estudos ainda devem ser feitos no intuito de compreender a fungéo de

TgHDAC?2 no ciclo celular e invasao de T. gondii.
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