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RESUMO 

 

A regulação pós-transcricional da expressão gênica é essencial para a adaptação e 
sobrevivência do Trypanosoma cruzi às diferentes condições impostas pelos seus 
hospedeiros durante seu ciclo de vida. Parte dessa regulação é exercida por proteínas de 
ligação ao RNA (RBPs) que interagem com os RNAs e coordenam seus destinos na célula. 
Dentre as diferentes famílias de proteínas que compõem o repertório de RBPs no T. cruzi, 
estão as que apresentam o domínio dedo de zinco C3H. As proteínas TcZC3H39, 
TcZC3H29 e TcZC3HTTP possuem esse domínio e foram objetos de estudo de trabalhos 
anteriores, os quais avaliaram a expressão, localização celular e os possíveis transcritos 
alvos dessas proteínas. Uma estratégia que permite avaliar um fenótipo associado a um 
gene específico é a utilização de abordagens de genética reversa como o nocaute gênico. 
Recentemente a implementação do sistema de edição gênica CRISPR/Cas9 emergiu como 
um método alternativo às estratégias existentes, em geral de baixa eficiência, para 
realização de nocaute gênico em T. cruzi. Sendo assim, como forma de avaliar o papel 
dessas três proteínas dedo de zinco na regulação da expressão gênica desse parasito, 
propôs-se utilizar o sistema CRISPR/Cas9 para nocautear os genes de TcZC3H39, 
TcZC3H29 e TcZC3HTTP e avaliar os respectivos fenótipos associados. Inicialmente, 
propôs-se uma adaptação às estratégias descritas anteriormente para o nocaute gênico via 
sistema CRISPR/Cas9 em T. cruzi. Após o estabelecimento dessa metodologia, partiu-se 
para o nocaute dos genes tczc3h39 e tczc3h29 e tczc3http. A indução do nocaute dessas 
RBPs promoveu grandes alterações morfológicas no ciclo celular, além do 
comprometimento da viabilidade dos parasitos afetados, sugerindo que esses genes 
poderiam ser essenciais para o T. cruzi. No entanto, apesar das evidências de disrupção 
dos genes tczc3h29 e tczc3http a nível proteico, não foi possível confirmar a edição desses 
genes a nível de DNA. Para contornar essa situação, implementou-se na estratégia de 
nocaute desenvolvida a presença de uma molécula de DNA simples fita (DNA donor), 
contendo um sítio de restrição enzimático e sequência correspondente a códons de 
paradas, para direcionar o reparo e garantir a disrupção gênica dos genes alvos. A 
incorporação do DNA donor à estratégia reduziu, mas não eliminou, a presença dos 
fenótipos aberrantes encontrados na indução do nocaute dessas RBPs, indicando, portanto, 
uma relação entre os fenótipos observados e os genes afetados. A partir dessa nova 
adaptação, foi observada a presença de parasitos hemi-nocautes para TcZC3H39, 
TcZC3H29 ou TcZC3HTTP. Uma nova eletroporação, com gRNAs e DNA donors para 
edição do alelo remanescente, resultou na obtenção de clones nocautes para TcZC3HTTP. 
Apesar de viáveis, os parasitos apresentaram uma redução na proliferação na ausência de 
TcZC3HTTP. Os clones hemi-nocautes para TcZC3H39 e TcZC3H29 também impactaram 
negativamente na curva de crescimento de T. cruzi, sustentado a possibilidade desses 
genes serem essenciais para esse parasito. Todavia, novas tentativas de se obter mutante 
nulos para essas duas RBPs estão em curso. Dessa forma, a partir desses resultados, 
novas perspectivas se abrem para o aprofundamento do estudo não só das proteínas 
TcZC3H39, TcZC3H29 e TcZC3HTTP, mas também para todas as RBPs em T. cruzi.  

 

Palavras-chave: Regulação da expressão gênica; Trypanosoma cruzi; Proteínas de 
ligação ao RNA; Dedo de zinco C3H; CRISPR/Cas9; nocaute gênico. 
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ABSTRACT 

 

Gene expression regulation is essential for Trypanosoma cruzi to adapt to the different 
conditions the parasite faces during its life cycle. In trypanosomatids, this control is mainly 
mediated by post-transcriptional mechanisms which act on the metabolism of mRNAs and 
proteins. In this context, RNA binding proteins (RBPs) are key players due to their interaction 
with the mRNA by coordinating its fate in the cell. The RBPs repertoire of T. cruzi comprises 
different groups of proteins, including those with the C3H zinc finger domain. TcZC3H39, 
TcZC3H29 and TcZC3HTTP are proteins that have this domain and have been the object of 
study in previous studies, which evaluated the expression, cell location and possible 
transcripts associated to these proteins. One strategy that allows the evaluation of a 
phenotype associated with a specific gene is the use of reverse genetic approaches such 
as gene knockout. Recently, the implementation of the CRISPR / Cas9 gene editing system 
has emerged as an alternative method to existing strategies, that in general presents low 
efficiency, for performing gene knockout in T. cruzi. Therefore, as a way to evaluate the role 
of these three zinc finger proteins in gene expression regulation of this parasite, it was 
proposed to use the CRISPR / Cas9 system to knock out the TcZC3H39, TcZC3H29 and 
TcZC3HTTP genes and evaluate the respective associated phenotypes. Initially, an 
adaptation to previously described strategies for gene knockout via CRISPR / Cas9 system 
in T. cruzi was adopted. After establishing this methodology, we started to knock out 
tczc3h39 and tczc3h29 and tczc3http genes. The knockout induction of these RBPs 
promoted major morphological changes in cell cycle, in addition to compromised viability of 
affected parasites, suggesting that these genes could be essential for T. cruzi. However, 
despite the evidences regarding disruption of tczc3h29 and tczc3http proteins, it was not 
possible to visualize the edition at DNA level. To circumvent this situation, the presence of 
a single stranded DNA molecule (donor DNA), containing an enzymatic restriction site and 
sequence corresponding to stop codons, was introduced in the developed knockout strategy 
to direct the repair and ensure gene disruption of target genes. The incorporation of donor 
DNA into the strategy reduced, but did not eliminate, the presence of aberrant phenotypes 
found in these RBPs knockout, indicating that there is a connection between observed 
phenotypes and affected genes. From this new adaptation, presence of hemi-knockout 
parasites for TcZC3H39, TcZC3H29 or TcZC3HTTP was observed. A new electroporation, 
with gRNAs and DNA donors to edit the remaining allele, resulted in obtaining knockout 
clones for TcZC3HTTP. Although viable, the parasites showed a reduction in proliferation in 
the absence of TcZC3HTTP. The hemi-knockout clones for TcZC3H39 and TcZC3H29 also 
negatively impacted T. cruzi’s growth curve sustaining the possibility of these genes being 
essential for this parasite. However, new attempts to obtain null mutants for these two RBPs 
are underway. From these results, new perspectives open up for a deeper study not only of 
the TcZC3H39, TcZC3H29 and TcZC3HTTP proteins, but also for all RBPs in T. cruzi. 

Key-words: Gene expression regulation; Trypanosoma cruzi; RNA binding proteins; 
zinc finger C3H protein; CRISPR/Cas9; gene knockout. 
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INTRODUÇÃO 

 

Regulação da expressão gênica e o Trypanosoma cruzi 

 

A regulação da expressão gênica é fundamental para a manutenção da 

homeostase celular em todos os seres vivos. Essa capacidade de modular os níveis 

de ativação ou repressão dos genes permite que as células transitem entre seus 

repertórios fenotípicos e é a responsável por promover a adaptação dos organismos 

às possíveis alterações ambientais (Schwanhäusser et al. 2011; Van Assche et al. 

2015). Como na natureza as condições ambientais são passíveis de mudanças 

bruscas e/ou frequentes, entende-se que as células estão sob constante ação de 

mecanismos regulatórios, e que esses mecanismos atuam de forma sistemática e 

dinâmica para garantir a sobrevivência celular. De fato, a modulação da expressão 

gênica possui um caráter dinâmico e resulta da combinação de mecanismos que 

atuam em diferentes níveis, desde o acesso da maquinaria de transcrição às regiões 

codificadoras no DNA, até o controle da síntese, localização, atividade e 

estabilidade dos respectivos produtos gênicos finais, sejam eles RNAs ou proteínas 

(Moore 2005).  

Dentre essas etapas, o processo de transcrição é considerado de grande 

importância para o controle da expressão gênica, uma vez que a expressão dos 

genes inicia nessa etapa (Chen et al. 2007). É nessa fase que fatores transcricionais 

ou repressores interagem com as regiões promotoras gênicas, de modo a 

facilitar/permitir ou impedir/dificultar o acesso da maquinaria de transcrição, 

influenciando assim, na ativação ou repressão da atividade transcricional em si 

(Wyrick et al. 2002). Contudo, embora a capacidade de regular transcricionalmente 

a expressão gênica seja compartilhada de procariotos à eucariotos e represente um 

dos, senão o principal, ponto de controle para a maioria dos seres vivos, há 

organismos em que esse tipo de regulação se mostra pouco expressiva.  
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Entre esses organismos se encontra o protozoário Trypanosoma cruzi, um 

tripanossomatideo de relevância médica por ser o agente etiológico da doença de 

Chagas (Chagas 1909) e que, dentre seu repertório de peculiaridades, apresenta a 

característica de regular a expressão de seus genes essencialmente a nível pós-

transcricional (Clayton 2002; Fernández-Moya et al. 2010; Martínez-Calvillo et al. 

2010). Entre os indícios que suportam essa afirmação estão a organização 

genômica, a maneira como os genes são transcritos e a correlação dos níveis de 

expressão gênica de T. cruzi. 

Os genomas dos tripanossomatideos, incluindo o T. cruzi, são organizados 

de modo que os genes codificadores de proteínas são encontrados 

sequencialmente em grandes grupos policistrônicos, presentes em uma mesma fita 

do DNA e de até 100 genes cada, os quais são unidirecionalmente co-transcritos, 

resultando em uma única molécula precursora de RNA policistrônica (Figura 

1.1)(Martínez-Calvillo et al. 2003; Jennifer B Palenchar et al. 2006; Siegel et al. 2009; 

Martínez-Calvillo et al. 2010). Essa transcrição é mediada pela RNA polimerase II e, 

ao contrário do que se observa nos demais eucariotos, onde a RNA polimerase II 

reconhece e se liga a uma região promotora individual de cada gene para 

transcrevê-lo, nos tripanossomatídeos essa enzima parece reconhecer regiões não 

bem definidas ao longo dos cromossomos e que são responsáveis pela transcrição 

dos grupos gênicos adjacentes. Curiosamente, essas regiões reconhecidas pela 

RNA polimerase II não possuem sequências canônicas como a TATA box ou de 

outros elementos promotores transcricionais típicos encontrados nos demais 

eucariotos, e uma única região pode ser responsável pela expressão de um 

cromossomo inteiro, conforme reportado em Leishmania major (Martínez-Calvillo et 

al. 2003; Clayton 2016). Entretanto, cabe ressaltar que há exceções a esse padrão 

observado nos tripanossomatideos, como, por exemplo, o caso do gene que codifica 

para o mini-éxon, no qual foi identificada a região promotora associada à sua 

transcrição e reconhecida pela RNA polimerase II (Figura 1.1) (Nunes et al. 1997; 

Campbell et al. 2000; Gilinger 2001). 
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Figura 1.1. Transcrição policistrônica e o trans-splicing. No topo da figura está 
representado um cromossomo contendo um agrupamento de cinco genes. Esses genes 
são co-transcritos pela RNA polimerase II em uma única molécula de RNA policistrônica. 
Nessa molécula estão presentes sítios de clivagem (representados pelos pequenos 
retângulos vermelhos no RNA policistrônico) que serão reconhecidos pela maquinaria de 
processamento e, consequentemente, processados por trans-splicing e poliadenilação. 
Ocorre então a separação do policístron em unidades monocistrônicas independentes, cada 
qual com seu mini-éxon na porção 5’ (representado pelos quadrados amarelos) e com a 
cauda poli(A) na extremidade 3’ UTR. Essa figura foi adaptada e traduzida de Calvillo et al 
(2010).  

 

O arranjo em conjuntos dos genes e o fato deles serem co-transcritos em 

RNAs policistrônicos, caracterizam a transcrição dos tripanossomatideos como 

sendo policistrônica (Kramer 2011; Kolev et al. 2014). É válido destacar que apesar 

dos genes serem co-expressos, não há indícios que apontem para uma relação 

funcional entre os genes pertencentes a um mesmo agrupamento genômico 

(Clayton et al. 2007; Goldenberg et al. 2011). Nesse contexto, o pré-mRNA gerado, 

contendo as unidades monocistrônicas respectivas aos genes transcritos, precisa 

ser processado para dar origem aos correspondentes mRNAs individualizados, 

maduros e funcionais. Como a maioria dos genes encontrados em 
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tripanossomatideos não possui íntrons, o processamento dos transcritos ocorre por 

meio do trans-splicing e da poliadenalição (Liang et al. 2003; Clayton et al. 2007). 

Enquanto que no trans-splicing é incorporada uma sequência de RNA conservada, 

denominada de mini-éxon ou spliced leader (SL RNA), na porção 5’ de cada unidade 

monocistrônica, a poliadenalição adiciona uma cauda poli(A) na extremidade 3’ dos 

transcritos. Dessa forma, esses dois processos atuam colaborativamente na 

separação das unidades monocistrônicas e contribuem para a maturação dos 

mRNAs (Figura 1.1) (Liang et al. 2003; Jennifer B. Palenchar et al. 2006; Preußer et 

al. 2012). 

Outro ponto relevante, relacionado ao fato dos tripanossomatideos 

transcreverem seus genes policistronicamente, implica que as taxas de expressão 

dos genes pertencentes a um mesmo agrupamento genômico deveriam ser, 

inevitavelmente, idênticas. De fato, considera-se que todos os genes que fazem 

parte de um mesmo agrupamento são transcritos numa mesma taxa (Martínez-

Calvillo et al. 2010; Kramer et al. 2011). No entanto, ao final do processamento dos 

mRNAs, o que se observa é que os mRNAs maduros oriundos de um mesmo RNA 

policistrônico, podem apresentar concentrações e/ou expressão estágio-específica 

independentes entre si. Isso significa que a discrepância nas taxas de expressão 

dos genes nos tripanossomatideos ocorre em etapas posteriores ao processo de 

transcrição, ou seja, que nesses organismos a regulação da expressão gênica 

ocorra essencialmente a nível pós-transcricional (Clayton 2002; Haile et al. 2007; 

Martínez-Calvillo et al. 2010). 

 

Regulação pós transcricional e as proteínas de ligação ao RNA (RBPs) 

 

A regulação pós-transcricional é caracterizada pela ação de mecanismos 

regulatórios envolvidos com o metabolismo dos RNAs e das proteínas da célula. 

Dessa forma, esse controle é exercido em diversas etapas, dentre as quais, 

destacam-se: o processamento do pré-mRNA; o transporte dos mRNAs maduros do 

núcleo para o citoplasma e sua localização subcelular, a estabilidade dos 
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transcritos; a tradução dos mRNAs; a estabilidade das proteínas, a ativação proteica 

e as possíveis modificações pós-traducionais (Figura 1.2) (Glisovic et al. 2008; Mittal 

et al. 2009).  

 

 

Figura 1.2. Etapas de controle pós-transcricionais. A figura mostra as principais etapas 
no controle pós-transcricional, indicadas pelos números de 1 a 5 sendo: 1 – Processamento 
do RNA (Splicing); 2- Transporte do núcleo para o citoplasma; 3- Localização subcelular 
dos transcritos; 4- Estabilidade do RNA e 5- Controle da tradução dos mRNAs. Adaptado e 
traduzido de Mittal et al, (2009).  

 

Como os mecanismos envolvidos nesse nível de regulação tem como 

característica a interação e modulação dos transcritos e/ou proteínas já existentes 

na célula, entende-se que a regulação pós-transcricional é responsável pela 

capacitação das células em responder rapidamente às alterações ambientais. Essa 

característica é crucial para a sobrevivência e a adaptação do T. cruzi, uma vez que, 
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no decorrer de seu ciclo de vida, o parasita precisa modular rapidamente a 

expressão de genes e transitar por distintos estágios de desenvolvimento como 

resposta às alterações das condições ambientais (como mudanças de temperatura, 

pH e disponibilidade de nutrientes) impostas pelos seus diferentes hospedeiros 

(Figura 1.3)(Alves et al. 2016).  

 

 

Figura 1.3. Representação do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Essa ilustração 

representa os estresses fisiológicos e os processos de diferenciação aos quais o T. cruzi 

está sujeito no decorrer de seu ciclo de vida. Extraído e traduzido de Alves & Goldenberg 

(2016).  

 

Nesse contexto, elementos que possuem a capacidade de interação com 

RNAs e proteínas são componentes chave nos processos regulatórios pós 

transcricionais e, consequentemente, fundamentais para os processos de 

adaptação/diferenciação celulares. Dentre esses elementos estão as RBPs (RNA 
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binding proteins), um diverso grupo de proteínas que possuem domínios de ligação 

a RNAs e atuam na modulação dos transcritos em todas as etapas, da transcrição 

ao decaimento dos RNAs na célula (Keene 2007; Glisovic et al. 2008; Gaudenzi et 

al. 2011; Clayton 2016). Além da capacidade de se ligar a RNAs, muitas RBPs 

também apresentam domínios adicionais envolvidos em interações proteicas (Caro 

et al. 2005). Essa propriedade é determinante na capacidade das RBPs mediarem 

a formação de complexos ribonucleoproteicos (mRNPs).  

 O reconhecimento das RBPs e a interações com os RNAs são mediados por 

domínios de ligação ao RNA, os quais reconhecem sequências e/ou estruturas 

específicas presentes nos seus transcritos alvos. Estudos vêm reforçando que a 

interação das RBPs ocorre principalmente nas regiões intergênicas não traduzíveis 

dos RNAs, principalmente na porção 3’-UTR (UTR - untranslated region) dos 

transcritos (Myung et al. 2002; Wickens et al. 2002; Noé et al. 2008; Kramer et al. 

2011; Vindry et al. 2014; Romaniuk et al. 2018).  

A partir da associação das RBPs com essas regiões é que os transcritos têm 

sua estabilidade, taxa de tradução e localização subcelular modulados (Fernández-

Moya & Estévez 2010). No entanto, embora diversos estudos já tenham mostrado a 

importância de apenas uma RBP na destinação de um ou mesmo um grupo de 

transcritos, os avanços no conhecimento a respeito dos mecanismos de atuação 

das RBPs, têm evidenciado que o destino dos mRNAs na célula são determinados 

a partir do conjunto de RBPs ligados a eles (Keene 2007). Por exemplo, em T. brucei 

estima-se que um mRNA com uma região 3’-UTR de extensão média de 300 nt 

possui o potencial de interagir com até quinze RBPs diferentes simultaneamente. 

Isso implica que essas combinações definidas por quais RBPs estão associadas 

aos transcritos, bem como pelas suas afinidades e concentrações relativas tanto 

das RBPs quanto dos seus alvos, é que vão definir o destino dos mRNAs nas células 

(Clayton 2016).  

Uma vez que organismos como o T. cruzi exercem a regulação da expressão 

de seus genes quase que exclusivamente a nível pós-transcricional, o estudo das 

funções das RBPs é fundamental para a compreensão dos mecanismos 
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responsáveis pela modulação dos mRNAs nesse organismo. Estudos in sílico 

identificaram um grande repertório de RBPs em T. cruzi (De Gaudenzi et al. 2005; 

Kramer et al. 2010). Há décadas, grupos de pesquisa vêm investigando o papel das 

RBPs em T. cruzi a partir da obtenção de dados de expressão e localização dessas 

proteínas ao longo do ciclo de vida do parasita, bem como dos mRNAs alvos e das 

proteínas parceiras. Outra estratégia utilizada envolve a construção de vetores 

epissomais para aumentar os níveis de expressão dessas proteínas na célula.  

Com base nessas abordagens, foi possível avançar na caracterização 

funcional das RBPs nesse tripanossomatideo, confirmando o envolvimento dessas 

proteínas na modulação dos mRNAs na célula e reforçando o fato de que suas 

funções podem impactar importantes processos celulares nesse parasita, como, por 

exemplo, na diferenciação, proliferação celular e infecção (Alves et al. 2016; 

Romaniuk et al. 2018). É o caso da proteína TcRBP19 que, quando superexpressa, 

afeta negativamente o processo de diferenciação de formas epimastigotas em 

formas tripomastigotas metacíclicas e acarreta em parasitos com uma menor taxa 

de infectividade ao final do processo (Pérez-Díaz et al. 2012). A proteína TcUBP1 é 

um outro exemplo da importância de uma RBP na biologia de T. cruzi. Ao realizar a 

superexpressão de TcUBP1 foi observado um aumento de até dez vezes na 

expressão de seus transcritos alvos além de resultar em formas tripomastigotas 

metacíclicas com uma maior capacidade de infecção (Sabalette et al. 2019).  

A partir de estudos como esses, é coerente considerar a relevância individual 

das RBPs na modulação da expressão gênica e, de forma direta ou indireta (através 

de seus alvos) nos processos biológicos desempenhados pelo T. cruzi ao longo de 

seu ciclo de vida e/ou nos processos de adaptação relacionados. No entanto, apesar 

de todos os avanços feitos, grande parte das RBPs permanecem com suas funções 

desconhecidas quanto ao seu papel nessa rede regulatória da expressão gênica de 

T. cruzi. Um fator que contribui para esse cenário consiste na dificuldade de se 

aplicar técnicas tradicionais de genética reversa para realização de estudos 

funcionais dos genes nesse parasita, considerado como sendo um organismo de 

difícil manipulação genética (Taylor et al. 2011; Burle-Caldas et al. 2015). 
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Genética reversa no estudo das RBPS  

 

Abordagens de genética reversa que tenham como objetivo reduzir ou 

mesmo interromper a expressão gênica são de grande valia na compreensão da 

função dos genes na biologia dos organismos. Isso porque, os fenótipos 

observados, a partir da modulação negativa de uma determinada proteína, podem 

ser correlacionados direta ou indiretamente à sua ausência/diminuição, fornecendo 

importantes pistas quanto à(s) sua(s) função(ões) na célula.  

Dentre essas abordagens está o silenciamento gênico por RNA de 

interferência (RNAi), uma ferramenta de genética reversa na qual moléculas de RNA 

dupla fita induzem a degradação de mRNAs alvos por meio da interação com 

sequências específicas nos transcritos e da formação de complexos com proteínas 

com atividade nucleasse (Han 2018). Por se tratar de uma técnica que utiliza de vias 

e maquinarias existentes em muitos organismos e de relativa fácil aplicação, logo 

seu emprego permitiu grandes avanços no descobrimento da função de genes em 

muitos organismos (Fire et al. 1998; Hammond et al. 2001; Hannon et al. 2004). Em 

T. brucei, por exemplo, muito do que se sabe a respeito das RBPs nesse parasita 

veio de estudos que utilizaram essa técnica para investigar o papel dessas proteínas 

regulatórias (Estévez 2008; Archer et al. 2009; Ling et al. 2011; Subota et al. 2011; 

Das et al. 2012; Wurst et al. 2012; Droll et al. 2013; Levy et al. 2015). Inclusive 

estudos em larga escala já foram realizados a partir da utilização de bibliotecas de 

RNAi , o que permitiu ampliar de maneira significativa as informações referentes aos 

genes desse parasito (Wurst et al. 2009; Alsford et al. 2011; Jones et al. 2014; Mony 

et al. 2014). 

Todavia, apesar do sucesso resultante da aplicação dessa metodologia em 

T. brucei, o silenciamento gênico por RNAi não é aplicável para T. cruzi. Acontece 

que em T. cruzi a maquinaria envolvida no reconhecimento e processamento dos 

RNAs de dupla fita, o que é necessário para degradação dos mRNAs alvos, não 

está completa nesse parasito. A falta de componentes proteicos dessa maquinaria 
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no genoma de T. cruzi, bem como, o insucesso de tentativas de complementar essa 

via sugerem que essa estratégia não é funcional nesse organismo (Darocha et al. 

2004; Balaña-Fouce et al. 2007).  

Como consequência disso, o estudo funcional dos genes em T. cruzi se 

limitou a utilização do nocaute gênico como principal ferramenta de genética reversa 

para T. cruzi. A estratégia classicamente utilizada para promoção do nocaute gênico 

consiste na produção e recombinação de cassetes contendo genes marcadores de 

seleção (resistências a drogas) flanqueados por sequências homólogas às 

adjacentes ao gene alvo para o nocaute. Dessa forma, esses cassetes são 

produzidos (usualmente por reações de amplificação e clonagem/ligação) e 

transfectados nas células para que ocorra a troca entre o gene marcador de seleção 

e o gene alvo, de modo que, as células são então submetidas a um processo de 

seleção para que sejam obtidas apenas as células que sofreram o processo de 

recombinação e, consequentemente, da remoção de um dos alelos do gene. Essa 

abordagem é problemática por diversas razões. A construção desses cassetes não 

é nada trivial, pois, além de laboriosa, acaba consumindo uma quantidade 

significativa de tempo (semanas a meses) e o processo de recombinação em si 

apresenta baixa eficiência. Além disso, é necessário realizar a construção, 

transfecção e seleção dos cassetes para cada alelo, sendo, portanto, necessário ao 

menos dois cassetes em casos de genes de cópia única. Já em casos nos quais 

estão sendo analisados genes com múltiplas cópias, os esforços tendem a ser ainda 

maiores, ao ponto de ser inviável recombinar os múltiplos alelos existentes. 

Lembrando que para cada alelo é necessário utilizar um marcador de seleção 

diferente, o que também acaba sendo uma limitação (Clayton 1999; Xu et al. 2009; 

Peng et al. 2014). 

Outra desvantagem dessa metodologia está relacionada a análise de genes 

essenciais. Enquanto que, na indução do silenciamento gênico por RNAi, é possível 

acompanhar as alterações fenotípicas decorrentes da diminuição da expressão de 

determinado gene (justamente pelo fato de ser um sistema induzível), o nocaute 

gênico em T. cruzi impossibilita a obtenção de mutantes nulos para genes 

essenciais, uma vez que, como é necessário selecionar as populações nocaute, os 
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possíveis efeitos deletérios podem ser mascarados pelo próprio processo de 

seleção dos parasitos (Burle-Caldas et al. 2015).  

A falta de um sistema como o de RNAi e as desvantagens apresentadas pela 

metodologia clássica de nocaute gênico em T. cruzi, fizeram com que os avanços 

feitos nesse parasito no estudo funcional de seus genes não fossem tão expressivos 

quanto o observado para T. brucei (Burle-Caldas et al. 2015). Essa problemática é 

acentuada em casos que os objetos de estudo são genes regulatórios, como o caso 

das RBPs, uma vez que, conforme tem sido demonstrado em T. brucei, muitos 

apresentam-se como sendo essenciais para esse organismo (Wurst et al. 2012; 

Levy et al. 2015) . No entanto, é válido destacar que um estudo foi reportado 

utilizando essa metodologia de nocaute na geração de mutantes nulos para a RBP 

TcZC3H31 (Alcantara et al. 2018). Nesse trabalho, Alcantara e colaboradores 

obtiveram êxito no nocaute gênico dessa proteína e puderam observar que, embora 

os parasitos nocaute não apresentassem efeitos deletérios, a ausência dessa 

proteína inibiu por completo o processo de metaciclogênese (Alcantara et al. 2018). 

Apesar do sucesso no emprego dessa metodologia nesse trabalho, infelizmente, 

esse é o único relato até o momento da utilização dessa estratégia no estudo de 

RBPs em T. cruzi.  

Dessa forma, em prol da expansão dessa área de estudo em T. cruzi, novas 

metodologias são necessárias para superar os desafios encontrados nesse 

organismo e permitir que a caracterização funcional de genes, como os 

codificadores de RBPs, possa ser realizada a partir de estratégias de genética 

reversa com maior êxito.  

 

Utilização do sistema CRISPR/CAS9 para geração de nocautes em T. cruzi 

 

Diante desse cenário, a descoberta do sistema CRISPR/Cas9 emergiu como 

uma alternativa promissora às estratégias até então utilizadas em T. cruzi. 

Identificado originalmente a partir de mecanismos de defesa encontrado em 
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bactérias contra DNA exógenos, o sistema CRISPR/Cas9 logo foi adaptado como 

uma versátil e poderosa ferramenta de edição gênica (Jinek et al. 2012; Jinek et al. 

2013). 

Esse sistema é composto por uma endonuclease, Cas9, que forma um 

complexo com uma molécula híbrida de RNA, denominada de RNA guia (gRNA), o 

qual é direcionado até uma região específica do genoma e, na presença de um 

motivo PAM (Protospacer adjacent motif) realiza uma quebra de dupla fita no DNA. 

O gRNA é resultado do desenho e síntese de uma molécula de RNA que possui 

duas funções: (I) adotar uma conformação estrutural responsável pela formação do 

complexo com a endonuclease, Cas9; (II) direcionar a Cas9 até uma ou mais regiões 

específicas do genoma com base na complementariedade de bases. A adaptação 

desse sistema permitiu que essa molécula de RNA fosse programável para qualquer 

região do genoma, de modo que, basta sintetizá-la para que seja complementar à 

região desejada para definir essa região como alvo do sistema (Jinek et al. 2012). 

Outra característica interessante está relacionada ao fato de ser possível editar 

genes que apresente múltiplas cópias ou mesmo famílias multigênicas, uma vez 

que, ao utilizar gRNAs que reconheçam regiões conservadas, é viável editar mais 

de uma cópia/gene simultaneamente (Wang et al. 2016).  

A partir da quebra de dupla fita no DNA, gerada pelos dois sítios catalíticos 

presentes na Cas9, a célula precisa imediatamente reparar a região clivada para 

manter suas atividades transcricionais e/ou de replicação. Nesse momento, é que a 

edição gênica ocorre, podendo ela ser direcionada ou não. Isso porque as células 

possuem mecanismos de reparo que podem depender de homologia ou não para 

acontecer. No caso de T. cruzi, por exemplo, trabalhos vêm evidenciando que, na 

ausência de um molde para o reparo, as quebras de dupla fita no DNA são 

reparadas por meio da junção das extremidades por microhomologia (MMEJ), o que 

acaba acarretando sempre em deleções de sequência, alteração no quadro de 

leitura dos genes e, consequentemente, promovendo a disrupção gênica (McVey et 

al. 2008; Peng et al. 2014).  
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Como esse sistema depende de poucos elementos para promover alterações 

no DNA e é capaz de promovê-las de maneira rápida, precisa e eficaz, logo tornou-

atraente aplicá-lo em organismos de difícil manipulação genética, como o caso do 

já mencionado T. cruzi. De fato, a partir da descoberta do sistema CRISPR/Cas9 

como ferramenta de edição gênica, logo esse sistema foi aplicado a diversos outros 

organismos, incluindo no T. cruzi (Peng et al. 2014; Lander et al. 2015). Sendo 

assim, tendo em vista o êxito no emprego da metodologia CRISPR/Cas9 nesses 

trabalhos pioneiros, a aplicação dessa ferramenta tornou-se extremamente 

oportuna para o estudo das RBPs em T. cruzi.  

 

As RBPsTcZC3H39, TcZC3H29 e TcZC3HTTP de T. cruzi 

 

Esse trabalho teve como objetivo aprofundar os estudos acerca das RBPs. 

TcZC3H39, TcZC3H29 e TcZC3HTTP. Essas proteínas foram objetos de estudos 

anteriores de nosso grupo, os quais avaliaram o perfil de expressão e localização 

delas ao longo do ciclo de vida desse parasita além de investigar os seus possíveis 

mRNAs alvos e proteínas parceiras (Alves 2010; Alves et al. 2014; Romagnoli 2016). 

A proteína TcZC3H39 é uma proteína citoplasmática e de expressão 

constitutiva que foi inicialmente identificada associada a mRNAs em complexos 

mRNPs. Análises dos perfis de sedimentação dessa proteína em parasitas em 

condições normais de cultivo ou em condições de estresse nutricional e, na 

presença/ausência de estabilizadores/dissociadores da maquinaria de tradução, 

demonstraram que essa proteína responde a essas situações de estresse 

(nutricional e/ou bloqueio da tradução), ampliando e modificando seu repertório de 

interações com os mRNAs, quando esses são liberados dos polissomos (Alves et 

al. 2014).  

O isolamento e sequenciamento dos mRNAs associados a TcZC3H39 

revelou 49 transcritos em epimastigotas nas condições normais de cultivo. Todavia, 

esse número quadruplicou durante o estresse nutricional, chegando a 199 mRNAs 
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identificados. Apesar dessa diferença expressiva, o dado mais impactante foi, no 

entanto, o fato dos transcritos associados a essa proteína durante o estresse 

nutricional serem distintos dos encontrados nas condições normais de cultivo e 

apresentarem uma menor estabilidade nessa situação. Essa observação aponta 

para uma função dinâmica de TcZC3H39 em T. cruzi, em especial na modulação de 

mRNAs em resposta ao estresse (Alves et al. 2014). 

A partir dos resultados promissores obtidos para essa RBP, foram realizadas 

buscas por proteínas com o domínio dedo de zinco C3H no genoma de T. cruzi. 

Assim foram selecionados os genes que codificam para as proteínas TcZC3H29 e 

TcZC3HTTP, as quais venho estudando desde a minha iniciação científica. Essas 

duas RBPs citoplasmáticas são reguladas durante o ciclo de vida de T. cruzi, sendo 

encontradas expressas apenas em formas epimastigotas. Curiosamente, a versão 

fusionada à etiqueta FLAG dessas proteínas, embora tenha resultado num aumento 

de expressão significativo durante o processo de diferenciação, também não foi 

detectada no estágio tripomastigota metacíclico. Como essas fusões foram feitas a 

partir da clonagem apenas das respectivas CDS de TcZC3H29 e TcZC3HTTP em 

um plasmídeo de expressão, é sugestivo que existam mecanismos regulatórios 

modulando negativamente a expressão dessas proteínas, que sejam independentes 

de elementos presentes nas suas UTRs (Romagnoli 2016).  

Ainda, ensaios de imunoprecipitação seguida de extração e sequenciamento 

dos mRNAs associados a TcZC3H29 ou TcZC3HTTP em epimastigotas sob 

estresse nutricional ou não, revelou um número maior de transcritos na condição de 

estresse. Ao todo, foram identificados 260 e 296 mRNAs associados a TcZC3H29 

em epimastigotas não estressados e estressados nutricionalmente, 

respectivamente. Embora a maioria dos transcritos identificados estejam anotados 

como proteínas hipotéticas (> 55%), as análises de GO (gene ontology) e a 

comparação entre mRNAs encontrados nas duas situações revelou que essas 

populações eram completamente distintas. De fato, do total de mRNAs enriquecidos 

identificados, apenas 16 transcritos foram comuns às duas condições analisadas 

(Romagnoli 2016).  
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Para TcZC3HTTP, 150 mRNAs foram identificados como enriquecidos em 

epimastigotas e 156 nos parasitos submetidos ao estresse nutricional. Ao contrário 

do que foi observado para TcZC3H29, houve uma grande sobreposição dos mRNAs 

nas duas condições, de modo que, do total, 110 transcritos foram identificados 

compartilhados. Dos mRNAs encontrados, 44,6 % codificam para proteínas 

ribossomais em epimastigotas, ao passo que esse percentual sobe para 60,8 % em 

epimastigotas nutricionalmente estressados (Romagnoli 2016).  

A partir dessas informações, considera-se que as proteínas TcZC3H29 e 

TcZC3HTTP, assim como foi demonstrado para TcZC3H39, sejam relevantes na 

regulação da expressão gênica de T. cruzi e que, portanto, estudos que visem 

compreender melhor de que forma elas colaboram nessa rede regulatória e quais 

seus mecanismos de atuação, são de grande interesse.  

Diante desse cenário apresentado, o presente trabalho teve como finalidade 

utilizar a ferramenta de edição gênica, CRISPR/Cas9, para investigar a função 

dessas três RBPs em T. cruzi. A abordagem para alcançar esse objetivo consistiu 

em utilizar essa poderosa ferramenta para gerar parasitos nocaute para essas RBPs 

e avaliar os efeitos da ausência dessas proteínas na biologia desse protozoário e, 

principalmente, na modulação de seus respectivos alvos. A partir do emprego dessa 

metodologia foi possível não só aprofundar os conhecimentos acerca dessas 

proteínas regulatórios, mas também estabelecer uma nova abordagem que permita 

avançarmos na compreensão das RBPs no contexto da regulação da expressão 

gênica de T. cruzi.  

 

 

  



26 
 

OBJETIVO GERAL 

 Elucidar o papel das proteínas com domínio dedo de zinco C3H TcZC3H39, 

TcZC3H29 e TcZC3HTTP na regulação da expressão gênica do Trypanosoma cruzi. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS/METAS 

1. Utilizar o sistema CRISPR/Cas9 para gerar parasitas nocautes dos genes que 

codificam as proteínas TcZC3H39, TcZC3H29 e TcZC3HTTP. 

  

2. Caracterizar os parasitas nocaute 

 2.1. Analisar os fenótipos dos mutantes nulos; 

  2.1.1. Verificar mudanças morfológicas por microscopia óptica e 

eletrônica de varredura e transmissão; 

  2.1.2. Avaliar alterações no ciclo celular e viabilidade das células por 

citometria de fluxo; 

 2.2. Analisar a expressão dos mRNAs nos parasitos nocaute; 

  2.2.1. Investigar a expressão dos transcritos alvos das proteínas 

TcZC3H39, TcZC3H29 e ZC3HTTP; 

  2.2.2. Correlacionar alterações na expressão dos mRNAs com os 

fenótipos observados para cada nocaute;  
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INTRODUÇÃO AOS CAPÍTULOS 

 

 Os resultados obtidos ao longo do desenvolvimento dessa tese foram 

divididos em dois capítulos. A escrita e a divisão desses capítulos foram feitas com 

o intuito de melhorar a compreensão dos resultados alcançados, de modo que, cada 

capítulo contém uma pequena parte introdutória ao conteúdo abordado, os 

resultados correspondentes dispostos em formato de artigo e uma discussão.  

 

O capítulo 1 aborda os resultados referentes a utilização e ao aprimoramento 

da ferramenta molecular, CRISPR/Cas9, na geração de nocautes gênicos em 

Trypanosoma cruzi. Nessa seção, está descrito como foi feita a padronização da 

técnica, quais foram os problemas encontrados durante sua implementação e como 

a solução para esses desafios culminou em uma adaptação às estratégias até então 

existentes, resultando em uma melhoria da aplicação desse sistema para geração 

de nocaute nesse parasito. 

 

O capítulo 2 traz uma revisão atualizada das RBPs caracterizadas em T. 

cruzi e aborda a utilização da técnica de edição gênica, CRISPR/Cas9, na geração 

de parasitos nocaute como estratégia de aprofundar os conhecimentos acerca do 

papel dessas proteínas na regulação da expressão gênica desse protozoário. Nesse 

capítulo também constam os achados relacionados ao nocaute gênico das RBPs 

TcZC3H39, TcZC3H29 e TcZC3HTTP, objetos de estudo dessa tese.  
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CAPÍTULO 1. 

 

 

 

 

 

 

 

Padronização e aprimoramento da técnica CRISPR/Cas9 para edição gênica 

em Trypanosoma cruzi. 
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No início do desenvolvimento dessa tese, haviam dois artigos científicos 

publicados utilizando o sistema de edição gênica CRISPR/Cas9 para o nocaute 

gênico em T. cruzi (Peng et al. 2014; Lander et al. 2015). Esses dois trabalhos foram 

pioneiros em propor e estabelecer estratégias para utilização desse sistema nesse 

parasito e, embora o princípio da técnica tenha sido o mesmo, as estratégias 

propostas por esses dois grupos divergem metodologicamente.  

A estratégia proposta por Peng e colaboradores consiste em obter uma 

população expressando constitutivamente a endonuclease SpCas9 (Streptococcus 

pyogenes Cas9) fusionada a etiqueta FLAG e, a partir dessa população, eletroporar 

esses parasitas transfectantes com as moléculas de RNA guia 
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, as quais são previamente geradas por transcrição in vitro (Peng et al. 2014). 

Dessa forma, os autores afirmam que é possível observar num curto prazo (dois 

dias após a transfecção com os RNAs guia) as consequências do nocaute gênico.  

A metodologia descrita por Lander e colaboradores tem como base a 

transfecção dos parasitos com vetores em que foram clonadas as sequências do 

gene que codifica para a proteína SpCas9 e da sequência referente ao RNA guia. 

Essas sequências foram clonadas tanto num mesmo plasmídeo (estratégia de 

apenas um vetor) ou em plasmídeos separados (estratégia de dois vetores) (Lander 

et al. 2015). Por essa abordagem, os autores demonstraram o aumento no sucesso 

da edição gênica ao conseguir clonar a população transfectante expressando a 

enzima SpCas9 e o gRNA, simultaneamente. 

Apesar do sucesso demonstrado por ambos os trabalhos científicos na 

utilização do sistema CRISPR/Cas9 em T. cruzi, o fato do trabalho desenvolvido por 

Peng e colaboradores ter sido publicado 6 meses antes em relação ao de Lander e 

colaboradores fez com que, no início do desenvolvimento dessa tese, essa tenha 

sido a metodologia escolhida para ser aplicada nesse trabalho. Por conta disso, 
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foram desenhados os oligonucleotídeos necessários para a síntese dos gRNAs e 

obtido o vetor contendo o gene da endonuclease Cas9 fusionada a etiqueta FLAG.  

Com o intuito de padronizar essa técnica e utilizá-la para o nocaute gênico 

dos genes alvos desse trabalho, TcZC3H39, TcZC3H29 e TcZC3HTTP, iniciou-se o 

estabelecimento desse protocolo. Os parasitos foram transfectados com o 

plasmídeo pTREX-b-NLS-hSpCas9 (Peng et al. 2014) e selecionados, o RNA guia 

produzido por transcrição in vitro e a transfecção da população SpCas9-FLAG com 

os guias feita. No entanto, mesmo após algumas tentativas, não foi possível 

reproduzir os dados publicados pelos autores quanto a edição do gene repórter 

(GFP), nesse sistema. Ao investigar as possíveis razões desse insucesso, verificou-

se que: a proteína SpCas9-FLAG apresentava um padrão de degradação em 

ensaios de imunodetecção por western blot; a endonuclease não estava presente 

no núcleo conforme constatado por imunofluorescência indireta, e também foi 

incapaz de nocautear o gene repórter GFP na presença de RNAs guia específicos 

para este gene (dados não mostrados).  

Diante desse cenário, cogitou-se testar a abordagem proposta por Lander e 

colaboradores uma vez que o plasmídeo contendo a SpCas9-GFP estava disponível 

em nosso instituto. No entanto, para a aplicação dessa estratégia, seria necessário 

sintetizar novos oligonucleotídeos para realizar a clonagem das sequências 

referentes aos gRNAs no mesmo plasmídeo (estratégia de um vetor), o que, embora 

fosse viável, inevitavelmente, demandaria tempo e recursos extras. Foi nesse 

momento então que, após nossa avaliação crítica quanto a utilização de ambas as 

metodologias e de suas respectivas vantagens e desvantagens, levantou-se a 

possibilidade de hibridizar as duas abordagens de modo a combinar os pontos 

considerados fortes em cada uma.  

A metodologia envolvendo os dois procedimentos experimentais, consistuiu 

em utilizar os parasitos transfectados com o vetor Cas9/pTREX-n (Lander et al. 

2015), mas sem uma sequência de gRNA clonada. O intuito de utilizar o plasmídeo 

contendo apenas a SpCas9 fusionada à etiqueta GFP, era pela possibilidade de 

selecionar uma população enriquecida quanto a expressão da SpCas9 por meio, 
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tanto da marca de seleção presente no plasmídeo (resistência a neomicina), quanto 

por citometria de fluxo, a partir da fluorescência proveniente da fusão com a proteína 

GFP. Dessa forma, foi possível obter populações em que > 99.5% das células 

estivessem expressando a fusão SpCas9-GFP. É válido destacar que a associação 

da SpCas9 com a GFP nessas populações foi verificada através de ensaios de 

imunodetecção por western blot.  

Após a seleção dessa população SpCas9-GFP positiva, os parasitos foram 

submetidos a uma nova eletroporação, sendo transfectados com os gRNAs 

específicos para cada alvo. Esses gRNAs foram originados a partir da transcrição 

in vitro (seguindo a estratégia do trabalho de Peng) a partir de uma molécula de 

DNA, sintetizada previamente por PCR e utilizada como molde para a produção dos 

RNAs guia. Com essa proposta, descartou-se a necessidade de sintetizar novos 

oligonucleotídeos e, principalmente, solucionou-se algumas das desvantagens 

levantadas para ambas as estratégias descritas, as quais serão discutidas a seguir. 

Na estratégia de Peng e colaboradores, os autores relataram a toxicidade da 

Cas9 resultando no impacto negativo de sua expressão na proliferação dos 

parasitos. Nós acreditamos que o fato desse trabalho ter relatado efeitos tóxicos a 

partir da expressão SpCas9 e, ainda, dessa endonuclease estar fusionada a 

etiqueta FLAG, interferiu tanto na seleção de uma cultura homogênea que 

expressasse essa proteína, quanto na eficiência do sistema, haja visto que essas 

duas questões estão atreladas. Por outro lado, como a indução da quebra de dupla 

fita só ocorre após a transfecção dessa população expressando SpCas9 com os 

gRNAs, acredita-se que com essa estratégia seja viável investigar os fenótipos logo 

após a transfecção, isto é, sem a necessidade de previamente ter que clonar ou 

selecionar a população. Por essa razão, considerou-se que essa abordagem 

permitia a análise da disrupção de genes potencialmente essenciais para o parasito.    

Já para a estratégia descrita por Lander e colaboradores, a fusão da SpCas9 

com a GFP facilita a seleção e o enriquecimento de uma população expressando a 

endonuclease. No entanto, o fato da sequência do gRNA também ser clonada no 

plasmídeo SpCas9/pTREX-n pode ser tanto positivo quanto negativo, dependendo 
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da situação. O aspecto positivo é termos todos os componentes necessários para a 

promoção da edição gênica em um único plasmídeo (estratégia de um vetor), 

bastando apenas um evento de transfecção para realizar o nocaute gênico de um 

determinado gene. No entanto, como aspecto negativo, para a construção desse 

plasmídeo, é necessário clonar cada sequência de gRNA individualmente, o que, 

inevitavelmente, demanda um investimento maior de tempo em etapas de 

clonagem. Outro ponto a ser considerado é que a população selvagem transfectada 

com esse plasmídeo Cas9/pTREX-n, contendo também a sequência do gRNA, 

precisa ser selecionada e/ou enriquecida para avaliação/obtenção dos parasitas 

nocaute. Embora essas questões levantadas não sejam impeditivas no estudo de 

genes não essenciais para o parasito, essas duas necessidades tornam-se 

limitações em casos onde o gene alvo apresente algum fenótipo que afete 

negativamente a proliferação do parasita ou mesmo seja um gene essencial. Isso 

porque, o processo de seleção e obtenção das populações clonais leva ao menos 

quinze dias de cultivo e, nesse período, as células nocauteadas poderiam morrer 

como consequência da disrupção do gene alvo, e esse efeito ser mascarado pelo 

próprio processo de seleção em si, o qual é realizado através do uso de marcadores 

de seleção. Como, nessa abordagem, a população originalmente transfectada é 

selvagem, os parasitos que tiverem seus genes potencialmente essenciais 

nocauteados irão morrer juntamente com as células que, por ventura, não 

receberam o plasmídeo contendo o sistema de edição. Por essa razão, a utilização 

dessa estratégia seria inviável na seleção dos parasitos nocauteados e na própria 

determinação do fenótipo deletério 

Com base nas vantagens e desvantagens dessas duas abordagens, a 

estratégia híbrida foi elaborada e executada. A partir dela foram obtidos resultados 

consistentes e reprodutíveis quanto ao funcionamento do sistema CRISPR/Cas9. 

Como prova de conceito da atividade de edição gênica da SpCas9, os parasitos 

expressando essa endonuclease foram transfectados com RNA guias específicos 

para o gene que codifica para a proteína GFP, presente no próprio plasmídeo 

Cas9/pTREX-n. Após a transfecção observou-se uma redução no sinal de GFP nas 

células já nas primeiras 24 h, sendo que, no terceiro dia, mais de 95 % dos parasitos 
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foram encontrados apresentando sinais de fluorescência de GFP equivalentes ao 

dos parasitos selvagem, o que foi interpretado consequência direta do sucesso na 

edição desse gene) (Romagnoli et al. 2018). Esse dado revela a alta eficiência dessa 

abordagem uma vez que: essa significativa redução ocorreu a nível populacional já 

nas primeiras 24h; não houve a necessidade de etapas de clonagem e/ou seleção 

dos parasitos; a proporção de células editadas atingiu percentuais superiores (> 95 

%) ao que foi relato por Peng e colaboradores (entre 50 e 60 % para GFP) (Peng et 

al. 2014).  

Uma vez passada por essa primeira prova de conceito, foi incluída na 

validação dessa nossa metodologia proposta o nocaute gênico de genes endógenos 

de T. cruzi. Foram escolhidos inicialmente genes que haviam sido editados e 

descritos em publicações anteriores, como o caso dos genes da α-tubulina (Peng et 

al. 2014), e da GP72 (Lander et al. 2015), a qual também já teve seu fenótipo 

mutante analisado por outras metodologias de nocaute envolvendo recombinação 

homóloga de cassetes contendo marcadores de seleção (Cooper et al. 1993). Além 

desses, foi escolhido ainda o gene da β-tubulina por ser um componente a priori 

essencial do citoesqueleto e que, até então, não haviam informações a respeito das 

consequências de sua ausência em T. cruzi. Após a utilização de gRNAs específicos 

para esses genes, os respectivos fenótipos encontrados corroboraram com os 

descritos na literatura para o nocaute de α-tubulina e GP72. As alterações inéditas 

visualizadas para β-tubulina também corresponderam às expectativas, tendo em 

vista a relação de β-tubulina e α-tubulina no contexto celular.  

Outro ponto avaliado com relação a padronização dessa abordagem foi a 

quantidade de gRNA necessária para obter sucesso no nocaute gênico e a 

possibilidade de se utilizar tampões de eletroporação alternativos àquele 

comercialmente disponível, sem perder eficiência do processo. A razão pela qual 

surgiu interesse nessa questão fundamentou-se no alto custo envolvido com a 

utilização dos kits comerciais, tanto para a geração dos RNAs guia quanto para 

transfecção dos parasitos. Foram testadas diferentes concentrações de gRNA (de 

7.5 µg a 75 µg) e diferentes tampões para avaliar a possibilidade de redução de 

custo dessa abordagem sem haver prejuízo na eficiência do método. Os dados 



36 
 

encontrados apontaram para a viabilidade na redução da dependência de kits 

comerciais e, consequentemente, dos custos financeiros para utilizar essa técnica.  

O conjunto dos resultados mostrou que a estratégia híbrida proposta tornou 

a aplicação da ferramenta CRISPR/Cas9 em T. cruzi mais rápida, prática e eficiente. 

Os dados obtidos foram compilados em um artigo científico publicado na revista 

Acta Tropica (fator de impacto 2,629 / Qualis B1 na área CB-I).  
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MATERIAL SUPLEMENTAR – CAPÍTULO 1  

 

Improvements in the CRISPR/Cas9 system for high efficiency gene 

disruption in Trypanosoma cruzi 

Bruno A. A. Romagnoli1,+, Gisele F. A. Picchi2,+, Priscila M. Hiraiwa3, +, Beatriz S. 

Borges4, Lysangela R. Alves1,*  and Samuel Goldenberg1,* 

 

Supplementary Figure 1. CRISPR/Cas9 system presented the same efficiency using 
different quantities of sgRNA. Cas9-GFP parasites were transfected with 7.5 µg or 75 µg of 
sgRNA targeting GFP and the GFP fluorescence signal was assessed from days 1 to 5 post-
transfection by flow cytometry.  
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Supplementary Figure 2. Evaluation of GFP fluorescence and cell viability after 
transfection with homemade buffers. Cas9-GFP parasites were transfected with 7.5 µg or 
75 µg of sgRNA targeting GFP. GFP fluorescence signal and cell viability was assessed 
simultaneously by flow cytometry. As negative control (Ctrl), Cas9-GFP population was 
transfected with Amaxa electroporation buffer in the absence of sgRNA. dpt: days post-
transfection. Q1: undamaged cells without GFP disruption. Q2 and Q3: damaged cells. Q4: 
undamaged cell with GFP disruption. 
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Supplementary Figure 3. Homemade Tb-BSF buffer shows high efficiency in GFP 
disruption and high cell survival rates. Parasites expressing Cas9-GFP were transfected 
with 7.5 µg of sgRNA targeting GFP using different electroporation buffers. As negative 
control (Ctrl), Cas9-GFP population was transfected with Amaxa electroporation buffer 
in the absence of sgRNA. Bars represent the average of 10,000 events analyzed. dpt: 
days post-transfection. 

 

Supplementary Table 1. sgRNA targeting sequences and primers used in this 
work 

sgRNA/Primer targeted gene sgRNA targeting 
sequence (PAM 
underlined) 

eGFP sgRNA31 eGFP GGTGGTGCAGATGAACTTCAG
GG 

α-tubulin sgRNA1 α-tubulin GTGCTGGGAGCTGTTCTGTCT
GG β-tubulin sgRNA β-tubulin GTTGTTGCCGACAAAGGTGAG
TT 

GP72 sgRNA2 GP72 GTGCGTTTGGTGAACAAATCG
TT GFP_F GFP GTGAGCAAGGGCGAGGAG 

GFP_R GFP AGCTCGTCCATGCCGAGAG 

TCDM_11529_F TCDM_11529 ATGACACAGATCATCACTGAG
AAT 
 

TCDM_11529_R TCDM_11529 TTACCATTCCACATCCTGTACA 
 GP72_F1 GP72 TGGTTCGCTTGGCAATGATG 

GP72_R3 GP72 GGTTGTGGCTCCCTGCATAT 

GP72_F4 GP72 ATGTTTTCAAAAAGGACGTCG
C GP72_RsgRNA GP72 CGGTGAAAATGCCGGATTTG 
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Supplementary Table 2. Electroporation buffers  

ID Buffer Composition 

Amaxa 
Amaxa Human T Cell Nucleofector® Kit - Catalog # VPA – 1002 (Lonza, 
Basel, Switzerland) 

Tb-BSF 5 mM KCl, 0.15 mM CaCl2, 90 mM Na2HPO4, 50 mM HEPES, pH 7.3  

Cytomix 
120 mM KCl, 0.15 mM CaCl2, 2 mM EDTA, 10 mM K2HPO4/KH2PO4, 25 mM 
HEPES, 5 mM MgCl2 

Opti-MEM 
Opti-MEM® I Reduced Serum Medium – Catalog # 31985062 (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, EUA) 

Tc-buffer 140 mM NaCl, 0.74 mM Na2HPO4, 25 mM HEPES, pH 7.5 

 

1. Peng, D., Kurup, S. P., Yao, P. Y., Minning, T. A. & Tarleton, R. L. 
CRISPR-Cas9-Mediated Single-Gene and Gene Family Disruption in 
Trypanosoma cruzi. MBio 6, 1–11 (2015). 

2. Lander, N., Li, Z.-H., Niyogi, S. & Docampo, R. CRISPR/Cas9-Induced 
Disruption of Paraflagellar Rod Protein 1 and 2 Genes in Trypanosoma 
cruzi Reveals Their Role in Flagellar Attachment. MBio 6, e01012-15- 
(2015). 
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DISCUSSÃO – CAPITULO 1 

 

A manipulação genética em T. cruzi sempre foi considerado um grande 

desafio a ser superado, em especial se tratando do nocaute gênico. A 

metodologia classicamente designada para deleção de genes nesse parasito 

consiste na utilização de cassetes com marcadores de seleção para 

recombinação homóloga. Essa abordagem clássica de genética reversa além de 

demandar um alto consumo de tempo e esforços para sua execução, ainda 

apresenta um baixo percentual de sucesso (Clayton 1999; Xu et al. 2009; Peng 

et al. 2014).  

Diante desse cenário, o surgimento do sistema CRISPR/Cas9 como 

ferramenta de edição gênica (Jinek et al. 2012), além de despertar o interesse 

da comunidade científica como um todo, tornou-se extremamente atraente para 

os grupos que buscam modificar os genes de T. cruzi. O princípio de que esse 

sistema pode, em tese, ser aplicado a qualquer tipo celular, logo fez com que 

grupos buscassem implementar essa técnica nesse parasito. No ano de 2015, 

dois grupos pioneiros relataram o sucesso obtido no nocaute gênico em T. cruzi 

através da ação da endonuclease SpCas9 (Peng et al. 2014; Lander et al. 2015).  

Os autores alcançaram esse objetivo com a utilização de duas 

metodologias propostas, cada qual com suas vantagens e desvantagens. No 

decorrer do desenvolvimento desse trabalho e na tentativa de estabelecer um 

protocolo para realização de edição gênica por CRISPR/Cas9, nos deparamos 

com a possibilidade de adaptar uma nova estratégia para implementação desse 

sistema. A estratégia híbrida desenvolvida, embora não seja uma revolução 

metodológica, fornece uma melhor perspectiva na aplicabilidade dessa 

ferramenta, sobretudo quanto a eficiência de nocaute observada e no tempo 

necessário para sua execução e análise.  

Um ponto de destaque, o qual é compartilhado da metodologia 

desenvolvida por Peng e colaboradores (Peng et al. 2014), é a possibilidade de 

análise de fenótipos de genes essenciais, uma vez que a indução do sistema de 

edição ocorre após a eletroporação dos gRNAs nos parasitos SpCas9-GFP. No 

entanto, ao contrário do encontrado por esses autores, nós não observamos 
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efeitos tóxicos nas células expressando SpCas9-GFP (Romagnoli et al. 2018). 

Dessa forma, num sistema no qual essa endonuclease não parece interferir 

negativamente nos processos, têm-se uma maior segurança de que, em 

situações nas quais o nocaute de um determinado gene promove alterações 

fenotípicas deletérias os efeitos oriundos da ação da SpCas9-GFP sejam 

específicos da disrupção de seu alvo e não decorrentes de uma ação 

inespecífica da própria endonuclease. Todavia, é importante ressaltar que 

apenas com o sequenciamento e análise do genoma desses parasitos 

expressando a SpCas9 será possível confirmar a inexistência de efeitos 

secundários oriundos desse sistema. Infelizmente, os elevados custos 

relacionados a esse procedimento inviabilizam sua execução.  

A fusão de SpCas9 com GFP é outra grande vantagem advinda da 

estratégia publicada por Lander e colaboradores (Lander et al. 2015). A seleção 

e manutenção de uma população que expressa a enzima fusionada à GFP é de 

extrema facilidade, tanto por citometria de fluxo quanto por microscopia de 

fluorescência direta. No entanto, cabe ressaltar duas questões relacionadas à 

população SpCas9-GFP e que foram observadas neste trabalho.  

Primeiramente, após a seleção/enriquecimento dos parasitos SpCas9-

GFP, observou-se que essa população se mantém positiva para a expressão da 

endonuclease fluorescente na ausência do marcador de seleção (o antibiótico 

análogo à neomicina, G418). Essa manutenção da expressão foi constatada 

mesmo após dez passagens sem a presença da droga (dados não mostrados). 

A partir dessa informação, acredita-se que as sequências codificadoras de 

SpCas9 e de GFP tenham sido integradas no genoma desses parasitos. Um 

dado que suporta essa hipótese é o fato das sequências dos genes de SpCas9 

e de GFP estarem no vetor Cas9/pTREX-n (Lander et al. 2015) (Addgene 

Plasmid #68708). Esse plasmídeo foi construído a partir do vetor pTREX 

(Vazquez et al. 1999), o qual possui capacidade de integrar-se ao genoma no 

locus ribosomal (Lorenzi et al. 2003). Nós não checamos se, realmente, houve 

essa integração, mas diante do exposto é muito provável que sim.  

Outra questão relevante foi com relação ao surgimento de uma 

subpopulação, dentro da população SpCas9-GFP, cuja fluorescência de GFP 

era maior do que a população original (dados não mostrados). Conforme o 
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número de passagens das células expressando Cas9-GFP aumentava verificou-

se que após a décima quinta passagem, parasitos apresentando níveis 

fluorescência para GFP dez vezes acima do restante da população, que se 

manteve GFP positiva. Esse aumento na ordem de uma grandeza foi verificado 

por citometria de fluxo e, através da mesma técnica e com o intuito de investigar 

o surgimento dessa população, esses parasitos foram separados por single cell 

sorting, cultivados separadamente da população original e a atividade da 

SpCas9 foi analisada para efeito de comparação entre essas duas populações 

SpCas9-GFP positivas.  

A medição da atividade dessas duas populações foi feita a partir da 

transfecção de gRNA contra GFP e posterior análise por citometria de fluxo. 

Curiosamente a subpopulação isolada cuja expressão de SpCas9-GFP era dez 

vezes maior foi incapaz de reduzir os níveis de GFP, enquanto que a população 

expressando níveis “normais” da endonuclease reproduziu a alta eficiência 

descrita anteriormente (dados não mostrados). Esse experimento, indicou, 

portanto, que, nas células que apresentavam essa maior expressão da SpCas9, 

o sistema não estava ativo. A razão dessa inatividade ainda é desconhecida, no 

entanto, nós especulamos que a elevação de uma ordem de grandeza nos níveis 

de Cas9-GFP nesses parasitos pudesse resultar numa maior dispersão dessa 

endonuclease por toda a célula. Isso significaria que haveria uma concentração 

significativa de SpCas9 capaz de se associar com as moléculas de gRNA no 

citoplasma da célula ao em vez do núcleo, e, embora essa endonuclease 

apresente sinais de endereçamento nuclear, o acesso do complexo ao DNA 

poderia ser dificultado. Contudo, se essa hipótese fosse verdadeira, teria sido 

observado ao menos uma atividade parcial da endonuclease, o que não ocorreu. 

Fato é que, apesar da falta de dados adicionais acerca do porquê surgiu 

essa subpopulação não funcional, por segurança, foram tomadas duas medidas 

para precaver a presença da mesma. Primeiramente, realizou-se o constante 

monitoramento e seleção da população funcional de SpCas9-GFP por citometria 

de fluxo para averiguar a presença dessa subpopulação. Ainda, optou-se por 

utilizar as culturas SpCas9-GFP positivas por até no máximo dez passagens, 

sendo necessário descongelar novas alíquotas dessas culturas sempre que 
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necessário. Tomadas essas precauções. foi possível manter a estratégia 

desenvolvida nesse trabalho de maneira eficiente e reprodutível.  

No geral, quanto a perspectiva de aplicação desse sistema para a edição 

gênica em T. cruzi é preciso levar em conta que o sistema ainda apresenta 

algumas limitações e carece de melhorias, principalmente, para o estudo de 

genes essenciais. Isso porque, muito embora a metodologia desenvolvida nesse 

trabalho permita analisar os fenótipos desses genes, mesmo que num curto 

espaço de tempo, ainda assim existem desvantagens como: (I) o fato do período 

de análise das culturas ser próximo com o evento da transfecção, podendo haver 

interferência nos resultados; (II) o fato das análises serem feitas em uma 

população de células na qual não há garantia de que todos parasitos irão receber 

o(s) gRNA(s); (III) a dependência da alta eficiência da transfecção, bem como 

dos gRNAs utilizados, para compensar o fato de se analisar uma população de 

células . O cuidado na seleção e produção dos gRNAs e a utilização dos devidos 

controles nas transfecções conseguem minimizar essas questões, todavia.  

A solução ideal para essas desvantagens, no entanto, seria a 

implementação de um sistema de controle de expressão induzido da SpCas9 

e/ou do gRNA, de modo que a cultura pudesse ser selecionada, clonada e então 

o sistema fosse induzido. Com essa abordagem seria possível confirmar 

possíveis efeitos deletérios resultantes da edição gênica minimizando ou mesmo 

anulando as desvantagens mencionadas acima.  
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CAPÍTULO 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O papel das proteínas dedo de zinco TcZC3H39, TcZC3H29 e TcZC3HTTP 

no metabolismo de RNA do Trypanosoma cruzi. 
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Após a implementação e o aprimoramento da ferramenta de edição 

gênica, CRISPR/Cas9, a próxima etapa para o desenvolvimento dessa tese foi 

utilizar esse sistema para gerar parasitas nocaute para os genes que codificam 

as RBPs com domínio dedo de zinco C3H TcZC3H39, TcZC3H29 e TcZC3HTTP 

em T. cruzi. Conforme mencionado anteriormente, essas proteínas foram objetos 

de estudos anteriores de nosso grupo, os quais as apontaram como 

interessantes alvos para estudos mais aprofundados (Alves 2010; Alves et al. 

2014; Romagnoli 2016).  

Apropriando-se dessa ideia, o presente trabalho teve como objetivo 

principal aprofundar os conhecimentos acerca do papel das RBPs TcZC3H39, 

TcZC3H29 e TcZC3HTTP na regulação da expressão gênica de T. cruzi. A partir 

da utilização do sistema CRISPR/Cas9, foi feita a edição gênica dos genes que 

codificam para essas RBPs e avaliadas as alterações fenotípicas relacionadas. 

A proposta inicial do projeto de tese era investigar os efeitos dos nocautes de 

TcZC3H39, TcZC3H29 ou TcZC3HTTP na biologia de T. cruzi, sobretudo, na 

regulação dos transcritos associados a essas proteínas. Contudo, os primeiros 

ensaios de transfecção com os gRNAs específicos para os genes tczc3h39, 

tczc3h29 e tczc3htttp resultaram no aparecimento de parasitos com drásticas 

alterações morfológicas, no ciclo celular e, ao que tudo indicava, inviáveis. Várias 

tentativas de isolar/selecionar esses parasitos fenotipicamente alterados foram 

realizadas por diluição seriada ou citometria de fluxo (single cell sorting ou 

mesmo enriquecimento), mas sem sucesso. As alterações observadas foram 

reproduzidas com diferentes gRNAs para cada gene e, embora os fenótipos 

fossem similares, essas alterações eram distinguíveis entre os nocautes pra 

RBPs diferentes.  

Ao longo do desenvolvimento desse trabalho, dúvidas surgiram quanto a 

especificidade dos fenótipos obtidos. Todavia, através de análises de western 

blot, observou-se que as proteínas TcZC3H29 e TcZC3HTTP não estavam 

sendo detectadas nas populações transfectadas com os gRNAs específicos 

contra seus respectivos genes. Apesar dessa evidência, não havia sido possível 

confirmar as alterações a nível de DNA dessas populações, aparentemente, 

nocautes pra TcZC3H29 ou TcZC3HTTP. Nesse momento, viu-se a necessidade 
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de modificar a estratégia de nocaute que estava sendo utilizada desde então (a 

qual foi descrita no capítulo anterior).  

Incorporou-se então, a utilização de oligonucleotídeos simples fita de DNA 

(DNA donor), contendo braços de homologia às regiões flanqueadoras da 

quebra de dupla fita (gerada pelo complexo SpCas9-gRNA) e uma sequência de 

17 nt com um sítio de restrição e stop códons em três fases de leitura diferentes, 

para direcionar o reparo dos parasitos editados. A partir dessa alteração 

metodológica, foi possível confirmar que a edição mediada pela SpCas9 estava, 

de fato, ocorrendo nos genes correspondentes às RBPs.  

Os dados obtidos nesse trabalho, referentes aos nocautes de TcZC3H39, 

TcZC3H29 eTcZC3HTTP, foram aceitos para publicação na revista Frontiers in 

Cellular and Infection Microbiology (fator de impacto 3,518 / Qualis A1 na área 

CB-I) na forma de uma revisão mais detalhada das RBPs e uma prova de 

conceito visando utilizar o sistema CRISPR/Cas9 para nocautear e estudar as 

RBPs em T. cruzi.  
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MATERIAL SUPLEMENTAR – CAPÍTULO 2 

 

RNA binding proteins and gene expression regulation in 
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Supplementary Figure 1. Targeting TcZC3HTTP affects cell division 
coordination. After 3 days post transfection with gRNAs targeting TcZC3HTTP, 
parasites at final stages of cell division were seen with two flagella at each end.  
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Supplementary Figure 2. Cell cycle impairment in cultures transfected with 

gRNAs targeting tczc3h39, tczc3h29 or tcz3http. Cas9-GFP expressing parasites 
were transfected with guide RNAs targeting TcZC3H39, TcZC3H29 or TcZC3HTTP 
encoding genes and had their DNA content assessed by flow cytometry. Graphs show 
percentage of total cells (y axis) by the amount of DNA (x axis) at each day (columns) in 
comparison to the wild-type population (black dotted). Each row presents data obtained 
from one gRNA as two different guides were used to edit each ZFP target gene.  
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Supplementary Figure 3. Cell cycle and morphology of transfected control 

cultures. Cas9-GFP expressing (Cas9-GFP) and wild-type parasites (WT) were 
visualized by light microscopy (upper lane) and scanning electron microscopy (bottom 
lane) after transfection with PBS (instead of gRNAs). The nucleus (n) and kinetoplast (k) 
are indicated. Bar: 10 µm (light microscopy) and 2 µm (SEM). Cell cycle analysis 
revealed that transfected Cas9-GFP expressing parasites (without gRNAs) had no 
impact on their cell cycle during the whole experiment (from day 1 to 5 after transfection) 
Graphs show percentage of total cells (y axis) by the amount of DNA (x axis) in each day 
(columns) in comparison to the wild-type population (black dotted).  

 

 
Supplementary Figure 4. TcZC3H29 and TcZC3HTTP knockout confirmation 

after transfection with specific gRNAs. Western blot assay to confirm target genes 
disruption. Populations were transfected with a specific gRNA to TcZC3H29 or 
TcZC3HTTP (gRNA ZFPs) or a non-guide RNA control (RNA ctrl) and, in the third day 
posttransfection, parasites were harvested and protein content extracted. Polyclonal 
antibodies against TcZC3H29 (1:500) or TcZC3HTTP (1:1000) were used for protein 
detection. In both lanes the amount of protein extract applied corresponded to 2 x 107 
parasites. The TcAKR protein was used as an input control.  
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Supplementary Figure 5. Band intensity quantification to measure % of DNA donor 
incorporation. Digested and undigested bands were identified and quantified using the 
ImageJ software v1.52a. The intensities of each lane (digested or undigested PCR 
product from a transfected culture) were calculated based on the overall intensity for that 
lane (digested + undigested signal) and then individual signals were calculated 
proportionally (% are expressed above each corresponding bar). Graphs were plotted 
with the Graphpad Prism 7 software.  

 
 

 
Supplementary Figure 6. Comparison of knockout phenotypes frequencies in 
populations transfected with specific gRNAs targeting TcZC3H39, TcZC3H29 or 
TcZC3HTTP with (+) or without (-) the related DNA donor. Three days post 
transfection parasites were harvested, washed, fixed with 4% paraformaldehyde in PBS 
and added to poly-L-lysine-coated slides. For phenotype quantification, images were 
taken from distinct fields and parasites were classified according their morphology. At 
least a hundred parasites were counted in each condition (with or without the DNA 
donor). Graphs were plotted and data analyzed with the Graphpad Prism 7 software. 
Statistical analysis was performed using 2way ANOVA and Tukey’s multiple 
comparisons test. N=2; * p<0.05; ** p<0.01; ns – not significant). 
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DISCUSSÃO – CAPÍTULO 2 

 

Nas últimas décadas, as RBPs assumiram uma posição de destaque na 

investigação científica em virtude de seu papel funcional nos mecanismos 

regulatórios pós-transcricionais dos seres vivos. Diversos estudos, tanto em 

procariotos como eucariotos, têm consolidado esse grupo de proteínas como 

fundamental na regulação da expressão gênica (Gerstberger et al. 2014; Kafasla 

et al. 2014; Van Assche et al. 2015; Holmqvist et al. 2018). No caso dos 

tripanossomatideos, a participação dessas proteínas na coordenação do destino 

dos mRNAs é de suma importância para os processos adaptativos desses 

organismos. Não coincidentemente, diversas RBPs já caracterizadas 

apresentaram-se envolvidas em processos de diferenciação celular nos 

tripanossomatideos (Hendriks et al. 2001; Kolev et al. 2012; Wurst et al. 2012; 

Jha et al. 2015; Alcantara et al. 2018; Romaniuk et al. 2018). 

Grande parte do conhecimento a respeito dessas RBPs é proveniente de 

estudos envolvendo ensaios de silenciamento gênico pela maquinaria de RNA 

de interferência (RNAi), em T. brucei (Archer et al., 2009; Das et al., 2012; Droll 

et al., 2013; Estévez, 2008; Levy et al., 2015; Ling et al., 2011; Subota et al., 

2011; Wurst et al., 2012). De acordo com o que foi visto em T. cruzi e algumas 

espécies do gênero Leishmania, essa maquinaria não é funcional por ser 

incompleta (Robinson et al. 2003; Darocha et al. 2004; Duncan et al. 2017). Além 

disso, para essas espécies, as técnicas existentes de genética reversa além de 

laboriosas também apresentam baixa eficiência , sem contar o fato que muitos 

dos genes em T. cruzi apresentam várias cópias (Xu et al. 2009). Essas 

dificuldades contribuíram para um cenário onde os avanços nos estudos das 

RBPs em T. cruzi não conseguiram acompanhar os progressos feitos em T. 

brucei. Nesse contexto, o estabelecimento de um sistema como o CRISPR/Cas9 

para edição gênica e geração de nocautes em T. cruzi é extremamente oportuno 

e abre novas perspectivas nos estudos voltados aos mecanismos de regulação 

da expressão gênica.  

Essa tese tinha como objetivo investigar a contribuição das proteínas 

TcZC3H39, TcZC3H29 e TcZC3HTTP no contexto regulatório da expressão dos 
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genes de T. cruzi. Dados obtidos anteriormente já apontavam a relevância 

dessas proteínas no parasito. Contudo, a real contribuição nessa rede 

regulatória envolvendo os mRNAs e proteínas com as quais elas 

(potencialmente) se associam, permanece desconhecida. Por essa razão, a 

proposta desse trabalho foi utilizar a ferramenta CRISPR/Cas9 para gerar 

parasitos mutantes nulos dos genes que codificam essas proteínas, de modo a 

avaliar as alterações fenotípicas associadas a um contexto em que elas 

estiverem ausentes.  

O desenvolvimento dessa etapa da tese teve início a partir da utilização 

da metodologia de edição gênica adaptada (capítulo 1) e do desenho dos RNAs 

guias para os genes alvo. Como desconhecia-se quais seriam os efeitos 

oriundos da ausência dessas proteínas e, sabendo que os RNAs guia podem 

apresentar diferentes eficiências (Sander et al. 2014), optou-se por utilizar no 

mínimo três diferentes gRNAs para cada gene.  

Após a transfecção com os gRNAs específicos para os genes tczc3h39, 

tczc3h29 e tczc3http, as populações transfectadas apresentaram alterações 

significativas no ciclo celular e na morfologia (Figuras 3 e 4).  

Nos parasitos que tiveram como alvo a TcZC3H39 observou-se um 

fenótipo aberrante caracterizado pelo aumento no tamanho celular, em particular 

na região posterior e alteração no número e formato dos flagelos (Figura 3A). 

Quando o alvo foi TcZC3H29, as células apresentaram um maior volume celular 

e a presença de flagelos com menor espessura e maior comprimento (Figure 

3B).  

Esses fenótipos observados nas populações que tiveram como alvo 

TcZC3H39 e TcZC3H29 se assemelham ao descrito na literatura como “nozzle” 

(Hendriks et al. 2001) em T. brucei. A morfologia que descreve esse fenótipo, o 

qual tem como característica a elongação da região posterior da célula via 

extensão dos microtúbulos, já foi observada no silenciamento de diversas RBPs 

em T. brucei (Hendriks et al. 2001; Hendriks et al. 2005; Paterou et al. 2006; 

Subota et al. 2011; Levy et al. 2015). Além disso, para muitas dessas proteínas 

foi visto uma correlação entre o fenótipo “nozzle” e a alteração do ciclo celular, 

como no caso das proteínas TbZFP2, TbZFP3, ALBA3/4 e TbRRM1 (Hendriks 
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et al. 2001; Paterou et al. 2006; Subota et al. 2011; Levy et al. 2015). Esse 

paralelo entre o fenótipo “nozzle” e o ciclo celular também foi observado em T. 

brucei no silenciamento da ciclina CYC2 (Hammarton et al. 2004). No entanto, 

nesse caso os parasitos morfologicamente alterados permaneciam bloqueados 

de forma irreversível no estágio G1 do ciclo celular nas formas procíclicas 

(Hammarton et al. 2004). Importante destacar que, até o momento, não foram 

encontrados trabalhos relatando esse fenótipo “nozzle” em T. cruzi, muito menos 

correlacionando esse tipo de alteração morfológica com efeitos de parada do 

ciclo celular mediante a disrupção de proteínas com domínio dedo de zinco C3H.  

As células transfectadas com gRNAs específicos para TcZC3HTTP 

também demonstraram modificações morfológicas expressivas (Figura 3C). 

Além do aumento de tamanho observado em relação às células controle, os 

parasitos apresentaram uma ramificação da região posterior com a presença de 

múltiplos flagelos associados. Conforme visualizado por citometria de fluxo, 

essas células estão acumuladas entre as fases G2/M e pós G2 (Figura 4C), logo 

era esperado que nesse estágio do ciclo celular esses parasitos apresentassem 

ao menos dois núcleos, dois cinetoplastos e dois flagelos (2N2K2F) (Elias et al. 

2007; Alcantara et al. 2017). No entanto, ao analisar a ultraestrutura dessas 

células observamos que essas possuem apenas um núcleo, um cinetoplasto e 

um número variável de até cinco flagelos (1N1KXF) (Apêndice 1).  

Um ensaio de dupla marcação de DNA e dos flagelos com DAPI e o 

anticorpo α-TcFCaBP, respectivamente, corroborou com essas evidências 

(Apêndice 2). Importante salientar que, considerando a fase de desenvolvimento 

dos flagelos adicionais, era esperado encontrar ao menos duas bolsas 

flagelares. Isso porque, no parasito selvagem, conforme ocorre a formação do 

segundo flagelo, a bolsa flagelar divide-se em duas, de modo que fiquem os 

flagelos “antigo” e “novo” cada um em uma bolsa flagelar (Alcantara et al. 2017). 

Durante a divisão celular em T. cruzi, no final do processo de citocinese, 

as duas células em processo de formação ficam com as regiões posteriores 

opostas e a somatória de núcleos, cinetoplastos e flagelos é 2N2K2F (Alcantara 

et al. 2017). Conforme visto no nocaute de TcZC3HTTP, ao final da etapa de 

citocinese, os parasitos mantiveram o número de flagelos alterados durante o 

processo de divisão celular (Figura suplementar 1). Diferente do que ocorre nas 
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células selvagens, ao final da citocinese os parasitos foram encontrados 

portando 2N2K4F (Apêndice 2). Com base nisso, acredita-se que o processo de 

formação dos flagelos perdeu a sincronia com os eventos de divisão do núcleo 

e do cinetoplasto nessas células.  

Apesar dessas células aberrantes terem sido visualizadas em estágios 

avançados da divisão celular, não foi possível identificar se esse processo 

chegou a ser finalizado. Como, até então, não havia sido possível cultivar os 

parasitos morfologicamente alterados (tanto para TcZC3HTTP quanto para 

TcZC3H29 e TcZC3H39), acreditava-se que esses fenótipos acarretavam na 

morte desses parasitos. De fato, da análise da viabilidade das populações que 

tiveram TcZC3HTTP como alvo, foi observada uma grande porcentagem de 

células com um comprometimento da integridade da membrana. As 

porcentagens de células positivas para iodeto de propídeo (PI +) nas populações 

transfectadas chegaram a ultrapassar 50 % após a transfecção (Apêndice 3). 

Com isso, os dados apontavam que a seleção desses parasitos fosse inviável 

mediante o comprometimento da viabilidade dessas células. Contudo, os 

mecanismos envolvidos na morte dessas células permanecem a ser 

investigados.  

Conforme mencionado, a transfecção com gRNAs contra as RBPs 

TcZC3H39, TcZC3H29 e TcZC3HTTP resultou em significativas alterações no 

ciclo celular. De maneira similar, o fenótipo decorrente da disrupção dos três 

genes alvo foi um acúmulo de células em fase G2/M do ciclo celular. Para 

TcZC3H39, essa alteração iniciou-se de maneira tímida no primeiro dia após a 

eletroporação e pronunciou-se a partir do dia dois até o último dia analisado 

(Figura 4A). As populações, que tiveram TcZC3H29 como alvo, apresentaram o 

acúmulo significativo de parasitos em G2/M apenas nas 48 h e 72 h que 

sucederam a transfecção com os gRNAs (Figura 4B). É válido destacar que os 

três RNAs guias utilizados contra TcZC3H29 demonstraram a mesma cinética 

no aumento de parasitos nesse estágio do ciclo celular.  

Já a disrupção do gene que codifica para TcZC3HTTP apresentou um 

perfil de alteração distinto, sendo observado um grande número de parasitos 

portando uma quantidade de DNA superior ao esperado para uma célula em 

estágio G2/M (Figura 4C). Na figura 4, o eixo x no gráfico representa unidades 
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arbitrárias, mas está ajustado de tal forma que, no ponto 50K se encontram as 

células em G1, entre 50 e 100K estão as células em processo de síntese (S), e 

em 100K os parasitas em G2/M. Utilizando esses pontos como referência, é 

possível ver que as populações transfectadas com os gRNAs específicos para 

TcZC3HTTP são compostas por células que se situam entre 100 e 150K.  

Os genes tczc3h39, tczc3h29 e tczc3http, ao serem alvos do sistema 

CRISPR/Cas9, causaram um acúmulo de células nos estágios de G2/M do ciclo 

celular. Curiosamente, esse fenômeno é distinto daquele observado para o 

nocaute do gene que codifica α-tubulina, utilizada como controle positivo de 

alteração no ciclo celular (Romagnoli et al. 2018). Os parasitos nocauteados para 

esse componente do citoesqueleto chegaram a apresentar até o quádruplo de 

DNA (~200K) em relação a uma célula em G1 (50K). Esse dado corrobora a 

observação em T. brucei onde os autores relataram o surgimento de células 4N 

após o silenciamento gênico de α-tubulina (Ngo et al. 1998); os autores 

correlacionam a presença dessas células 4N com o bloqueio na etapa de 

citocinese dessas células (Ngo et al. 1998). Assim, podemos hipotetizar que o 

nocaute dos genes que codificam para as proteínas TcZC3H39, TcZC3H29 e 

TcZC3HTTP também possam estar influenciando o evento da divisão celular.  

Nós nos perguntamos se seria possível atribuir esse impacto no ciclo 

celular como sendo uma consequência da ação do próprio sistema 

CRISPR/Cas9. Isso porque a disrupção gênica mediada por esse sistema ocorre 

a partir da quebra de dupla fita. Esse ataque ao DNA poderia vir a desencadear 

respostas celulares envolvidas no reparo da sequência danificada, as quais, por 

sua vez, promoveriam o bloqueio do ciclo celular na fase G2/M (Branzei et al. 

2008). Conforme visto no tratamento com camptothecina (inibidor da 

topoisomerase I de T. cruzi), danificar o DNA acarreta na parada do ciclo celular 

e, caso a célula não consiga ter sucesso no reparo, pode resultar na perda da 

viabilidade celular (Zuma et al. 2014). Embora a origem do dano ao DNA não 

seja necessariamente a mesma quando comparados os mecanismos de ação 

do sistema CRISPR/Cas9 com a da droga camptothecina, a resposta celular 

associada poderia ser comum entre esses dois casos.  

No entanto, se essa hipótese de que os efeitos observados nesse trabalho 

são consequência da ação da Cas9 e não gene específicos estiver correta, teria 
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que ser observado exatamente o mesmo fenótipo para todas as populações 

transfectadas com os gRNAs para as diferentes RBPs. Como foram encontradas 

diferenças consistentes entre os fenótipos para cada gene, acreditamos que 

essas alterações estejam ocorrendo de fato devido a edição gênica de 

TcZC3H39, TcZC3H29 e TcZC3HTTP.  

Há relatos na literatura demonstrando a associação de RBPs com o ciclo 

celular em T. brucei. O silenciamento da proteína dedo de zinco TbZC3H11, por 

exemplo, promove a geração de parasitos multinucleados, alterando a relação 

G1/G2 do ciclo celular (Droll et al. 2013). Outro caso diz respeito a depleção da 

proteína TbPUF9 por RNAi, que também acarreta no aumento de células na fase 

G2/M e no surgimento de parasitos com poliploidia. Foi visto, ainda que essas 

alterações decorrem da desestabilização dos transcritos alvos de TbPUF9, 

quando essa proteína é depletada (Archer, V.D. Luu, et al. 2009). Esse fenômeno 

de interrupção do ciclo celular e acúmulo de parasitas no estágio G2/M também 

foi observado no silenciamento de TbRRM1. Além disso, os autores descrevem 

que a ausência dessa proteína desencadeia a morte celular por um processo 

similar a apoptose (Levy et al. 2015). Dessa forma, essas evidências suportam 

que os resultados obtidos quanto às alterações no ciclo celular não seriam 

decorrentes de alguma atividade inespecífica do sistema CRISPR/Cas9, uma 

vez que os achados para TbZC3H11, TbPUF9 e TbRRM1 provém do emprego 

da técnica de silenciamento por RNAi, a qual não envolve a edição de DNA/dano 

ao DNA.  

Somados esses dados de alterações no ciclo celular, mudanças 

morfológicas e comprometimento da viabilidade se relacionam e apontam a 

importância da manutenção dos níveis das proteínas TcZC3H39, TcZC3H29 e 

TcZC3HTTP para a homeostase de T. cruzi. Entretanto, evidentemente que essa 

importância não é restrita apenas a esses genes, uma vez que diversas outras 

RBPs, ao serem depletadas, acarretaram em modificações drásticas na biologia 

dos tripanossomas, desde a inibição do crescimento (Ling et al. 2011; Subota et 

al. 2011; Wurst et al. 2012; Levy et al. 2015), alterações na morfologia (Hendriks 

et al. 2001; Paterou et al. 2006; Subota et al. 2011; Levy et al. 2015), no ciclo 

celular (Archer et al. 2009; Subota et al. 2011; Levy et al. 2015) até o 

comprometimento da viabilidade celular (Wurst et al. 2012; Levy et al. 2015).  
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Durante o desenvolvimento dessa tese, foi publicado um trabalho 

demonstrando que, ao realizar a quebra de dupla fita com a Cas9 e, na ausência 

de um molde DNA para direcionamento do reparo, é possível que ocorra 

rearranjos no genoma decorrentes ação do reparo mediado por MMEJ. Segundo 

os autores, esses rearranjos podem ocasionar alterações na morfologia e 

viabilidade dos parasitos (Burle-Caldas et al. 2018). Supreendentemente, 

quando co-transfectaram uma molécula de DNA molde para promover o reparo 

por recombinação homóloga, os autores não observaram as alterações 

visualizadas anteriormente para o mesmo gRNA na ausência do DNA molde 

(Burle-Caldas et al. 2018). Entre as alterações visualizadas estava a presença 

de múltiplos flagelos em parasitos nocauteados para GP72, uma glicoproteína 

cujo nocaute resulta em células com o flagelo descolado. (Jesus et al. 1993; 

Lander et al. 2015; Romagnoli et al. 2018). 

 A disrupção gênica de TcZC3H29 e TcZC3HTTP em populações 

transfectadas com gRNAs contra seus respectivos genes foi confirmada por 

western blot, corroborando com a especificidade do sistema (Figura S4). 

Entretanto, o fato de não ter sido possível observar a edição propriamente dita 

na sequência desses genes, aliado ao relato reportado por Burle-Caldas e 

colaboradores, levantou a dúvida quanto à especificidade dos fenótipos 

observados no nocaute das RBPs. Embora o emprego da nossa metodologia de 

CRISPR/Cas9 para a GP72 não tenha gerado parasitos com outros fenótipos 

além do descolamento do flagelo, ainda sim, nós tivemos dificuldades para 

mostrar que esse gene havia sido editado. Nesse trabalho, a confirmação do 

nocaute de GP72 se deu através de um ensaio de PCR multiplex no qual, usando 

diferentes combinações de oligonucleotídeos inicializadores, não foi possível 

amplificar o gene gp72 (Romagnoli et al. 2018). 

Por essas razões, e com a intenção de confirmar a edição dos genes alvo 

a nível de DNA, optamos por testar a estratégia de promover o reparo dos genes 

tczc3h39, tczc3h29 e tczc3http por recombinação homóloga através da 

cotransfecção de oligonucleotídeos simples fita de DNA (DNA donor) juntamente 

com os gRNAs. A estratégia de utilizar esses oligonucleotídeos, bem como a 

forma como eles foram desenhados (com o sítio de restrição e os códons de 
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parada) foi inspirada em trabalhos prévios (Lander et al. 2015; Zhang et al. 2017; 

Burle-Caldas et al. 2018).  

A partir da cotransfecção dos gRNAs e de seus respectivos “DNA donor”, 

logo foi possível visualizar a incorporação do sítio de restrição da enzima BglII 

nas sequências dos genes alvos desse trabalho (Figura 5). Com base na 

quantificação das bandas dos fragmentos correspondentes aos produtos 

gênicos amplificados digeridos e não digeridos, foi possível ter uma estimativa 

do número de células que foram editadas. Essa porcentagem oscilou bastante 

entre as populações transfectadas com diferentes gRNAs para genes distintos, 

variando de 2 % a 48 % de produto digerido (Figura S5).  

Inesperadamente, no entanto, a incorporação dos DNA donors ao 

processo de transfecção resultou numa diminuição significativa, ao menos, para 

TcZC3H39 (p < 0,01) e TcZC3H29 (p < 0,05), na porcentagem de parasitas 

apresentando o fenótipo “nozzle” (Figura S6). A análise do ciclo celular dessas 

culturas, e das que tiveram TcZC3HTTP como alvo, também demonstrou que a 

presença dos oligonucleotídeos reduziu o número de células presentes na fase 

G2/M, quando comparado às culturas transfectadas apenas com os gRNAs 

(Dados não mostrados).  

Outro ponto importante, relacionado à cotransfecção dos “DNA donor”, foi 

o fato de ter sido possível obter clones contendo os genes tczc3h39, tczc3h29 

ou tczc3http editados nas populações que receberam os oligos para o reparo. 

Curiosamente, quando analisados, esses clones se mostraram ser hemi-

nocautes (Figura 5D). A imunodetecção por western blot nessas populações 

hemi-nocautes para TcZC3H29 ou TcZC3HTTP, demonstrou que essas 

proteínas ainda apresentavam níveis de expressão equivalentes aos dos 

parasitas selvagens ou da cultura transfectada com um RNA controle (Apêndice 

4). A falta de um antissoro contra TcZC3H39, no entanto, inviabilizou essa 

análise na cultura hemi-nocaute para essa proteína. 

A obtenção de populações hemi-nocautes obtidas para TcZC3H39, 

TcZC3H29 ou TcZC3HTTP foi totalmente inesperada, uma vez que a expectativa 

era que o sistema CRISPR/Cas9 fosse capaz de reconhecer e editar os dois 

alelos desses genes de cópia única. Uma explicação possível para a ocorrência 
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desses hemi-nocautes seria a existência de diferenças na sequência 

reconhecidas pelos gRNAs entre os alelos. No entanto, a probabilidade de que 

todas as regiões alvo escolhidas para os três genes apresentem algum tipo de 

polimorfismo é baixa. Ao buscar na literatura relatos da geração/seleção de 

clones com apenas um alelo editado pelo sistema CRISPR/Cas9, encontramos 

apenas o trabalho de Soares Medeiros e colaboradores que, coincidentemente 

ou não, também realizado em T. cruzi (Soares Medeiros et al. 2017). Nesse 

trabalho, os autores tentaram realizar o nocaute dos genes Galf e CRT, mas 

também encontraram apenas clones hemi-nocautes (Soares Medeiros et al. 

2017). 

Com base nisso, nós hipotetizamos que: (I) apenas os parasitos com os 

dois alelos editados apresentam fenótipos deletérios e, por isso, são 

selecionados negativamente; (II) o complexo SpCas9-gRNA pode estar tendo 

dificuldades em acessar os dois alelos, possivelmente por questões epigenéticas 

e/ou devido a interações de elementos de ligação ao DNA dos parasitos.  

Um estudo feito em células tronco embrionárias de camundongos, 

demonstrou que o imprinting genômico pode influenciar na interação/atividade 

da Cas9 dependendo do padrão de metilação e do nível de compactação da 

cromatina do local alvo (Kallimasioti-Pazi et al. 2018). No entanto, os autores 

viram que a inibição da atividade da Cas9 em regiões de heterocromatina estava 

relacionada a baixos níveis de expressão da endonuclease (Kallimasioti-Pazi et 

al. 2018). No nosso sistema de expressão constitutiva da SpCas9, certamente, 

o nível de expressão dessa proteína não deve ser considerado baixo. Entretanto, 

pouco se sabe sobre os padrões de metilação e sobre a existência/repertório de 

elementos ligados ao DNA em T. cruzi. Assim, é plausível que o surgimento 

dessas populações hemi-nocautes seja direcionado de alguma forma por 

mecanismos epigenéticos. 

Na tentativa de obter o nocaute do segundo alelo dos genes tczc3h39, 

tczc3h29 e tczc3http, esses clones foram submetidos a uma nova transfecção 

utilizando os mesmos gRNAs que editaram o primeiro alelo. A ideia consistiu no 

fato de que, como o alelo editado apresenta a sequência originalmente 

reconhecida pelo complexo Cas9-gRNA quebrada pela incorporação do “DNA 

donor”, apenas o alelo não editado poderia ser reconhecido. Após uma nova 
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etapa de transfecção e tentativas de selecionar/clonar as populações 

transfectadas, foi possível obter clones que apresentassem os dois alelos do 

gene tczc3http editados (Figura 6). Ainda estamos procurando por mutantes 

nulos para TcZC3H39 ou TcZC3H29.  

Os clones nocaute para TcZC3HTTP mostraram-se viáveis, embora 

apresentando uma menor taxa proliferativa em relação ao controle e aos clones 

hemi-nocautes (Apêndice 5 A e B). Interessante, as alterações fenotípicas 

descritas anteriormente não foram observadas nesses parasitos mutantes nulos. 

Aqui cabe destacar que os clones hemi-nocautes para as outras duas RBPs 

também apresentaram uma redução na proliferação quando comparado ao 

controle selvagem, sendo essa redução bastante significativa no caso da 

TcZC3H39 (Apêndice 5 C e D).  

 Essas informações avivam a discussão acerca da especificidade dos 

fenótipos, uma vez que o que havia sido identificado para TcZC3HTTP, agora 

com a confirmação do nocaute (pela ausência da proteína e pela edição dos dois 

alelos), não está mais sendo visto. A questão instigante é que, se esses fenótipos 

não são de alguma forma específicos dos genes editados, não teria sido possível 

distinguir as alterações observadas entre os genes, lembrando que elas foram 

reprodutíveis em transfecções independentes e para gRNAs distintos.  

 Diante desse cenário, é razoável supor que as alterações morfológicas, 

no ciclo celular e de viabilidade, que, ao que tudo indica estão interligadas, sejam 

específicas dos genes afetados. Todavia, não se pode excluir a hipótese que 

essas alterações não sejam consequência direta da ausência de suas 

respectivas proteínas, mas sim relacionadas ao contexto genômico em que seus 

genes se encontram. Como os genes estão presentes em cromossomos e 

grupos policistrônicos gênicos distintos, é possível que a interação e atividade 

do complexo SpCas9-gRNA nessas porções desencadeiem respostas similares, 

consequência de um mecanismo comum (quebra de dupla fita de DNA), mas 

distintas porque estarem relacionadas a contextos genômicos diferentes.  

Como forma de elucidar as hipóteses mencionadas acima, foram 

utilizados os clones nocaute para TcZC3HTTP obtidos a partir de gRNAs 

diferentes (gRNA 99 e gRNA 231). Essas populações clonais distintas foram 
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submetidas a uma nova transfecção, de maneira que, os clones gerados através 

do gRNA 99 fossem transfectados com o gRNA 231 e vice-versa. Para efeito de 

comparação, essas transfecções foram feitas tanto na presença quanto na 

ausência do “DNA donor”. Curiosamente, o que se observou foi que as 

populações, que já eram nocautes para TcZC3HTTP, apresentaram as 

alterações fenotípicas quanto à morfologia e ciclo celular descritas 

anteriormente, sendo que essa frequência fenotípica foi menor e não apresentou 

diferenças significativas em relação às transfecões somente do gRNA ou em 

associação com o respectivo “DNA donor” (Apêndice 6). Paralelamente a esse 

experimento, no terceiro dia a após a transfecção uma segunda rodada de 

eletroporação foi feita com os gRNAs 99 ou 231 e seus respectivos “DNA donors” 

nas população nocaute para TcZC3HTTP, resultando no aparecimento de 

células com uma maior quantidade de DNA (> G2/M) em relação ao que foi 

observado ao controle (Apêndice 7). Esse resultado corrobora com a hipótese 

de que os efeitos na morfologia, ciclo celular e na viabilidade, possam estar 

atrelados a atuação do sistema CRISPR/Cas9 em contextos genômicos 

distintos. Todavia, mais informações são necessárias para confirmar/refutar essa 

possibilidade.  

Por outro lado, é possível que as alterações fenotípicas observadas sejam 

consequências de uma resposta “genérica”, a desregulação provocada pela 

modulação negativa dos níveis das proteínas TcZC3H39, TcZC3H29 ou 

TcZC3HTTP. Embora não tenham sido constadas alterações nos níveis de 

expressão de TcZC3H29 ou TcZC3HTTP nas populações hemi-nocautes, os 

clones para TcZC3H29 apresentaram uma redução da proliferação celular, 

assim como os parasitos nocaute para TcZC3HTTP. Vale ressaltar que 

alterações na taxa proliferativa, bem como no ciclo celular e/ou a presença do 

fenótipo “nozzle” já foram associadas a modulação negativa nos níveis de 

diferentes RBPs em T. brucei (Hendriks et al. 2001; Hammarton et al. 2004; 

Hendriks et al. 2005; Paterou et al. 2006; Archer, V.D. Luu, et al. 2009; Subota 

et al. 2011; Wurst et al. 2012; Droll et al. 2013; Levy et al. 2015).  

Em todo caso, por conta dos desafios e desvios de percurso atrelados a 

geração e análise das populações e clones hemi-nocautes e/ou nocautes, pouco 

acabou sendo explorado quanto a real pergunta biológica desse trabalho. A ideia 
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original era obter esses parasitos mutantes nulos como ferramenta para analisar 

o impacto na rede regulatória da expressão gênica. Todavia, os achados 

referentes às alterações fenotípicas do nocaute dos genes alvos, foram 

inesperados, interessantes, mas sobretudo, desafiadores quanto à sua 

interpretação. De maneira que a discussão a respeito desses esses efeitos 

serem diretos ou indiretos permanece aberta.  

Diante do exposto, os resultados obtidos nesse trabalho destacam a 

relevância do papel das RBPs TcZC3H39, TcZC3H29 e TcZC3HTTP na biologia 

de T. cruzi e reforçam a necessidade de se investigar o potencial dessas 

proteínas como elementos regulatórios nesse parasito. Ainda, a partir dos 

avanços feitos nessa tese na utilização e aperfeiçoamento do sistema 

CRISPR/Cas9 na geração de parasitos mutantes, acredito que será possível 

ampliar significativamente o conhecimento acerca das RBPs, de modo a 

podermos, finalmente, começar a mapear e montar a rede da regulação da 

expressão gênica em T. cruzi.  
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PERSPECTIVAS 

 

Ao longo do desenvolvimento dessa tese, os achados e o desafios 

encontrados, acabaram por alterar o rumo inicialmente proposto. Devido a isso, 

algumas questões e objetivos permaneceram em aberto ou pouco exploradas. 

Desse modo as perspectivas para o término desse trabalho e/ou continuação de 

trabalhos futuros são: 

- Obter e confirmar o nocaute de TcZC3H39 e TcZC3H29 a partir de uma 

nova transfecção com os gRNAs e os DNA donors correspondentes; 

- Analisar os respectivos transcritos alvos de TcZC3H39, TcZC3H29 e 

TcZC3HTTP quanto aos seus níveis de expressão relativa, estabilidade, 

expressão estágio-específica; 

- Avaliar os efeitos dos nocautes e hemi-nocautes dessas RBPs em 

processos de diferenciação (ex: metaciclogênese), infecção e situações de 

estresse (ex: nutricional, temperatura, pH);  

- Avaliar a composição ribonucleoproteica dos complexos aos quais 

TcZC3H39, TcZC3H29 e/ou TcZC3HTTP fazem parte nos parasitos nocaute; 

- Investigar a teoria do contexto genômico influenciando nos fenótipos 

observados na atividade do sistema CRISPR/Cas9; 

- Caracterizar fenotipicamente os clones nocaute para TcZC3HTTP (ex: 

morfologia, ciclo celular, motilidade, diferenciação, infecção) 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Essa tese de doutorado começou a ser desenvolvida em um cenário no 

qual o estudo das RBPs em T. cruzi apresentava limitações técnicas quanto ao 

emprego de metodologias de genética reversa, em especial, do nocaute gênico 

nesse parasito. A partir desse contexto e dos resultados alcançados ao longo 

desse trabalho, conclui-se que: 

- A partir de pequenas adaptações nas estratégias pré-existentes foi possível 

estabelecer uma metodologia de edição gênica por CRISPR/Cas9 com alta 

eficiência, reprodutível e que possibilita, mesmo que com limitações, o estudo de 

genes com fenótipos deletérios; 

- Com base nessa metodologia desenvolvida foi possível obter clones hemi-

nocautes para TcZC3H39 ou TcZC3H29 ou nocautes para TcZC3HTTP; 

- A obtenção de apenas clones hemi-nocautes para TcZC3H39 e TcZC3H29 

sugerem uma possível função essencial dessas proteínas, a qual, certamente, 

deve ser melhor investigada. 

- A disrupção gênica de TcZC3H39 e TcZC3H29 com os gRNAs específicos e 

na presença ou ausência do respectivos DNA donors resultou em parasitos 

apresentando o fenótipo “nozzle”. Essa foi a primeira vez que esse fenótipo é 

observado em T. cruzi. 

- Os dados obtidos a partir dos parasitos nocautes apontam para uma 

associação entre a morfologia, o ciclo celular e a viabilidade celular. Especula-

se que possa haver uma “resposta comum” atrelada a uma desregulação gerada 

pela ausência de elementos regulatórios, tais quais as RBPs estudadas; 
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APÊNDICE  

Apêndice 1. Análise ultraestrutural, por microscopia eletrônica de transmissão, 
das células após a transfecção. A parasito selvagem. B, C e D - parasitos 
transfectados com gRNAs contra TcZC3HTTP destacando a presença de vários flagelos 
numa mesma bolsa flagelar. 
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Apêndice 2. Imunolocalização de TcFCaBP nas células nocaute para TcZC3HTTP. 
Ensaio de imunofluorescência indireta para marcação flagelar. WT – selvagem; KO 
TcZC3HTTP – parasitos transfectados com gRNAs contra TcZC3HTTP; DAPI – 
marcação do DNA nuclear e mitocondrial com DAPI (4’, 6-diamidino-2-fenilindol, 
dihidrocloreto); TcFCaBP – marcação flagelar com anticorpo monoclonal α-TcFCaBP 
(1:1000); Ph – contraste de fase; Merge – sobreposição das imagens de uma mesma 
linha. A barra representa 10 µm. 
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Apêndice 3. Viabilidade dos parasitos após a transfecção com os gRNAs contra 
ZFPTTP. Análise da marcação com iodeto de propídeo (PI) após a transfecção dos 
parasitos por citometria de fluxo. No eixo y está representado a porcentagem de células 
positivas para PI para cada uma das populações transfectadas (eixo x). As cores da 
barra correspondem aos dias após a eletroporação em que o dado foi obtido. Para 
concepção do gráfico foi utilizado o programa GraphPad Prism versão 7.00 (GraphPad 
Software, La Jolla California USA.  
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Apêndice 4. Análise da expressão de TcZC3H29 nos parasitos hemi-nocautes 
transfectados. Ensaio de imunodetecção por western blot na população clonal hemi-
nocaute (confirmada por PCR seguida de digestão com BglII) para TcZC3H29. Essa 
população foi transfectada novamente com gRNA específico contra TcZC3H29 (gRNA 
217) ou com um com um RNA controle (Ctrl) e o extrato proteico obtido e analisado com 
anticorpos policlonais α-TcZC3H29 (1:500). A proteína TcAKR foi utilizada como 
normalizadora. 

 

 

Apêndice 5. Análise da proliferação celular por curva de crescimento das culturas 
clonais hemi-nocautes (h∆) e/ou nocautes (∆) das RBPs TcZC3H39, TcZC3H29 ou 
TcZC3HTTP. (A-B) Clones nocautes e hemi-nocautres para TcZC3HTTP obtidos a partir 
dos gRNAs 99 (A) e 231 (B). (C) Clones hemi-nocautes para TcZC3H29. (D) Clones 
hemi-nocautes para TcZC3H39. O gráfico demonstra o número de células por mL (eixo 
y) para cada um dos dias analisados (eixo x) após o mesmo inóculo inicial de 106 
parasitas / mL para cada cultura. Os dados plotados no gráfico são oriundos de uma 
triplicata técnica, sendo que ao menos dois clones foram analisados para o nocaute de 
TcZC3HTTP ou o hemi-nocaute de TcZC3H39 ou TcZC3H29. A significância estatística 
foi calculada a partir do método 2way-Anova e teste Tukey para múltiplas comparações. 
N=3; * p < 0,05; ** p < 0,01; **** p < 0,0001. A concepção do gráfico, bem como a análise 
estatística foi feita utilizando o programa GraphPad Prism versão 7.00 (GraphPad 
Software, La Jolla California USA). 
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Apêndice 6. Análise do ciclo celular das culturas nocautes para tczc3http 
transfectadas com outro gRNA contra esse gene. As populações clonais nocaute 
para TcZC3HTTP, geradas a partir da transfecção do gRNA 99 (∆(99)TcZC3HTTP) ou 
gRNA 231 (∆(231)TcZC3HTTP), foram transfectadas com o outro gRNA na 
presença/ausência do respectivo “DNA donor” e avaliadas ao longo de 5 dias após a 
transfecção (representados nas colunas de 1 a 5 dpt). Os gráficos trazem a 
porcentagem total do número de células (eixo y) em relação a quantidade de DNA 
presente (eixo x).  

 

 

Apêndice 7. Análise do efeito de uma segunda transfecção no ciclo celular das 
culturas nocautes para tczc3http transfectadas com outro gRNA contra esse gene. 
Inicialmente as populações nocaute para TcZC3HTTP (∆(99)TcZC3HTTP e 
∆(231)TcZC3HTTP) foram transfectadas com os gRNAs e respectivos “DNA donors” de 
modo que, as células nocauteadas com o gRNA 99 receberam o gRNA 231 e vice-versa. 
No terceiro dia após essa transfecção as células foram eletroporadas novamente com 
os mesmos gRNAs e “DNA donors”, e tiverem seu ciclo celular analisado por citometria 
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de fluxo. Os gráficos trazem a porcentagem total do número de células (eixo y) em 
relação a quantidade de DNA presente (eixo x).  

 

 


