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Expressao recombinante de histonas de Trypanosoma cruzi
para construcao de nucleossomos

ISSA, Matheus';: THIEMANN, Otavio!

matheus.issa@usp.br

Hnstituto de Fisica de Sio Carlos - USP

A Doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. ainda afeta milhdes de individuos
em todo o mundo. Trata-se de uma enfermidade que persiste sem vacinas e sem op¢des adequadas
de tratamento para sua fase cronica e a quimioterapia disponivel para a fase aguda é dificultada pela
limitada eficacia e efeitos colaterais graves. (1) Os processos pelos quais o parasita adquire infectividade
e sobrevive em diferentes hospedeiros envolvem a regulacdo da expressdo génica, principalmente a
nivel pés-transcricional. No entanto, a estrutura/organizacdo da cromatina dos tripanossomatideos é
semelhante a de outros eucariotos, incluindo variantes de histonas e modificacdes pds-traducionais.
Evidéncias recentes sugerem que mecanismos epigenéticos desempenham um papel fundamental na
biologia desses parasitas, apresentando uma abordagem promissora para o desenvolvimento direcionado
de novos medicamentos. (2) Para desvendar o funcionamento desses mecanismos, torna-se essencial
explorar a organiza¢do da cromatina, a estrutura atémica das histonas e de seu complexo, o nucleossomo.
Sendo assim, o presente estudo visa investigar a estrutura das histonas, produzidas por meio de técnicas
de expressdo recombinante, bem como do préprio complexo, utilizando técnicas de Crio-Microscopia
Eletronica (do inglés, Cryogenic Electron Microscopy. Cryo-EM). Além disso, busca-se estudar as
propriedades cinéticas e termodindmicas que regem a montagem do nucleossomo e sua interagdo com
o DNA. Para alcancar esses objetivos, tanto as histonas candnicas (H2A, H2B, H3 e H4) quanto as
histonas variantes (H2A.Z, H2B.V, H3.V e H4.V) est3o sendo expressas com o auxilio de constru¢des de
genes (nicos, bem como de policistrénicos, de modo a superar instabilidades no enovelamento natural
das proteinas. Os aspectos biofisicos da formacdo do complexo e sua interacdo com regides especificas
do genoma de T. cruziestdo sendo avaliados por meio de técnicas de anisotropia de fluorescéncia.
Investigacdes estruturais serdo conduzidas utilizando Cryo-EM, a fim de se obter o entendimento da
organizacdo e func¢do dos nucleossomos em T. cruzi. Os resultados preliminares obtidos até o momento
destacam a importancia de estudos adicionais para construir o conhecimento necessario sobre a regulacdo
génica de T. cruzi. estabelecendo, assim, as bases para o desenvolvimento futuro de medicamentos e
terapias inovadoras para o combate efetivo da Doenca de Chagas.
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