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Determinacao da estrutura atébmica do nucleossomo de
Trypanosoma cruzi
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Matheus!
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Hnstituto de Fisica de Sdo Carlos - USP; 2Instituto Butantan

A Doenca de Chagas ainda afeta milhdes de pessoas globalmente, sem opcdes eficazes nem de vacinas
nem de tratamentos para sua fase cronica. (1) A sobrevivéncia e infeccdo do Trypanosoma cruzi, o
parasita causador da doenca, estdo intimamente associados & regulacdo da expressdo génica em nivel
pos-transcricional. Evidéncias recentes destacam que os mecanismos genéticos possuem um papel crucial
na biologia deste parasita, configurando-se como uma promissora abordagem para o desenvolvimento de
novos farmacos. (2) A fim de decifrar propriamente os complexos funcionamentos desses mecanismos,
torna-se essencial explorar a organizagéo da cromatina, a estrutura atémica das histonas e, portanto,
dos nucleossomos. O presente estudo visa realizar uma investigacdo abrangente tanto da estrutura
de tais histonas, produzidas a partir de técnicas de expressio heteréloga recombinante, quanto dos
nucleossomos, via ensaios de Cristalografia e Crio-Microscopia Eletrénica (do inglés Cryogenic Electron
Microscopy, Cryo-EM). Adicionalmente, procura-se explorar as propriedades cinéticas e termodinadmicas
da montagem dos nucleossomos e, também, de sua interagdo com o DNA. Assim, as histonas canénicas
(H2A, H2B, H3 e H4) sdo expressas como corpos de inclusdo em cepas competentes de Escherichia
coli e solubilizadas via agentes desnaturantes. O préximo passo, entdo, é efetuar o reenovelamento
dessas proteinas para formar dimeros de H2A/H2B, bem como tetrameros de H3/H4. Apés rodadas de
purificacdo através de técnicas de cromatografia de exclusdo molecular, as proteinas puras sdo submetidas
a screenings de cristalizac3o e os cristais de proteinas gerados sdo difratados nas instalacdes do Centro
Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) em Campinas, SP. O nucleossomo &, ent3o,
montado a partir dos oligdmeros e do DNA apropriado. Com isso, os estudos estruturais sdo executados
utilizando ensaios de Cristalografia para o dimero, o tetrdmero e, também, o complexo octamérico, ao
passo que a técnica de Cryo-EM fornece um amplo entendimento da organizacio e funcionamento de tais
nucleossomos em T. cruzi. Os resultados obtidos até o presente momento ressaltam a importancia critica
de mais estudos no tema em questdo para que se possa adquirir o conhecimento necessario acerca da
regulacdo génica de T. cruzi, de modo a embasar o desenvolvimento de novos medicamentos inovativos
e eficazes contra a Doenga de Chagas.
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