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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma doenga parasitaria com ampla distribuicdo geogréafica em
areas tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil. Ndo ha vacinas disponiveis para o controle
da doenca e a quimioterapia é restrita a algumas drogas toxicas como 0s antimoniais
pentavalentes e a anfotericina B. Embora ndo aprovada para o tratamento da leishmaniose no
Brasil, a paromomicina tem sido usada no tratamento de leishmaniose visceral no Sul da Asia,
apresentando boa eficacia clinica. Estudos em outros organismos, demonstraram que as
proteinas da subfamilia ABC-F (ATP Binding Cassete) afetam a suscetibilidade a
paromomicina, como por exemplo, o fator de alongamento 3 (EF-3) envolvido no processo de
traducdo de Saccharomyces cerevisiae. A busca de homologos destas proteinas nas bases de
dados do genoma de Leishmania (Leishmania) amazonensis identificou trés genes no genoma
desta espécie: ABCF1 (LAMA_000042000.1), ABCF2 (LAMA_000297600.1) e ABCF3
(LAMA_000698500.1), assim como em outras espécies de Leishmania. Neste trabalho, foi
investigado o possivel envolvimento destas proteinas na suscetibilidade e resisténcia a
paromomicina, utilizando técnicas de genética molecular como superexpressdo e inativacdo
génica dos genes que codificam as proteinas ABCF de L. (L.) amazonensis. Uma vez
selecionadas as respectivas linhagens transgénicas, estas foram analisadas quanto ao fenétipo
de crescimento e foram testadas quanto a suscetibilidade a paromomicina in vitro nas formas
promastigotas. Verificou-se que as formas promastigotas das linhagens transgénicas nao
tiveram seu crescimento in vitro alterado de forma significativa em relacdo a linhagem
selvagem. No caso das linhagens superexpressororas dos genes ABCFs, apenas a linhagem
superexpressora do gene ABCF1 apresentou um valor de ECso de cerca de 1,7 vezes maior
que a linhagem selvagem, indicando que a superexpressdo deste gene confere resisténcia a
paromomicina. Foram geradas ainda linhagens knockout para os genes ABCFs. No entanto,
foi possivel apenas gerar mutantes nulos para o gene ABCF2 em L. (L.) amazonensis,
indicando que os genes ABCF1 e ABCF3 sdo essenciais para 0 parasito no estagio
promastigota. Os mutantes nulos para o gene ABCF2 apresentaram um valor de ECso que
correspondia a metade do valor de ECso da linhagem selvagem, sugerindo um possivel
envolvimento na suscetibilidade a paromomicina medidada pela proteina ABCF2. Os
resultados obtidos neste estudo contribuem para uma melhor compreensdo do papel das
proteinas ABCFs na resisténcia e suscetibilidade a paromomicina, além do possivel

envolvimento na biologia do parasito, como a infectividade in vitro em Leishmania.



ABSTRACT

Investigation of the role of the ABC proteins (subfamily F) in paromomycin

resistance in Leishmania amazonensis

Leishmaniasis is a parasitic disease with wide geographical distribution in tropical
and subtropical areas, including Brazil. There are no vaccines available to control the disease
and chemotherapy is restricted to some toxic drugs such as pentavalent antimonials and
amphotericin B. Although not approved for the treatment of leishmaniasis in Brazil,
paromomycin has been used in the treatment of visceral leishmaniasis in the South from Asia,
with good clinical efficacy. Studies in other organisms have shown that the proteins of the
subfamily ABC-F (ATP Binding Cassette) affect the susceptibility to paromomycin, such as,
for example, the elongation factor 3 (EF-3) involved in the translation process of
Saccharomyces cerevisiae. The search for homologues of these proteins in the databases of
the Leishmania (Leishmania) amazonensis genome identified three genes in the genome this
species: ABCF1 (LAMA_000042000.1), ABCF2 (LAMA _000297600.1) and ABCF3
(LAMA _000698500.1), as well as in other Leishmania species. In this work, the possible
involvement of these proteins in susceptibility and resistance to paromomycin was
investigated, using molecular genetic techniques such as overexpression and gene inactivation
of ABCFs genes of L. (L.) amazonensis. Once the respective transgenic lines were selected,
they were analyzed for growth phenotype and tested for susceptibility to paromomycin in
vitro in promastigote forms. It was found that the promastigote forms of the transgenic lines
did not have their in vitro growth altered significantly in relation to the wild-type. In the case
of the overexpressing lines of the ABCFs genes, only the overexpressing line of the ABCF1
gene showed an ECso value of about 1.7 times greater than the wild-type, indicating that
overexpression of this gene confers resistance to paromomycin. Knockout lines were also
generated for the ABCFs genes. However, it was only possible to generate null mutants for the
ABCF2 gene in L. (L.) amazonensis, indicating that the ABCF1 and ABCF3 genes are
essential for the parasite in the promastigote stage. The null mutants for the ABCF2 gene
showed an ECso value that corresponded to half the ECso value of the wild-type strain,
suggesting a possible involvement in the susceptibility to paromomycin due to the ABCF2
protein. The results obtained in this study contribute to a better understanding of the role of
ABCFs proteins in resistance and susceptibility to paromomycin, and the possible

involvement in the biology of the parasite, such as in vitro infectivity in Leishmania.
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1. Introducéo

1.1. Leishmanioses

A leishmaniose é uma doenca parasitaria com ampla distribuicdo geografica no
Brasil e no mundo, ocorrendo principalmente em areas tropicais e subtropicais. Esta
parasitose é causada por protozoarios flagelados pertencentes ao género Leishmania, que sdo
transmitidos através da picada de insetos hematdfagos conhecidos como flebotomineos,
infectados com o parasito (Burza, Croft et al. 2018). Existem cerca de 20 espécies de
Leishmania capazes de causar doenca no homem e que se dividem em dois subgéneros:
Leishmania e Viannia (Pace 2014). A transmissdo das leishmanioses se da por insetos
flebotomineos que pertencem ao género Phlebotomus na Africa, Asia e Europa e aos géneros
Lutzomyia e Psychodopygus nas Américas (Ready 2013). No Brasil, os flebotomineos séo
conhecidos popularmente como mosquito-palha, birigui, tatuira, dentre outros, dependendo da
regido (Uliana 2012). Os adultos voam pequenas distancias, sendo mais ativos no comecgo e
no fim do dia. Apenas as fémeas transmitem a leishmaniose, ja que apenas elas se alimentam
de sangue do hospedeiro mamifero (Ready 2013, Pace 2014).

As leishmanioses sdo endémicas em 98 paises, com cerca de 350 milhGes de
pessoas sob risco de adquirir a doenca e um niamero médio de 1,3 milh&o de novos casos por
ano (Alvar, Velez et al. 2012, Burza, Croft et al. 2018). A doenca pode adotar varias formas
no homem que védo desde lesdes cutaneas e mucocutaneas até uma forma visceral severa que
afeta 6rgdos como figado, baco e medula dssea (Pace 2014). Existem basicamente duas
formas clinicas de leishmaniose: a visceral e a tegumentar. Esta Gltima pode se apresentar em
quatro formas distintas: cutanea localizada, cutanea disseminada, mucocutanea ou cutanea
difusa (Reithinger, Dujardin et al. 2007). A ocorréncia de leishmaniose tegumentar no Brasil
tem se expandido geografica e numericamente, com um aumento do numero de casos em
areas urbanas e periurbanas (Oliveira, Lacerda et al. 2004). No Brasil, L. (Viannia)
braziliensis é a espécie de maior prevaléncia com ampla distribuicdo geogréafica no territorio
nacional. Esta espécie estd relacionada a quadros clinicos cutaneos localizados, a
leishmaniose disseminada e a forma mucosa que infecta e destrdi os tecidos da mucosa
nasofaringea em até 10% dos pacientes (Reithinger, Dujardin et al. 2007). Embora em menor
frequéncia, também ocorrem infeccbes por L. (L.) amazonensis, associada a quadros de
leishmaniose cuténea localizada e cutdnea difusa, esta Gltima refratéria aos tratamentos

disponiveis até o momento, aléem de L. (V.) guyanensis associada a quadros cutaneos
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localizados de dificil tratamento. Estudos recentes tém reportado também um aumento do
namero de casos de infeccdo por outras espécies do parasito, como L. (V.) naiffi na regido
Amazonica, cujas infecches cutdneas ndo apresentam cura espontanea e a resposta ao

tratamento nem sempre é satisfatoria (Fagundes-Silva, Romero et al. 2015).

1.2. Género Leishmania

O género Leishmania, constituido por protozoarios tripanossomatideos
pertencentes a ordem Kinetoplastida, abrange mais de 20 espécies que causam doenca em
humanos (Uliana 2012). Leishmania spp. séo classificadas em dois subgéneros com base nas
diferencas nos locais de desenvolvimento do parasita no intestino do flebotomineo:
Leishmania, no intestino médio e anterior ou Viannia no intestino posterior e mas
posteriormente ocorre a migracdo dos parasitas para o intestino médio e anterior (Lainson and
Shaw 1987). Espécies do subgénero Leishmania sdo encontradas na América, Europa, Asia e
Africa, e as espécies do subgénero Viannia, sio endémicas apenas nas Américas (Pace 2014).

Esses protozoarios, assim como 0s outros tripanossomatideos, possuem um Gnico
flagelo, possuem organelas que s@o comuns a outras células eucarioticas e também outras
organelas que sdo restritas a esse grupo. As organelas exclusivas desse grupo sao:
acidocalcissomos, glicossomos e cinetoplasto (KDNA) (Uliana 2012). Os glicossomos, sao
peroxissomos especializados, contém seis enzimas envolvidas na parte inicial da via
glicolitica e duas enzimas do metabolismo do glicerol (Opperdoes and Michels 1993).
Também estdo envolvidos na gliconeogénese, producdo de NADPH por meio das enzimas
glicose-6-fosfato desidrogenase, na recuperacdo de purina e metabolismo de fosfato (Maslov,
Opperdoes et al. 2019). Os acidocalcissomos servem como reservatério primario de célcio
(Ca?"), também sdo ricos em fosfato na forma de ortofosfato (Pi), pirofosfato (PPi) e
polifosfato (poliP). Também desempenham um papel na autofagia, resposta a mudancas no
pH e na osmorregulacdo do parasito (Docampo and Huang 2016, Maslov, Opperdoes et al.
2019).

Além do DNA genbmico, estes protozoarios também possuem o DNA
mitocondrial ou cinetoplasto que contém uma grande quantidade de DNA extracelular,
organizado em duas classes de DNAs circulares: 0s minicirculos e os maxicirculos (Maslov,
Opperdoes et al. 2019).
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1.2.1. Genética de Leishmania spp.

Os genomas de Leishmania spp. possuem de 34 a 36 pares de cromossomos
lineares, dependendo da espécie (Real, Vidal et al. 2013, Maslov, Opperdoes et al. 2019). Os
genes ndo possuem introns e nem promotores e a transcricdo dos genes ocorre de forma
policistrénica, assim como em outros tripanossomatideos. Dessa forma, os genes de uma
mesma fita de DNA sdo transcritos de uma s vez até que haja uma mudanca de orientagdo
dos genes (Maslov, Opperdoes et al. 2019). Os longos transcritos sdo processados por trans-
splicing e poliadenilacdo, processo conjugado que ira processar 0 RNA mensageiro (RNAmM)
maduro (Michaeli 2011, Clayton 2019, Maslov, Opperdoes et al. 2019). Este processamento
dos RNAs ¢ realizado pelo spliciossomo que adicionara de forma simultanea uma sequéncia
chamada de sequéncia lider na regido 5’ e uma cauda de poliadenina (poli-A) na porgdo 3’ do
transcrito (Clayton 2019). Apds a maturagdo, 0s mesmos sao transportados para o citoplasma
para serem traduzidos. Os RNAmM que ndo possuem a estabilidade necessaria, sao

transportados para o nlcleo para serem degradados (Clayton 2016).

1.3. Ciclo biologico

As especies de Leishmania spp. possuem um ciclo biolégico heteroxénico no qual
apresentam duas formas distintas: promastigota e amastigota. As formas promastigotas
possuem corpo celular fusiforme e um dnico flagelo e sdo encontradas no tudo digestério de
insetos flebotomineos. As formas amastigotas sdo encontradas no interior de um
fagolisossomo das células do sistema fagocitico mononuclear, principalmente macréfagos do
hospedeiro mamifero. Na forma amastigota, as leishméanias séo intracelulares obrigatoérias,
com corpo celular esférico ou ovoide e que ndo possuem motilidade (Uliana 2012).

No tubo digestorio do hospedeiro invertebrado, os promastigotas se multiplicam
por divisdo binaria, utilizando nutrientes do contetdo intestinal do inseto, onde sdo ancorados
por moléculas de lipofosfoglicanos (LPG). Estes se diferenciam na forma promastigota
metaciclica que é infectante para o hospedeiro mamifero, migram para regido anterior do tubo
digestorio do inseto (Fig. 1), onde secretam uma substancia gelatinosa denominada
“promastigote secretory gel”. Esta substancia gera um bloqueio no tubo digestorio dos
flebotomineos infectados e os forca a regurgitar os parasitas durante o repasto sanguineo do
inseto (Bates 2018). Os promastigotas metaciclicos ao entrar no organismo do hospedeiro
mamifero sdo fagocitados pelas células do sistema fagocitico mononuclear, principalmente

por neutrofilos e macréfagos (Fig. 1). Estas células internalizam os parasitos quando 0s
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receptores de reconhecimento de padrdes do hospedeiro (PRRS) reconhecem os componentes
conservados da Leishmania, chamados de padr6es moleculares associados a pat6genos
(PAMPs) (Batista, Najera et al. 2020). Além desta forma de entrar na célula hospedeira, 0s
parasitos da espécie L. (L.) amazonensis também sdo capazes de entrar em células ndo
fagociticas, como fibroblastos, através de mecanismos dependente de Ca?* (Cavalcante-Costa,
Costa-Reginaldo et al. 2019, Batista, Najera et al. 2020).

Apoés a fagocitose, o parasito € abrigado em vactolos, chamado de “vactolos
parasitoforos” ou fagossomo, uma etapa preliminar essencial no desenvolvimento intracelular
destes parasitas. Os vacuolos parasitéforos atuam como filtros para nutrientes em detrimento
dos fatores de resposta imune da célula hospedeira, criando um nicho para a diferenciacdo
e/ou multiplicacdo do parasita (Batista, Najera et al. 2020). Os macrofagos recrutam
lisossomas e estes se fundem ao vacuolo parasitéforo, liberando substancias acidas ricas em
proteinas proteoliticas. O pH &cido e a mudanca de temperatura para 37°C, funcionam como
sinalizagdo para que os promastigotas se diferenciem em amastigotas, que irdo se multiplicar
até o rompimento da membrana macrofago, liberando-as e infectando novas células (Batista,
Najera et al. 2020) (Fig. 1). O flebotomineo fémea ao realizar um repasto sanguineo em um
hospedeiro infectado, ingere as células hospedeiras contendo as formas amastigotas que séo
infectivas para o vetor. Os amastigotas séo liberados no tudo digestorio do inseto e se

diferenciam em promastigotas, dando continuidade ao ciclo bioldgico (Fig. 1).
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Figura 1. Esquematizacdo do ciclo bioldgico de Leishmania spp.. Fonte: Esch e Petersen
(2013) (modificado).
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1.4. Inseto vetor

Os flebotomineos sdo dipteros da familia Psychodidae e pertencentes a subfamilia
Phlebotominae. Estes insetos sdo holometabolos, ou seja, seu ciclo de vida passa pelo estagio
de ovo, larva, pupa e adulto (Fig. 2). S&o insetos pequenos, com corpo recoberto por inimeras
cerdas e coloracdo castanho escuro (Killick-Kendrick 1999). As larvas destes insetos se
alimentam de material organico presente no solo e os adultos vivem em abrigos Umidos e
escuros e se alimentam de fontes naturais de acucar (Killick-Kendrick 1999, Uliana 2012).
Apenas as fémeas adultas sdo hematofagas, o sangue é necessario para o desenvolvimento dos
Seus ovos, e sdo consideradas o principal vetor natural do protozoario Leishmania (Ready
2013). Alguns flebotomineos se alimentam do sangue de varios hospedeiros, incluindo
canideos, roedores e marsupiais, enquanto outros se alimentam principalmente de sangue
humano (Steverding 2017).

Adulto Ovo Larva Pupa

Figura 2. Representacdo dos estagios de vida dos flebotomineos. Fonte: Uliana (2012).

Os flebotomineos estdo presentes principalmente em regides tropicais e
subtropicais da Asia, Africa, Australia, sudeste da Europa e nas Américas (Killick-Kendrick
1999). De aproximadamente 900 espécies de flebotomineos, aproximadamente 70 foram
implicadas na transmissao da leishmaniose (Ready 2013). Estas espécies pertencem ao género
Phlebotomus, encontrado na Asia, Europa e Africa e aos géneros Lutzomyia e Psychodopygus
nas Américas (Uliana 2012). No Brasil, cerca de 20 espécies de flebotomineos sédo
responsaveis pela transmissdo das principais espécies endémicas de Leishmania spp. A
maioria dos flebotomineos sdo apenas espécies taxondmicas, distintas de parentes proximos
por ligeiras diferencas morfoldgicas que podem ndo estar associadas nem ao isolamento
reprodutivo nem a caracteristicas fenotipicas, como resisténcia a inseticidas ou suscetibilidade

a infeccdo por Leishmania (Ready 2013). Em 2009, foi descrito que ha troca de material
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genético entre os parasitas Leishmania no flebotomineo (Akopyants, Kimblin et al. 2009),
indicando que o vetor pode ser considerado como hospedeiro definitivo deste protozoario
(Ready 2013).

1.5. Tratamento

Os tratamentos disponiveis para leishmaniose sdo poucos e sua maioria € utilizada
ha algum tempo. Estes tratamentos possuem alta toxicidade, variacbes nas eficécias,
dificuldade na adesdo ao tratamento devido aos farmacos administrados por via parenteral,
custos financeiros altos, relato de resisténcia emergente aos medicamentos e falta de acesso
em areas regionais (Zulfigar, Shelper et al. 2017). A variagdo na eficcia de alguns farmacos
depende da espécie, das formas clinicas e das regides geograficas do parasito (Zulfigar,
Shelper et al. 2017). O tratamento das leishmanioses no Brasil consiste na utilizagdo de
antimoniais pentavalentes (Pentostam® e Glucantime®), a anfotericina B e a pentamidina,
que possuem diversos efeitos colaterais e sdo toxicos aléem do custo e da administracdo
parenteral (Uliana, Trinconi et al. 2018).

A emergéncia de resisténcia clinica aos antimoniais pentavalentes agravou o
problema do tratamento da leishmaniose (Croft, Sundar et al. 2006). Os antimoniais
pentavalentes foram e ainda sdo o farmaco de primeira opcdo para o0 tratamento da
leishmaniose visceral em algumas regibes do mundo (Uliana, Trinconi et al. 2018). Porém,
desde a década dos anos 80, foi notado o aumento do nimero de tratamentos com falha
terapéutica na India e também o aumento das doses para que o farmaco tivesse o efeito
esperado (Thakur 1984, Uliana, Trinconi et al. 2018). No Brasil, os antimoniais sdo ainda a
primeira linha de tratamento tanto para a leishmaniose tegumentar quanto para a visceral. Em
ambos 0s casos, a resposta clinica é altamente variavel chegando a taxas de cura de cerca de
50% em infeccdes por L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis, por exemplo (Machado,
Ampuero et al. 2010, Chrusciak-Talhari, Dietze et al. 2011). No distrito de Bihar na india, as
doses de antimoniais utilizadas para o tratamento aumentaram significativamente nos ultimos
50 anos e as taxas de cura ndo atingem mais do que 50% dos pacientes tratados (Sundar 2001,
Sundar, Pai et al. 2001). Este farmaco apresenta alta toxicidade, especialmente
cardiotoxicidade na forma de arritmias cardiacas, taquicardia ventricular, entre outros
(Chakravarty and Sundar 2019).

Atualmente, as recomendagdes da Organizacdo Mundial de Salde sugerem a
utilizacdo dos antimoniais como segunda escolha para o tratamento da leishmaniose visceral

em areas endémicas, e a anfotericina B como farmaco de primeira opgédo para o tratamento da
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doenca (Uliana, Trinconi et al. 2018). Porém, em muitas regides endémicas, a primeira
escolha para o tratamento da leishmaniose visceral continua sendo os antimoOniais. Para o
tratamento da leishmaniose cutanea endémica nas Américas, também é a primeira opcao de
tratamento, apesar de possuir uma grande variedade em sua eficacia (Chakravarty and Sundar
2019).

Além de ser utilizada em casos de ndo resposta ao tratamento pelos antimoniais, a
anfotericina B vem sendo utilizada em casos de coinfec¢do pelo virus HIV. E esperado, no
entanto, o aparecimento de casos de resisténcia também a este farmaco, devido a sua maior
utilizacdo, além da sua elevada meia-vida no plasma sanguineo o que aumenta a possibilidade
de selecdo de parasitos resistentes (Uliana, Trinconi et al. 2018). Este medicamento possui a
formulacdo anfotericina desoxicolato, que € administrada via venosa e requer internacdo dos
pacientes e que possui alta toxicidade para os rins e um custo financeiro alto (Uliana, Trinconi
et al. 2018, Chakravarty and Sundar 2019). A forma lipossomal, na qual o desoxicolato é
substituido por outros lipideos, possui eficacia similar a formulagdo anterior, porém € muito
menos toxica (Uliana, Trinconi et al. 2018). A absorcéo é rapida e o farmaco fica concentrado
no sistema mononuclear fagocitario (Chakravarty and Sundar 2019). A forma lipossomal da
anfotericina B, administrada em dose Unica tem sido considerada a droga recomendada
juntamente com a miltefosina (MF) na quimioterapia da leishmaniose visceral na india, ambas
com resultados bastante satisfatérios (Sundar and Chakravarty 2013).

A pentamidina é utilizada com menor frequéncia ja que apresenta toxicidade ainda
maior do que aquela relatada para os antimoniais pentavalentes. Este farmaco era utilizado
para o tratamento de leishmaniose visceral na India no inicio dos anos 1940 (Bray, Barrett et
al. 2003). A alta frequéncia de efeitos toxicos, como por exemplo, cardiotoxicidade e
disturbios metabdlicos, tornou a pentamidina uma op¢do menos utilizada até o surgimento de
resisténcia aos antimoniais. Porém, ndo mostrou uma boa eficacia devido ao grande nimero
de recidivas (Jha, Singh et al. 1991), sugerindo que a resisténcia clinica a pentamidina poderia
ser facilmente selecionada (Uliana, Trinconi et al. 2018). Sua utilizacdo no Brasil restringe-se
essencialmente a casos de leishmaniose tegumentar refratarios aos farmacos mencionados
previamente. Em estudo recente, no entanto, foi demonstrada sua eficacia contra a
leishmaniose cuténea causada por L. (V.) guyanensis, com taxas de cura maiores que 80%
quando os pacientes eram tratados com duas ou trés doses de pentamidina (Gadelha,

Ramasawmy et al. 2018).
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Duas drogas alternativas vém sendo utilizadas principalmente no sudeste Asiatico:
a MF e a paromomicina (PAR). Nessa regido 0s pacientes ja ndo respondem aos antimoniais
pentavalentes, o principal farmaco ainda utilizado no tratamento das leishmanioses no Brasil.
A MF é um analogo de fosfatidilcolina desenvolvida inicialmente como composto antitumoral
(Jha, Sundar et al. 1999, Sundar, Jha et al. 2006). Este farmaco de administracao oral interfere
na biossintese e no metabolismo de fosfolipidios (Jha, Sundar et al. 1999, Lux, Heise et al.
2000, Rakotomanga, Saint-Pierre-Chazalet et al. 2005, Sundar, Jha et al. 2006). O acimulo
intracelular da MF em Leishmania se da pelo transportador de MF que é responsavel pela
entrada do farmaco através da membrana plasmatica do parasito (Jha, Sundar et al. 1999, Lux,
Heise et al. 2000, Perez-Victoria, Castanys et al. 2003, Perez-Victoria, Gamarro et al. 2003,
Rakotomanga, Saint-Pierre-Chazalet et al. 2005, Sundar, Jha et al. 2006, Coelho, Boisvert et
al. 2012, Coelho, Trinconi et al. 2014). As desvantagens deste farmaco sdo seu potencial
teratogénico e a meia-vida longa que pode levar a selecdo de linhagens resistentes (Dorlo, van
Thiel et al. 2008, Uliana, Trinconi et al. 2018).

Devido a elevada incidéncia de casos de resisténcia aos antimoniais na india, a
MF é considerada o medicamento de escolha no tratamento da leishmaniose visceral. A MF
por alguns anos foi utilizada como primeira escolha de tratamento para leishmaniose visceral
na India, mas atualmente ¢é utilizada como segunda opgdo ou em combinagio com outros
farmacos devido ao aparecimento de casos de recaida (Uliana, Trinconi et al. 2018). No
Brasil, apenas dois estudos clinicos utilizando a MF foram realizados. Estes estudos
demostraram uma eficacia de cerca de 70% para infeccdes por L. (V.) braziliensis e L. (V.)
guyanensis em pacientes com leishmaniose cutanea, ambos com eficacia superior quando
comparados com o tratamento utilizando o antimonial pentavalente (Machado, Ampuero et al.
2010, Chrusciak-Talhari, Dietze et al. 2011).

A terapia combinada vem sido utilizada devido ao continuo surgimento de
resisténcia, sua utilizacdo previne que os parasitos adquiram resisténcia, contribui para uma
melhor eficacia do tratamento e reducdo tanto dos efeitos colaterais, quanto da duracéo do
tratamento (Zulfigar, Shelper et al. 2017). Neste tipo de terapia, sdo utilizados um farmaco
com uma meia vida curta e o segundo farmaco com uma meia vida maior para matar 0s
parasitas que ainda restam no organismo (Musa, Khalil et al. 2012, Zulfigar, Shelper et al.
2017). Uma das combinacGes utilizadas é o estibogluconato de s6dio com a PAR, que vem
sendo implementada nos paises do leste da Africa (Musa, Khalil et al. 2012, Zulfigar, Shelper

et al. 2017). Outra combinacéo é a MF com a Anfotericina B lipossomal, que tem apresentado
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alta eficacia no estado Bihar, na India. Porém a taxa de cura geral ndo é estatisticamente
significante, esta combinacdo ndo afeta muito a eficicia do tratamento (Sundar, Rai et al.
2008, Zulfigar, Shelper et al. 2017). Um estudo de fase Il realizado com combinagdes de
Anfotericina B lipossomal, MF e PAR, mostrou uma eficacia de 97%. Porém, o tratamento de
preferéncia ainda é a opcao de Anfotericina B lipossomal com MF (Sundar, Sinha et al. 2011,
Zulfigar, Shelper et al. 2017).

1.5.1. Paromomicina

A PAR é um antibiotico aminoglicosideo de amplo espectro que ja foi
demonstrado como um agente oral efetivo para um grande nimero de agentes infecciosos,
desde bactérias a protozoarios intestinais (Davidson, den Boer et al. 2009). Embora ainda nao
tenha sido aprovado para tratamento em humanos no Brasil, a PAR tem apresentado
resultados promissores para o tratamento da leishmaniose visceral no sudeste Asiatico. Casos
de resisténcia clinica ndo foram descritos até 0 momento, o que demonstra o seu potencial de
utilizacdo no tratamento da doenca (Croft, Sundar et al. 2006). Além disso, foi demonstrado
que isolados clinicos de pacientes resistentes aos antimoniais de L. (L.) donovani s&o
uniformemente suscetiveis a PAR (Kulshrestha, Singh et al. 2011), o que indica o potencial
promissor deste farmaco na quimioterapia da leishmaniose.

Quanto ao mecanismo de acdo em Leishmania, a PAR inibe a sintese proteica
mitocondrial e citoplasmética (Fernandez, Malchiodi et al. 2011). Mutacbes tém sido
observadas na subunidade menor do DNA ribossomal em microrganismos resistentes a PAR,
mas ndo em parasitos do género Leishmania selecionados in vitro, sugerindo que os
mecanismos associados a resisténcia ndo sdao os mesmos (Fong, Chan et al. 1994). Em
linhagens resistentes de L. (L.) donovani selecionadas in vitro foi observado uma reducgédo no
acumulo de PAR intracelular, além do aumento de vacuolos vesiculares no corpo celular de
promastigotas (Jhingran, Chawla et al. 2009, Chawla, Jhingran et al. 2011, Bhandari, Sundar
et al. 2014). Foi observado ainda através da analise comparativa do proteoma de uma
linhagem resistente com a linhagem selvagem de L. (L.) donovani um aumento dos niveis de
proteinas ribossomais na linhagem resistente, indicando que a traducdo proteica € um
importante alvo da PAR (Chawla, Jhingran et al. 2011). Em um estudo recente foi
demonstrado que a inibicdo do crescimento do parasito pela PAR se da pela inibicdo da
tradugdo do ribossomo citoplasmatico, sugerindo esta estrutura como o principal alvo deste
farmaco (Shalev-Benami, Zhang et al. 2017). Neste estudo, foi obtido a estrutura e a interacdo

em resolucdo atémica do sitio ativo ribossomal com a PAR. Demonstrou-se ainda que a
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interacdo ocorre no sitio de decodificacdo, responsadvel pelo monitoramento da
complementariedade do RNAt e 0 RNAm na traducdo proteica (Shalev-Benami, Zhang et al.
2017).

Recentemente, dois genes foram descritos como associados aos mecanismos de
resisténcia @ PAR em L. (L.) donovani, D-LDH (D-lactato desidrogenase) e BCAT
(aminotransferase de aminoacidos de cadeia ramificada) (Rastrojo, Garcia-Hernandez et al.
2018). Estes genes foram encontrados amplificados e superexpressos em uma linhagem
resistente 8 PAR de L. (L.) donovani selecionada in vitro (Rastrojo, Garcia-Hernandez et al.
2018). Foi identificado ainda, dois loci de L. (L.) infantum utilizando um método de clonagem
funcional combinada com o sequenciamento de nova geracdo de cosmideos, denominada
“Cos-Seq”. Nesta abordagem, parasitos selvagens superexpressores de bibliotecas genomicas
sdo selecionados em presenca de farmacos para a identificacdo de alvos de drogas e/ou genes
relacionados com a resisténcia, utilizando a tecnologia de sequenciamento de nova geragédo
(Gazanion, Fernandez-Prada et al. 2016). Através desta metodologia de triagem em larga
escala, dois cosmideos contendo porcdes dos cromossomos 6 e 36 conferiam resisténcia a
PAR. No cosmideo LinJ.06b, o gene LinJ.06.1010, que codifica uma proteina hipotética com
dominio repetido rico em leucina, € responsavel pelo fendtipo de resisténcia a PAR
(Gazanion, Fernandez-Prada et al. 2016).

Em outro estudo recente, foram identificados potenciais genes envolvidos na
resisténcia a MF e a PAR em L. (L.) infantum, utilizando metodologia que emprega o
tratamento dos parasitos com agentes mutagénicos para inducdo de mutacdes, seguido por um
protocolo de selecdo em presenca desses farmacos. A seguir, 0S parasitos resistentes
selecionados tiveram o0 seu genoma completo sequenciado, utilizando tecnologia de
sequenciamento de larga escala para identificacdo dos potenciais genes envolvidos na
resisténcia a esses farmacos (Bhattacharya, Leprohon et al. 2019). Dentre os genes envolvidos
na resisténcia a PAR, foi identificado o gene LinJ.33.1810 que codifica uma proteina quinase
dependente de calcio, chamada CDPKZ1 (proteina quinase dependente de calcio). A CDPK1
interage com varias proteinas envolvidas no processo de traducdo, além de proteinas
ribossomais, dentre elas a L28 e L23. Quando ha mutacdo homozigética ou inativacdo de um
dos alelos de CDPK1, ha o aumento da traducdo proteica do parasito (Bhattacharya, Leprohon
et al. 2019), fen6meno também observado em uma linhagem de L. (L.) donovani resistente a
PAR (Chawla, Jhingran et al. 2011).
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Um estudo realizado pelo nosso grupo, mostrou diferenga de suscetibilidade a
PAR in vitro e in vivo entre um isolado clinico de L. (L.) amazonensis, que nunca havia sido
exposto ao farmaco, e uma linhagem referéncia desta espécie (Coser, Ferreira et al. 2020). O
isolado clinico mostrou uma alta sensibilidade a PAR nos experimentos in vitro em
promastigotas e amastigotas quando comparado com a linhagem referéncia. Os animais
infectados com este isolado e tratados com PAR, interessantemente, responderam melhor ao
tratamento do que os animais infectados com a linhagem referéncia, indicando que a eficacia
do tratamento da PAR in vivo pode ser correlacionada com a atividade in vitro deste farmaco
(Coser, Ferreira et al. 2020). Além disso, a analise da suscetibilidade in vitro de um painel de
isolados clinicos de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis mostrou variacdo significativa
de sensibilidade, sugerindo que pode haver variagdo na resposta clinica a este medicamento

no tratamento da leishmaniose tegumentar no Brasil (Coser, Ferreira et al. 2021).

1.6. Proteinas ABC subfamilia F

As proteinas ABC constituem a maior familia de transportadores de membrana,
encontradas em todos 0s seres vivos e sdo responsaveis pelo transporte de uma grande
diversidade de moléculas em eucariotos (Higgins 1992, Coelho and Cotrim 2018). A estrutura
geral dessas proteinas € constituida por duas porcoes, sendo cada uma delas formada por uma
regido transmembrana e um dominio de ligacdo de ATP (Fig. 3) (Higgins 1992, Gottesman
and Pastan 1993). Essas proteinas podem ainda estar envolvidas em processos bioldgicos ndo
relacionados ao transporte, ndo apresentando as regides transmembrana e tendo fun¢ées como
reparo de DNA, traducdo e expressdo génica (Coelho and Cotrim 2018). A diversidade da
familia ABC em Leishmania foi revelada pelo sequenciamento do genoma das varias espécies
do parasito que contém membros de todas as subfamilias das proteinas ABC (subfamilias
ABCA a ABCH) (lvens, Peacock et al. 2005, Leprohon, Legare et al. 2006, Peacock, Seeger
et al. 2007). Apesar da grande diversidade de subfamilias, a maior parte das funcdes descritas
para as proteinas ABC em Leishmania sdo restritas a resisténcia a drogas e ao trafico de
fosfolipidios, sendo pertencentes principalmente as familias ABCA, ABCB, ABCC e ABCG
(Ouellette, Fase-Fowler et al. 1990, Callahan and Beverley 1991, Coelho, Beverley et al.
2003, Araujo-Santos, Parodi-Talice et al. 2005, EI Fadili, Messier et al. 2005, Coelho and
Cotrim 2018).
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Figura 3. Representacdo da estrutura geral de uma proteina ABC. A estrutura € composta por
duas porgdes, cada uma contendo uma regido transmembrana (DTM) e um dominio de
ligagdo ATP (A). O dominio de ligagdo ATP ¢ constituido pelos motivos “walker” Ae B e a
assinatura C da proteina, destacada em azul (B). Fonte: Coelho e Cotrim (2018)(modificado).

No fungo Saccharomyces cerevisiae, a elevacdo dos niveis proteicos do fator de
elongacdo de traducdo EF-3, aumenta a sensibilidade aos aminoglicosideos PAR e
higromicina (Sandbaken, Lupisella et al. 1990). Este fator de elongacdo € unico em fungos,
sem um analogo funcional em procariotos e eucariotos (Belfield and Tuite 1993), embora
apresente similaridade de aminoacidos com membros da subfamilia F de proteinas ABC (ATP
Binding Cassette). A subfamilia ABCF é composta por proteinas que contém dois dominios
de ligacdo de ATP, mas ndo possui dominios transmembrana. Estas proteinas estéo
envolvidas no controle da traducdo do RNAm, sendo altamente conservada nos mais diversos
grupos de seres vivos (Coelho and Cotrim 2018). Outra proteina deste organismo que possui
similaridade com as proteinas ABCF de Leishmania spp. e com a EF-3, é a proteina GCN20.
Esta proteina estd envolvida na ativacdo da traducdo em condicdes de falta de aminoacidos
(Bates and Tetley 1993, Vazquez de Aldana, Marton et al. 1995, Marton, Vazquez de Aldana
et al. 1997).

No genoma de Leishmania spp., existem trés genes que codificam membros desta
subfamilia (Leprohon, Legare et al. 2006) e em Saccharomyces cerevisiae, a proteina EF-3
possui cerca de 15% de identidade com a proteina ABCF1 de Leishmania mexicana (dados

ndo mostrados). Além da proteina EF-3, a proteina GCN20, uma proteina ABC (Vazquez de
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Aldana, Marton et al. 1995), apresenta identidade de cerca de 30% com a proteina ABCF1 de
L. (L.) mexicana e L. (L.) amazonensis (dados ndo mostrados). O ortélogo humano, ABCF1
associa-se com o ribossomo e é responsavel pela ativagdo do fator de iniciacdo de traducéo
em eucariotos (elF2), componente essencial para o controle do inicio da traducdo (Tyzack,
Wang et al. 2000). J& em procariotos, as proteinas ABCF j& foram implicadas na resisténcia
aos macrolideos, grupo de antibidticos inibidores da sintese proteica (Kerr 2004).
Recentemente, foi demonstrado que as proteinas ABCF de procariotos protegem o ribossomo
bacteriano da acdo de antibi6ticos através do deslocamento destes do ribossomo (Sharkey,
Edwards et al. 2016). Estes achados sugerem que os membros dessa subfamilia de proteinas
ABC podem eventualmente afetar a suscetibilidade a PAR em Leishmania.
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2. Justificativa

A PAR ¢é um farmaco potencial para 0 uso no tratamento da leishmaniose
tegumentar. Além de apresentar boa eficacia clinica no tratamento da leishmaniose visceral, €
um farmaco de baixo custo e o seu periodo de tratamento é curto, o que diminui as chances
dos parasitos se tornarem resistentes. No entanto, pouco se conhece sobre 0s mecanismos de
acdo e resisténcia a PAR em Leishmania. A investigacdo de um possivel papel das proteinas
ABCF poderdo auxiliar na elucidagdo destes mecanismos. Além disso, estudos destas
proteinas em outros organismos indicam participacdo no processo de traducdo proteica. As
linhagens transgénicas geradas nesse estudo poderdo ainda ser Uteis para investigar se a
inativacdo génica e/ou a superexpressdo dessas proteinas, podem interferir em outros aspectos
da biologia do parasito como por exemplo, crescimento in vitro e in vivo e infectividade,

podendo contribuir na elucidacdo da fungédo dessa subfamilia de proteinas em Leishmania.
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3. Objetivos

O objetivo deste projeto foi investigar funcionalmente os membros da subfamilia
ABCF na suscetibilidade e na resisténcia a PAR, utilizando técnicas de manipulacdo genética
em L. (L.) amazonensis, e se estes podem interferir em outros aspectos do parasito como por
exemplo, crescimento in vitro e infectividade. Os objetivos especificos foram:

3.1 Clonar os genes ABCF1 e ABCF3 em vetor de expressdo circulares e
transfecta-los em L. (L.) amazonensis;

3.2 Inativar os genes ABCFs de L. (L.) amazonensis e gerar mutantes nulos
destes genes nesta espécie do parasito;

3.3. Investigar a suscetibilidade a PAR in vitro da cepa selvagem, das
linhagens superexpressoras e dos mutantes nulos dos respectivos genes ABCF em L. (L.)
amazonensis;

3.4. Investigar se a inativagcdo génica ou superexpressao dessas proteinas,
podem interferir no crescimento in vitro;

3.5. Investigar se a inativacdo génica do gene ABCF1 pode afetar a

infectividade do parasito in vitro.
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4. Material e Métodos

4.1 Cultivo do parasito

Promastigotas L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269) foram cultivados
em meio M199 (Sigma-Aldrich) diluido em agua Milli-Q, suplementado com 10% de soro
fetal bovino inativado, 40 mM HEPES (pH 7,4), 0,1 mM adenina, 0,005% hemina, 100
ug/mL de penicilina/estreptomicina (Kapler, Coburn et al. 1990). O meio era esterilizado por
filtracdo e as culturas eram mantidas em estufa a 25°C.

4.2. Farmacos

Todos os farmacos utilizados foram diluidos em agua Milli-Q e filtrados em filtro
de 0,22 uM. As concentracdes estoque dos farmacos utilizados foram: 100 mM de PAR e 10
mM de MF (Sigma-Aldrich). Os antibioticos utilizados foram higromicina B (HYG) (50
mg/mL); blasticidina (BLA) (5mg/mL); puromicina (PUR) (20 mg/mL) (Thermo Fischer

Scientific).

4.3. Extracdo de DNA gendmico de L. (L.) amazonensis

Utilizou-se cerca de 10 mL de cultura contendo promastigotas em fase logaritmica
de crescimento para a extracdo do DNA gendmico. A cultura foi centrifugada por 10 minutos
a 850 x g e, a seguir, o sobrenadante foi descartado. As células foram lavadas com 5 mL de
PBS e novamente centrifugadas por 10 minutos a 850 x g. Apds o descarte do sobrenadante,
adicionou-se 500 uL de DNAzol (Thermo Fisher Scientific) para lisar os parasitos e 500 pL
de etanol 99%, homogeneizando por inversdo de 3 a 5 vezes. Em seguida, 0 DNA genémico
foi recuperado utilizando uma alca de fio de plastico, este entdo foi lavado 2 vezes com etanol
70%, mergulhando a alca de fio de plastico que contém o DNA genémico em tubos contendo
a solucdo. Posteriormente, o DNA foi seco em temperatura ambiente por cerca de 10 minutos,

sendo entdo solubilizado em agua Milli-Q.

4.4, Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das proteinas ABCF de
L. (L.) amazonensis e seus ortdlogos em outros organismos

Para o alinhamento das proteinas ABCFs, as respectivas sequéncias foram obtidas
no banco de dados de genomas de tripanossomatideos  (TriTryDB)

(https://tritrypdb.oro/tritrypdb/) (Aslett, Aurrecoechea et al. 2010). As sequencias das

proteinas ABCFs de L. (L.) amazonensis e de seus ortdlogos em S. cerevisiae, L. (V.)
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braziliensis, L. (L.) major, T. brucei, T. cruzi e Homo sapiens foram alinhadas, utilizando o
ClustalW e entdo foram editadas com o programa GeneDoc 2.6 (Nicholas, Nicholas et al.
1997). Os respectivos dominios das proteinas ABCFs foram determinados com base na
plataforma de banco de dados Uniprot (https://www.uniprot.org/).

4.5. Amplificagdo por PCR e clonagem dos genes ABCF de L. (L.)
amazonensis

Para amplificacdo dos genes ABCF de L. (L.) amazonensis, as sequéncias dos
genes ABCFl1 (LAMA _000042000.1), ABCF2 (LAMA _000297600.1) e ABCF3
(LAMA 000698500.1), disponiveis no banco de dados de genomas de tripanossomatideos
(TriTryDB) (https://tritrypdb.org/tritrypdb/) (Aslett, Aurrecoechea et al. 2010), foram obtidas

e analisadas utilizando o software Clone Manager 9.0, sendo entdo utilizadas para o

delineamento dos pares de iniciadores. O mesmo procedimento foi realizado para os genes
que foram utilizados como controle dos ensaios de suscetibilidade a PAR, os respectivos
ortdlogos de L. (L. infantum dos genes DLDH (LAMA _000549100) e BCAT
(aminotransferase de aminoacidos de cadeia ramificada) (LAMA _000549700) que conferem
resisténcia a PAR quando superexpressos (Rastrojo, Garcia-Hernandez et al. 2018). Cerca de
500 pares de base (pb) da regido a jusante e a montante da fase de leitura aberta de cada gene
foram utilizadas para o desenho dos iniciadores. As sequéncias dos iniciadores foram obtidas
utilizando o software Primer3 (Koressaar and Remm 2007) (Tabela 1). As sequéncias dos
iniciadores foram analisadas in silico, adicionando nas extremidades dos iniciadores sitios de
restricdo para facilitar a clonagem nos vetores de expressdo de Leishmania (Tabela 1).

As fases de leitura aberta dos genes ABCF, dos genes controle de L. (L.)
amazonensis foram amplificados por PCR com a enzima Phusion High-Fidelity (New
England Biolabs) ou Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs). Para as
reacbes com Phusion High-Fidelity, utilizou-se: GC Buffer 1x, 200 uM de cada dNTP, 0,5
uM de cada iniciador, 100 ng de DNA gendmico e 1U de enzima para completar um volume
final de 50 pl. Nas reagdes com Q5 High-Fidelity, utilizou-se: Q5 Buffer 1x, 200 uM de cada
dNTP, 0,5 uM de cada iniciador, 100 ng de DNA genémico, 1U de enzima e agua Milli-Q
para completar um volume final de 50 pL. Para amplificagdo utilizou-se o ciclo inicial para a
desnaturacéo de 98°C por 30 segundos, seguido de 30 ciclos e um ciclo para a extenséo final
72°C por 5 minutos. As etapas de cada ciclo foram: 98°C por 10 segundos, temperatura de

associagédo dos iniciadores por 30 segundos (Tabela 1) e 72°C por 2 minutos para a extenséo
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(30 segundos por kb). Para a amplificagéo de cada um dos genes, a temperatura de associagéo
dos respectivos iniciadores, assim como o tamanho do produto amplificado, estdo indicados
na Tabela 1.
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Tabela 1. Lista dos iniciadores para a clonagem dos genes ABCFs, DLDH e BCAT em vetores de expressao, tamanho em pares de base (pb) do

produto amplificado, enzima de PCR utilizada e a temperatura de associacdo de cada um dos genes.

Produto

Gene de Nome do Sitio de Ay A - Tamanho do e Enzima Temp. de
L. (L.) amazonensis iniciador restricido SHEIEMETE 6D ey gene (pb) amp(lrljg;: fe utilizada associacao
5-GCG TCTAGA
ABCF1-F Xbal GGGCCCTAACCCTACCCTCC-3”
ABCF1 e AAGCTT 2174 3.007 Phusion 61,4°C
ABCFI1-R Hindll GCCTCACCGCGCGACTATCT-3’
5-GCG TCTAGA
ABCF2- F Xbal GTCGCTCGCGTGGCCATCTA-3’
ABCF2 oot CAGCTG 1.838 2,011 Phusion 60°C
ABCF2-R Pull CCGCGCCCACATCACCATTG-3
5-CGC TCTAGA
ABCF3- F Xbal GCGCACGTCTGCATTGGTGG-3’
ABCF3 2.007 2.367 Q5 63.4°C
. 5-GCG AAGCTT
ABCF3-R Hindill CGATGAGGGGGTGCACTGGT-3"
5-GCG TCTAGA
DLDH-F Xbal ATGGACGCGCTGAGA(G/C)AGGC-3’
DLDH o8 AAGCTT 1.482 2.082 Q5 59°C
DLDH-R Hindlll TGGAGCGACACAC(G/A)CCCTCG- 3°
5-GCG TCTAGA
BCAT-F Xbal :
BeAT CACGGCGCACAGAAGAAGCE:S L 206 > oou 05 s5oc
BCAT- R Hindl1l 5'-GCG AAGCTT

TGGTAAGACACGCACGC(G/C)CA-3°

* 0s sitios de restri¢do nos respectivos iniciadores, estdo indicados em negrito.
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Os produtos amplificados foram analisados em uma eletroforese em gel de
agarose em tampédo TBE 1x e o marcador de peso molecular utilizado foi 0 1 Kb Plus DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific) ou o 100bp DNA ladder RTU (GeneDirex). O DNA foi
corado com brometo de etidio e as amostras visualizadas e fotografadas sob luz ultravioleta.
Os respectivos produtos amplificados e visualizados em gel de agarose foram purificados com
0 PureLink Quick Gel extraction kit (Thermo Fisher Scientific). Para purificagéo, adicionou-
se 0 volume de 3 vezes de solugdo L3 (solubilizadora de gel) equivalente da massa de gel
contendo o produto amplificado. As amostras foram deixadas em banho-maria & 50°C durante
10 minutos. Posteriormente, 850 pL da amostra foi passado para coluna de extracdo e
centrifugada & 12.000 x g por 1 minuto. O volume residual foi descartado e adicionou-se a
coluna 500 pL de solu¢do de lavagem e as amostras centrifugadas novamente. O volume
residual foi descartado e as amostras foram centrifugadas mais uma vez para remogdo do
excesso da solucdo de lavagem, e para finalizar, agua Milli-Q foi adicionada a coluna eluir o
DNA. A concentracdo do DNA purificado foi determinada em um Nanodrop (Thermo Fisher

Scientific).

4.6. Adicao de adenina a extremidade 5’ dos produtos amplificados

As DNA polimerases de alta fidelidade utilizadas nas reacbes de PCR para
amplificacdo dos genes ABCF, DLDH e BCAT, ndo adicionam uma adenina na extremidade
da fita de DNA sintetizada, ndo permitindo a clonagem direta do produto amplificado em um
vetor de clonagem TA, como por exemplo o pGEM-T easy (Promega) (item 4.6). Para a
adicdo de adenina nos produtos amplificados, foi utilizado uma Tag DNA Polimerase
convencional. Para esta etapa utilizou-se 0 DNA amplificado previamente purificado, tampao
de PCR 1X [Tris-HCI 10 mM pH 8,8 a 25°C; KC1 50 mM, 0,8% (v/v) Nonidet P40], 200 uM
de cada dNTP, 1,25 U de enzima Taq DNA Polimerase (GeneDirex) submetido a um ciclo de
72°C por 15 minutos. O produto de PCR foi entdo purificado pelo PureLink Quick PCR
Purification kit (Thermo Fisher Scientific). Adicionou-se ao microtubo contendo o produto de
PCR, a solucdo B2, sendo entdo a solucdo transferida para a coluna de purificacdo seguido de
centrifugacdo a 12.000 x g durante 1 minuto. A solucéo foi descartada, e adicionou-se 650 pL
do tampdo de lavagem e a amostra foi centrifugada novamente por mais duas vezes para
descartar o volume residual deste tampdo. Apds esses procedimentos, a coluna foi transferida

para um microtubo e o DNA foi eluido em agua Milli-Q.
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4.7. Clonagem dos produtos amplificados no vetor pGEM-T easy e
transformacéao bacteriana

Para a ligacdo no vetor de clonagem pGEM-T easy (Promega), foram utilizados
cerca de 2,5 uL do tampao 2X Rapid Ligation Buffer T4 DNA Ligase (60 mM de Tris-HCI,
pH 7.8; 20 mM de MgCly; 20 mM de DTT; 2 mM de ATP e 10% de polietilenoglicol), 25 ng
do vetor (0,5 uL), 100 ng do produto de DNA amplificado e 0,5 uLL da enzima T4 DNA ligase
(3 U/ uL) (Promega) para um volume final de 5 uL. Incubou-se a ligacdo a 4°C durante 16
horas.

4.8. Transformagédo bacteriana do produto clonado no vetor pGEM-T
easy

Adicionou-se para transformagao bacteriana 5 uLL de mix de ligagdo em 100 pL de
bactérias competentes de Escherichia coli (cepa DHS5a), estas preparadas previamente
conforme descrito (Sambrook, Fritsch et al. 1989). Incubou-se por 30 minutos no gelo,
seguidos de 1 minuto e 30 segundos a 42°C e mais 5 minutos de incubacdo no gelo.
Adicionou-se 1 mL de meio liquido LB (10 g/L de extrato de levedura; 10 g/L de triptona, 5
g/L de NaCl; pH 7,2) e os tubos foram levados a estufa a 37°C com agitacdo constante por 1
hora para o crescimento das bactérias e depois foram plaqueadas em LB contendo agar (1,5
g/L) e 100 pg/mL de ampicilina. Previamente ao plaqueamento, foi ainda adicionado 100 pL
de IPTG 100 mM e 20 pL de X-Gal (substrato da enzima [-galactosidase) 50 mg/mL. Uma
vez plaqueadas, as bactérias foram incubadas em estufa a 37°C durante 16h. O vetor pGEM-T
easy possui em sua construcdo um gene de resisténcia a ampicilina e o gene LacZ. Na
sequéncia deste segundo gene que o inserto de DNA é ligado ao plasmideo, o gene lacZ
funciona como gene reporter. O IPTG induz esse gene a produzir 3-galactosidase, enzima que
promove a degradacdo do substrato X-Gal, formando um produto que deixa a coloracdo das
colénias bacterianas azuis. Porém, quando o plasmideo estd ligado ao inserto de DNA
exogeno, esse gene perde sua funcédo e as coldnias ficam com coloracdo branca. Sendo assim,
as coldnias de bactérias recombinantes de coloracdo brancas foram selecionadas para extracao
do DNA plasmidial.

As coldnias recombinantes foram incubadas em estufa a 37°C com agitacédo
constante por 12 horas. O DNA plasmidial de cada col6nia recombinante foi extraido com
GenElute Plasmid Miniprep kit (Sigma-Aldrich). Para a extragcdo com o kit, as culturas foram
centrifugadas a 2.880 x g por 10 minutos, o sobrenadante descartado e o sedimento bacteriano

foi ressuspenso em solucdo contendo RNAse. A seguir, foi adicionado o tampé&o de lise e
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incubou-se por 5 minutos em temperatura ambiente. Apds este periodo, foi adicionada a
solucdo neutralizadora, responsavel pela precipitacdo de DNA cromossomal, proteinas e
lipideos. As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
coletado e aplicado a coluna de purificagdo de DNA plasmidial, sendo centrifugada a 12.000
x g por 1 minuto. O volume residual foi descartado e adicionou-se a coluna 700 pL da solucdo
lavagem. A amostra foi novamente centrifugada a 12.000 x g por 1 minuto, o volume residual
descartado e a amostra foi centrifugada mais uma vez para remocédo dos residuos da solucdo
de lavagem. Para a dilui¢do do DNA, foi adicionado cerca de 50 pL de 4gua Milli-Q na
coluna contendo o DNA plasmidial e centrifugou-se 12.000 x g por 1 minuto.

Os DNAs plasmidiais obtidos foram digeridos com as enzimas de restricdo
apropriadas e foram selecionados os clones contendo o padrdo de bandas esperado. Apos a
confirmacdo inicial da presenca do inserto, os clones dos respectivos genes foram
sequenciados segundo método descrito por Sanger, Nicklen et al. (1977) para a confirmacéo
da sequencia dos genes clonados. Todas as reacfes de sequenciamento foram realizadas pela
empresa Myleus Biotecnologia, utilizando o seu servico de sequenciamento. O aparelho
utilizado é o ABI Prism 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems). Para as reacfes de
sequenciamento foram utilizados os terminadores fluorescentes do Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction kit (Applied Biosystems) conforme as instrucdes do fabricante.
As analises das sequéncias de DNA foram realizadas utilizando os programas Lasergene
(DNASTAR) e Clone Manager 9.0.

4.9. Subclonagem dos genes de interesse no vetor de expressao
pSP72aHYGa

Os clones contendo os respectivos genes de interesse clonado no vetor pGEM-T
easy, foram digeridos com as respectivas enzimas de restricdo (Tabela 1) purificados e
clonados no vetor pSP72aHY Ga previamente digerido com as mesmas enzimas. O vetor de
expressao pSP720HYGa ¢ um DNA circular capaz de se autorreplicar tanto em bactéria
(Escherichia coli) quanto em Leishmania (El Fadili, Messier et al. 2005, Coelho, Leprohon et
al. 2012) e possui 0 gene de resisténcia a higromicina B, utilizado como marcador de sele¢éo
em Leishmania. As amostras digeridas dos genes de interesse ¢ do vetor pSP72aHYGa foram
separadas em gel de agarose 0,8% e as respectivas bandas contendo os DNA correspondentes
aos fragmentos foram purificadas conforme previamente descrito (item 4.5).

Para a clonagem no vetor pSP72aHY Ga, foi utilizado aproximadamente 100 ng

de DNA dos respectivos fragmentos contendo os genes de interesse, 50 ng de DNA do vetor
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pSP720HY Ga digerido, tampao de ligacdo da enzima T4 DNA ligase 1X (50 mM de Tris-
HCI [pH 7,6], 10 mM de MgCl;, 1 mM de ATP, 1 mM de DTT, 25% [m/v] polietilenoglicol-
8000), 1U da enzima T4 DNA ligase (Thermo Fisher Scientific). O produto da ligacdo foi
mantido a 14°C durante 16 horas. Posteriormente, a reagdo foi diluida em 100 pL de agua
Milli-Q (para cada 10uL de ligagdo). O produto foi utilizado para transformagdo bacteriana,
seqguido extracdo de DNA plasmidial e selecdo de clones contendo os respectivos insertos
através da digestdo com enzimas de restricdo apropriadas conforme descrito anteriormente
(item 4.7).

4.10. Geracdo de linhagens mutantes dos genes ABCF de L. (L)
amazonensis utilizando a tecnologia de CRISPR/Cas9

Os estudos de inativacdo génica foram feitos através da substituicdo do gene de
interesse (ABCF) por um gene contendo um marcador de resisténcia a um antibiotico, como
por exemplo o0s genes Puromicina N-acetiltransferase (PURO), Higromicina
Fosfotransferase (HYG) e Blasticidina S (BLAST) (Freedman and Beverley 1993, Ryan,
Dasgupta et al. 1993, Goyard and Beverley 2000), através da técnica de CRISPR/Cas9 para a
inativacdo dos respectivos genes ABCF. Esta tecnologia foi recentemente descrita em
Leishmania e em outros tripanossomatideos (Beneke, Madden et al. 2017, Martel, Beneke et
al. 2017, Ishemgulova, Hlavacova et al. 2018) e permite gerar mutantes nulos em uma unica
transfeccdo na forma promastigota do parasito.

Para a geracdo dos alelos mutantes, foi utilizada a linhagem de L. amazonensis
previamente transfectada com o plasmideo pTO07 e que expressa as enzimas T7 RNA
polimerase e Cas9 (Beneke, Madden et al. 2017). Estas células foram transfectadas com
cassetetes de DNA gerados por PCR que transcrevem os RNAS guia e 0s respectivos cassetes
de reparo também gerados por PCR. Para a amplificacdo dos cassetes de reparo, contendo 0s
marcadores de resisténcia, foram utilizados os plasmideos pTBLAST e pTPURO, que
possuem 0s genes de resisténcia a blasticidina e a puromicina respectivamente, ambos cedidos
pela Profa. Dra. Eva Gluenz (Beneke, Madden et al. 2017). Nesta ferramenta, 0 RNA guia é
sintetizado in vivo pela T7 RNA polimerase a partir do cassete de DNA previamente
amplificado e transfectado no parasito (Bassett and Liu 2014, Beneke, Madden et al. 2017).

Para o desenho dos iniciadores para a amplificacdo do cassette de reparo e para a

sintese do RNA guia in vivo foi utilizado o sitio (http://www.leishgedit.net/) (Beneke,

Madden et al. 2017). Este sitio disponibiliza iniciadores com base no genoma de L. (L.)

mexicana para todos os genes do parasito. As sequéncias obtidas para 0s genes ABCFs foram
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adaptadas para as respectivas sequencias dos genes de L. (L.) amazonensis (Tabela 2). Como
controle dos experimentos, foi utilizado como alvo o gene que codifica o transportador de MF
(MT) e que est& envolvido na resisténcia a esse farmaco quando inativado (Perez-Victoria,
Gamarro et al. 2003, Coelho, Trinconi et al. 2014). As sequéncias dos genes ABCFs e do MT
de L. (L.) amazonensis foram obtidos no sitio do TritrypDB (https://tritrypdb.org/tritrypdb/)
(Aslett, Aurrecoechea et al. 2010).



https://tritrypdb.org/tritrypdb/

Tabela 2. Lista de iniciadores utilizados para a geragéo de linhagens mutantes dos genes ABCF de L. (L.) amazonensis por CRISPR-Cas9.

Gene de
L. (L.) amazonensis

Cassete de reparo (5°-3°) !

5’sg RNA (5°-3°) 2

3’sgRNA (5°-3%) 2

MT

ABCF1

ABCF2

ABCF3

S’TTGTGGTACGTCTCCTCTCTTC
CTGCTTCGgtataatgcagacctgctgc;
5’CGTTCCTCCTAGTGTCGCTTCC
CCCCTCCTeccaatttgagagacctgtgc
S’TTTCGTCTGCGCCCCCCCCTTG
CCTCGTCAgtataatgcagacctgctgc;
5’GAAGCGTCGAGCGTCCGCCTC
ACCCCCCCCccaatttgagagacctgtgc
5’GCGCTGATCCGCTCTCCGGAA
AGGAGGCCGgtataatgcagacctgctgc;
5’GCACCACGTCTTCGCGAGTGC
GCGTTGCCGccaatttgagagacctgtgc
5’ACCAAAATACGCGCACATTTA
CTCGGCCCGgtataatgcagacctgctgc;
5’ATCACCACACACACCTACCTC
CCCCTTCCCccaatttgagagacctgtgc

5’gaaattaatacgactcactataggGCTCCT
AGGGGGTATATGAAgttttagagctag
aaatagc

5’gaaattaatacgactcactataggCCCATA
AGCGTAAACAGACAgttttagagctag
aaatagc

5’gaaattaatacgactcactataggGTATCG
GCTTCGTCTATGGGgttttagagctaga
aatagc

5’gaaattaatacgactcactataggAGATCG
AACTTTACAATGATgttttagagctag
aaatagc

5’gaaattaatacgactcactataggAGAGA
AGATTCAAGCACTGGgttttagagc
tagaaatagc

5’gaaattaatacgactcactataggAGCCA
AAGGCGGGTGTGTGGgttttagagc
tagaaatagc

5’gaaattaatacgactcactataggAGGAC
AGCGCGAAACGAACGqttttagag
ctagaaatagc

5’gaaattaatacgactcactataggAGGCG
GTGTTCAGGAGAGGTgttttagagc
tagaaata

! As bases indicadas em letra maiGscula correspondem a sequencia do respectivo gene e em letra mintscula a sequencia dos vetores pTBLAST e pTPURO para

a amplificacdo dos cassetes de reparo.

2 As bases indicadas em letra maitscula correspondem a sequencia alvo da Cas9 a ser transcrita in vivo pela T7 RNA polimerase. Além dos iniciadores para a

2017).

sintese do 5’sgRNA

3’sgRNA foi sintetizado o

iniciador

GO0 que corresponde ao SgRNA

scaffold

(Beneke, Madden et al.
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Para as reagbes de PCR do cassete de reparo contendo os genes de resisténcia
BLAST e/ou PURO respectivamente foi utilizado a enzima Phusion High Fidelity (New
England Biolabs). Foi utilizado o tampao GC 1x, 200 uM de cada ANTP, 0,5 uM de cada um
dos iniciadores (Tabela 2), 10 ng de DNA genémico e 1U da enzima, além de agua Milli-Q
para um volume final de 50uL. As etapas utilizadas para a amplificagdo foram: ciclo inicial
para a desnaturacao de 98°C por 30 segundos, seguido de 30 ciclos de 98°C por 10 segundos,
temperatura de associacdo de 60°C por 30 segundos, temperatura de extensdo 72°C de 2
minutos (30 segundos por kb) e um ciclo para a extensdo final 72°C por 5 minutos. Nas
reacOes para amplificar o cassete para sintese do RNA guia in vivo, utilizou-se o tampdo GC
Buffer 1x, 200 uM de cada dNTP, 0,5 uM de cada iniciador (5’ sgRNA ou 3’ sgRNA) (Tabela
2) e GO0
(5’ AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTT
TAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAAC), além de 1U da enzima Phusion High Fidelity
(New England Biolabs) e agua Milli-Q para completar volume final de 50ul. As etapas
utilizadas para a amplificacdo foram: ciclo inicial para a desnaturacdo de 98°C por 30
segundos, seguido de 30 ciclos de 98°C por 10 segundos, temperatura de associa¢do de 60°C
por 30 segundos, temperatura de extensdo 72°C de 45 segundos (30 segundos por kb) e um
ciclo para a extensao final 72°C por 5 minutos.

Os cassetes de DNA amplificados foram purificados a partir da precipitacdo de
DNA com acetato de sodio 3M (0,1X volume) e etanol absoluto (2X volume). As amostras
foram incubadas a -20°C por 20 minutos e depois centrifugadas a 17.000 x g por 10 minutos.
O sobrenadante foi descartado e o DNA precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70%. As
amostras foram centrifugadas mais uma vez, e o sobrenadante descartado. Apos a secagem do
DNA, este foi diluido em agua Milli-Q. A concentracdo de DNA foi determinada em um
Nanodrop (Thermo Fisher Scientific). Os cassetes dos respectivos DNAs de reparo assim
como para sintese dos RNAs guias foram transfectados utilizado o eletroporador Amaxa
Nucleofector Ilb (Lonza Scientific) conforme descrito no item 4.10. As respectivas
concentracdes de selecdo para os transfectantes foram: 10 pug/mL de blasticidina e 10 pg/mL

de puromicina.

4.11. Transfeccdo por eletroporacdo em L. (L.) amazonensis
Para obter as linhagens superexpressoras, utilizou-se as construgdes circulares do
vetor pSP72aHYGa contendo os genes ABCFs, DLDH ou BCAT; para a realizagdo do

método CRISPR/Cas9, as células foram transfectadas com o plasmideo pT007 capaz de
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expressar a enzima Cas9 e T7 RNA polimerase em Leishmania (Beneke, Madden et al. 2017).
Este plasmideo foi gentilmente cedido pela Prof. Dra. Eva Gluenz da Universidade de Oxford,
Reino Unido.

Para cada transfeccdo, foi utilizado cerca de 1-1,2x10” promastigotas em fase
logaritmica e pelo menos 1pg de DNA do vetor contendo 0s respectivos insertos além do
vetor vazio pSP720HYGa, este 0Gltimo utilizado como controle das linhagens
superexpressoras dos genes estudados. O tampédo de transfeccdo utilizado foi o Th-BSF 3x
(200 mM de Na;HPO4, 70 mM de NaH2PO4, 15 mM de KCI, 150 mM de HEPES e H,O
Milli-Q) (Schumann Burkard, Jutzi et al. 2011). A partir deste tampé&o foi preparado o tampéo
Th-BSF diluido para 1x contendo 150 uM de CaCl,. Para cada eletroporacdo, promastigotas
foram centrifugados a 800 x g por 10 minutos e o sobrenadante descartado. Os parasitos foram
lavados com tampédo Th-BSF 1x e entdo submetidos a centrifugacdo a 800 x g por 5 minutos,
posteriormente os promastigotas foram ressuspensos em Th-BSF 1x contendo o DNA a ser
transfectado e transferidos para uma cubeta de transfeccdo de 2 mm (Bio-Rad) para a
eletroporacdo. Para a transfecgé@o génica, foi utilizado o eletroporador Amaxa Nucleofector 11b
(Lonza Scientific) e o protocolo X-001, segundo previamente descrito (Beneke, Madden et al.
2017). Apos a eletroporacéo, os parasitos foram transferidos para 5 mL de meio de cultura e
incubados por 24 horas, sendo a seguir adicionado o antibidtico de selecdo de acordo com o
vetor utilizado. As respectivas concentracGes de selecdo para os transfectantes foram: 32
pg/mL de higromicina B; 10 pg/mL de blasticidina; 10 pg/mL de puromicina.

Alternativamente, as transfeccdes génicas foram realizadas utilizando o
eletroporador Gene Pulser Xcell Electroporation System (Bio-Rad). Para cada transfeccédo
génica, foram utilizados cerca de 5x107 promastigotas em fase logaritmica de crescimento e
3-20 pg de DNA a ser transfectado conforme protocolo previamente descrito (Kapler, Coburn
et al. 1990, Coelho, Leprohon et al. 2012). As células foram centrifugadas por 10 minutos a
850 x g e o sedimento celular ressuspenso com 10 mL do tampédo de eletroporacdo (EPB)
(HEPES 21 mM; NaCl 137 mM; KCI 5 mM; NaH;PO4 0,7 mM; glicose 6 mM; pH 7,05). A
centrifugacao foi repetida e o sedimento celular foi entdo ressuspenso com EPB na densidade
de 108 promastigotas/mL. Desta suspensdo celular foram transferidos 0,4 mL para uma cubeta
de transfeccdo de 2 mm (Bio-Rad) (mantida no gelo) ja contendo o DNA a ser transfectado.
Os parasitos foram entdo transfectados utilizando a voltagem e capacitancia de 450 V e 500
MF respectivamente. Apos a eletroporagdo, os parasitos foram incubados no gelo por 10

minutos e entdo transferidos para um frasco de cultura de células contendo 5 mL de meio
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M199 por cerca de 18 a 24 horas a 25°C, sendo a seguir adicionado o antibiético de selecdo de
acordo com o vetor utilizado, conforme mencionado acima.

Para a confirmacdo da presenca do gene Cas9 na linhagem transfectada com o
plasmideo pT007 (La-Cas9), foi realizado um PCR com iniciadores dirigidos a fase aberta de
leitura deste gene e que amplificam um fragmento de cerca de 1 kb. Os iniciadores utilizados
foram: 5> CATCGTGGACGAGGTGGCCT e 5 GAGGGCCCACGTAGTAGGGG .

4.12. Selecdo de clones das linhagens mutantes para um dos alelos e
mutantes nulos dos genes ABCFs

Uma vez gerados e selecionados os parasitos mutantes para cada um dos
respectivos genes ABCFs, utilizou-se dois métodos distintos para selecionar clones. As
linhagens contendo um ou os dois alelos deletados, foram plagueadas em placa contendo meio
M199 (item 4.1), agar 2%, 10% soro fetal bovino inativado, biopterina e o antibiotico(s)
apropriado(s). Alternativamente, as linhagens foram selecionadas através de diluicdo seriada
em placas de 96 pocos. Uma vez selecionados, os respectivos clones foram expandidos em
meio de cultura contendo o meio M199 liquido (item 4.1), para extragdo de DNA génomico
dos clones. Estes clones foram ainda avaliados quanto a suscetibilidade a PAR, infectividade

e crescimento in vitro (itens 4.13, 4.14 e 4.15).

4.13. Avaliacdo do crescimento das linhagens transgénicas na forma
promastigota in vitro

Curvas de crescimento foram realizadas em garrafas de 25 cm?, contendo 5 mL de
meio M199 e indculo inicial de 5x10° promastigotas por mL. As culturas foram contadas em

camera de Neubauer durante um periodo de 4 dias.

4.14. Avaliacdo da suscetibilidade a PAR em formas promastigotas e das
linhagens transgénicas de L. (L.) amazonensis

A atividade da PAR contra formas promastigotas das linhagens transgénicas de L.
(L.) amazonensis foi avaliada utilizando o teste do MTT, conforme protocolo previamente
descrito (Zauli, Yokoyama-Yasunaka et al. 2012). Apds contagem dos parasitos em camera de
Neubauer, cerca de 2x10° promastigotas em fase logaritmica de crescimento foram incubados
em concentragdes crescentes de PAR (0; 9,37; 18,75; 37,5; 75; 150; 300; 600 M) em volume
de 200 pL de meio M199 em placa de 96 pocos por 48 horas a 25°C. Posteriormente foi
adicionado 30 pL de solu¢ao de MTT (5 mg/mL), sendo incubado por cerca de 3 horas. Apds
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esse periodo, a reagdo foi interrompida com 50 uL. de SDS 20% para a lise dos parasitos. O
resultado foi avaliado por espectrofotometria, medindo a absorbancia de 595 nm, utilizando
como referéncia a absorbancia de 690 nm. Os experimentos foram realizados em triplicada,
utilizando as respectivas cepas referéncia como controle do experimento. O valor de ECso
(concentracdo de PAR que inibe a viabilidade celular em 50%) foram determinados a partir de
curvas de regressdo sigmoide utilizando o programa GraphPad Prism 7 conforme previamente
descrito (Coelho, Trinconi et al. 2014).

4.15. Avaliacdo da infectividade das formas amastigotas intracelulares
das linhagens transgénicas de L. (L.) amazonensis

A infectividade de amastigotas intracelulares das linhagens transgénicas dos genes
ABCEFs foi avaliada utilizando macrofagos derivados de medula dssea que foram infectados e
avaliados quanto a sua viabilidade apds coloracdo com Giemsa e observagdo em microscopio
optico. Os macréfagos, diferenciados em meio R2020 contendo 20% de sobrenadante de
cultura de fibroblastos L929 (responsaveis pela secrecdo do fator de crescimento e
diferenciacdo de macrofagos), 20% de soro fetal bovino e 50% de meio RPMI, foram
cultivados em placas de 24 pocos contendo previamente laminulas redondas de vidro de 13
mm de didmetro estéreis. Apds incubacdo por 24 horas em estufa a 37°C e 5% COg, 0s
macrofagos foram infectados com promastigotas em fase estacionaria na proporcdo de 5
promastigotas por macréfago. As infeccdes foram realizadas por cerca de 3-4 horas em
atmosfera contendo 5% de CO2 na temperatura de 34°C. Ap0s esse periodo, 0s parasitas ndo
internalizados foram removidos e entdo foi adicionado meio RPMI.

Os macrdéfagos infectados foram incubados a 34°C em atmosfera contendo 5% de
CO- por 48-72 horas. Apos esse periodo, as laminas foram fixadas, coradas e observadas ao
microscopio Optico. Foram realizados trés experimentos independentes realizados em
triplicata e a porcentagem de infeccdo e 0 nimero de amastigotas por macrofago foram
determinados. A porcentagem de infeccdo foi determinada pela contagem de macrofagos

infectados de um total de pelo menos 100 macr6fagos por laminula.
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5. Resultados

5.1. Proteinas ABCF de L. (L.) amazonensis

A subfamilia ABCF é composta por proteinas que contém dois dominios de
ligagdo de ATP e estdo envolvidas no controle da traducdo, sendo altamente conservada nos
mais diversos grupos de seres vivos (Higgins 1992, Coelho and Cotrim 2018). O genoma de
Leishmania spp. possui nas diferentes espécies do parasito trés genes anotados como ABCFs e
correspondem aos genes ABCF1l, ABCF2 e ABCF3 localizados respectivamente nos
cromossomos 3, 19 e 32 de L. (L.) mexicana segundo o TriTrypDB (Aslett, Aurrecoechea et
al. 2010). O alinhamento da sequéncia de aminoacidos das proteinas ABCFs mostrou que
proteina ABCF1 possui 30% de identidade com a ABCF2 e 24% com a ABCF3, e entre as
proteinas ABCF2 e ABCF3 a identidade e de 33% (Fig. 4 e Fig. 5).

Em S. cerevisiae, a elevagdo dos niveis proteicos do fator de elongacdo de
traducdo EF-3, aumenta a sensibilidade aos aminoglicosideos PAR e higromicina B
(Sandbaken, Lupisella et al. 1990). Este fator de elongacdo € unico em fungos, sem um
anadlogo funcional em procariotos e eucariotos (Belfield and Tuite 1993). A andlise das
sequéncias de aminoacidos da proteina EF-3 indicou esta proteina como uma proteina atipica,
pelo fato de possuir um dominio definido como chromodomain-like ndo presente em
membros da subfamilia ABCF de Leishmania, em outros tripanossomatideos e mamiferos
(Homo sapiens) (Fig. 5 e dados ndo mostrados). Esse dominio ausente nas proteinas ABCF de
L. (L.) amazonensis e de outros organismos, foi relacionado com o aumento da sensibilidade a
PAR quando mutado (Sasikumar and Kinzy 2014). A proteina EF-3 possui cerca de 13% de
identidade com as proteinas ABCFs (Fig. 4).

Além da proteina EF-3, S. cerevisiae possui as proteinas ABCFs: GCN20
(Chakraburtty 2001), ARB1 (Dong, Lai et al. 2005), NEW1 (Decottignies and Goffeau 1997)
e HEF-3 (Murina, Kasari et al. 2019). A proteina ARBL1 é essencial em S. cerevisiae e quando
depletada prejudica a biogénese ribossomal (Dong, Lai et al. 2005). Esta proteina tem
identidade de cerca de 29 a 40% com as proteinas ABCFs de L. (L.) amazonensis, sendo mais
similar com a proteina ABCF2 (Fig. 4 e Fig. 5). A proteina GCN20 de S. cerevisiae esta
envolvida na ativacdo da traducdo em condicdes de falta de aminoacidos quando associada
com a proteina GCN1 (Marton, Vazquez de Aldana et al. 1997). Curiosamente, a
superexpressdo da proteina GCN1 induz um aumento da sensibilidade a PAR, enquanto que

sua delecgdo, resisténcia a esse antibidtico em fungos (Sattlegger and Hinnebusch 2000). A
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proteina GCN20 apresenta identidade de cerca de 23-32% com as proteinas ABCF de L. (L.)
amazonensis, sendo a maior identidade com a ABCF1 (Fig. 4). A proteina NEW1 é um fator
de traducdo, que se liga ao ribossomo e facilita a terminacdo da tradugédo e a reciclagem
ribossomal nos cédons de parada (Kasari, Pochopien et al. 2019). A auséncia desta proteina
resulta em defeitos na montagem do ribossomo em S. cerevisiae, além do retardo de
crescimento deste organismo em baixas temperaturas (Li, Lee et al. 2009). A proteina NEW1
possui identidade de aproximadamente 10% com as proteinas ABCFs de L. (L.) amazonensis
(Fig. 4 e Fig. 5). O gene que codifica a proteina HEF-3 ¢é paralogo ao gene da EF-3 e a
proteina codificada por esse gene tem 87% de identidade com a proteina EF-3 (Maurice,
Mazzucco et al. 1998). O dominio chromodomain-like também esta presente na proteina
HEF-3 (Fig. 5). Finalmente, esta proteina possui cerca de 10% de identidade com as proteinas
ABCFs de L. (L.) amazonensis (Fig. 4).

O alinhamento da proteina ABCF1 de L. (L.) amazonensis com seus ortologos de
L. (V.) braziliensis e L. (L.) major, mostrou identidades de 93% e de 97% respectivamente
(Fig. 4 e Fig. 6). Quando comparada com a sequéncia proteica dos tripanossomatideos
Trypanosoma brucei e T. cruzi, a sequéncia de aminacidos apresentou identidade de 72% com
0s respectivos ortologos destas espécies (Fig. 4 e Fig. 6). Estas proteinas possuem um
dominio de superhélice ou coiled coil que podem estar envolvidas em diversas fungdes, por
exemplo, na sustentacdo estrutural de organelas, reparo e a replicacdo do material genético,
transporte de vesiculas, dentre outras (Truebestein and Leonard 2016)(Fig. 4 e Fig. 6). A
proteina ABCF1 de L. (L.) amazonensis possui identidade de 34% com seu ortélogo em H.
sapiens (ABCF3) (Fig. 4 e Fig. 6). A proteina ABCF2 de L. (L.) amazonensis possui
identidade de 92% com seu ortélogo em L. (V.) braziliensis e de 97% em L. (L.) major (Fig. 4
e Fig. 7). Ja os ortdlogos de T. brucei e T. cruzi possuem identidade de 78% e 75%
respectivamente (Fig. 4 e Fig. 7). A proteina ABCF2 humana tem identidade de 47% com a
ABCF2 de L. (L.) amazonensis (Fig. 4 e Fig. 7). A proteina ABCF3 de L. amazonensis possui
identidade de 91% com seu ort6logo de L. (V.) braziliensis e 97% com seu ort6logo de L. (L.)
major (Fig. 4 e Fig. 8). Os ortdlogos de T. brucei e T. cruzi possuem identidade de 71% e
73% respectivamente (Fig. 4 e Fig. 8). Estas proteinas também possuem o dominio coiled
coil, assim como a proteina ABCF1. A identidade obtida com o ortdlogo humano ABCF1 é
de 28% (Fig. 4 e Fig. 8). A proteina ABCF1 humana esta envolvida no inicio da traducdo e
promove a precisao translacional, além de participar de um mecanismo alternativo de inicio

da traducgéo, conforme revisado por Ousalem, Singh et al. (2019).
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Figura 4. ldentidade em escala heatmap entre as proteinas ABCFs de L. (L.) amazonensis
(La_ABCF1, La ABCF2 e La_ABCF3) e as proteinas ABCFs de outros organismos. Na
Figura, os valores apresentados estdo em porcentagem, conforme a legenda a direita. Sc,
Saccharomyces cerevisiae; Lb, L. (V.) braziliensis; Lmj, L. (L.) major; Tb, T. brucei; Tc ,T.
cruzi e Hs, Homo sapiens. (-) as sequéncias ndo foram comparadas.
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Figura 5. Alinhamento parcial das proteinas ABCF de L. (L.) amazonensis e das proteinas EF-3, GCN20, ARB1, NEW1 e HEF-3 de S.
cerevisiae (Sc). Os dois dominios de ligacdo de ATP estdo indicados no alinhamento em vermelho (motivos Walker A e B de cada um dos
dominios), além da assinatura das proteinas ABC, localizado entre os motivos Walker A e B (em azul). O dominio chromodomain-like presente

nas

proteinas

EF-3 e

HEF-3

e que afeta a sensibilidade a PAR em S. cerevisiae estd indicado em verde.
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Figura 6. Alinhamento parcial da proteina ABCF1 de L. (L.) amazonensis (La) e de seus ortdlogos de L. (V.) braziliensis (Lb), L. (L.) major
(Lmj), T. brucei (Tb), T. cruzi (Tc) e Homo sapiens (Hs). Os dois dominios de ligagdo de ATP estdo indicados no alinhamento em vermelho

(motivos Walker A e B de cada um dos dominios); a assinatura das proteinas ABC localizado entre os motivos Walker A e B esta indicado em
azul. O dominio de superhélice esta indicado em rosa.
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Figura 7. Alinhamento parcial da proteina ABCF2 de L. (L.) amazonensis (La) e de seus ortdlogos de L. (V.) braziliensis (Lb), L. (L.) major
(Lmj), T. brucei (Th), T. cruzi (Tc) e Homo sapiens (Hs). Os dois dominios de ligagdo de ATP estdo indicados no alinhamento em vermelho
(motivos Walker A e B de cada um dos dominios); a assinatura das proteinas ABC localizado entre os motivos Walker A e B esta indicado em

azul.
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Figura 8. Alinhamento parcial da proteina ABCF3 de L. (L.) amazonensis (La) e de seus ortologos de L. (V.) braziliensis (Lb), L. (L.) major
(Lmj), T. brucei (Tb), T. cruzi (Tc) e Homo sapiens (Hs). Os dois dominios de ligacdo de ATP estdo indicados no alinhamento em vermelho
(motivos Walker A e B de cada um dos dominios); a assinatura das proteinas ABC localizado entre os motivos Walker A e B esta indicado em
azul. O dominio de superhélice esta indicado em rosa.
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5.2. Amplificacdo e clonagem dos genes ABCFs e dos genes DLDH e
BCAT no vetor pGEM-T easy

As fases de leitura aberta dos genes ABCFs, DLDH e BCAT foram amplificados
por PCR gradiente com a enzimas Phusion High-Fidelity (New England Biolabs) ou Q5
High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs). O tamanho dos fragmentos
amplificados dos genes DLDH, BCAT, ABCF1, ABCF2 e ABCF3 foram 2,08 kb, 2,1 kb, 3 kb,
2,9 kb e 2,4 kb respectivamente (Tabela 1 e Fig. 9). Os respectivos fragmentos amplificados

foram clonados no vetor pGEM-T easy (Fig. 10).

A
Chr 3 Chr 19
ABCF] — (o G o —
> - >
(ABCF1) F 3kb R (ABCF1) (ABCF2) F 2.9kb 4-R (ABCF2)
Chr 32
—{ surr | 4BcFz | yvm |-
-
(ABCF3) F 2.4kb R (4BCF3)
Chr 27
— surr | bppE | sum }—--—— sumr | Bedr ) sum }—
- E - - «
(OLDH) F 2.08 kb R (DLDH) (BCAT) F 2.1kb R (BCAT)
B DLDH (@ Bcar  4Ascr1 D 4BCF? E ABCF3

Kb

Figura 9. (A) Representacdo esquematica da localizacdo dos iniciadores e o tamanho
aproximado dos fragmentos amplificados dos genes DLDH, BCAT, ABCF1, ABCF2 e
ABCF3. Produtos amplificados por PCR com gradiente de temperatura dos genes DLDH (B),
BCAT (C) e ABCFs (C, D e E) de L. (L.) amazonensis em uma eletroforese em gel de
agarose. Os produtos amplificados dos respectivos genes estdo indicados pelas setas em
vermelho. Legenda: PM, peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder; (-) controle negativo do
PCR.
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Para verificar se cada produto amplificado e clonado estava correto para cada um
dos genes, estes foram digeridos com enzimas de restricdo indicadas (Fig. 10A). As enzimas
de restricdo selecionadas foram baseadas em andlises in silico dos respectivos genes, assim
como do vetor pGEM-T easy (Fig. 10A). Como controle, utilizou-se o plasmideo pGEM-T
easy sem inserto digerido com enzima EcoRI. Esta enzima lineariza o plasmideo, gerando
uma banda de cerca de 3 kb. Para o gene ABCF1, utilizou-se a enzima EcCoRV e o padréo de
restricdo foram duas bandas de aproximadamente 4,6 e 1,3 kb; para o gene ABCF2 a digestao
ocorreu com a enzima Hindlll, gerando uma banda de aproximadamente 5,3 kb e outra de
0,65 kb; o gene ABCF3 foi digerido com EcoRI gerando bandas de 2,9, 1,7 e 0,7 kb (Fig.
10B). Os genes DLDH e BCAT foram digeridos com a enzima de restricdo EcoRlI, gerando
bandas de aproximadamente 3 e 2,1 kb (Fig. 10B).
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Figura 10. (A) Representacdo esquematica dos sitios de restricdo dos genes ABCFs, DLDH e
BCAT clonados no vetor pGEM-T easy. Os genes e 0s sitios ndo estdo em escala. (B)
Eletroforese em gel de agarose (0,8%) da digestdo dos genes clonados no vetor pGEM-T easy
com as enzimas de restricdo indicadas em (A). PM, peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder; 1
- pGEM-T easy linearizado com EcoRI; 2 - pGEMT-La-ABCF1 digerido com EcoRV; 3-
pGEMT-La-ABCF2 digerido com Hindlll; 4 - pGEMT-La-ABCF3 digerido com EcoRlI; 5-
PGEMT-La-D-LDH digerido com EcoRlI; 6 - pPGEMT-La-BCAT digerido com EcoRI.

Os respectivos genes clonados foram ainda confirmados, através do

sequenciamento de nucleotideos pelo método descrito por (Sanger, Nicklen et al. 1977). Foi
utilizado como referéncia as sequéncias previamente disponiveis dos respectivos genes de L.
(L.) amazonensis e L. (L.) mexicana disponiveis no TriTryDB (https://tritrypdb.org/). Os
respectivos clones dos genes com a sequéncia de nucleotideos confirmada foram digeridos

com as respectivas enzimas de restricdo indicadas (Tabela 1), e entdo subclonados no vetor
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pSP72aHY Ga (El Fadili, Kundig et al. 2002). Os DNAs plasmidiais do vetor pSP72aHY Ga.
contendo os genes ABCF1 e ABCF3 (Fig. 11 A e B), além dos genes BCAT e DLDH (Fig. 11
A e B) previamente envolvidos na resisténcia a PAR em L. infantum (Rastrojo, Garcia-
Hernandez et al. 2018), foram selecionados e transfectados em L. (L.) amazonensis. N&o foi
obtida, até a conclusdo desta dissertacdo de Mestrado, a clonagem do gene ABCF2 no vetor de

expressdo pSP72oHY Ga.
A
5,1kb 5,1kb
| pSP72aHYGa —] I pPSP720HYGa I
ABCFI ABCF3 <+ 5,1kb
Xbal Hmdlll Xbal 2,4 kb H:ndlll =3k
<-2,4kb
5,1kb 5,1kb
pSP72aHYGa pSP72aHYGa
L —J [Bcar>
Xbal 2,08 kb Hlndlll Xbal 2,1kb  Hindill

Figura 11. (A) Representacdo esquematica dos sitios de restricdo dos genes ABCFs, DLDH e
BCAT clonados no vetor pSP72aHYGo Os genes e o0s sitios ndo estdo em escala. (B)
Eletroforese em gel de agarose (0,8%) da digestdo dos genes clonados no vetor pSP72aHY Ga.
com as enzimas de restricdo indicadas em (A). PM, peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder; 1-
La-pSP720HYGa-ABCF1; 2- La-pSP720HYGa-ABCF3; 3- La-pSP720HYGa-DLDH; 4-
La-pSP72aHY Ga-BCAT.

Os resultados de suscetibilidade obtidos para as linhagens superexpressoras dos

genes ABCFs sdo apresentados no item 5.4.

5.3. Geracdo de mutantes nulos dos genes ABCFs utilizando a
tecnologia CRISPR/Cas9 em L. (L.) amazonensis

Para a padronizacdo da tecnologia do sistema CRISPR/Cas9 no laboratorio, foi
utilizado como alvo inicial o gene MT para a geracdo de um alelo inativado. Este gene
codifica o transportador de MF (MT) e é responsavel pelo fenotipo de resisténcia a MF
quando mutado ou deletado (Perez-Victoria, Gamarro et al. 2003, Perez-Victoria, Sanchez-
Canete et al. 2006, Coelho, Trinconi et al. 2014). O fenotipo de resisténcia a MF pode ser
facilmente testado nas linhagens mutantes do gene MT através de um ensaio de
suscetibilidade in vitro em promastigotas utilizando o teste do MTT (Coelho, Trinconi et al.

2014). Os cassetes lineares contendo 0s genes de resisténcia a puromicina e a blasticidina,
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assim como o0s cassetes lineares para a transcricdo in vivo de cada um dos RNAs guia
(sgRNA) foram amplificados por PCR, conforme previamente descrito (Beneke, Madden et
al. 2017). Uma aliquota de cada uma das amostras foi analisada em uma eletroforese em gel
de agarose (Fig. 12 A e B), previamente a transfeccdo na linhagem de L. (L.) amazonensis
transfectada com o plasmideo pT007 e que expressa as enzimas Cas9 e a T7 RNA polimerase
(La-Cas9) (Beneke, Madden et al. 2017). Os cassetes de reparo contendo 0os marcadores de
resisténcia a puromicina e a blasticidina, amplificaram fragmentos de 1,8 e 1,7 kb
respectivamente (Fig. 12A). Ja& os cassetes lineares para a transcri¢do in vivo dos RNAs guias
5’ e 3’ do gene MT amplificaram produtos de cerca de 100 pb, conforme esperado (Fig. 12B).
Para a confirmacdo da presenca do gene Cas9 na linhagem transfectada (La-Cas9), foi
realizado um PCR que amplifica um fragmento de cerca de 1kb deste gene (Fig. 12C e D).
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Figura 12 Amplificacdo por PCR dos cassetes lineares contendo os genes de resisténcia a
puromicina (PURO) (1,8 kb) e a blasticidina (BLAST) (1,7 kb) (A), para a sintese in vivo dos
RNAs guias 5’ e 3’ a partir da enzima T7 RNA polimerase (0,1 kb) (B). (C) Representacédo
esquematica do plasmideo pT007 com a localizacdo dos iniciadores internos do gene Cas9
(setas pretas) e a confirmacdo da presenca do gene Cas9 por eletroforese em gel (D). Os
respectivos fragmentos amplificados estdo indicados pelas setas vermelhas e foram utilizados
em ensaio de transfeccdo por eletroporagéo para a geracdo de mutantes nulos do gene MT em
L. (L.) amazonensis. PM, peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder; (-) controle negativo da
PCR.

A transfeccdo dos fragmentos lineares na linhagem de L. (L.) amazonensis
transfectada com o plasmideo pT007 permitiu a selecdo de parasitos resistentes a puromicina,
mas ndo a ambos os antibidticos (Fig. 13B e dados ndo mostrados). Os parasitos selecionados
em presenca deste antibiotico tiveram o seu DNA gendmico extraido para avaliar a eficacia da
ferramenta utilizada na geracdo do mutante de um dos alelos do gene MT. A anélise por PCR
utilizando iniciadores dirigidos ao gene MT e que flanqueiam a fase de leitura aberta do gene,
aléem de iniciadores especificos do gene que confere resisténcia a puromicina permitiram
confirmar o genotipo esperado (Fig. 13). A linhagem selecionada em presenca de puromicina
possui um dos alelos do gene MT inativado, substituido pelo marcador de resisténcia a
puromicina conforme andlise por PCR do DNA genémico desta linhagem (La-sKO-MT) (Fig.
13B).
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Figura 13. Geragcdo da linhagem mutante para um dos alelos do gene MT em L. (L.)
amazonensis (La-sKO-MT) utilizando a tecnologia de CRISPR/Cas9. (A) Mapa esquematico
do locus do gene MT de L. (L.) amazonensis e localizacdo dos iniciadores utilizados para
analise por PCR do alelo mutante e selvagem do gene MT. (B) Eletroforese em gel de agarose
dos produtos amplificados por PCR utilizando os iniciadores indicados em (A), a partir do
DNA gendmico da linhagem selvagem [La (WT)] e da linhagem mutante para um dos alelos
do gene MT (La-sKO-MT). PM, peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder; (-) controle negativo
da PCR.

Uma vez confirmada a inativacdo de um dos alelos do gene MT utilizando a

tecnologia de CRISPR/Cas9, foi a avaliada a suscetibilidade a MF. Conforme esperado,
observou-se que a linhagem La-sKO-MT apresentou um valor de ECso significativamente
maior que a La (WT) e a linhagem transfectada com o plasmideo pT007 (La-Cas9) (pelo
menos 3 vezes maior) (Tabela 3 e Fig. 14). Pdde-se observar ainda que a linhagem
transfectada com o plasmideo pT007 apresentou crescimento similar ao da linhagem La (WT)
(Fig.18).
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Tabela 3. Suscetibilidade a MF na forma promastigota da linhagem La (WT), La-Cas9

e da linhagem mutante para o gene MT.

Linhagem ECso = DP (uM) (n)?
La (WT) 39,09 + 1,83 3
La-Cas9 46,6 + 3,45 3

La-sKO-MT 143 + 3,14 3

! nimero de experimentos independentes realizados em triplicata.
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Figura 14. Suscetibilidade a MF das linhagens La (WT), La-Cas9 e La-sKO-MT na forma
promastigota. Esta representado a média e o desvio padréo dos valores de ECsg das linhagens
indicadas apos incubagdo com o farmaco por um periodo de 24 horas. **** (p < 0,0001) em
comparagdo com as linhagens La (WT) e La-Cas9 utilizando o teste “One way ANOVA” no
software GraphPad Prism 7.

Uma vez confirmado o emprego da tecnologia de CRISPR/Cas9 em L. (L.)

amazonensis, foram realizados os ensaios dirigidos aos alelos dos genes ABCF1, ABCF2 e
ABCF3. Os cassetes lineares com 0s genes de resisténcia a puromicina e a blasticidina, assim
como para a transcricdo do RNA guia, foram amplificados por PCR e transfectados na
linhagem La-Cas?9.

Inicialmente, obtivemos apenas linhagens mutantes para um dos alelos de cada
um dos genes ABCF de L. (L.) amazonensis (Fig. 15B, 16B e 17B). Apo0s transfeccdo e
selecdo aos respectivos antibidticos, foram selecionados clones referentes as linhagens
geradas. Estes clones tiveram o seu DNA genémico extraido para analise por PCR utilizando
um iniciador dirigido a regido codificadora do gene de resisténcia e um outro dirigido a
montante e/ou jusante da fase de leitura aberta para cada um dos genes ABCF. Além destes,

foi utilizado um par de iniciadores especificos dirigidos ao gene que confere resisténcia a
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puromicina e/ou blasticidina, além de um par de iniciadores dirigidos a cada um dos genes
ABCF (Fig. 15A, Fig. 16A e Fig. 17A). Para o gene ABCF1, um dos alelos foi substituido
pelo gene de resisténcia a BLA na linhagem La-sKO-ABCF1 (Fig. 15B). O gene ABCF2 da
linhagem La-sKO-ABCF2 e o gene ABCF3 da linhagem La-sKO-ABCF3 tiveram seus
respectivos alelos substituidos pelo cassete PURO que contém o gene de resisténcia a
puromicina (Fig. 15B e 17B). Apds um segundo round de transfeccdo, foram obtidos para os
genes ABCF1 e ABCF3 a substituicdo destes genes pelo cassete contendo o gene de
resisténcia a blasticidina, embora os parasitos ainda continham uma cépia do gene selvagem
(La-dKO-ABCF1 e La-dKO-ABCF3) (Fig. 15 e Fig. 17). A retencdo de pelo menos uma
copia dos genes ABCF1 e ABCF3 nas respectivas linhagens mutantes, sugerem a
essencialidade destes genes (Fig. 15 e Fig. 17). No caso da linhagem La-sKO-ABCF2, foi
possivel a geracdo de um mutante nulo, apds uma segunda transfeccdo, onde o gene ABCF2

foi substituido pele gene que confere resisténcia a blasticidina (Fig. 16).
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Figura 15. Geragdo das linhagens mutantes para o gene ABCF1 de L. (L.) amazonensis. (A) Representacdo esquematica dos genes ABCF1,
PURO e BLAST, contendo os iniciadores utilizados e o tamanho dos fragmentos esperados para 0 mapeamento das linhagens mutantes. (B)
Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados por PCR utilizando os iniciadores indicados em (A), a partir do DNA genémico da
linhagem La (WT) e do clone da linhagem La-sKO-ABCF1. (C) Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados por PCR utilizando os
iniciadores indicados em (A), a partir do DNA gendmico da linhagem La (WT) e do clone da linhagem La-dKO-ABCF1. PM, peso molecular
100bp DNA ladder RTU; (-) controle negativo da PCR.
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Figura 16. Geragdo das linhagens mutantes para o gene ABCF2 de L. (L.) amazonensis. (A) Representacdo esquematica dos genes ABCF2,
PURO e BLAST, contendo os iniciadores utilizados e o tamanho dos fragmentos esperados para 0 mapeamento das linhagens mutantes para o
gene ABCF2. (B) Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados por PCR utilizando os iniciadores indicados em (A), a partir do DNA
genémico da linhagem La (WT) e do clone da linhagem La-sKO-ABCF2. (C) Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados por PCR
utilizando os iniciadores indicados em (A), a partir do DNA genémico da linhagem La (WT) e do clone da linhagem La-dKO-ABCF2. PM, peso
molecular 100bp DNA ladder RTU; (-) controle negativo da PCR.
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Figura 17. Geragdo das linhagens mutantes para o gene ABCF3 de L. (L.) amazonensis. (A) Representacdo esquematica dos genes ABCF3,
PURO e BLAST, contendo os iniciadores utilizados e o tamanho dos fragmentos esperados para 0 mapeamento das linhagens mutantes para o
gene ABCF2. (B) Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados por PCR utilizando os iniciadores indicados em (A), a partir do DNA
genémico da linhagem La (WT) e do clone da linhagem La-sKO-ABCF3. (C) Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados por PCR
utilizando os iniciadores indicados em (A), a partir do DNA genémico da linhagem La (WT) e do clone da linhagem La-dKO-ABCF3. PM, peso
molecular 100bp DNA ladder RTU; (-) controle negativo da PCR.
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5.4. Crescimento in vitro de promastigotas das linhagens selvagem,
superexpressoras e mutantes dos genes ABCFs

Para avaliar se 0s superexpressores e 0s mutantes dos respectivos genes ABCFs
poderiam afetar o crescimento de promastigotas do parasito, foram realizadas curvas de
crescimento das respectivas linhagens geradas. As linhagens La-pSP72aHYGo e 0s
superexpressores dos genes ABCF1, ABCF3, DLDH e BCAT, ndo apresentaram variacao
significativa no crescimento quando comparados com a linhagem La (WT) (Fig. 18A). Em
relacdo as linhagens La-Cas9 e mutantes dos genes ABCFs, estas também ndo apresentaram
diferenca significativa quando comparadas com a linhagen La (WT) (Fig. 18 B, C e D).
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Figura 18. Curvas de crescimento das linhagens selvagem, superexpressoras e dos clones mutantes dos genes ABCFs. As curvas de crescimento
foram realizadas a partir de um indculo de 5x10° promastigotas por mL. Esta representado a média de trés experimentos independentes. (A)
Curvas de crescimento das linhagens La (WT), La-pSP72aHYGa € 0s respectivos superexpressores dos genes ABCF1, ABCF3, DLDH e BCAT.
(B) Curvas de crescimento das linhagens La (WT), La_Cas9 e os respectivos clones dos mutantes do gene ABCF1. (C) Curvas de crescimento
das linhagens La (WT), La_Cas9 e os respectivos clones dos mutantes do gene ABCF2. (D) Curva de crescimento das linhagens La (WT),

La Cas9 e 0S respectivos clones dos mutantes do gene ABCF3.
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5.5. Avaliacdo da suscetibilidade & PAR das linhagens transfectadas e
superexpressoras dos genes ABCFs, DLDH e BCAT

A suscetibilidade in vitro a PAR em promastigotas das linhagens superexpressoras
foi determinada utilizando o teste do MTT. Apos os experimentos, foram realizadas curvas de
inibicdo de crescimento celular para determinar o valor de ECsp, concentracdo do farmaco que
inibe a viabilidade celular em 50%. Os valores de ECso, obtidos das linhagens, indicaram que
a linhagem superexpressora do gene ABCF1 apresentou um valor de ECso de cerca de 1,7
vezes maior que a linhagem transfectada com o vetor vazio (La-pSP72aHYGa) e com a
linhagem La (WT) (Tabela 4 e Fig. 19). Os valores de ECso dos parasitos superexpressores do
gene ABCF3 ndo apresentaram diferenca significativa quando comparados com os valores de
ECso das linhagens La-pSP72aHYGa e La (WT) (Tabela 4 e Fig. 19). Os genes BCAT e
DLDH foram previamente envolvidos na resisténcia a PAR em L. (L.) infantum (Rastrojo,
Garcia-Hernandez et al. 2018). No entanto, valor de ECso da linhagem superexpressora do
gene DLDH foi quase metade do que as linhagens controle [La-pSP72aHYGa e La (WT)]
(Tabela 4 e Fig. 19). Ja a linhagem superexpressora para o gene BCAT apresentou um valor de
ECso de cerca de 1,6 vezes maior que as linhagens La-pSP72aHYGa ou La (WT) (Tabela 4 e
Fig. 19). Estes resultados apresentados indicam que apenas o gene BCAT conferiu resisténcia
a PAR em L. (L.) amazonensis, além do gene ABCF1 quando superexpressos no parasito
(Tabela 4 e Fig. 19).
Tabela 4. Suscetibilidade a PAR na forma promastigota da linhagem La (WT), La-
pSP72aHYGa. e das linhagens transfectantes superexpressoras dos genes ABCF1, ABCF3,
DLDH e BCAT.

Linhagens ECso + DP (uUM) (n)!
La (WT) 91,75 6,85 5
La-pSP720HY Ga 90,38 + 8,90 5
La-pSP720HY Ga-ABCF1 157,97 + 4,57 5
La-pSP720HY Ga-ABCF3 84,49 + 13,76 5
La-pSP720HY Ga-DLDH 57,45 +12,18 5
La- pSP720HY Ga-BCAT 151,17 + 4,23 5

! ndmero de experimentos independentes realizados em triplicata.
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Figura 19. Suscetibilidade a PAR na forma promastigota da linhagem La (WT) e das
linhagens transfectantes superexpressoras dos genes ABCF1, ABCF3, DLDH e BCAT. Esta
representado a media e desvio padrdo dos valores de ECso das linhagens indicadas apos
incubacdo com o farmaco por um periodo de 48 horas. **** (p < 0,0001) em comparacédo
com a linhagem La (WT) e La-pSP720HYGa utilizando o teste “One way ANOVA” do
software GraphPad Prism 7.

5.6. Avaliacdo da suscetibilidade a PAR das linhagens selvagem e
mutantes para os genes ABCFs de L. (L.) amazonensis

Uma vez caracterizado o genotipo dos clones das linhagens mutantes dos genes
ABCFs de L. (L.) amazonensis, a suscetibilidade in vitro a PAR foi determinada na forma
promastigota utilizando o teste do MTT. Os valores de ECso obtidos das linhagens La-Cas9,
La-dKO-ABCF1, La-sKO-ABCF2 e La-sKO-ABCF3 ndo apresentaram diferenca
significativa quando comparados com a linhagem La (WT) (Tabela 5 e Fig. 20). Para a
linhagem La-dKO-ABCF2, o valor de ECso foi cerca de duas vezes menor que as linhagens
La (WT) e a La-Cas9 (Tabela 5 e Fig. 20), sugerindo que a auséncia da proteina ABCF2 (Fig.
16C) pode afetar a suscetibilidade a PAR em L. (L.) amazonensis. As linhagens La-sKO-
ABCF1, La- dKO-ABCF1, La-sKO-ABCF3 e La-dKO-ABCF3 apresentaram valores de

ECso maiores do que as linhagens La (WT) e La-Cas9, entretanto estes valores ndo foram
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maiores do que 1,5 vezes o ECso das linhagens controle (La (WT) e La-Cas9) (Tabela 5 e Fig.

20). Estes resultados indicaram que as linhagens que mantiveram uma Unica copia do gene

ABCF1 ou ABCF3 (Fig. 15 e 17) ndo apresentaram variacao significativa nos valores de ECso.

Tabela 5. Suscetibilidade a PAR na forma promastigota das linhagens La (WT), La-Cas9 e

mutantes para os genes ABCFs de L. (L.) amazonensis.

Linhagem ECso + DP (uUM) (n)!

La (WT) 91,73 + 6,34 5
La-Cas9 88,31 + 7,56 5

La- SKO-ABCF1 12176 + 12,14 5
La- dKO-ABCF1 108,244 8.1 5
La-sKO-ABCF2 93,46 + 131 5
La- dKO-ABCF2 51,30 + 6,34 5
La-sKO-ABCF3 115,74+ 6.34 5
5

La- dKO-ABCF3

120,12+ 10,84

! nimero de experimentos independentes realizados em triplicata.
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Figura 20. Suscetibilidade a PAR na forma promastigota das linhagens La (WT), La-Cas9 e
mutantes para 0s genes ABCFs. Esta representado a média e desvio padrdo dos valores de
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ECso das linhagens indicadas. **** (p < 0,0001) em comparacdo com as linhagens La (WT) e
La-Cas9, utilizando o teste “One way ANOVA” no programa GraphPad Prism 7.

5.7. Infectividade e crescimento in vitro de amastigotas intracelulares
das linhagens La (WT), La-Cas9 e mutantes dos genes ABCFs

Foi avaliado ainda a capacidade de infeccdo e replicacdo de amastigotas
intracelulares das linhagens transgénicas em macréfagos derivados de medula Ossea de
camundongos BALB/c, apés um periodo de 48 h e 72 h (Fig. 21). A linhagem La-Cas9
apresentou uma porcentagem de macrofagos infectados similar, sem diferenca significativa,
quando comparada com a linhagem La (WT). O mesmo foi observado em relagdo a média de
amastigotas por macrofago infectado; nenhuma diferenca significativa foi observada entres
estas duas linhagens (Tabela 6, Tabela 7, Fig. 21). As linhagens La-sKO-ABCF1 e La-dKO-
ABCF1, apresentaram uma porcentagem maior de macréfagos infectados quando comparados
com a linhagem La (WT) ap6s um periodo de infeccdo de 48h e 72h (Tabela 6, Tabela 7, Fig.
21 A e C). Estas linhagens mutantes apresentaram um numero maior de amastigotas por
macrofago, apos infeccdo de 48h e 72h (Tabela 6, Tabela 7, Fig. 21 B e D).
Tabela 6. Porcentagem de macrofagos infectados e nimero de amastigotas por macrofago

infectado das linhagens La (WT), La-Cas9 e mutantes para o gene ABCF1 ap0s 48 horas.

: Macrdéfagos Amastigotas/
Linhagem _ ) _ (n)?
infectados (%) macrofago infectado
La (WT) 48 + 8 2,97 £0,94 2
La-Cas9 36+7 3,48 £ 0,55 2
La-sKO-ABCF1 74+ 14 4,62 +1,79 2
La-dKO-ABCF1 77+10 6,05 + 1,53 2

! nimero de experimentos independentes realizados em triplicata.

Tabela 7. Porcentagem de macréfagos infectados e namero de amastigotas por macréfago

infectado das linhagens La (WT), La-Cas9 e mutantes para o gene ABCF1 apds 72h.

Macrdéfagos infectados Amastigotas/

Linhagem ) _ (n)?
(%) macrdéfago infectado

La (WT) 38+10 4,02 £ 0,95 2

La-Cas9 42 + 16 4,53 + 1,64 2

La- sKO-ABCF1 70 +11 5,73+1,50 2
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Figura 21. Porcentagem de infeccdo e numero de amastigotas por macréfago infectado das
linhagens La (WT), La-Cas9 e mutantes para os genes ABCF1 de L. (L.) amazonensis em 48h
(A, B) e 72h (C, D). *** (p < 0,001), **** (p < 0,0001) em comparacdo com a linhagem La
(WT) e La_Cas9 utilizando o teste “One way ANOVA” do programa GraphPad Prism 7.
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6. Discussdo

Os tratamentos disponiveis para leishmaniose sdo poucos e sua maioria € utilizada
ha algum tempo. Estes tratamentos possuem alta toxicidade, variacbes nas eficécias,
dificuldade na adesdo ao tratamento devido aos farmacos administrados por via parenteral,
custos financeiros altos, relato de resisténcia emergente aos medicamentos e falta de acesso
em éareas regionais (Zulfigar, Shelper et al. 2017). Os principais farmacos utilizados no
tratamento das leishmanioses no Brasil sdo 0s antimoniais pentavalentes (Pentostam® e
Glucantime®), a anfotericina B e a pentamidina (Uliana, Trinconi et al. 2018).

A PAR é um antibiético aminoglicosideo de amplo espectro que ja foi
demonstrado como um agente oral efetivo para muitos agentes infecciosos (Davidson, den
Boer et al. 2009), é um farmaco potencial para 0 uso no tratamento da leishmaniose
tegumentar. Além de apresentar boa eficacia clinica no tratamento da leishmaniose visceral, é
um farmaco de baixo custo e o seu periodo de tratamento € curto, o que diminui as chances
dos parasitos se tornarem resistentes. No entanto, pouco se conhece sobre 0os mecanismos de
acao e resisténcia a PAR em Leishmania. Nestre trabalho foi investigado o papel das proteinas
ABCFs na resisténcia e suscetibilidade a PAR in vitro da forma promastigota de L. (L.)
amazonensis utilizando teécnicas de genética molecular. As proteinas ABCF ja foram
implicadas na resisténcia aos macrolideos em procariotos, grupo de antibioticos inibidores da
sintese proteica (Kerr 2006). Também foi demonstrado que as proteinas ABCF de procariotos
protegem o ribossomo bacteriano da acéo de antibidticos atraves do deslocamento destes do
ribossomo (Sharkey, Edwards et al. 2016). Estes estudos sugeriram a possibilidade do
possivel envolvimento destas proteinas na resisténcia a PAR em Leishmania. Buscas em
bancos de dados do genoma indicaram a presenca de trés genes (ABCF1, ABCF2 e ABCF3),
localizados respectivamente nos cromossomos 3, 19 e 32 de L. (L.) mexicana segundo o
TriTrypDB (Aslett, Aurrecoechea et al. 2010). As trés copias dos genes ABCFs séo
conservadas em outras espécies de Leishmania, além de outros tripanossomatideos,
Drosophila melanogaster e H. sapiens, sugerindo a importancia destas proteinas no
metabolismo celular, particularmente na sintese proteica (Coelho and Cotrim 2018). Sabe-se
que o ribossomo € um potencial alvo da PAR (Shalev-Benami, Zhang et al. 2017).

O alinhamento da sequéncia de aminoacidos das proteinas ABCFs de L. (L.)
amazonensis mostrou que proteina ABCF1 possui 30% de identidade com a ABCF2 e 24%
com a ABCF3, e entre as proteinas ABCF2 e ABCF3 a identidade é de 33%. A relativa baixa
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porcentagem de identidade entre elas indica que estas proteinas provavelmente devem exercer
papéis distintos na célula. Em S. cerevisae, 5 copias dos genes ABCFs estdo presentes no
genoma, e as respectivas proteinas codificadas exercem funcGes distintas (Belfield and Tuite
1993, Decottignies and Goffeau 1997, Chakraburtty 2001, Dong, Lai et al. 2005, Murina,
Kasari et al. 2019). Dentre elas, a proteina ARB1, essencial neste organismo (Dong, Lai et al.
2005), tem identidade de cerca de 29% a 40% com as proteinas ABCFs de L. (L.)
amazonensis, sendo mais similar com a proteina ABCF2. Diferentemente em L. (L.)
amazonensis, foi possivel obter mutantes nulos para o gene ABCF2.

Os alinhamentos das proteinas ABCFs de L. (L.) amazonensis com seus
respectivo ortélogos de H. sapiens mostrou identidade de 28% a 47%. A proteina ABCF1 de
H. sapiens esta envolvida no inicio da traducdo e promove a preciséo translacional, além de
participar de um mecanismo alternativo de inicio da traducdo (Ero, Kumar et al. 2019,
Ousalem, Singh et al. 2019). Ainda pouco se conhece sobre a fungéo especifica das proteinas
ABCFs, mas e provavel que exercam funcdes similares em Leishmania.

Apos a analise in silico das sequéncias proteicas, foram geradas construgdes
epissomais no vetor de expressdo em Leishmania pSP72aHYGa (El Fadili, Messier et al.
2005, Coelho, Leprohon et al. 2012), contendo os genes ABCF1 e ABCF3, além dos genes
BCAT e DLDH previamente envolvidos na resisténcia a PAR em L. (L.) infantum (Rastrojo,
Garcia-Hernandez et al. 2018).

Posteriormente, para a geracdo de mutantes nulos foi necessario padronizar para a
espécie L. (L.) amazonensis a tecnologia de CRISPR/Cas9 descrita por Beneke et al. (2017). E
importante ressaltar que esta metodologia descrita por Beneke et al. (2017), ja foi utilizada em
algumas espécies de Leishmania, como L. (L.) major, L. (L.) mexicana, L. (L.) infantum e L.
(V.) braziliensis (Martel, Beneke et al. 2017, Adaui, Krdber-Boncardo et al. 2020, Bea,
Kréber-Boncardo et al. 2020, Burge, Damianou et al. 2020). No entanto, até a redacdo desta
dissertacdo de Mestrado, este protocolo ainda ndo havia sido validado em L. (L.)
amazonensis, conforme descrito neste estudo.

Para testar esta ferramenta e a sua padronizacdo, foi utilizado como alvo inicial o
gene MT para a geracdo de uma linhagem com um dos alelos deletado (La-sKO-MT). Este
gene codifica o transportador de MF (MT) e é responsavel pelo fen6tipo de resisténcia a MF
guando mutado ou deletado (Perez-Victoria, Gamarro et al. 2003, Perez-Victoria, Sanchez-
Canete et al. 2006, Coelho, Trinconi et al. 2014). Conforme esperado, observou-se que a

linhagem La-sKO-MT apresentou um valor de ECso significativamente maior que a linhagem
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selvagem e/ou a linhagem expressora da proteina da enzima Cas9 (La-Cas9). Com 0 sucesso
na obtencdo deste mutante, assim como dos mutantes para os alelos dos genes ABCFs, pode-
se concluir que a padronizagdo do protocolo descrito por Beneke et al. (2017) foi validada
neste estudo para a espécie L. (L.) amazonensis.

Uma vez validado o protocolo de CRISPR/Cas9, foi a vez de obter os mutantes
para 0s genes ABCFs. Primeiramente, obtivemos apenas linhagens mutantes para um dos
alelos de cada um dos genes ABCFs (La-sKO-ABCF1, La-sKO-ABCF2 e La-sKkO-ABCF2).
Apobs os parasitos serem selecionados em presenca dos respectivos antibidticos de selecdo,
foram selecionados clones referentes as linhagens geradas. Apds uma segunda transfeccédo,
foram obtidos mutantes para os genes ABCF1 e ABCF3 contendo os genes marcadores de
resisténcia PURO e BLAST, curiosamente, estes parasitos continham ainda uma copia do gene
selvagem (La-dKO-ABCF1 e La-dKO-ABCF3). Para o gene ABCF2 foi possivel gerar um
mutante nulo. Os protozoarios Leishmania spp. sdo capazes de alterar o nUmero de copias dos
seus genes, fendmeno que constitui uma grande fonte de adaptabilidade do parasito (Dujardin,
Mannaert et al. 2014). Também podem variar 0 numero de coOpias de Cromossomos,
mecanismo compensatério utilizado como resposta a mudancas de ambientes (Sterkers, Crobu
et al. 2014, Dumetz, Imamura et al. 2017) ou ainda gerar o aparecimento de elementos
extracromossomais que contém o gene alvo, inviabilizando a geracdo do mutante nulo
(Duncan, Jones et al. 2017). Estes fenbmenos podem ter ocorrido durante a tentativa de
geracdo dos mutantes nulos, tanto em uma Unica transfeccdo quanto em duas transfeccdes,
para os genes ABCF1 e ABCF3. Estes resultados indicam a essencialidade dos genes ABCF1 e
ABCF3.

Uma vez selecionadas as linhagens detentoras dos plasmideos com 0s genes
ABCF1, ABCF3, DLDH e BCAT, e caracterizados os genotipos das linhagens mutantes dos
genes ABCFs de L. (L.) amazonensis, foi investigado se havia alteracdo no crescimento in
vitro destas linhagens. Além disso, foi investigado a suscetibilidade in vitro a PAR na forma
promastigota utilizando o teste MTT.

O crescimento in vitro de promastigotas das linhagens La-pSP72aHYGa e 0S
superexpressores dos genes ABCF1, ABCF3, DLDH e BCAT, ndo apresentaram variacao
significativa no crescimento quando comparados com a linhagem La (WT). As linhagens La-
Cas9, mutantes dos genes ABCFs, também ndo apresentaram diferenca significativa quando
comparadas com as linhagens La-Cas9 e La (WT). Portanto, a superexpressdo ou mutacao nos

alelos destes genes ndo afetou o crescimento dos promastigotas.
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O superexpressor do gene ABCF1 apresentou um valor de ECso de cerca de 1,7
vezes maior que a linhagem La-pSP72aHYGa e a La (WT). Os valores de ECso dos parasitos
superexpressores do gene ABCF3 ndo apresentaram diferenca significativa quando
comparados com os valores de ECs das linhagens La-pSP720HYGa e La (WT).

No trabalho realizado por Rastrojo, Garcia-Herndndez et al. (2018),
primeiramente foi investigado o transcriptoma de uma linhagem de L. (L.) infantum resistente
a PAR e observou-se que os transcritos dos genes DLDH e BCAT estavam aumentados
quando comparados a linhagem selvagem. Apds esta observacdo, estes genes foram clonados
no plasmideo pLEXSY e superexpressos em L. (L.) infantum. Ambos 0s superexpressores
obtidos mostraram fendtipo de resisténcia a PAR. Nos nossos experimentos, a linhagem
superexpressora para 0 gene BCAT apresentou um valor de ECso de cerca de 1,6 vezes maior
que a linhagem La-pSP72aHYGa ou a La (WT). Este fenotipo de resisténcia foi maior do que
0 encontrado em L. (L.) infantum, que apresentou um valor de ECso de cerca de 1,4 vezes
maior (Rastrojo, Garcia-Hernandez et al. 2018). O valor de ECso da linhagem superexpressora
do gene DLDH foi quase metade das linhagens controle [La-pSP72aHYGa ¢ La (WT)],
enquanto naquele estudo, o valor de ECso foi cerca de duas vezes maior. A diferenca dos
fenotipos de resisténcia a PAR obtidos neste estudo, comparados com o estudo citado, pode
ser explicado pelas especies diferentes de Leishmania ou ainda devido a diferenca de
concentracdo de antibidtico de selecdo. Para a selecdo dos superexpressores dos genes BCAT
e DLDH, foi utilizado 64 pg/mL de higromicina B, enquanto no trabalho realizado por
Rastrojo, Garcia-Hernandez et al. (2018), foi utilizado 100 pg/mL deste antibiético.

Na avaliacdo da suscetibilidade a PAR das linhagens mutantes para os genes
ABCFs de L. (L.) amazonensis, os valores de ECso obtidos das linhagens La-Cas9 e La-sKO-
ABCF2 ndo apresentaram diferenca significativa quando comparadas a La (WT). Para a
linhagem La-dKO-ABCF2, o valor de ECso foi a metade da linhagem selvagem, sugerindo
que a auséncia da proteina ABCF2 pode afetar a suscetibilidade a PAR em L. (L.)
amazonensis. As linhagens La-sKO-ABCF1, La-dKO-ABCF1, La-sKO-ABCF3 e La-dKO-
ABCF3 apresentaram valores de ECso maiores do que a linhagem La (WT) e a La-Cas9,
entretanto nenhum destes valores foram maiores que 1,3 vezes o valor de ECso das linhagens
controle.

O superexpressor do gene ABCF1 que confere resisténcia a PAR in vitro, possui
em sua sequéncia proteica um dominio de superhélice ou coiled coil que pode estar envolvido

em diversas fungdes, por exemplo, na sustentacdo estrutural de organelas, reparo e replicagéo
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do material genético, transporte de vesiculas, dentre outras (Truebestein and Leonard 2016,
Ero, Kumar et al. 2019, Ousalem, Singh et al. 2019). A superexpressao desse gene parece
proteger o ribossomo atraves do deslocamento do farmaco, promovendo o fendtipo de
resisténcia a PAR. As proteinas ABCF que conferem resisténcia a antibi6ticos que conferem
resisténcia aos inibidores do alongamento da tradugéo (como a PAR) séo capazes de fazer a
dissociacdo do antibiético no ribossomo (Sharkey, Edwards et al. 2016, Ero, Kumar et al.
2019, Ousalem, Singh et al. 2019). A PAR se prende no ribossomo no sitio P, local onde
ocorre a interagdo do ribossomo com o tRNA, interferindo na fidelidade traducional (Shalev-
Benami, Zhang et al. 2017). A proteina ABCF ligada a uma molécula de ATP, consegue se
ligar no sito E, se inserindo no sitio peptidyl transferase center (PTC) e no nascent peptide
exit tunnel (NPET) gerando mudanga estrutural da organela e fazendo com que a ligagcdo do
farmaco com o ribossomo seja interrompida (Ero, Kumar et al. 2019, Ousalem, Singh et al.
2019). Nessa mesma linha de raciocinio, o0 mutante nulo do gene ABCF2 apresentou maior
suscetibilidade a PAR, sugerindo que o ribossomo esta sem essa possivel via de protecdo
contra o farmaco. Para a confirmagdo destes achados, ainda seria necessario a geracdo da
linhagem superexpressora deste gene, assim como determinar a localizacdo desta proteina.

Foi avaliado ainda a capacidade de infeccdo e replicacdo de amastigotas
intracelulares das linhagens transgénicas em macrofagos derivados de medula Ossea. As
linhagens La-sKO-ABCF1 e La-dKO-ABCF1, apresentaram uma porcentagem maior de
macrofagos infectados quando comparados com a La (WT) ap6s um periodo de infeccdo de
48h e 72h. Estas linhagens mutantes apresentaram ainda um namero maior de amastigotas por
macrofago. Outros estudos ainda sdo necessarios para confirmar esses achados, mas estes
dados sugerem que a dosagem proteica da proteina pode afetar a infectividade e a replicacdo

de amastigotas intracelulares.
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7. Conclusao

Através do estudo da avaliacdo da atividade da PAR in vitro dos superexpressores
e knockouts génicos das proteinas ABCFs de L. (L.) amazonensis, pode-se concluir:

e Os genes que codificam as proteinas ABCFs de Leishmania sdo conservados
em numero e sequéncia quando comparados com seus respectivos ortélogos de Leishmania e
outros tripanossomatideos.

e A superexpressdao ou mutante dos alelos dos genes ABCFs ndo afetaram o
crescimento in vitro dos promastigotas.

e A superexpressdo do gene ABCF1 conferiu resisténcia & PAR in vitro nas
formas promastigotas.

e Os genes ABCF1 e ABCF3 indicam ser essenciais.

e A auséncia da proteina ABCF2 aumentou a suscetibilidade a PAR em L. (L.)

amazonensis.
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9. Anexos
9.1. Certificado de aprovagdo de uso de Organismos Geneticamente
Modificados pela CIBio/IB-UNICAMP e a CTNBIo
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INFORMACAO

INFORMAMOS que o projeto CIBio/IB N°. 2016/Tipo 2-01 — Salmonela
entérica: caracterizagdo fenotipica, molecular e uso biotecnolégico de
mutantes, cujo pesquisador responsavel &€ o Prof. Dr. Marcelo Brocchi, em
cooperagao com o sub-projeto “Investigacao do papel das proteinas ABC na
resisténcia a paromomicina em Leishmania amazonensis.”, da pds-graduanda
Tabata Rodrigues Costa, orientada do Prof. Dr. Adriano Cappellazzo
Coelho, encontra-se devidamente aprovado e regularizado junto a ClBio/IB-
UNICAMP e a CTNBio, conforme legislagéo vigente. O professor responsavel
se compromete a incluir os novos alunos no préximo relatério anual CIBio -
IB/JUNICAMP em dezembro 2019.

Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”,
19 de novembro de 2019.

EWAL%

Dr. J E Ll;/l PROENGA MODENA

Presidénte da CIBio
Instituto de Biologia - UNICAMP

CiBio/IB-Unicamp
Comisséo Interna de Biosseguranga
Instituto de Biologia - Unicamp
Caixa Postal 6109 - 13083-970 Campinas SP
Tel.: (18) 3521-6359 ~ e-mail: comisib@unicamp.br



9.2. Certificado de aprovacao de uso de animais pela CEUA/UNICAMP

CEUAUNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Investigagao do papel das proteinas ABC na resisténcia 2
paromomicina em Leishmania amazonensis, registrada com o n° 5427-1/2019, sob a

responsabilidade de Prof. Dr. Adriano Cappellazzo Coelho e Tabata Rodrigues Costa, que envolve
a produgao, manutencéo ou utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos
da LEI N°11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico
de animzis, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as hormas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela
Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP,
em reunido de 14/11/2019.

Finalidade: () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 01/02/2020 a 28/02/2021
| Vigéncia da autorizacao para manipulagédo animal: | 14/11/2019 a 28/02/2021
Espécie / linhagem/ raca: Camundongo isogénico / BALB/cAnUnib
No. de animais: 150
Idade/Peso: 4.00 Semanas / 23.00 Gramas
Sexo: 150 Fémeas
 Origem: CEMIB UNICAMP
Biotério onde serdo mantidos os animais: Biotérios da Parasitologia, DBA, IBFUNICAMP

A aprovagao pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizagdo a junto ao IBAMA,SISBIO ou
CiBio e é restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade
Estadual de Campinas.

Campinas, 24 de janeiro de 2020.

o A5 Mot

Prof. Dr. Y\/agnerfé Favaro Rosangela dos Santos

Presidente Secretaria Executiva
IMPORTANTE: Pedimos atencao a0 prazo para envio do rekaténio Tinal do atividades refaronts 3 0sta pi & 30 dins apds d 5133 vigkncha, O formulario
encontia-se disponivel na pigina da %, Area i Ando de ¢ o impedira que noves protocolos

sejam submetides.
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9.3. Declaracao de Direitos Autorais

Declaracao

As copias de artigos de minha autoria ou de minha coautoria. ja publicados ou submetidos
para publicacdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a arbitragem. que
constam da minha Dissertacdo/Tese de Mestrado/Doutorado. mtitulada Investigacao do
papel das proteinas ABC (subfamilia F) na resisténcia a paromomicina em
Leishmania amazonensis. nao infringem os dispositivos da Lein® 9.610/98. nem o direito
autoral de qualquer editora.

Campinas. 27 de julho de 2021

Tc hario. Rstiouas Celins
Assinatura: '
Nome do(a) autor(a): Tabata Rodrigues Costa
RG n.° 47.643.683-7

Miroann € Colhin
Assinatura:
Nome do(a) orientador(a): Adriano Cappellazzo Coelho
RGn°26.111.655-1
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