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RESUMO 

 

AGRIPINO, Joice de Melo, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, agosto de 2022. 
Transcriptoma dual do efeito leishmanicida de inibidores de enzimas modificadoras de 
histonas na infecção in vitro e estudos de histonas deacetilases de L. braziliensis. 
Orientadora: Juliana Lopes Rangel Fietto. Coorientador: Tiago Antônio de Oliveira Mendes. 

 

Leishmaniose cutânea (LC) é a manifestação clínica mais comum entre as leishmanioses, grupo 

de doenças negligenciadas causadas por parasitos do gênero Leishmania. O Brasil concentra a 

maior parte dos casos de LC nas Américas, sendo L. (Viannia) braziliensis a espécie mais 

prevalente. O arsenal terapêutico para o tratamento das leishmanioses é escasso e provoca 

efeitos colaterais graves, sendo necessário o desenvolvimento de novos medicamentos. As 

histonas deacetilases (HDACs) e as proteínas arginina metiltransferases (PRMTs) possuem 

importância para a biologia de diferentes células, incluindo parasitos, pois atuam na epigenética 

afetando a regulação da expressão gênica e replicação. Por isto vêm sendo apontadas como 

potenciais alvos farmacológicos. Foram selecionados previamente um inibidor de PRMT 

(BSF2) e um inibidor de HDAC (TH85) com ação leishmanicida contra L. braziliensis na 

infecção de macrófagos. Como forma de avaliar potenciais mecanismos de ação, neste trabalho 

foi realizada a montagem e a análise de RNA-Seq dual de macrófagos infectados por L. 

braziliensis na infecção e tratados com o BSF2 e TH85. O tratamento com o BSF2 levou à 

modulação negativa da via do TNF em macrófagos, sendo esta via validada por PCR em tempo 

real. O tratamento com o TH85 não alterou a expressão diferencial de genes de macrófagos ou 

do parasito, indicando que este inibidor de HDAC pode realmente estar atuando diretamente no 

parasito, sem influência direta na transcrição gênica global. Complementando este trabalho, 

apresenta-se dados preliminares da deleção gênica por CRISPR/Cas9 das 4 HDACs de L. 

braziliensis. A deleção única ou dupla das HDACs parece ter influenciado no crescimento e 

divisão celular das populações transfectadas. Porém estes dados precisam ser confirmados com 

clones isolados. Este trabalho também apresenta o depósito de uma patente sobre a aplicação 

das HDACs de L. braziliensis recombinantes no diagnóstico de leishmaniose. Como conclusão, 

este trabalho reforça as HDACs e seus inibidores como potenciais aplicações biotecnológicas 

no desenvolvimento de medicamentos e de estratégias de diagnóstico de leishmaniose causada 

por L. braziliensis. 

Palavras-chave: Transcriptoma. Leishmanicida. L. braziliensis. 



  

ABSTRACT 

 

AGRIPINO, Joice de Melo, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, August, 2022. Dual 
transcriptome of leishmanicidal effect of histone-modifying enzyme inhibitors on in vitro 
infection and studies of histone deacetylases of L. braziliensis. Adviser: Juliana Lopes 
Rangel Fietto. Co-adviser: Tiago Antônio de Oliveira Mendes. 

 

Cutaneous leishmaniasis (CL) is the most common clinical manifestation among leishmaniasis, 

a group of neglected diseases caused by parasites of the Leishmania genus. Brazil concentrates 

most cases of CL in the Americas, with L. (Viannia) braziliensis being the most prevalent 

species. The therapeutic arsenal for the treatment of leishmaniasis is scarce and causes serious 

side effects, requiring the development of new drugs. Histone deacetylases (HDACs) and 

proteins arginine methyltransferases (PRMTs) are important for the biology of different cells, 

including parasites, as they act in epigenetics, affecting the regulation of gene expression and 

replication. For this reason, they have been identified as potential pharmacological targets. A 

PRMT inhibitor (BSF2) and an HDAC inhibitor (TH85) with leishmanicidal action against L. 

braziliensis in macrophage infection were previously selected. As a way of evaluating potential 

mechanisms of action, in this work we performed the assembly and analysis of dual RNA-Seq 

from macrophages infected by L. braziliensis in the infection and treated with BSF2 and TH85. 

Treatment with BSF2 led to negative modulation of the TNF pathway in macrophages, which 

was validated by real-time PCR. Treatment with TH85 did not alter the differential expression 

of macrophage or parasite genes, indicating that this HDAC inhibitor may actually be acting 

directly on the parasite, without direct influence on global gene transcription. Complementing 

this work, we present preliminary data on the gene deletion by CRISPR/Cas9 of the 4 HDACs 

from L. braziliensis. The single or double deletion of HDACs seems to have influenced the 

growth and cell division of the transfected populations. However, these data need to be 

confirmed with isolated clones. This work also presents the filing of a patent on the application 

of recombinant HDACs from L. braziliensis in diagnosis of leishmaniasis. In conclusion, this 

work reinforces HDACs and their inhibitors as potential biotechnological applications in the 

development of drugs, and diagnostic strategies for leishmaniasis caused by L. braziliensis. 

Keywords: Transcriptome. Leishmanicidal. L. braziliensis.  
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1 INTRODUÇÃO 

A leishmaniose corresponde a um grupo de doenças tropicais negligenciadas que 

ocorrem no mundo e que afeta principalmente populações economicamente vulneráveis de 

países subdesenvolvidos. Diversas espécies de parasitos do gênero Leishmania são 

responsáveis por provocar a doença, sendo os parasitos transmitidos a mamíferos através da 

picada de fêmeas hematófagas de flebotomíneos infectadas (BURZA; CROFT; BOELAERT, 

2018). 

Estima-se que 1 milhão de novos casos ocorram todos os anos e que 350 milhões de 

pessoas encontram-se em risco de infecção, distribuídos entre os 98 países que registram a 

doença no mundo. Nas Américas, o Brasil é responsável por 96% dos casos notificados no 

continente, sendo o país mais afetado entre os 19 que registram a doença (HERRERA et al., 

2020; WHO, 2022). 

A leishmaniose se apresenta de diferentes formas, que vão desde um quadro 

assintomático até as diversas manifestações clínicas evidentes. Este espectro de manifestações 

da doença é resultado de diversos fatores que determinam como a doença irá progredir, tais 

como, a espécie, cepa, o grau de virulência do parasito e o tipo de resposta imunológica 

desenvolvida pelo hospedeiro (GUPTA; OGHUMU; SATOSKAR, 2013; PACE, 2014). Três 

principais formas clínicas são bem caracterizadas, a leishmaniose visceral (LV) que acomete 

vísceras e que corresponde à forma mais grave e potencialmente fatal se não tratada; a 

leishmaniose cutânea (LC), forma mais prevalente que resulta na formação de lesões na pele 

em áreas mais expostas do corpo, podendo evoluir para úlceras e grandes deformidades; e a 

leishmaniose muco cutânea (LMC) que compromete mucosas e ocorre por disseminação do 

parasito, simultaneamente ou anos depois de uma lesão de LC (PACE, 2014). 

O tratamento para as leishmanioses conta com um arsenal limitado de medicamentos, 

como os antimoniais pentavalentes, anfotericina B e suas formulações lipídicas, paromomicina 

e mitelfosina (AKBARI, ORYAN E HATAM, 2017). Em 2018 BURZA, CROFT E 

BOELAERT revisaram as terapias disponíveis para a tratamento da LC. No Brasil, o Ministério 

da Saúde (MS) segue as orientações da Organização Mundial da Saúde (OMS/WHO) para o 

tratamento das leishmanioses nas Américas (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 

2018). 

Diante de um o arsenal terapêutico escasso para o tratamento das leishmanioses, em sua 

maioria de administração intravenosa e que provoca diversos efeitos colaterais graves, como 

alta toxicidade e resistência adquirida pelos parasitos, justifica-se a importância da busca por 
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novos medicamentos como alternativas para o tratamento das leishmanioses (AKBARI; 

ORYAN; HATAM, 2017; NAWAZ et al., 2020). 

Uma estratégia terapêutica que vem sendo estudada é o reposicionamento de 

medicamentos que já possuem alvos epigenéticos bem validados no tratamento de outras 

doenças humanas como candidatos a drogas antiparasitárias. Nesta abordagem, os inibidores 

das histonas deacetilases (iHDACs) utilizados no tratamento de câncer têm sido aplicados como 

inibidores de HDACs de parasitos causadores de doenças parasitárias, como malária, 

esquistossomose, doenças de Chagas e leishmaniose (NAWAZ et al., 2020). 

As histonas deacetilases (HDACs) fazem parte de uma superfamília de proteínas que 

possuem o domínio deacetilases altamente conservado. Estas proteínas estão relacionadas com 

a regulação da transcrição do DNA em células eucarióticas, onde o DNA encontra-se 

compactado e organizado na forma de cromatina (NAWAZ et al., 2020; SETO; YOSHIDA, 

2014). 

Outras proteínas importantes neste contexto são as proteínas arginil metiltransferases 

(PRMTs). As PRMTs participam de diversos processos celulares, como o reparo de DNA, a 

sinalização celular, o metabolismo de RNAs  e interagem com diversas proteínas ligadoras de 

RNA (RBPs) (CAMPAGNARO et al., 2021; HWANG et al., 2021). 

A unidade formadora da cromatina, o nucleossomo, é um complexo dinâmico de DNA-

proteína composto por um octâmero de proteínas histonas e material genético. As histonas 

presentes nos nucleossomos são passíveis de sofrerem modificações pós-traducionais pela ação 

das enzimas modificadoras de histonas, como as HDACs e as PRMTs. Estas modificações pós-

traducionais alteram o grau de compactação da cromatina que atua como um regulador de 

diversos processos celulares importantes, como a replicação e a transcrição do DNA (NAWAZ 

et al., 2020; RUIJTER et al., 2003). 

O estado de compactação do DNA é dependente da repulsão que ocorre entre as cargas 

negativas naturais do grupo fosfato do DNA e as cargas presentes nas histonas; com a acetilação 

de histonas, ocorre uma neutralização de cargas nestas histonas, provocando um relaxamento 

da cromatina. Por outro lado, se o conteúdo de cargas negativas diminui, devido a remoção dos 

grupos acetil, a cromatina tende a se compactar novamente. Este processo é controlado por 

enzimas que acetilam ou deacetilam as histonas, respectivamente, as histonas acetiltransferases 

(HATs) e as histonas deacetilases (HDACs). Além da ação destas enzimas, há também a ação 

das enzimas do complexo de remodelação de cromatina que reconhecem marcas moleculares, 

como a acetilação, e auxiliam neste processo de remodelação. Assim, as HDACs são também 

conhecidas como repressoras da transcrição gênica por promoverem a deacetilação de resíduos 
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específicos das caudas de histonas, levando à diminuição do conteúdo de carga negativa e o 

aumento de compactação da cromatina, impedindo o acesso de fatores de transcrição ao DNA 

(RUIJTER et al., 2003). 

A metilação de histonas, assim como a acetilação de histonas é uma das modificações 

pós-traducionais mais bem caracterizadas. Esta modificação altera a estrutura do resíduo de 

arginina metilado, modulando as suas interações com outras proteínas que regulam funções 

fisiológicas (FUHRMANN; THOMPSON, 2016; WYSOCKA; ALLIS; COONROD, 2006; 

ZHANG, Jing et al., 2019). O equilíbrio entre a ação das PRMTs e das enzimas demetilases, 

que desempenham função oposta, é de fundamental importância para a homeostase celular, uma 

vez que a metilação é um processo desregulado em diferentes tipos de câncer (HWANG et al., 

2021; KANISKAN; MARTINI; JIN, 2018; SHI, 2007). Portanto, assim como as HDACs, as 

PRMTs também têm sido alvos moleculares para o desenvolvimento de medicamentos para o 

tratamento de diversas doenças, como o câncer e doenças parasitárias (HWANG et al., 2021; 

NAWAZ et al., 2020). 

Diversos patógenos parasitas de humanos possuem HDACs e PRMTs de diferentes 

classes em seu genoma, sendo estas importantes para o desenvolvimento de diversos parasitos, 

inclusive do gênero Leishmania (ANDREWS, K et al., 2012; CAMPAGNARO et al., 2021). 

Estudos prévios do nosso grupo selecionaram alguns inibidores de enzimas 

modificadoras de histonas com ação leishmanicida contra L. braziliensis na infecção in vitro e 

in vivo (SOUZA, 2022; SOUZA et al., 2020). Dentre os compostos com maior atividade 

leishmanicida estão o BSF2 e o TH85, inibidores de PRMT e HDAC respectivamente (figura 

1). 

Figura 1  – Estruturas dos compostos BSF2 e TH85 
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O BSF2 é um análogo da Furamidina, uma diamidina difenilfurano que possui atividade 

antimicrobiana em Giardia lamblia e Plasmodium falciparum. Além de poderem agir como 

inibidores de PRMTs, compostos como a Furamidina possuem mecanismo de ação relacionado 

à capacidade de se ligarem ao DNA em locais ricos em A-T (adenina e timina), podendo assim 

inibir a ligação de enzimas dependentes de ligação ao DNA para desempenho de suas funções, 

impedindo processos de transcrição gênica (ARAFA R.K. et al., 2005). O outro composto 

selecionado, o TH85, é um derivado do ácido hidroxâmico, conhecido por ser inibidor de 

HDACs, desenvolvido em um projeto anterior, SEtTReND (2010-2012), em que foi possível 

criar uma biblioteca de compostos inibidores da HDAC 8 de Schistosoma, além de uma 

biblioteca de compostos a serem testados contra Leishmania (MELESINA et al., 2015; 

SOUZA, 2016).  

Como forma de continuar os estudos no campo do desenvolvimento de novos 

medicamentos para tratamento de LC causada por L. braziliensis, neste projeto procuramos 

aprofundar o estudo dos mecanismos de ação do BSF2 e TH85 e validar geneticamente as 

HDACs 1-4 de L. braziliensis (LbHDAC) como alvos farmacológicos. Para estudar melhor o 

mecanismo de ação dos compostos foi feita a análise do transcriptoma dual da infecção in vitro 

e, para validar os alvos farmacológicos foi feita a deleção gênica das LbHDAC 1-4 por 

CRISPR/Cas9. Os dados deste trabalho demonstram que o BSF2 atua na regulação da expressão 

gênica, principalmente da célula hospedeira, e que o TH85 não afeta significativamente o 

transcriptoma dual. Além disso, dados preliminares com os mutantes deletados de cada uma 

das LbHDACs sugerem que estas são importantes alvos farmacológicos, pois afetaram de forma 

significativa o desenvolvimento do parasito in vitro.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 O parasito 

O gênero Leishmania compreende mais de 53 espécies de protozoários identificadas, sendo 

mais de 20 espécies de parasitos patogênicas para humanos (SASIDHARAN; SAUDAGAR, 

2021). Os parasitos deste gênero são considerados digenéticos, pois completam o ciclo de vida 

em dois hospedeiros diferentes, sendo transmitidos das fêmeas de flebotomíneo infectadas para 

hospedeiros mamíferos durante o repasto sanguíneo. Os flebotomíneos da família Psycodidae 

são insetos hematófagos, vetores de transmissão de Leishmania para  mamíferos, com mais de 

98 espécies divididas em dois gêneros Phlebotomus e Lutzomyia, que transmitem os parasitos 

no Velho e Novo Mundo respectivamente (MAROLI et al., 2013; WHO, 2017). No 

flebotomíneo, os parasitos são encontrados em sua forma extracelular flagelada (promastigota) 

no trato gastrintestinal, já no hospedeiro vertebrado são encontrados em sua forma arredondada 

(amastigota) no interior de células do sistema imune (PACE, 2014). 

Diferentes espécies de Leishmania provocam a leishmaniose mais comumente encontrada, 

a forma cutânea (LC), também chamada de leishmaniose tegumentar, terminologia proposta 

por pesquisadores brasileiros pela primeira vez em 1925 e que abrange as formas cutânea, 

cutânea difusa e mucocutânea (SIVIERO DO VALE; FURTADO, 2005). As espécies que 

provocam a LC podem ser classificadas em dois subgêneros, Leishmania e Viannia. No Novo 

Mundo as espécies causadoras de LC são: Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (Leishmania) 

amazonensis, L. (Viannia) guyanensis, L. (Viannia) panamensis, L. (Leishmania) mexicana, L. 

(Leishmania) pifanoi, L. (Leishmania) venezuelensis, L. (Viannia) peruviana, L. (Viannia) 

shawi e L. (Viannia) lainsoni. As espécies que causam a LC no Velho Mundo são: L. 

(Leishmania) major, L. (Leishmania) tropica, L. (Leishmania) aethiopica, e alguns isolados de 

L. (Leishmania) infantum (GOTO E LAULETTA LINDOSO, 2012). 

Nas Américas, diversas espécies de Leishmania e vetores flebotomíneos circulam em uma 

mesma área e várias manifestações clínicas são simultaneamente observadas, o que torna 

complexa a situação epidemiológica da LC (WHO, 2017). Entre as espécies observadas, L. 

(Viannia) braziliensis, é a espécie com maior distribuição geográfica no continente, provocando 

além da LC, a forma mucocutânea, manifestação clínica mais grave, que pode apresentar-se em 

estágio assintomático durante anos, mas na maioria dos casos provoca nódulos subcutâneos, 

pápulas e comprometimento linfonodal, evoluindo para a formação de úlceras em mucosas e 

graves deformidades; o que torna essencial o tratamento para a resolução da infecção (BURZA; 

CROFT; BOELAERT, 2018; HANDLER et al., 2015). 
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O ciclo de vida do parasito tem início quando uma fêmea de flebotomíneo infectada se 

alimenta do sangue de um hospedeiro vertebrado e inocula o parasito durante o repasto 

sanguíneo em sua forma infecciosa (promastigota metacíclica). Ao ser transmitido para o 

hospedeiro vertebrado, o parasito é capturado por células do sistema fagocitário mononuclear, 

como os neutrófilos, que são o primeiro tipo celular a ser recrutado após a infecção, macrófagos 

e células dendríticas (AL-KAMEL, 2017; GUPTA; OGHUMU; SATOSKAR, 2013; 

MARTÍNEZ-LÓPEZ et al., 2018; POMPEU et al., 1991). No interior da célula hospedeira, o 

parasito se diferencia para a sua forma intracelular, denominada amastigota, onde ocorrerá a 

replicação do parasito. Após sucessivos ciclos de replicação ocorre a lise da célula hospedeira, 

e assim, os parasitos poderão ser fagocitados por outras células vizinhas, como macrófagos e 

células dendríticas, dando continuidade ao processo infeccioso. O ciclo se completa quando o 

flebotomíneo ingere o sangue de um hospedeiro vertebrado infectado e, o parasito se diferencia 

novamente para sua forma promastigota migrando para a região anterior do intestino do vetor, 

em direção à proboscíde, estrutura utilizada para perfurar a pele e consumir sangue (KEVRIC; 

CAPPEL; KEELING, 2015). Em um novo repasto sanguíneo o parasito poderá ser mais uma 

vez transmitido a um hospedeiro vertebrado, como ilustra a figura 2: 
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Figura 2 – Ciclo de vida de Leishmania 

Durante o repasto sanguíneo ocorre a transmissão do parasito para o hospedeiro vertebrado. Fonte: 
Adaptado de BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018. 

Após a infecção, a manutenção e progressão do processo infeccioso dependem de fatores 

como a adaptação do parasito ao hospedeiro e a ineficácia da resposta imune produzida pelas 

células fagocitárias (MARTÍNEZ-LÓPEZ et al., 2018). Parasitos do gênero Leishmania são 

capazes de sobreviverem e se multiplicarem em condições extremas como estresse oxidativo, 

variações de temperatura e baixos valores de pH (DE PABLOS; FERREIRA; WALRAD, 

2016), além de possuírem mecanismos elaborados de evasão do sistema imune (GUPTA; 

OGHUMU; SATOSKAR, 2013). Tais mecanismos incluem a expressão de lipofosfoglicano 

(LPG) modificado em sua superfície, o que aumenta a tolerância do parasito à lise pelo sistema 

complemento; apresentação defeituosa de antígeno via MHC tipo II e modulação da produção 

de citocinas pró-inflamatórias importantes para a resolução da infecção por Leishmania, como 

o TNFα e INFγ (GEIGER et al., 2016; ROY et al., 2014). Além disso, ocorrem alterações em 

funções e vias de sinalização em macrófagos, células hospedeiras chave na resolução de 

infecção por Leishmania, por exemplo, alteração na síntese proteica, através da ativação de 

repressores de tradução (JARAMILLO et al., 2011); e interferência em vias sinalização 

purinérgica, relacionada a atividade de ENTPDases e ecto 5’-nucleotidase, a fim de favorecer 
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o parasito (DA SILVA, Walmir et al., 2021; FIGUEIREDO; SOUZA-TESTASICCA; 

AFONSO, 2016). 

A complexidade da interação parasito-hospedeiro é bastante evidente nas infecções por L. 

braziliensis, em que são observados desde um quadro assintomático até graves lesões e 

ulcerações, resultado de um equilíbrio dinâmico entre a adaptabilidade do parasito ao 

hospedeiro, para manter a infecção e a ruptura deste equilíbrio para a progressão da doença 

(PODINOVSKAIA e DESCOTEAUX, 2015). Neste contexto, a genômica funcional surge 

como uma ferramenta importante para o estudo destas interações patógeno-hospedeiro, 

fornecendo informações sobre mecanismos moleculares envolvidos na doença (PROBST et al., 

2012). 

2.2 A genômica funcional da interação parasito-hospedeiro 

O genoma de parasitos do gênero Leishmania apresenta um tamanho de aproximadamente 

32Mb, com mais de 8000 genes codificantes, organizados entre 34 e 36 cromossomos, número 

que varia entre as espécies, e um conteúdo de citosina e guanina (CG) superior a 60%. No 

subgênero Viannia, L. braziliensis é a espécie que mais difere em relação a organização 

genômica das demais espécies que compõem o subgênero, apresentando 35 cromossomos em 

seu genoma, devido a fusão dos cromossomos 20 e 34. A sintenia genômica, ordem em que os 

genes se apresentam dispostos no genoma, é uma característica 99% conservada entre as 

espécies L. braziliensis, L. major e L. infantum, com poucos genes exclusivos, o que sugere que 

a aquisição de novos genes não é um fator determinante para as diferenças observadas entre 

estas espécies (LAFFITTE et al., 2016; PEACOCK et al., 2007). 

À plasticidade gênica, que confere as diferentes características fenotípicas observadas entre 

as espécies de Leishmania, são atribuídas as adaptações genômicas do parasito, como a 

dosagem gênica que ocorre tanto a nível de um único gene, quanto a nível cromossômico 

(IANTORNO et al., 2017). Pois através da variação do número de cópias do DNA, por 

aneuploidia, amplificação ou deleção gênica, moléculas alvos e transportadores de 

medicamentos têm sua expressão alterada, levando a desenvolvimento de resistência ao 

tratamento como revisado por LAFFITTE et al., 2016.  

Uma característica típica de tripanossomatídeos como Leishmania é a organização de genes 

em policístrons, que são transcritos constitutivamente, de forma bidirecional e sem a presença 

de um promotor definido (LAFFITTE et al., 2016). Entretanto, além de mecanismos 

adaptativos, como a plasticidade gênica, os mecanismos epigenéticos de controle da transcrição 

gênica vêm sendo amplamente explorados em parasitos nos últimos anos, pois permitem a 
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alteração do padrão de expressão gênica de forma rápida e variada em resposta às condições de 

crescimento e desenvolvimento (CROKEN; NARDELLI; KIM, 2012). Entre os mecanismos 

epigenéticos estão a expressão de variantes de histonas que possuem interação direta com o 

DNA e alteram a estabilidade da cromatina, facilitando a expressão gênica; e as modificações 

pós-traducionais que vão interferir na transcrição de genes, permitindo alterações rápidas no 

padrão de expressão gênica destes parasitos e na interação com as células hospedeiras, de forma 

a modular a expressão destas células em favorecimento da progressão e manutenção do 

processo infeccioso (CROKEN; NARDELLI; KIM, 2012; LECOEUR et al., 2020).  

Em tripanossomatídeos é comum a presença de sequências repetitivas, principalmente de 

famílias multigênicas que codificam glicoproteínas de superfície que estão diretamente 

envolvidas na interação parasito-hospedeiro. Em Trypanosoma cruzi e parasitos do gênero 

Leishmania estes genes estão dispersos pelo genoma, o que dificulta a realização de 

experimentos de nocaute e de RNA de interferência, devido à ausência de maquinaria molecular 

em algumas espécies de Leishmania, o que implica em diferentes abordagens de gênomica 

funcional em estudos com estes parasitos (DE PAIVA et al., 2015). 

A compreensão da interação parasito-hospedeiro é essencial para definir estratégias de 

tratamento e prevenção da doença. Assim, a aplicação do sequenciamento de RNA de alto 

rendimento (RNA-Seq), surge como uma importante ferramenta para determinar quais as 

modificações ocorrem em macrófagos infectados por diversos patógenos, inclusive do gênero 

Leishmania (FERNANDES et al., 2016). Em análises de RNA-Seq é possível mensurar o perfil 

dos transcritos, tamanho, padrão de splicing, assim como alterações dos níveis de expressão 

gênica de uma célula através das moléculas de RNA presentes em uma amostra com alta 

precisão, o que faz com que a técnica seja predominante nas análises de transcriptômica. Outra 

possibilidade que a técnica permite é a abordagem RNA-Seq dual utilizada neste trabalho, que 

avalia simultaneamente as alterações nos padrões de expressão gênica do parasito e do 

hospedeiro, a fim de identificar como e quais os processos desta interação parasito-hospedeiro 

são modulados ao longo do processo de infecção. Pois, além de uma análise aprofundada da 

resposta do hospedeiro, o RNA-Seq dual é capaz de fornecer informações sobre o transcriptoma 

do parasito durante a infecção (MUKHERJEE; HEITLINGER, 2019). 

Assim, com as informações geradas nas análises de transcriptômica, diversas ferramentas 

moleculares que vão desde a validação de genes diferencialmente expressos por qPCR, até a 

manipulação e edição de genomas por CRISPR/Cas9, podem ser aplicadas para validar genes 

de importância para a biologia parasitária, bem como a validação de alvos ou vias de ação de 

medicamentos utilizados na terapia da leishmaniose (DUNCAN; JONES; MOTTRAM, 2017). 
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2.3 Epigenética e enzimas modificadoras de histonas de parasitos 

Em eucariotos o DNA de uma célula encontra-se compartimentalizado no núcleo, 

organizado em cromossomos e associados a proteínas formando um complexo dinâmico, a 

cromatina. As unidades formadoras da cromatina são os nucleossomos, compostos por um 

octâmero de histonas (H2A, H2B, H3 e H4) – pequenas proteínas básicas que se encontram em 

contato direto com o DNA. Dispostas em dímeros, as histonas envolvem aproximadamente 147 

pb de DNA e, externamente, unem os nucleossomos através  da histona H1. No interior dos 

nucleossomos as histonas são dispostas de forma a interagir tanto com o DNA, quanto entre si 

mantendo suas porções N-terminais expostas (ALLIS; JENUWEIN, 2016; ROTHBART; 

STRAHL, 2014). 

Nos tripanossomatídeos, a estrutura básica da cromatina também é composta por 

nucleossomos. Estes organismos possuem várias cópias de genes de histonas H2A, H2B, H3 e 

H4 em seus genomas, porém bastante diferentes das histonas encontradas em outros 

organismos, principalmente no domínio N-terminal destas proteínas; a histona H1 também 

difere por ser menor e não possuir uma região globular. Outras diferenças estruturais são 

observadas na cromatina destes parasitos: o padrão de aproximadamente 200 pb contidos em 

cada nucleossomo; a ausência de cromossomos condensados durante a mitose; e a não 

organização dos nucleossomos em fitas de 30 nm, padrão observados nos demais eucariotos. A 

localização dos genes em nucleossomos também é diferente, pois em L. tarentolae e L. major 

algumas regiões promotoras e de transcrição não estão presentes em regiões de nucleossomos, 

mas sim nas regiões intergênicas. Sabe-se que a organização e a disposição dos nucleossomos 

possuem importante papel no controle da transcrição de genes em tripanossomatídeos, da 

mesma forma que nos demais eucariotos (MARTINEZ-CALVILLO et al., 2018; MARTÍNEZ-

CALVILLO et al., 2010). 

Além de expressarem as histonas clássicas, os tripanossomatídeos também expressam as 

variantes de histonas H2A.Z, H2A.X, H2B-A, H2B-B, H3.3, CenH3, além das variantes 

específicas de parasitos H2Bv, H3V e H4V (CROKEN; NARDELLI; KIM, 2012). T. brucei e 

L. major expressam as variantes de H2A.Z e H2Bv, que dimerizam apenas entre si e são 

essenciais para a viabilidade celular dos parasitos. Já as variantes H3V e H4V, identificadas em 

T. brucei, mas não em Leishmania, são exclusivas de tripanossomatídeos, porém não essenciais, 

como revisado por MARTÍNEZ-CALVILLO et al., 2010. 

As histonas são capazes de interferir diretamente em processos de replicação, reparo do 

DNA e transcrição de genes, através das modificações pós-traducionais que sofrem. As 
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modificações pós-traducionais alteram a estrutura da cromatina local por meio da adição ou 

neutralização de cargas, alterando a hidrofobicidade que interfere na formação de ligações de 

hidrogênio entre as moléculas. Além disso, estas modificações são reconhecidas por proteínas 

leitoras que levam a ativação ou a repressão da transcrição gênica (KIM; SAMARANAYAKE; 

PRADHAN, 2009). Mudanças de estrutura da cromatina têm impacto direto no controle destes 

processos celulares, assim a sua organização e a compactação estão sujeitas a uma fina 

regulação que ocorre através dos complexos de remodelamento de cromatina dependentes de 

ATP; das modificações nas caudas N-terminais das histonas e das substituições de histonas 

canônicas por suas variantes (FYODOROV et al., 2017; RUIJTER et al., 2003). 

Neste ponto, podemos então definir o termo epigenética como o conjunto de alterações 

hereditárias de um organismo em seu padrão de expressão gênica, que alteram o estado da 

cromatina, sem afetar a sequência de DNA, constituindo o ‘código de histonas’ (CROKEN; 

NARDELLI; KIM, 2012; WATSON et al., 2014). 

Muitas são as modificações pós-traducionais que as histonas podem sofrer, entre elas estão 

acetilação, metilação – modificações mais compreendidas até o momento, fosforilação, 

ubiquitinação, entre outras. De forma geral, estas modificações ocorrem principalmente na 

cauda N-terminal destas proteínas, região rica em resíduos de lisina e arginina, porém a porção 

interna e o domínio globular C-terminal também são passíveis de serem modificados. As 

modificações ocorrem em locais específicos da cromatina, podem ser únicas, ou sobrepostas e 

estão diretamente relacionadas a eventos de estágios biológicos de uma determinada célula 

(LOTHROP, TORRES e FUCHS, 2013). Na figura 3 estão ilustradas diferentes modificações 

pós-traducionais em histonas e os locais em que ocorrem, para duas espécies de parasitos. 
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Figura 3 – Modificações pós-traducionais em histonas de P. falciparum e T. brucei 

Na imagem é possível ver a comparação das sequências proteicas das histonas e os locais de suas 
respectivas modificações pós-traducionais (círculos coloridos). A maioria das modificações 
identificadas em P. falciparum (Pf) são comuns em outros eucariotos, já as modificações de T. brucei 
(Tb) são diferentes. Fonte: Adaptado de CROKEN, NARDELLI E KIM, 2012. 

Diversas proteínas desempenham atividade relacionada às modificações pós-traducionais 

de histonas – enzimas modificadoras de histonas (HMEs). Entre elas estão as acetiltransferases, 

as histonas deacetilases, as proteínas arginil metiltransferases e as demetilases. As histonas 

deacetilases (HDACs) são as enzimas que realizam atividade contrária às histonas 

acetiltransferases (HATs), removendo os grupos acetil de resíduos de lisina das histonas. Em 

humanos são identificadas 18 HDACs divididas em quatro classes: Classe I (HDAC1, HDAC2, 

HDAC3 e HDAC8); Classe II (IIa: HDAC4, HDAC5, HDAC7, HDAC9 e IIb: HDAC6 e 

HDAC10 – enzimas que possuem dois domínios catalíticos); Classe IV (HDAC11) e a Classe 

III ou Sirtuínas (SIRT1-7), assim denominadas por apresentarem um alto grau de conservação 

e similaridade com reguladores de informação silenciosa-2 de levedura (Sir2). Tais 

classificações são baseadas nas diferenças de estrutura, função, localização subcelular e 

mecanismo de ação das HDACs. As HDACs das classes I, II e IV são Zn2+-dependentes, 

enquanto as SIRTs são NAD+-dependentes (MARTINEZ-CALVILLO et al., 2018; SETO; 

YOSHIDA, 2014). 

A atividade das HDACs impacta diretamente no balanço da acetilação celular. Estas 

enzimas removem grupos acetil, ε-amino de resíduos de lisinas, que foram adicionados pelas 

HATs, através da catalização da transferência do acetil da Coenzima-A para os resíduos de 

lisina da cauda das histonas (figura 4). Juntas, as HATs e as HDACs promovem um 
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balanceamento necessário para o correto desempenho da proliferação, crescimento e 

diferenciação celulares (REKOWSKI; GIANNIS, 2010). 

Figura 4 – Acetilação e deacetilação de um resíduo de lisina 

Mecanismo de ação das HATs e HDACs. A) Condensação e relaxamento da cromatina devido à 
acetilação e deacetilação de histonas. Os níveis de acetilação de histonas são determinados pela interação 
entre HATs e HDACs. A ação de HDACs leva a uma diminuição líquida da acetilação de histonas, 
condensação de cromatina e repressão transcricional. A ação de HATs resulta em um aumento líquido 
de acetilação de histonas, relaxamento da cromatina e ativação transcricional. B) Fórmula química da 
acetilação e deacetilação do grupamento ε-amino de um resíduo de lisina. Fonte: Adaptado de NING et 
al., 2021. 

 O balanço da acetilação de proteínas é um mecanismo evolutivamente conservado, dada 

a importância que possui para o correto funcionamento celular. Pois diversas proteínas 

citoplasmáticas, nucleares e fatores de transcrição, presentes em diferentes mecanismos 

celulares, como reparo e replicação de DNA, vias de metabólicas e de sinalização celular são 

acetiladas de forma reversível (REKOWSKI; GIANNIS, 2010). Tal fato é também observado 

em diversos parasitos que apresentam proteínas histonas e não-histonas acetiladas, em 

diferentes níveis ao longo de seus estágios de desenvolvimento. Estas proteínas são importantes 

para a regulação de diferentes processos celulares, como enzimas metabólicas e enzimas 

envolvidas em processos de oxirredução, necessárias para adaptação e sobrevivência de 

parasitos em seus hospedeiros, sugerindo mais este papel regulador da acetilação proteica 

(MARAN et al., 2021). 

 Neste contexto, as HDACs possuem um papel importante tanto na regulação da 

transcrição gênica, quanto na regulação de modificação pós-traducional de proteínas não-

histonas. Uma vez que a deacetilação de histonas causa a compactação da cromatina, levando 
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à repressão transcricional; e a deacetilação de proteínas não-histonas, como fatores de 

transcrição e mediadores de sinal que regulam a homeostase celular, interferindo na atividade, 

estabilidade e interação dessas proteínas (YOON; EOM, 2016). Dessa forma, por atuarem como 

silenciadoras em vias de regulação transcricional e progressão do ciclo celular, as HDACs são 

alvos terapêuticos de inibidores no tratamento de doenças cardiovasculares, 

neurodegenerativas, diabetes, diferentes tipos de câncer e doenças parasitárias (DI BELLO et 

al., 2022; FIORAVANTI et al., 2020; MAKKAR; BEHL; ARORA, 2020; YOON; EOM, 

2016). 

Os tripanossomatídeos apresentam em seu genoma genes de diversas enzimas envolvidas 

em processos de modificações pós-traducionais de histonas e diversas histonas deacetilases já 

foram identificadas nos genomas destes parasitos (PEACOCK et al., 2007; MARTINEZ-

CALVILLO et al., 2017).  

T. brucei possui 3 genes de SIRT e 4 genes de HDACs de classes I e II, sendo duas 

proteínas, TbHDAC1 e TbHDAC3 essenciais à sobrevivência do parasito, enquanto as 

TbHDAC2 e 4 não são essenciais para a viabilidade celular, embora a deleção da TbHDAC4 

afete a progressão do ciclo celular (INGRAM; HORN, 2002; OUAISSI; OUAISSI; G, 2006). 

Em T.cruzi as HDACs 1 e 2 são essenciais para a sobrevivência do parasito (MAREK et al., 

2021), enquanto a TcHDAC4 não afeta a viabilidade do parasito, mas com a deleção deste gene 

formas tripomastigotas metacíclicas do parasito apresentam morfologia alterada e um núcleo 

menos condensado, mais próximo ao cinetoplasto (PICCHI‑CONSTANTE et al., 2021). 

Em L. major quatro genes foram identificados; a principal proteína é LmSIR2RP1, 

proteína de L. major homóloga à SIR2p de levedura, possui homólogos expressos no citoplasma 

de outras espécies de Leishmania e sua expressão é observada nos dois estágios celulares do 

parasito, promastigota e amastigota. L. infantum chagasi possui uma proteína relacionada à 

SIRT2, a LiSIRT2 que foi encontrada e relacionada à sobrevivência do parasito (ANDREWS, 

K et al., 2012; OUAISSI; OUAISSI, 2006). Em L. donovani foram identificados quatro genes 

de HDACs e três genes Sirtuínas, sendo um gene de HDAC clonado, expresso em E. coli, 

purificado e caracterizado e modelado por homologia à HDAC2 de humano (ANDREWS, K et 

al., 2012; PRASANNA et al., 2021).  

Em  L. braziliensis foram identificados quatro genes codificadores de HDACs e três 

genes de SIRT no genoma do parasito (MELESINA et al., 2015; SCHOLTE et al., 2017). Dados 

do nosso grupo de pesquisa mostram duas isoformas de HDACs de L. braziliensis sendo 

expressas de forma heteróloga em E. coli em diferentes condições de produção, a purificação e 

o potencial de aplicação destas proteínas recombinantes para a aplicação no desenvolvimento 
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de kits de diagnóstico para a leishmaniose tegumentar e visceral canina (AGRIPINO, 2018; 

FIETTO et al., 2022). Além disso, a expressão destas enzimas foi vista positivamente modulada 

durante a infecção, em relação às formas promastigotas do parasito, e na presença de compostos 

inibidores de enzimas modificadoras de histonas (iHMEs), durante a infecção. O que sugere 

que estas enzimas possam ter uma participação importante durante a infecção parasitária 

(AGRIPINO, 2018). 

Em P. falciparum foram identificados genes ortólogos à Sirt2, a PfSir2A e PfSir2B 

(classe III) e genes de HDACs de classes I e II, PfHDAC1, 2 e 3, sendo a PfHDAC1 homóloga 

a HDAC1 humana (ANDREWS, K et al., 2012; CROKEN; NARDELLI; KIM, 2012). T. gondii 

apresenta 7 genes de HDACs das classes I, II e III em seu genoma, a maioria ainda sem 

caracterização. No entanto, apresenta TgHDAC2 e 3 análogas a hHDAC1, sendo a TgHDAC3 

considerada essencial para a expressão gênica e diferenciação parasitária (CROKEN; 

NARDELLI; KIM, 2012; SAKSOUK et al., 2005). Além disso, a  TgHDAC2 foi caracterizada 

quanto a sua localização celular, estrutura e em experimentos envolvendo nocautes foi 

associada à infectividade e progressão de ciclo celular do parasito como demonstrado por 

Siqueira, 2018. Em Schistosoma mansoni, HDACs de classe I (SmHDAC 1, 3 e 8) e classe III 

(smSIRT 2, 5, 6 e 7) já foram clonadas e caracterizadas (HEIMBURG et al., 2016). 

A metilação de histonas, assim como a acetilação, é uma das modificações pós-

traducionais mais bem caracterizadas e seu efeito como ativador ou repressor da transcrição 

gênica, irá depender da localização e da natureza desta modificação. Uma vez que esta 

modificação altera a estrutura do resíduo de arginina metilado, modulando as suas interações 

com outras proteínas que regulam funções fisiológicas (FUHRMANN; THOMPSON, 2016; 

WYSOCKA; ALLIS; COONROD, 2006; ZHANG, Jing et al., 2019). As proteínas arginil 

metiltransferases (PRMTs) são as enzimas que catalisam a transferência de grupo metil do 

cofator S-adenosil-L-metionina (SAM) para um átomo ω-nitrogênio em resíduos de arginina. 

Existem três tipos de PRMTs: tipo I - catalisam dimetilação de forma assimétrica (ADMA); 

tipo II – catalisam a dimetilação simétrica (SDMA); tipo III – catalisam a formação de 

monometil-arginina (MMA) apenas (CAMPAGNARO et al., 2021). A figura 5, ilustra o 

mecanismo de ação dos diferentes tipos de PRMTs: 
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Figura 5 – Metilação de um resíduo de arginina 

Reações de metilação de resíduos de arginina catalisadas por diferentes tipos de PRMTs. As classes de 
PRMTs estão indicadas na figura (lado direito). Fonte: Adaptado de FUHRMANN; THOMPSON, 2016. 

As PRMTs interferem em diversos processos, como o reparo de DNA, a sinalização 

celular e o metabolismo de RNAs, controlando o processo de transcrição gênica, por afetarem 

a interação de proteínas ligadoras ao RNA (RBP), que comumente possuem motivos ricos em 

arginina-glicina (RGG), muito presentes em regiões não estruturadas de proteínas como a 

porção N-terminal de histonas (CAMPAGNARO et al., 2021; HWANG et al., 2021). O 

equilíbrio entre a metilação e  demetilação de proteínas histonas e não-histonas é de 

fundamental importância para a homeostase celular, o que depende do correto funcionamento 

das PRMTs e de enzimas demetilases (LSD1, JDJM6 e PAD4), visto que a metilação é um 

processo desregulado em diferentes tipos de câncer (HWANG et al., 2021; KANISKAN; 

MARTINI; JIN, 2018; SHI, 2007). 

Entre as PRMTs de tripanossomatídeos, as PRMTs de Leishmania são menos 

caracterizadas. Entretanto, foi publicado um estudo da caracterização funcional dos genes de 

PRMT1, PRMT3, PRMT5, PRMT6 e PRMT7 de Leishmania braziliensis. O que se sabe até 

então é que R-metilação é presente em todos estágios do ciclo de vida do parasito in vitro, sendo 

maior em promastigotas do que em amastigotas. Nenhuma das LbPRMTs se mostrou essencial 

para a sobrevida das formas promastigotas do parasito, mas a dupla deleção de PRMT1 e 5/7 

afetou o crescimento de amastigotas e comprometeu a infecção de macrófagos in vitro. De 



29 
 

forma geral, as LbPRMTs são predominantemente citoplasmáticas, exceto LbPRMT6, mais 

abundante no núcleo. Além disso, foi revelada a interação de cada umas das LbPRMTs com 

um grupo variável de proteínas, mas principalmente, as proteínas ligadoras de RNA (RBPs), 

indicando que as LbPRMTs atuam como reguladores epigenéticos da expressão gênica 

(LORENZON et al., 2022). Tais resultados, reforçam que as HMEs, como as LbPRMTs são 

também promissores alvos para terapias antiparasitárias. 

Dessa forma, as enzimas PRMTs, assim como as HDACs, têm sido alvos moleculares 

para o tratamento de diversas doenças, como o câncer e doenças parasitárias (HWANG et al., 

2021; NAWAZ et al., 2020). 

2.4 Inibidores de HMEs (iHMEs) 

Por atuarem através de processos de metilação/demetilação e acetilação/deacetilação no 

controle funcional de proteínas histonas e não-histonas, de importância para o correto 

funcionamento celular, as HMEs vêm sendo objetos de estudos para o desenvolvimento de 

inibidores ao longo dos últimos anos. A atividade descontrolada de HMEs está relacionada a 

diversas anomalias celulares identificadas em doenças, como câncer, doenças neurológicas, 

cardíacas, pulmonares e diabetes tipo 2 (ANDREWS, K et al., 2012; PASYUKOVA; 

VAISERMAN, 2017; YOON; EOM, 2016). 

Os inibidores de HDACs (iHDAC) humanas têm como alvos as enzimas zinco-

dependentes de classes I e II. Estes inibidores possuem um núcleo catalítico que utiliza o Zn2+ 

como cofator e podem ser quimicamente agrupados em quatro classes: hidroxamatos – 

Vorinostat (SAHA), primeiro iHDAC com uso aprovado pelo FDA, em 2006, para o tratamento 

de linfoma cutâneo de células-T avançado, Tricostatina A (TSA), primeiro iHDAC natural 

identificado; peptídeos cíclicos – Romidepesina; ácidos alifáticos ou de cadeia curta: Ácido 

valproico (VPA) e Fenilbutirato, um dos primeiros iHDACs a serem descobertos; e 

benzamidinas – Etinostat e Mocetinostat. Estes inibidores podem atuar tanto como pan-

inibidores como iHDAC seletivos, inibindo a ação de uma classe ou de uma HDAC específica 

(MA; EZZELDIN; DIASIO, 2009). A figura 6 mostra a estrutura química dos iHDACs: 
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Figura 6 – Estrutura química dos iHDACs 

Classes dos principais iHDACs. Hidroxamatos – Vorinostat, inibidor de HDACs classe I e II; ácido 
valproico, inibidor seletivo de classes I e IIa; Romidepsina, inibidor de HDAC 1 e 2; e Mocetinostat, 
inibidor de HDAC 1, 2, 3 e 8. Em azul está destacado o grupo “Cap” de ligação à enzima, em verde o 
“linker” e em vermelho “ZBG”, a região de ligação ao zinco. Fonte: Adaptado de MA; EZZELDIN; 
DIASIO, 2009. 

Em tripanossomatídeos que apresentam ciclos de vida complexos, como o gênero 

Leishmania, mecanismos epigenéticos são de grande importância para o crescimento e 

desenvolvimento. A sobrevivência em ambientes hostis, o desenvolvimento celular, a 

adaptação a diferentes hospedeiros e a manipulação da maquinaria de transcrição hospedeira 

pelo parasito envolvem processos epigenéticos, que têm levado ao desenvolvimento de 

compostos para terapias baseadas em inibidores de HMEs (iHMEs) (OUAISSI, OUAISSI E G., 

2006; KAMHAWI E SERAFIM, 2020). 

Por compartilharem de características com células tumorais, como a rápida proliferação 

celular e pela importância que as HMEs parasitárias possuem na regulação da expressão gênica, 

a abordagem “drug repurposing” de iHMEs para inibição da atividade de HDACs, PRMTs e 

LSD1, têm sido aplicada em estudos que visam o desenvolvimento de novas drogas contra 

doenças parasitárias negligenciadas (ANDREWS, K et al., 2012; WANG et al., 2015). 

Resultados promissores foram obtidos em estudos que utilizaram esta abordagem terapêutica. 

Entre os efeitos observados estão a inibição seletiva do crescimento de parasitos, acompanhada 
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de hiper acetilação, suportando a ideia de que inibidores de HDACs utilizados na terapia do 

câncer inibem a atividade deacetilase em diversos parasitos, como Plasmodium knowlesi, P. 

berghei, Schistosoma mansoni (CHUA et al., 2017) e P. falciparum (ENGEL et al., 2015). 

Com o objetivo de consolidar esta abordagem terapêutica, a estrutura da HDAC8 de S. 

mansoni, deacetilase mais expressa durante todo o ciclo celular do parasito, foi utilizada para o 

desenho de diversos compostos com ação inibitória para a atividade desta enzima. A inibição 

seletiva para a HDAC8 de S. mansoni (SmHDAC8) em relação às células humanas e alteração 

da viabilidade celular, seguida de morte dos parasitos de forma dose dependente foram 

observados no estudo de Heimburg et al., 2016. Outro trabalho, deste mesmo grupo, 

demonstrou atividade de uma nova classe iSmHDAC8 que foi identificada através de triagem 

virtual e  docking. Quando testados in vitro estes novos compostos apresentaram valores de 

atividade em concentrações de micromolar efetiva para a inibição da atividade de SmHDAC8, 

porém uma atividade contra as HDACs humanas também foi observada (SIMOBEN et al., 

2018). 

Diversos compostos inibidores de PRMTs, análogos da Furamidina, uma diamidina 

difenilfurano, têm sido descobertos e desenvolvidos nos últimos anos. Entre estes, os mais bem 

estudados são os inibidores de PRMT1, enzima cuja atividade e expressão desregulada está 

relacionada a diversas doenças (ZHANG, Jing et al., 2017). A comprovação da eficácia de 

inibidores análogos à Furamidina com atividade antimicrobiana em parasitos, também tem sido 

reportada contra T. cruzi, T. brucei, P. falciparum e L. donovani (SILVA et al., 2007; THUITA 

et al., 2008; PATRICK et al., 2013; SAUER et al., 2017; MEIER, ERLER E BEITZ, 2018). 

Compostos contendo diamidinas possuem mecanismo de ação relacionado à capacidade que 

têm de se ligar ao DNA em regiões ricas em adenina e timina, podendo assim inibir a ligação 

de enzimas dependentes de ligação ao DNA para desempenho de suas funções, impedindo 

processos de transcrição gênica (ARAFA R.K. et al, 2005).  

Nosso grupo de pesquisa, representado pela Profa. Juliana Lopes Rangel Fietto, integrou 

o Consórcio Anti-Parasitic Drug Discovery in Epigenetics (A-ParaDDisE) com os objetivos de 

buscar por compostos com ação leishmanicida sobre L. braziliensis e estudar seus possíveis 

alvos, buscando identificar, clonar, e validar HDACs de L. braziliensis como possíveis alvos 

destes compostos. Durante a vigência do Consórcio A-ParaDDisE (2014-2017), diversos 

compostos inibidores foram testados quanto à toxicidade em macrófagos, em formas 

promastigotas e na infecção por amastigotas em macrófagos (SOUZA, 2016; CALLA, 2018). 

Estes testes identificaram possíveis iHMEs, dentre eles dois compostos com maior ação 

leishmanicida se destacaram: BSF2 e TH85. O BSF2 apresentou um IC50 da ordem de 
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nanomolar (640 nM) e um efeito significativo sobre amastigotas, sendo capaz de a 10 µM 

diminuir aproximadamente 95% da infecção in vitro. Já o TH85 apresentou um IC50 de 7,20 

µM na infecção in vitro (SOUZA, 2016).  

Outros resultados obtidos em nosso grupo de pesquisa, mostram a atividade 

leishmanicida de inibidores de PRMTs e LSD1 com baixa toxicidade em macrófagos, sendo o 

BSF2 o melhor inibidor de ação leishmanicida, entre os compostos analisados. Entre os iHDAC, 

foram identificados compostos leishmanicidas com IC50 da ordem de μM e índices de 

seletividade entre 6 e 21,7. Os efeitos destes iHDACs foram avaliados por microscopia 

eletrônica e citometria de fluxo, indicando que estes compostos provocam alterações no ciclo 

de celular e indução de apoptose em L. braziliensis, sem alterar a produção de óxido nítrico em 

macrófagos infectados in vitro (SOUZA et al., 2020). Em camundongos, os iHDACs levaram 

à uma diminuição de lesão na pata, com um efeito igual e superior ao Glucantime ® e com uma 

menor toxicidade. Além disso, foi observado, junto à diminuição da lesão, um aumento na 

produção TNF e INF γ, citocinas importantes para a resolução de infecções por L. braziliensis 

(SOUZA, 2022). 

Este trabalho vem como uma continuidade dos estudos de inibidores de HMEs, HDACs 

e PMRTs de L. braziliensis como possíveis alvos destes iHMEs com ação leishmanicida. A fim 

de compreender melhor o mecanismo de ação do BSF2 e do TH85, foi avaliado o efeito destes 

compostos no transcriptoma dual da infecção in vitro. 

 Para validar as HDACs de L. braziliensis como bons alvos para quimioterapia de 

leishmaniose tegumentar foi utilizada a técnica de CRISPR/Cas9 para produzir mutantes duplos 

e únicos para as LbHDACs 1, 2, 3 e 4.  
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avançar nos estudos do efeito dos iHMEs pré-selecionados sobre a transcrição gênica 

dual da infecção de L. braziliensis em macrófagos e; avaliar a importância das histonas 

deacetilases de L. braziliensis (LbHDACs) como alvos para o desenvolvimento de 

medicamentos. 

3.2 Objetivos específicos 

• Montar e analisar o transcriptoma dual na infecção in vitro tratada 

independentemente com os compostos iHMEs, BSF2 e TH85;  

• Validar por qRT-PCR genes de interesse diferencialmente expressos, identificados 

no transcriptoma, dentro do contexto da infecção de L. braziliensis em macrófagos;  

• Deletar as HDAC 1-4 de L. braziliensis pelo sistema CRISPR/Cas9. 
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4 METODOLOGIA 

4.1 Delineamento experimental 

 

4.2 Cultivo celular e compostos 

Macrófagos RAW 264.7 (MØ) foram cultivados em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) 

pH 7,2, suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (LGC Biotecnologia), L-

Glutamina 2 mM (Serva), penicilina 100 µg/mL (Sigma-Aldrich) e Hepes 1 M (Fisher 

Scientific), filtrado em membrana de 0,22 µm. As células foram mantidas a 37 ºC em estufa de 

CO2 (Forma Series II Water-Jacketed CO2 Incubators, Thermo Scientific). 

A manutenção e o congelamento destas células foram feitos quando se atingia 90% de 

confluência dos frascos de cultivo. Para o congelamento, os macrófagos foram desprendidos 

com o auxílio de um espalhador de células, centrifugados a 1200 x g, 25 °C, 10 min, e contados 
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em Câmara de Neubauer para o ajuste da cultura na proporção de 105 células/mL. Em seguida, 

as células foram suspensas em meio de congelamento, meio RPMI completo contendo 5% v/v 

de DMSO e distribuídas em criotubos, contendo 1 mL cada. Os criotubos foram então 

armazenados por 1 h a 4 °C em geladeira, 24 h em freezer -20 °C, 24 h em ultra freezer -80 °C 

e por fim, armazenados em nitrogênio líquido. 

Para o descongelamento destas células, um criotubo foi retirado do nitrogênio líquido e 

deixado em temperatura ambiente. Após descongelar, as células foram transferidas para os 

frascos de cultivo e 10 mL de meio de cultivo completo foram gentilmente adicionados à 

cultura. Por fim, as células foram mantidas em estufa até recuperação da cultura. 

Células de L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2904-EGFP) (BASTOS et al., 2017), 

foram cultivadas em meio Grace (Grace’s Insect medium Gibco – Life Technologies) pH 6,5, 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (LGC Biotecnologia), L-Glutamina 2 mM (Serva) 

e penicilina 100 µg/mL (Sigma-Aldrich). 

Células de L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2904), foram cultivadas em meio 199 

(Sigma-Aldrich, M5017) completo, pH 7,2, contendo 20% de soro fetal bovino, penicilina 100 

µg/mL (Sigma-Aldrich), L-glutamina 2 mM (Serva), adenina 500 µM, hemina 0,005%, biotina 

1 µg/mL e Hepes 20mM (Sigma-Aldrich). Ambos os meios de cultivo de parasitos foram 

filtrados em membrana 0,22 µm e as culturas mantidas a 25 °C em estufa B.O.D (Incubadora 

B.O.D 411D – Nova Ética). 

O congelamento das células de Leishmania spp. foi feito com células em passagens 

baixas, em fase logarítmica de crescimento. As células foram inicialmente contadas em Câmara 

de Neubauer e a cultura foi ajustada de forma a atingir a proporção de 106 células/mL. Em 

seguida, as células foram centrifugadas a 1200 x g, a 4 °C, 10 min. O pellet de células obtido 

foi suspenso em meio de congelamento (meio de cultivo completo contendo DMSO 6,5% v/v) 

e alíquotas de 1 mL de células foram distribuídas em criotubos. Para o descongelamento, o 

mesmo procedimento já descrito acima foi realizado e as culturas de Leishmania spp. foram 

mantidas em estufa a 25 °C até recuperarem. 

Os compostos iHMEs, BSF2 e TH85, foram gentilmente cedidos pelo pesquisador 

integrante do consórcio A-ParaDDisE, Wolfgang Sippl, da Martin Luther Universität Halle-

Wittenberg (MLU), Alemanha; as soluções estoque dos compostos (10 mM) foram preparadas 

em 100% de DMSO e armazenadas a -20 ºC. 
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4.3 Ensaio de infecção de macrófagos por L. braziliensis 

Para analisar o efeito dos compostos inibidores de HMEs sobre a expressão gênica das 

células do parasito e do hospedeiro, foram realizadas infecções in vitro de macrófagos 

RAW264.7 por L. braziliensis na presença e na ausência dos compostos cedidos pelos 

pesquisadores parceiros do consórcio A-paraDDisE.  

Inicialmente, 1x107 macrófagos foram semeados em garrafas de cultivo de 50 mL em 

meio RPMI e mantidos por 24 h em estufa de CO2 a 37 °C. No dia seguinte foi realizada a 

infecção com promastigotas de L. braziliensis em fase estacionária na proporção de 20 

parasitos/macrófago. Em seguida, após 24 h de infecção foi feita a retirada dos parasitos que 

não infectaram os macrófagos, através de lavagem e troca de meio de cultivo. Passadas mais 

24 h uma nova troca de meio de cultivo foi realizada para que os tratamentos com os compostos 

iHMEs fossem realizados. As concentrações dos compostos utilizados foram calculadas, com 

base no trabalho de Souza e colaboradores que determinou o IC50 destes iHMEs (SOUZA, 

2016; SOUZA et al., 2020). Os tratamentos foram feitos utilizando-se ¼ do IC50, o que 

corresponde a 0,16 µM do BSF2 e 1,8 µM do TH85, a fim de não matar todas as Leishmanias 

e permitir a análise do transcriptoma do parasito. A infecção seguiu incubada a 37°C em estufa 

de CO2. Após 48 h de tratamento com os compostos, as células foram removidas da garrafa, 

coletadas e armazenadas em Trizol (Qiagen) de acordo com manual do fabricante para posterior 

extração de RNA. Ao final do protocolo de infeção foi realizada a contagem do rendimento da 

infecção (contagem de diferentes campos de visão, quantos macrófagos estão presentes nestes 

campos e quanto destes foram infectados) e da razão Leishmania/MØ (quantas parasitos 

estavam no interior dos macrófagos). As contagens foram feitas em lâminas para análise em 

microscópio de fluorescência (Evos – Life Technologies). As condições deste ensaio foram 

padronizadas pelo pesquisador Dr. Matheus Silva e Bastos em seu pós-doutorado na 

Universidade Federal de Viçosa (2016). 

4.4 Análise do transcriptoma dual da infecção de L. braziliensis em macrófagos tratada 

com iHMEs 

A extração de RNA para a construção da biblioteca de cDNA e sequenciamento do RNA 

(RNA-Seq) foi realizada em colaboração com o grupo do Dr. Sérgio Verjovski Almeida do 

Instituto Butatan (USP-SP).  

Para as análises dos dados de RNA-Seq dual feitas neste trabalho foi utilizado o pacote 

de ferramentas Tuxedo (TRAPNELL et al., 2012). A análise de qualidade dos reads gerados 
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foi avaliada pelo FastQC (ANDREWS, 2010), seguida da remoção dos adaptadores de 

sequência utilizados no sequenciamento Illumina® e dos reads de baixa qualidade (valor de 

phred abaixo de 20), utilizando o programa Trimmomatic (v 0.36) (BOLGER; LOHSE; 

USADEL, 2014). Após a remoção, uma nova análise de qualidade foi realizada, gerando reads 

de alta qualidade para cada amostra analisada. A indexação dos genomas de referência de Mus 

musculus (NCBI ID: GRCm38.p6) e Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (NCBI 

ID: 718 assembly ASM284v2) foi realizada utilizando o pacote Boltwie 2 build (LANGMEAD; 

SALZBERG, 2012),  e o alinhamento dos reads aos seus respectivos genomas de referência foi 

feito com a ferramenta Tophat (v 2.1.1) (TRAPNELL; PACHTER; SALZBERG, 2009).  

Após o alinhamento dos reads com os genomas, foram analisados os genes 

diferencialmente expressos em macrófagos e em L. braziliensis com o pacote Cuffdiff 

(TRAPNELL et al., 2012). Esta ferramenta calcula os níveis de expressão gênica em resposta 

aos tratamentos experimentais; neste caso, as infecções tratada e não tratada com os inibidores 

de HMEs. Além disso, o Cuffdiff determina se as diferenças de expressão gênica dos grupos 

experimentais são significativamente diferentes ou não, utilizando o Teste-T seguindo de 

correção do valor p por FDR (taxa de falsas descobertas). Os níveis de expressões gênicas 

diferenciais foram normalizados como fragmentos por kilobase por milhão de fragmentos de 

transcrição mapeados (FPKM) – valores de FPKM, como uma estimativa normalizada da 

expressão gênica (https://www.ebi.ac.uk/training/online/glossary/fpkm). Os valores de FPKM 

são calculados para cada gene, a partir do número de reads mapeados, considerando o 

comprimento do gene (quanto maior o número de reads produzidos, maior o gene) e a 

quantidade de reads geradas (quanto mais profundo o sequenciamento, maior o número de 

reads mapeados em uma amostra). Após a quantificação e normalização dos valores de 

expressão, foi realizada uma nova análise da expressão diferencial comparando as amostras de 

infecção tratadas com o BSF2 e com o TH85 em relação ao controle não tratado. 

Para caracterizar as alterações obtidas no transcriptoma dual em resposta aos 

tratamentos das infecções, comparamos os perfis de expressão de infecção não tratada com as 

infecções tratadas com os iHMEs. Os scripts em Perl foram escritos de forma específica de 

acordo com os arquivos de saída e as análises necessárias para etapa de avaliação do RNA-Seq.  

Após a montagem do transcriptoma, a análise de qualidade dos dados de RNA-Seq dual 

foi feita com o pacote R (v 3.4.4) (TEAM, 2015) e visualizada no  GraphPad Prism (v 5.01 para 

Windows, GraphPad Software, San Diego, CA, Estados Unidos; www.graphpad.com).  

https://www.ebi.ac.uk/training/online/glossary/fpkm
http://www.graphpad.com/
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Por fim, para avaliar a qualidade das réplicas e o comportamento dos grupos 

experimentais, foram plotados gráficos de análise de componentes principais (PCA) e feita a 

análise de ontologia gênica (GO) das vias enriquecidas com a ferramenta BiNGO. 

4.4 Validação por PCR em tempo real de transcritos revelados pelo transcriptoma dual 

da infecção de macrófagos por L. braziliensis 

Para a validação dos genes de interesse que apresentaram expressão diferencial no 

transcriptoma dual, novos grupos experimentais foram introduzidos e um novo ensaio de 

infecção foi feito de acordo com os grupos descritos na Tabela 1. Além dos grupos iniciais, que 

foram enviados para a análise de RNA-Seq, foram inseridos os grupos de macrófagos 

estimulados com LPS 100 ng/mL por 12 h (SCOTT et al., 2000; XAUS et al., 2000). Todos os 

ensaios foram feitos em triplicata biológica, os macrófagos não infectados foram submetidos 

ao tratamento com os compostos iHMEs, nas mesmas condições dos macrófagos infectados: 

1x107 macrófagos por garrafa, tratados com ¼ do IC50 dos compostos nos grupos de tratamento 

e o mesmo volume de DMSO (veículo dos compostos), nos grupos controle. Além disso, foram 

feitos grupos de macrófagos não tratados e estimulados não tratados, como esquematizado na 

tabela 1: 
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 Tabela 1 – Grupos experimentais e descrição 

Após o fim dos tratamentos de cada um dos grupos, foram feitas extrações de RNA total 

pelo método do Trizol (Quiagen), tratamento dos RNAs com DNAse I (Thermo Scientific), 

seguida da produção de cDNA (Platus Transcriber RNase H – cDNA First Strand kit) e análise 

por qRT-PCR com o kit SYBR™ Green PCR Master Mix (Thermo Scientific).  

Todas as amostras de cDNA foram quantificadas em NanoDrop (Thermo Scientific). 

Para cada alvo a ser analisado foi construída uma curva padrão (em duplicata) contendo um 

pool das amostras G1, G2, G3, G6, G7, G8 e G9. Os pontos de diferentes concentrações das 

curvas-padrão foram obtidos através de diluição seriada do pool de amostras, variando as 

concentrações de 80 ng/µL a 1,25 ng/µL. Em cada reação de qRT-PCR para a construção das 

curvas-padrão foram utilizados, 1 µL de cada diluição do pool de cDNA, 0,5 µL de cada primer, 

3 µL de H2O Mili-Q e 5 µL de SYBR™ Green PCR Master Mix 2X. Cada uma das curvas 

gerou uma equação de reta de regressão linear, com um coeficiente de relação (R2), que 

relaciona o Log da concentração de cDNA utilizada e o valor de CT (limiar de ciclo) obtido em 

cada concentração, que foi utilizada para o cálculo das concentrações dos genes nos grupos 

analisados. 

As reações para análise dos genes selecionados foram padronizadas em um volume final 

de 10 µL, contendo 20 ng de cDNA por reação, 0,5 µL de cada primer, 1 µL de H2O Mili-Q e 

5 µL de SYBR™ Green PCR Master Mix 2X, feitas em duplicatas na placa (Thermo Scientific). 

Todas as amostras de cDNA utilizadas nas reações de validação por qRT-PCR foram 

previamente diluídas e normalizadas para uma concentração final de 6,6 ng/µL. 

Grupos Descrição 

G1 macrófago + DMSO 

G2 macrófago + TH85 

G3 macrófago + BSF2 

G4 macrófago + L. braziliensis + BSF2 

G5 macrófago + L. braziliensis + TH85 

G6 macrófago + L. braziliensis + DMSO 

G7 macrófago + BSF2 + LPS 

G8 macrófago + TH85 + LPS 

G9 macrófago + DMSO + LPS 
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O cálculo da expressão diferencial foi feito através das médias das duplicatas técnicas 

de cada triplicata biológica dos grupos experimentais, diminuídas das médias dos valores dos 

endógenos utilizados. A análise estatística foi feita através do Teste T utilizando o GraphPad 

Prism (v 5.01 para Windows, GraphPad Software, San Diego, CA, Estados Unidos; 

www.graphpad.com). 

Os primers utilizados foram em sua maioria obtidos da literatura, quando não 

encontrados, foram desenhados com base nos transcritos mapeados 

(https://www.ensembl.org/index.html),  nas sequências referências destes transcritos 

disponíveis no NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/) e com o auxílio da plataforma 

online PrimerQuestTool (IDT© Copyright 2012 – https://www.idtdna.com). As sequências dos 

primers utilizados estão na Tabela 2:  

Tabela 2 – Sequências de primers 

  

Genes Sequência direta Sequência reversa Referência 

TNFR1 ATCTGCTGCACCAAG
TGCC 

TGCATGGCAGTTACA
CACG 

(ZHOU, ZHANG E 
ATHERTON, 2007) 

Cxcl2 CGCTGTCAATGCCTG
AAGAC 

ACACTCAAGCTCTGG
ATGTTCTTG 

(SILVA, DA et al., 
2012) 

Map2k7 TCAGGTGTGGAAGA
TGCGG 
TTC 

AAGGGCAGTCATGGC
TCTTGAG 

(BRYAN R. 
LANNING et al., 2017) 

Mapk9 GTCAGTGGGTTGCAT
CATGGGA 

ACTCTGCGGATGGTG
TTCCTAG 

Este trabalho 

Atf4 GCCGGTTTAAGTTGT
GTGCT 

CTGGATTCGAGGAAT
GTGCT 

(FUSAKIO et al., 2016) 

Lif CAAGAATCAACTGG
CACAGC 

AGTGGGGTTCAGGAC
CTTCT 

(HUNT et al., 2011) 

Tnfaip3 CATCCACAAAGCACT
TATTGACA 

GAGTGTCGTAGCAAA
GTCCTGTT 

(SAKAI, UCHIDA E 
NAKAYAMA, 2012) 

β-actina GTTTTGTTTTGGCGC
TTTTG 

AACTTTGGGGGATGT
TTGCT 

(PEREIRA, BRITTO E 
ALVES, 2012) 

Sin3a AGACCTGTTTGGCTT
TGG 

TTTGTTGAGGCCGAG
AAC 

Este trabalho 

Rest GGAAAGACAGAGCA
GAGAAG 

GTCTCTAACAGGCAC
CAAG 

Este trabalho 

GAPDH TGTGTCCGTCGTGGA
TCTGA 

 (REN et al., 2010) 

http://www.graphpad.com/
https://www.ensembl.org/index.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/
https://www.idtdna.com/
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4.5 Deleção das HDACs de L. braziliensis por CRISPR/Cas9 

Para realizar o nocaute por CRISPR/Cas9 dos genes das quatro HDACs encontradas no 

genoma de L. braziliensis, primeiro foi estabelecida uma linhagem de L. braziliensis M2904 

para expressar o gene da nuclease Cas9 constitutivamente. Para isso, foi feita a transfecção do 

vetor pTB007 (BENEKE et al., 2017), que contém o gene da Cas9 de Streptococcus pyogenes 

e o cassete da T7 RNA polimerase inseridos entre as sequências 5’- e 3’-UTR da β-tubulina, 

permitindo uma expressão constitutiva da Cas9. Além disso, este vetor possui o gene de 

resistência a higromicina (Hyg) e a tag FLAG, que permitiu a confirmação da expressão de 

Cas9 por Western blotting. Antes da transfecção o vetor pTB007 foi linearizado com a enzima 

PacI. 

Células de L. braziliensis em fase log de crescimento (107 células) foram centrifugadas 

a 1200 x g, por 10 minutos a 4°C e lavadas com 10 mL de tampão de transfeccção Hepes-NaCl 

(Hepes 20 mM, NaCl 137 mM, KCl.7H2O 1,85 mM, Na2HPO4 1,32 mM, glicose 6 mM), pH 

7,2. Após uma nova centrifugação, o pellet de células foi ressuspendido em 100 µl de tampão 

Hepes-NaCl e 3–5 µg de DNA (vetor pTB007 linearizado) foi adicionado junto a cultura. O 

mix de células e DNA foi incubado em gelo de 5 a 15 minutos e então transferido para a cubeta 

(0,2 cm Gene pulser curvette) e realizada o pulso em sistema de eletroporação Bio-Rad (1 pulso, 

450 V, 500 µF). 

Após a eletroporação as células foram ressuspendidas em 5 mL de meio 199 e incubadas 

a 25°C por 24 h. No dia seguinte, foram adicionados 1,6 mg/mL de higromicina para a pré-

seleção. Após outras 24 h, 1 mL de meio da cultura pré-selecionada foi inoculado em 10 mL de 

meio contendo concentrações crescentes de higromicina (0,6–1,4 mg/mL). Após 

aproximadamente 3 semanas, as culturas que recuperaram foram analisadas por Western 

blotting para confirmação da expressão da Cas9. Foram utilizados o aniticorpo primário anti-

FLAG 1:500 (MA191787 – Invitrogen) e secundário anti-mouse conjugado com peroxidase 

1:120000 (A9044 – Sigma). Com a confirmação da obtenção de uma população positiva de L. 

braziliensis Cas9, foi realizada a diluição limitante para seleção clonal e os clones obtidos foram 

coletados, confirmados por Western blotting e devidamente armazenados, como descrito no 

item 4.1. 

Para confirmar que os genes de HDAC são cópia única, foi feito mapeamento destes 

genes no genoma de L. braziliensis no banco de dados de TritrypDB, a partir das regiões 

codificantes (CDS) e sequências referências (Ref Seq) de cada HDAC. A localização genômica 

e o número de acesso de cada HDAC estão na tabela 3: 
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Tabela 3 – Localização genômica e números de acessos das LbHDACs 

Proteína Gene Localização Número de acesso 

HDAC 1 LbrM.21.0740:mRNA LbrM.21:202,189..203,487(-) XM_001564732.1 

HDAC 2 LbrM.24.1510:mRNA LbrM.24:535,809...537,110(-) XM_001565365.1 

HDAC 3 LbrM.33.0940:mRNA LbrM.33:308,253..310,133(+) XM_001567814.1 

HDAC 4 LbrM.08.0840:mRNA LbrM.08:331,629..333,476(-) XM_003722905.1 

 

O desenho dos RNA-guias (gRNA) dos genes das HDACs 1-4 de L. braziliensis foi 

feito seguindo as orientações do Eukaryotic Pathogen CRISPR guide RNA/DNA Design Tool 

(http://grna.ctegd.uga.edu/). Com as sequências genômicas das HDACs obtidas no banco de 

dados TritrypDB foram selecionados os gRNAs, com os seguintes critérios: comprimento 

próximo de 20 nucleotídeos, sequência PAM NGG na extremidade 3’ e ausência de timina nos 

últimos 8 nucleotídeos para evitar a formação de estruturas secundárias e efeitos off target. Na 

tabela 4 estão os gRNAs utilizados para a deleção de cada gene: 

  

http://grna.ctegd.uga.edu/
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Tabela 4 – Sequências de gRNA 

Alvo gRNA 

HDAC 1 CGATGTCAATGTACAGCACC|CGG 

HDAC 2 GTCCCACTACCCACGCGGAC|GGG 

HDAC 3 GGCTGCTGCGCATCACCGGC|GGG 

HDAC 4 TGATGTTTACTGCAGCGACG|AGG 

gRNAs utilizados na deleção por CRISPR/Cas9. Em negrito a sequência PAM NGG 

Para a deleção dos genes-alvo foi utilizado o sistema Alt-R™ CRISPR-Cas9 (IDT 

Technologies) que inclui as moléculas e tampões necessários para a edição, segundo as 

recomendações do fabricante. O DNA doador foi construído através de um conjunto de primers 

desenhados de forma específica para cada gene da seguinte forma: primer de sequência direta 

contendo nucleotídeos da região 5’-UTR do gene alvo e nucleotídeos do vetor do gene de 

resistência; primer reverso contendo nucleotídeos do gene de resistência e da regição 3’-UTR 

do gene alvo. Estes primers foram então utilizados para amplificar os genes de resistência à 

neomicina e puromicina, que são inseridos nos vetores sp72αneo e sp72αpuro, respectivamente 

(BENEKE et al., 2017). Estas reações de amplificações foram feitas utilizando a HotStar 

HiFidelity Polymerase Kit (Qiagen). Em seguida, os cassetes de transfecção foram verificados 

em gel de agarose 1%, purificados e eluídos com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 

System (Promega), segundo o fabricante. As estratégias utilizadas para a transfecção dos 

cassetes foram: dupla deleção (-/-) e deleção de 1 alelo somente (+/-) para cada gene de HDAC 

selecionado. Na tabela 5 estão as sequências de primers utilizados para a construção das 

sequências de DNA doador: 
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Tabela 5 – Sequências de primers para construção de DNA doador 

Gene Sequência direta  Sequência reversa 
(Neo) 

Sequência reversa 
(Puro) 

HDAC 1 CTTAACGGGTACG
AGGGGTGTGCCCCG
GGTACCGAGCTCTCT
CTT 

CTGTGCCGCCCATC
CTCCCTGGCTCCTC
AGAAGAACTCGTCA
AGAAGG 

CTGTGCCGCCCAT
CCTCCCTGGCTCC
TCAGGCACCGGGCT
TGCGGGT 

HDAC 2 CGTCACTGCCATTG
CCTATGCCCCGGGT
ACCGAGCTCTCTCTT 

AGAGGCCTCAGTG
CTCGCTCAGAAGAA
CTCGTCAAGAAGG 

AGAGGCCTCAGTG
CTCGCTCAGGCACC
GGGCTTGCGGGT 

HDAC 3 GTCAGGCGACAAC
GACGCCCGGGTACC
GAGCTCTCTCTT 

GGAGCGTTTGTCG
GTGGTCTCAGAAGA
ACTCGTCAAGAAGG 

GGAGCGTTTGTCG
GTGGTCTCAGGCA
CCGGGCTTGCGGGT 

HDAC 4 CGTCGGGTGACGA
CATGGCCCGGGTAC
CGAGCTCTCTCTT 

CTTTCTGCCACACA
ATGCACGTCAGAAG
AACTCGTCAAGAAG
G 

CTTTCTGCCACAC
AATGCACGTCAGG
CACCGGGCTTGCGG
GT 

Primers diretos e reversos para construção do DNA doador. Legenda: Em verde: região 5’-UTR do gene 
alvo; em azul: região 3’-UTR do gene alvo. 

Todas as transfecções foram feitas utilizando 107 células de L. braziliensis Cas9 em fase 

log de crescimento, ressupendidas em tampão de transfecção HEPES-NaCl pH 7,2, utilizando 

de 3-5 µg de DNA doador de cada gene de resistência e 10 µL de gRNA e TracrRNA (1:1) 

transfectados em tampão de transfecção Alt-R (Alt-R System, IDT Technologies), seguindo a 

recomendação do fabricante. Para esta etapa foi utilizado o programa X-001 do eletroporador 

Amaxa Nucleofector IIb (Lonza), gentilmente cedido pela professora Santuza Teixeira 

(UFMG). Nesta etapa também foi testado o sistema de eletroporação Bio-Rad (1 pulso, 450 V, 

500 µF), em nosso laboratório, para a deleção dupla do gene HDAC4. Logo em seguida, as 

células foram transferidas para 10 mL de meio 199 completo para a recuperação overnight. 

Após este tempo, foram adicionadas as devidas drogas de seleção para pré-seleção por 24 h – 

higromicina 20 µg/mL, puromicina 10 µg/mL (ADAUI et al., 2020) e paromomicina 157,7 

µg/mL – IC50 determinado pelo método da resazurina (SOUZA, 2016). Em seguida, 1 mL de 

cada cultura transfectada e pré-selecionada foi acrescentada em 5 mL meio de cultivo contendo 

concentrações crescentes das drogas de seleção paromomicina e puromicina. 

 

  



45 
 

5.  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Para melhor compreensão dos dados obtidos neste trabalho, os resultados foram divididos 

nos seguintes capítulos e tópicos: 

• Capítulo 1: Análise do transcriptoma dual da infecção por L. braziliensis tratada 

com iHMEs 

▪ Perfil de expressão gênica global do transcriptoma dual no tratamento com o 

BSF2 e validação por qRT-PCR; 

▪ Perfil de expressão gênica global do transcriptoma dual no tratamento com o 

TH85. 

• Capítulo 2: Estudos das HDACs de L. braziliensis 

▪ Deleção das HDACs de L. braziliensis por CRISPR/Cas9. 
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5.1 Capítulo 1: Análise do transcriptoma dual da infecção por L. braziliensis tratada 

com iHMEs 

5.1.1 Perfil de expressão gênica global do transcriptoma dual no tratamento 

com o BSF2 e validação por qRT-PCR 

Após a extração de RNA, mapeamento dos transcritos e análise de qualidade dos reads 

gerados, foi feita a análise de componente principal (PCA). A análise de PCA permite reduzir 

a dimensão de um grande volume de dados, mantendo a sua variabilidade. Assim, é possível 

visualizar como se comportam as amostras de uma mesma condição e definir se elas podem ou 

não serem agrupadas (RINGNÉR, 2008). 

Dessa forma, com o objetivo de analisar o perfil de expressão gênica global em cada 

situação experimental, foi feita a análise de PCA para avaliar a qualidade e o comportamento 

das réplicas dos grupos experimentais. Foram plotados os gráficos de PCA para a infecção sem 

tratamento (controle) e para a infecção tratada com ¼ IC50 do BSF2, para comparar a qualidade 

das réplicas e os perfis globais de expressão da célula hospedeira e do parasito. 

A partir dos gráficos de PCA é possível notar que houve uma melhor separação entre as 

amostras de macrófagos (figura 7A), em comparação com as amostras de L. braziliensis (figura 

7B), sendo possível observar a presença de dois conjuntos de dados. Já as amostras de parasito 

ficaram mais agrupadas entre si somente na condição controle, apresentando uma dispersão 

maior na presença do BSF2. 

No gráfico A, que analisa a expressão global de macrófagos, nota-se que algumas amostras 

tratadas com o BSF2 foram agrupadas junto com as amostras controle. Tal fato pode ser 

explicado pelo tipo de célula utilizada neste experimento, que pode sofrer alterações em seu 

padrão de expressão gênica como consequência das interferências de manipulação, inerentes ao 

desenvolvimento do próprio experimento, como as seguidas trocas do meio de cultivo e 

lavagens da cultura para a retirada de parasitos não aderidos nos grupos infectados. 

No gráfico de L. braziliensis (7B) há uma maior dispersão entre as amostras do controle e 

dos tratamentos. Quando comparadas ao tratamento com o BSF2, as amostras do controle 

podem ser parcialmente agrupadas, mas as amostras de tratamento não se agrupam em uma 

única área do gráfico. Com isso, não pôde ser observado um efeito direto dos tratamentos com 

os compostos sobre as amostras de L. braziliensis, a ponto de diferenciá-las entre as amostras 

que receberam e não receberam o tratamento na infecção. Este resultado pode ser atribuído ao 

fato de que os tripanossomatídeos, como Leishmania, não possuem um ajuste fino da regulação 

da expressão gênica global, o que faz com que o genoma destes parasitos seja constitutivamente 
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expresso, dificultando a visualização de um efeito direto sobre o transcriptoma, como mostra a 

figura 7: 

Figura 7 – Perfil de expressão global de macrófagos e L. braziliensis durante a infecção tratada 

e não tratada com o composto BSF2 

As cores indicam o tipo de amostra: infecção tratada com BSF2 (laranja) e controle – infecção não 
tratada (azul). Os símbolos representam o tipo de célula: (●) macrófagos RAW 264.7 infectados; (♦) 
formas intracelulares de L. braziliensis. 

 

Após a remoção das sequências adaptadoras e dos reads de baixa qualidade com o programa 

Trimmomatic, um novo número de reads de alta qualidade foi gerado. Estes reads foram então 

alinhados a seus respectivos genomas, através da ferramenta Tophat, e foi possível analisar o 

número de genes identificados entre os transcritos de cada célula. Como pode ser observado, a 

maior parte dos transcritos identificados pertencem à célula hospedeira e não ao parasito (tabela 

6). O que era esperado, visto que os genomas utilizados para indexação e mapeamento 

apresentam diferentes números de genes. No genoma da célula hospedeira de mamífero 

utilizado, Mus musculus NCBI ID: GRCm38.p6 (Ref Seq GCF_000001635.26), há 

aproximadamente 50 mil genes e no genoma de L. braziliensis M2904 NCBI ID: 718 assembly 

ASM284v2 (Ref Seq GCF_000002845.2) pouco mais de 8 mil genes. Assim, de acordo o 

número de reads obtidos e genes mapeados (tabela 6), é possível dizer que os genomas estão 

bem representados no conjunto de dados analisados.  
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Tabela 6 – Número de reads e genes mapeados entre os transcritos de macrófago e L. 
braziliensis 

Número de reads obtidos no sequenciamento de RNA-Seq antes (Fastqc) e depois da remoção das 
sequências adaptadoras com o (Trimmomatic). As porcentagens indicam a porcentagem de genes 
mapeados em relação ao número de genes preditos (NCBI). 

 

Para analisar a correlação entre os conjuntos de dados gerados nas infecções tratada com 

BSF2 e sem tratamento, foi feita a análise dos genes presentes em cada condição. Como pode 

ser observado, mais uma vez, nos diagramas de Venn a maior parte dos transcritos identificados 

nas análises de RNA-Seq pertencem à célula hospedeira e não ao parasito (figura 8).  

Analisando os transcritos do parasito, vemos que no tratamento com o BSF2 (figura 8B) a 

maioria dos transcritos mapeados apresentaram expressão em ambas as condições 

experimentais; 8216 genes apresentaram alguma expressão tanto no controle (CT), quanto no 

tratamento (BSF2); 14 genes apresentaram expressão somente no controle e 12 genes somente 

no tratamento (tabela 7). Entre os 8216 transcritos de L. braziliensis que aparecem no controle 

e no tratamento, nenhum gene foi diferencialmente expresso (q-value < 0.05). São considerados 

positivamente regulados aqueles genes que apresentam valores de Log2(Fold Change) > 1 e -

Log10(q-value) >1.3 (proporcional a p-value menor que 0,05); e genes negativamente regulados 

aqueles que possuem Log2(Fold Change) < 1 e Log10(q-value) >1.3. 

.  

Reads obtidos 

Fastqc 1.505.005.354 

Trimmomatic 1.099.953.888 

Genes mapeados 

Macrófago 43.665 86,36% 

L. braziliensis 8.463 100% 
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Tabela 7 – Genes de L. braziliensis mapeados somente na infecção tratada com o BSF2  

Genes exclusivos do tratamento e valores de FPKM (Value). Sample_1: controle – infecção não tratada; 
Sample_2: infecção tratada. 

Para a célula hospedeira, mais de 20000 transcritos foram identificados, sendo 1620 genes 

expressos apenas nas células infectadas tratadas, e 1646 genes expressos apenas nas células 

controle (CT), ou seja, as células infectadas não tratadas (figura 8A). Entre os transcritos de 

macrófagos é possível notar um efeito do tratamento da infecção com o BSF2; a expressão de 

alguns genes foi positiva ou negativamente modulada. 

Assim como observado na análise de PCA, os diagramas de Venn e os gráficos do tipo 

Volcano plot sugerem que o tratamento da infecção de macrófagos por L. braziliensis com o 

Gene Sample_1 Sample_2 Value_

1 

Value_2 Significant TriTrypDB 

LBRM_07
_TRNA1 

control_leish bsf2_leish 0 73.582 no transfer RNA-Arg 

LBRM_34
_0320 

control_leish bsf2_leish 0 129.195 no hypothetical 

protein, unknown 

function 

LBRM_15
_0010 

control_leish bsf2_leish 0 154.188 no histone H4 

LBRM_10
_1530 

control_leish bsf2_leish 0 194.929 no hypothetical 

protein, 

conserved 

LBRM_34
_0310 

control_leish bsf2_leish 0 298.491 no hypothetical 

protein, 

conserved 

LBRM_07
_0510 

control_leish bsf2_leish 0 307.556 no hypothetical 

protein 

LBRM_24
_1500 

control_leish bsf2_leish 0 329.659 no Zinc finger, 

C3HC4 type 

(RING 

finger)/EF-hand 

domain pair, 

putative 

LBRM_35
_0050 

control_leish bsf2_leish 0 400.021 no histone H4 

(pseudogene) 

LBRM_27
_2330 

control_leish bsf2_leish 0 1133.36 no hypothetical 

protein, 

conserved 

LBRM_23
_SNRNA2 

control_leish bsf2_leish 0 11273.2 no small nuclear 

RNA, U3 snRNA 

LBRM_25
_SNORN
A4 

control_leish bsf2_leish 0 12803.1 no snoRNA 

encoding 

LBRM_35
_SNRNA1 

control_leish bsf2_leish 0 16822.7 no small nuclear 

RNA, U4 snRNA 
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BSF2, provoca um efeito na modulação da expressão gênica a nível de célula hospedeira e não 

diretamente sobre o parasito. Grande foi a diferença observada entre o número de transcritos 

atribuídos à célula hospedeira e ao parasito (figura 8), o que pode ser explicado pela diferente 

quantidade de genes presentes no genoma de cada espécie e por se tratar de uma infecção tratada 

com um composto que possui ação leishmanicida, como já demonstrado (SOUZA, 2016). 

Figura 8 – Efeito do tratamento da infecção de macrófagos por L. braziliensis com o BSF2 

sobre a expressão gênica global da célula hospedeira e do parasito 

Os diagramas de Venn mostram o número de genes específicos e comuns a cada condição. Controle: infecção não 
tratada. Os gráficos de Volcano plot representam a expressão diferencial de genes em amostras de RNA-Seq de 
macrófagos (A) e L. braziliensis (B) durante a infecção após o tratamento com o composto. As linhas tracejadas 
partindo do eixo x indicam os valores de Log2FC (-1) e (+1); e no eixo y -Log10(q-value) = 1.3. Pontos pretos: 
genes diferencialmente expressos; pontos cinzas: genes que não foram diferencialmente expressos. 

 O BSF2 até então não possui um alvo molecular em Leishmania bem definido. No 

entanto, ele é um análogo da Furaminidina, que serviu de base para a síntese do composto, 

sendo essa um potente inibidor de PRMT1 (YAN et al., 2014) com atividade antiparasitária 

contra T. brucei, P. falciparum (HU et al., 2009). Assim como a Furamidina, o BSF2 teve sua 

atividade demonstrada contra P. falciparum e L. braziliensis (SAUER et al., 2017; SOUZA, 

2016). Além disso, compostos diamidinas possuem mecanismo de ação relacionado à 

capacidade que têm de se ligar ao DNA, inibindo a ligação de enzimas dependentes de ligação 

ao DNA para desempenho de suas funções e, assim impedir a transcrição gênica (ARAFA R.K. 

et al, 2005). 
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Considerando a atividade microbicida que estes compostos apresentam, a interação que 

possuem com enzimas envolvidas em processos de metilação/demetilação de histonas, de 

interação com o DNA e o fato de que estes alvos epigenéticos possuem motivos-chave 

conservados em eucariotos (LORENZON et al., 2022), é provável que o BSF2 possa 

desempenhar sua função leishmanicida atuando sobre PRMTs, tanto do parasito quanto das 

células hospedeiras. 

No contexto de ação do BSF2 sobre PRMTs de L. braziliensis (LbPRMTs), dada a 

importância que estas enzimas possuem para a biologia parasitária; sendo este composto 

desenvolvido para ser parasito-específico, a partir de um análogo inibidor de PRMT1; um 

estudo funcional das PRMTs de L. braziliensis recentemente publicado, traz luz a essa 

discussão do provável mecanismo de ação do BSF2 como leishmanicida e inibidor de 

LbPRMTs (LORENZON et al., 2022).  

Lorenzon e colaboradores, demonstram que os motivos que desempenham atividade de 

PRMT são conservados entre as proteínas de tripanossomatídeos e humanas. Porém, uma maior 

conservação é observada entre as PRMTs de L. braziliensis e T. brucei. Além disso, a dupla 

deleção das PRMT1 ou 5 em L. braziliensis compromete a proliferação de formas amastigotas 

axências e diminui a taxa de infeção em formas promastigotas; porém nenhuma das LbPRMTs 

se mostrou essencial à sobrevivência do parasito (LORENZON et al., 2022). Estes dados, vão 

ao encontro dos dados observados em nosso grupo de pesquisa que demonstram a atividade 

leishmanicida do BSF2 sobre a infecção e sobre formas promastigotas do parasito (SOUZA, 

2016). A análise do BSF2 e de outros derivados da Furamidina, sobre células L. braziliensis 

nocautes de PRMTs pode ser uma abordagem futura para obter resultados ainda mais 

interessantes para validar o mecanismo de ação destes compostos sobre a infecção e sobre o 

parasito, já que as LbPRMTs poderiam interferir no controle das atividades de proteínas que se 

ligam a ácidos nucleicos (LORENZON et al., 2022). 

A análise de ontologia genética (GO) dos genes de macrófagos enriquecidos nas 

amostras tratadas com o BSF2 descreve as principais vias reguladas pelo tratamento realizado, 

em relação ao controle não tratado (figura 9). Pode-se observar que na infecção tratada com 

BSF2, genes relacionados à acetilação da histona H3 foram positivamente regulados (A), sendo 

alguns deles representantes de transcritos exclusivos das amostras de infecção tratada (C). Além 

disso, genes relacionados as vias do TNFα (Fator de Necrose Tumoral alfa), de receptores do 

tipo Toll e de resposta imune adaptativa foram vistos negativamente regulados na infecção 

tratada (B). Já entre os genes específicos do tratamento (C) e do controle não tratado (D), 

podemos observar a presença de genes categorizados relacionados à oxidação de compostos 
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orgânicos em ambas a situações. Genes relacionados a acetilação da histona H3 e à via de 

sinalização Wnt foram específicos do tratamento (C). Por outro lado, genes relacionados à 

organização de cromatina e à regulação de silenciamento gênico foram específicos da condição 

não tratada (D). O que pode indicar uma manipulação, de transcrição a nível epigenético, do 

parasito sobre a célula hospedeira, algo já observado em infecções envolvendo diferentes 

espécies de Leishmania (GUPTA, Anand Kumar et al., 2017; LECOEUR et al., 2020; NAVAS 

et al., 2014). 

Figura 9 – Análise de ontologia genética (GO) dos grupos de genes de macrófagos 

diferencialmente expressos ou exclusivos em cada situação experimental 

Análise de GO dos genes de cada situação experimental. Legenda: A) Genes positivamente regulados 
no tratamento com BSF2; B) Genes negativamente regulados no tratamento com o BSF2; C) Genes 
específicos do tratamento com o BSF2; D) Genes específicos do controle infectado não tratado. 

Analisando o grupo de genes relacionados à via do TNF que apresentaram regulação 

negativa, foram identificados genes codificadores de proteínas que estão presentes ao longo de 

toda a via sinalização, como o TNF, Irak1, MAP2K7, MAPK9, ATF4, Cxcl2, Lif, Tnafip3 e 

Fos (figura 10). De posse dos valores de FPKM associados a cada um destes genes, foi aplicado 

o teste T para avaliar se a diferença de expressão observada após o tratamento com o BSF2 era 

de fato significativa, como pode ser observado na figura 10: 
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Figura 10 – Genes da via do TNF com expressão reduzida após o tratamento com o BSF2 

Painel superior: via do TNFα (KEGG) com destaque para os genes que foram mapeados e negativamente 
regulados em macrófagos infectados e tratados com o BSF2 (azul escuro). Painel inferior: avaliação da 
expressão no transcriptoma por FPKM. (*) Genes com redução de expressão significativa pelo teste T. 
p ≤ 0.05. 

De fato, como demonstrado na figura 10, alguns genes presentes ao longo desta via 

apresentaram um perfil de expressão significativamente diferente após o tratamento da infecção 

com BSF2. Considerando, estes resultados, a importância do TNFα para a resolução de 

infecções em macrófagos por L. braziliensis (POLARI et al., 2019)  e a regulação negativa 

observada, foram selecionados alguns genes-alvo para a etapa de validação por qRT-PCR e 

melhor compreensão do efeito do composto sobre a célula hospedeira durante a infecção. Para 

avaliar se o efeito observado de fato se dava pelo composto e não por modulação do parasito 

sobre a célula hospedeira, outros grupos e seus respectivos controle foram inseridos na análise 

experimental (macrófagos tratados não infectados – G1 e G3; e macrófagos estimulados 

tratados – G9 e G7), além dos grupos inicialmente experimentados e analisados por RNA-Seq. 

Para cada gene analisado por qRT-PCR foi feita uma curva-padrão com um pool de 

amostras, contendo todos os grupos controles utilizados no experimento de validação. Todas as 
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curvas apresentaram um bom coeficiente de relação (R2) entre os valores de Ct obtidos e as 

concentrações do pool de amostras utilizadas na construção da curva-padrão de cada gene 

(apêndice A). 

Os resultados de expressão observados nas análises de qRT-PCR dos genes relacionados à 

via do TNFα tendem para uma regulação negativa destes genes na presença do composto BSF2 

(figura 11). O gene do TNFR1 (receptor 1 do fator de necrose tumoral) não apresentou redução 

de expressão em macrófagos infectados (G6 e G4) ou não infectados (G1 e G3) tratados com o 

composto. Entretanto, uma diminuição estatística foi observada na expressão do TNFR1 em 

macrófagos que foram previamente tratados com o BSF2 e posteriormente estimulados com o 

LPS, agente conhecido por induzir a resposta inflamatória, em comparação a macrófagos que 

foram apenas estimulados e não tratados (G9 e G7). Este é um resultado interessante, pois uma 

das formas pelas quais macrófagos infectados por L. braziliensis promovem a diminuição da 

carga parasitária, está associada à produção de TNFα e de espécies reativas de oxigênio (DE 

OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012; NOVAIS et al., 2009). Além disso, em um estudo com 

camundongos mutantes nulos para TNFα (TNFα-/-), foi visto que estes animais não evoluem 

para um quadro curável de leishmaniose cutânea quando infectados com L. braziliensis (DE 

OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012; ROCHA et al., 2007). 

Embora seja conhecida a importância da produção de TNFα para o controle da infecção por 

L. braziliensis, curiosamente o composto BSF2 parece exercer um efeito supressor sobre a via 

do TNFα em macrófagos diante de um desafio imunológico, como a estimulação com o LPS, 

enquanto exerce seu potencial leishmanicida como demonstrado por SOUZA, LA, 2016. 

Outro gene que apresentou o mesmo padrão de expressão gênica que o TNFR1 foi a quinase 

MAPK9 presente na via no TNFα. Na presença do BSF2, macrófagos estimulados com LPS 

(G7) apresentaram uma diminuição na expressão desta proteína. Embora não tenha apresentado 

diferença estatística, a quinase MAP2K7 também apresentou diminuição de expressão gênica 

nesta condição. Na infecção tratada com o composto (G4), ambas as quinases não apresentaram 

diminuição estatística em relação aos macrófagos infectados não tratados (G6), porém é 

possível observar que as expressões gênicas diminuem entre esses grupos após o tratamento 

com o inibidor. A ativação da via do TNFα, via TNFR1 ativa diversas vias de sinalização que 

envolvem quinases, como as MAP2K7 e MAPK9, que por sua vez irão atuar na produção de 

uma resposta secundária aumentando a produção de citocinas inflamatórias, inclusive do 

próprio TNFα, para o desempenho de suas funções no sistema imune (SABIO; DAVIS, 2014). 

Considerando a supressão da via do TNFα, de fato espera-se que a expressão destas quinases 

também esteja sendo diminuída na presença do composto BSF2.  
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O mesmo perfil de expressão gênica foi observado no fator de transcrição ATF4/CREB em 

macrófagos infectados e não infectados (G6 e G4), tratados e estimulados (G9 e G7). Este fator 

de transcrição está presente na via do TNFα e na via de ativação dos receptores do tipo Toll 

(TLRs). Os receptores TLRs são expressos pelas células hospedeiras em resposta à presença de 

patógenos, ao reconhecerem seus padrões moleculares associados, que são transduzidos da 

membrana para o núcleo (ZHANG, Chunyan et al., 2013). Assim como a via do TNFα, os TLRs 

também estão entre os grupos de GO enriquecidos (figura 9B) que sofreram regulação negativa 

nos macrófagos infectados tratados com o BSF2. 

O fator ATF4 foi inicialmente identificado em mamíferos como uma proteína do tipo zíper 

de leucina que se liga ao DNA através de interações proteína-proteína (AMERI; HARRIS, 

2008). Atuando na produção de resposta imune inata, o ATF4 contribui para a produção de uma 

variedade de citocinas importantes no processo imunológico. Além disso, já foi demonstrado 

que a estimulação de monócitos humanos com LPS promove a ativação de ATF4, provocando 

a sua translocação para o núcleo, seguida da produção de citocinas inflamatórias (ZHANG, 

Chunyan et al., 2013). De fato, a estimulação de macrófagos com LPS promoveu um aumento 

da expressão de ATF4, porém este efeito não foi observado nas células que foram tratadas com 

o BSF2. Mais uma vez o tratamento com o BSF2, embora não tenha produzido tais efeitos nas 

células infectadas e tratadas, sugere uma modulação negativa da via de forma a evitar uma 

ativação destas células efetoras, enquanto exerce também função leishmanicida. 

Duas citocinas produtos da ativação da via do TNFα, Lif e Cxcl2 apresentaram redução de 

expressão gênica durante a infecção após o tratamento com o composto. Lif (fator inibidor de 

leucemia) é uma citocina inflamatória altamente conservada que desempenha diversos papéis 

em vários sistemas (METCALFE, 2011). No sistema imunológico Lif e IL-6 desempenham 

papeis opostos, porém relacionados, na regulação de células T. Lif promove a transcrição de 

Foxp3, que atua sobre a regulação de células T reguladoras que diminuem a resposta imune de 

células efetoras. Ao mesmo tempo, Lif reprime a expressão de IL-6 que promove a indução de 

células Th17; células que produzem a citocina IL-17, que parece ter função protetora na 

infecção por L. braziliensis. Ao se ligar em seu receptor celular, IL-17  ativa uma cascata de 

sinalização que culmina na ativação de fatores de transcrição como NF-kβ, um importante 

mediador da atividade de genes que codificam moléculas pró-inflamatórias relacionadas à 

resistência à leishmaniose (METCALFE, 2011; NASCIMENTO, 2012). Dessa forma, como a 

regulação negativa de Lif foi observada em todas as situações experimentadas (figura 11 Lif), 

vemos que a ação do BSF2 mais uma vez sugere a uma modulação negativa da via do TNFα, 

citocina produzida por macrófagos quando infectados por patógeno intracelulares ou 
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estimulados com LPS. Além disso,  já foi relatado o papel anti-inflamatório que Lif possui em 

infecções cutâneas, atuando como um importante regulador de citocinas como IL-1, IL-2, IL-6 

e INFγ (METCALFE, 2011; ZHU et al., 2001). Neste ponto, vale ressaltar que o TNFα age de 

forma sinérgica com IFNγ (interferon gama) para aumentar a ativação de macrófagos, fazendo 

com que estas células ativem a enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS), produzindo óxido 

nítrico (NO) e outras espécies reativas de oxigênio (ROS) que são importantes para a eliminação 

do parasito, como revisado por (TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018). 

 Já a Cxcl2 (ligante 2 de quimiocina com motivo C-X-C), quimiocina induzida por IL-17 e 

produto da via de ativação do TNFα em macrófagos, que atua no recrutamento de outras células, 

como neutrófilos para os locais de inflamação, apresentou redução significativa de expressão 

somente na infecção tratada com o BSF2 (G4). Esta quimiocina é de grande importância na 

regulação da resposta imune inata contra o parasito, pois leva à produção de IL-1β que estimula 

a produção de TNFα pelos macrófagos, foi vista como super expressa em macrófagos U937 

infectados por L. braziliensis, através de dados de RNA-Seq após 72 horas de infecção 

(OVALLE-BRACHO et al., 2015).  

Além disso, sabe-se que o parasito pode controlar a expressão de genes da célula hospedeira 

a fim de neutralizar uma resposta imune capaz de resolver a infecção, algo já observado em 

diversas espécies de Leishmania, como L. amazonensis, L. mexicana e L. donovani. Pois, a 

expressão de Cxcl2 e outras quimiocinas, ativa e recruta neutrófilos constantemente para o local 

da infecção contribuindo para a cronicidade da leishmaniose cutânea (NAVAS et al., 2014). 

Assim, os neutrófilos em um primeiro instante agem como hospedeiros temporários do parasito, 

mas também favorecem a colonização de macrófagos, que contribuem para o estabelecimento 

da infecção (FALCÃO et al., 2015). Além disso, alterações genéticas na expressão do receptor 

de quimiocina Cxcr2 em macrófagos infectados, sugerem a participação deste receptor nas 

infecções causadas por L. braziliensis (CASTELLUCCI et al., 2010). Outro ponto a destacar é 

que a indução da expressão de Cxcl2 por L. braziliensis também depende de NF-kβ, que é 

induzido por IL-17, para ativar a produção de TNFα (GREGORY et al., 2008) que se encontra 

suprimido em macrófagos infectados por esse parasito após o tratamento com o BSF2. 

Outro gene que sofreu diminuição estatística na sua expressão em macrófagos estimulados 

e tratados como o BSF2 (G7) foi o TNFAIP3 (proteína 3 induzida pelo TNFα). Esta é uma 

proteína que tem sua expressão rapidamente induzida pelo TNFα e está relacionada à inibição 

da ativação de NF-kβ, bem como a apoptose mediada por TNFα. Esta proteína também possui 

atividade de ubiquitinase e está envolvida em respostas imunes que envolvem a ativação dos 
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receptores TLRs via inibição de NF-kβ, sendo necessária na produção de citocinas pró-

inflamatórias estimuladas por LPS e INFγ em macrófagos. Além disso, foi demonstrada como 

uma proteína super expressa em macrófagos infectados por L. donovani, através de 

manipulação do parasito sobre a célula hospedeira para evitar a ativação do inflamossoma 

(GUPTA, Anand Kumar et al., 2017). Nossos resultados mostram que a expressão de TNAFIP3 

é reduzida mesmo diante da estimulação com LPS, quando os macrófagos não infectados foram 

previamente tratados com o BSF2, em relação aos macrófagos não tratados. 

Não foi observada diminuição significativa na expressão de TNAFIP3 por qRT-PCR na 

infecção tratada com o BSF2, em comparação à infecção não tratada. Entretanto, recentemente 

foi demonstrado que macrófagos derivados de lesões provocada por L. amazonensis, espécie 

que também causa a leishmaniose cutânea, não exibem um fenótipo inflamatório, apresentando 

baixos níveis de expressão de componentes do inflamassoma e de reguladores pró-inflamatórios 

como o TNFAIP3. Além disso, este perfil de expressão foi relacionado a baixos níveis de 

acetilação de histonas (sem demonstrar qual HDAC estaria envolvida no processo), mais 

especificamente H3K9/14; e à redução da trimetilação na lisina 4 da histona H3 (H3K4) em 

promotores de genes pró-inflamatórios do eixo TLR-NF-kβ-inflamossoma, importantes para o 

desenvolvimento de uma resposta imune eficaz contra os parasitos. Estes macrófagos lesionais 

também não responderam à estimulação por LPS, impedindo a ativação do inflamossoma e de 

seus componentes como o TNFAIP3, evidenciando a presença de uma inibição epigenética e 

transcriptômica da resposta anti-inflamatória em macrófagos infectados por L. amazonensis 

(LECOEUR et al., 2020).  

Considerando estes estudos, acrescentando o fato que temos um composto desenvolvido 

para um alvo epigenético, é possível que a soma destes efeitos supressores, via epigenética, 

esteja contribuindo para a supressão das vias inflamatória do TNFα, aliado ao seu potencial 

leishmanicida durante a infecção.  

A remodelação da cromatina através de modificações epigenéticas nas células hospedeiras, 

induzidas por parasitos do gênero Leishmania vem sendo estudada e demonstrada nos últimos 

anos (LAMOTTE et al., 2017). Tal estratégia é adotada para estabelecer condições permissivas 

para a sobrevivência intracelular do parasito e manutenção de seu processo infeccioso, 

sugerindo um possível caminho de regulação epigenética comum entre as diversas formas 

clínicas de leishmaniose que requer mais estudos, como proposto  por AFRIN; KHAN; 

HEMEG, 2019; GUPTA, Anand Kumar et al., 2017; LECOEUR et al., 2020.
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Figura 11 – Perfil de expressão dos genes de macrófagos associados à via do TNFα no tratamento com o BSF2 por qRT-PCR em diferentes 

condições experimentais 

Legenda: MØ:  macrófagos RAW264.7; Leish: L. braziliensis M2904 EGFP. Os resultados representam a média e o desvio padrão de três experimentos 
independentes (triplicata biológica) e de pelo menos duas réplicas técnicas de cada um destes experimentos. Análise estatística feita pelo GraphPad Prism, T. * 
p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,005; *** ≤ 0,0005.
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5.1.2 Perfil de expressão gênica global do transcriptoma dual no 

tratamento com o TH85. 

As mesmas análises de bioinformática do tópico anterior foram aplicadas sobre as amostras 

tratadas com ¼ do IC50 do TH85, após 48 horas. Na comparação da qualidade das replicatas e 

dos perfis globais de expressão da célula hospedeira e do parasito é possível observar uma 

melhor separação entre as amostras de macrófagos (figura 12A) em relação às amostras de L. 

braziliensis (figura 12B) nos gráficos de PCA. Entre as amostras de macrófagos, nota-se 

presença de dois grupos de dados, sem sobreposição entre as amostras controle e as amostras 

tratadas. Enquanto, as amostras de parasito permaneceram mais agrupadas na condição controle 

e com uma maior dispersão na presença do composto. 

Figura 12 – Perfil de expressão global de macrófagos e L. braziliensis durante a infecção tratada 

e não tratada com o composto TH85 

As cores indicam o tipo de amostra: infecção tratada com TH85 (laranja) e controle – infecção não 
tratada (azul). Os símbolos representam o tipo de célula: A: (●) macrófagos RAW 264.7 infectados;  B: 
(♦) formas intracelulares de L. braziliensis. 

No tratamento com o TH85, 20691 transcritos de macrófagos apresentaram expressão tanto 

no controle quanto na infecção tratada, 1523 apresentaram expressão somente no tratamento e 

1705 somente no controle. Porém, não foram encontrados genes diferencialmente expressos 

sendo positiva ou negativamente regulados entre os transcritos identificados (figura 13A). 

Tamabém não foram encontrados genes diferencialmente expressos entre os transcritos do 

parasito (Volcano plot, figura 13B); um total de 8219 genes apresentaram expressão tanto no 

tratamento (TH85), quanto no controle (CT) e 11 genes apresentaram expressão exclusiva para 
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a condição controle ou para tratamento como o TH85 (Figura 13B). De modo geral, o efeito do 

tratamento sobre os parasitos foi bastante semelhante em relação ao número  de genes que 

apresentaram algum tipo de expressão exclusiva na presença dos compostos. Além disso, entre 

os genes exclusivos, aqueles que foram mapeados somente na infecção tratada com os 

compostos, foi identificado o gene da histona H4, proteína alvo das modificações pós-

traducionais promovidas pelas enzimas modificadoras de histonas, como as HDACs, prováveis 

alvos da ação inibitória do composto em questão (tabela 8). 
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Tabela 8 – Genes de L. braziliensis mapeados somente na infecção tratada com o TH85 

Gene Sample

_1 

Sample

_2 

Value_

1 

Value_2 Significant TriTrypDB* 

LBRM_24
_1500 

control
_leish 

th85_le
ish 

0 0.302832 no Zinc finger, C3HC4 

type (RING 

finger)/EF-hand 

domain pair, 

putative 

LBRM_02
_0010 

control
_leish 

th85_le
ish 

0 1.09481 no phosphoglycan beta 

1,3 

galactosyltransferas

e 3 

LBRM_35
_1100 

control
_leish 

th85_le
ish 

0 1.20967 no 40S ribosomal 

protein S10, putative 

LBRM_07
_0510 

control
_leish 

th85_le
ish 

0 4.37317 no hypothetical protein 

LBRM_11
_0450 

control
_leish 

th85_le
ish 

0 8.30768 no protein associated 

with differentiation 

4, putative 

(pseudogene) 

LBRM_35
_0050 

control
_leish 

th85_le
ish 

0 9.27908 no histone H4 

(pseudogene) 

LBRM_15
_0010 

control
_leish 

th85_le
ish 

0 10.7273 no histone H4 

LBRM_10
_1530 

control
_leish 

th85_le
ish 

0 15.5408 no hypothetical protein, 

conserved 

LPG1R control
_leish 

th85_le
ish 

0 31.4669 no beta-

galactofuranosyltra

nsferase-like protein 

LBRM_34
_0310 

control
_leish 

th85_le
ish 

0 40.8194 no hypothetical protein, 

conserved 

LBRM_23
_snRNA2 

control
_leish 

th85_le
ish 

0 10101.3 no small nuclear RNA, 

U3 snRNA 

Genes exclusivos do tratamento e valores de FPKM (Value). Sample_1: controle – infecção não tratada; 

Sample_2: infecção tratada. 
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Figura 13 – Perfil de expressão global de macrófagos e L. braziliensis durante a infecção tratada 

e não tratada com o composto TH85 

Os diagramas de Venn mostram o número de genes específicos e comuns a cada tratamento. Controle: 
infecção não tratada. Os gráficos de Volcano plot representam a expressão diferencial de genes em 
amostras de RNA-Seq de macrófago (A) e (B) L. braziliensis durante a infecção após o tratamento com 
o composto. As linhas tracejadas partindo do eixo x indicam os valores de Log2FC (-1) e (+1); e no eixo 
y -Log10(q-value) = 1.3. Pontos pretos: genes diferencialmente expressos; pontos cinzas: genes que não 
foram diferencialmente expressos. 

Considerando a validação do transcriptoma por qRT-PCR, e uma análise prévia do 

transcriptoma dual em colaboração com o grupo de pesquisa do professor Sérgio Verjovski, 

analisamos os valores de FPKM de alguns genes relacionados a processos de acetilação de 

lisinas e remodelação de cromatina (figura 14), tais como o Sin3a, REST e MeCP2 que atuam 

juntos, formando um complexo repressor com as HDACs; e Smarca2, Smarca4 e Pihd1 que 

atuam no complexo de remodelamento de cromatina SWI/SNF (PIETRZAK et al., 2019; 

THIEL; EKICI; RÖSSLER, 2015). 
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Figura 14 – Análise comparativa dos valores de FPKM para os genes de macrófagos mapeados 

no RNA-Seq, envolvidos em processos de modificação de cromatina. 

Avaliação da expressão no transcriptoma por FPKM. (*) Genes com redução de expressão significativa 
pelo teste T. p ≤ 0.05. 

Como pode ser observado, os genes não apresentaram um valor de estatística significativo 

após a comparação dos valores de FPKM entre as duas condições experimentais testadas, 

infecção não tratada e infecção tratada com o TH85. O mesmo foi observado para a análise por 

qRT-PCR dos genes Sin3a e Rest (figura 15), mais uma vez indicando que o TH85 não altera 

de forma diferencial o perfil de expressão de global da célula hospedeira, quando usado para 

tratar a infecção por L. braziliensis, como observado até aqui. Porém, não podemos ainda 

descartar que a ausência de um efeito transcricional, represente totalmente a forma de atuação 

deste composto. Devemos considerar que uma ação a nível de inibição de HDACs pode ocorrer, 

sem afetar os níveis da expressão gênica, porém alterando, por exemplo, o controle da 

replicação do DNA. 
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Figura 15 – Perfil de expressão de genes de macrófagos associados no tratamento com o TH85  

Os resultados representam a média e o desvio padrão de três experimentos independentes. Legenda: MØ:  
macrófagos RAW264.7; Leish: L. braziliensis M2904 EGFP. Análise estatística feita pelo GraphPad Prism. 

 

Neste sentido, o resultado obtido corrobora com o estudo do nosso grupo, que mostra a ação 

leishmanicida do TH85 acompanhada de alterações no padrão de condensação de cromatina do 

parasito, indução de apoptose celular e parada de ciclo celular em G2-M em amastigotas, sem 

afetar o macrófago, conforme resultados de microscopia eletrônica de transmissão  e citometria 

de fluxo (ÂNGELO DE SOUZA et al., 2020). O fato de o TH85 não afetar a transcrição gênica 

global dos macrófagos e do parasito corroboram com um efeito direto deste inibidor sobre 

HDAC do parasito, demonstrando um possível efeito direto e seletivo do inibidor. 
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5.2 Capítulo 2: Estudos das HDACs de L. braziliensis 

5.2.1 Deleção das HDACs de L. braziliensis por CRISPR/Cas9 

Em busca de uma maior compreensão da importância das HDACs de L. braziliensis para a 

biologia parasitária, que as indique como alvos terapêuticos no uso de iHDACs, este trabalho 

teve como um de seus objetivos a deleção dos genes codificadores das 4 HDACs mapeadas no 

genoma de L. braziliensis. Para isso foi utilizada a técnica de deleção por CRISPR/Cas9.  

O primeiro passo para este estudo foi a construção de uma linhagem celular de L. 

braziliensis que expressasse de forma constitutiva a proteína Cas9. Como pode ser visto na 

figura 16, foi comprovada por Western blotting a obtenção de uma população (Pop) e de clones 

isolados (C1 e C2) expressando constitutivamente a Cas9. 

Figura 16 – Confirmação da integração do cassete de pTB007 e expressão da Cas9  

SDS-Page dos extratos de L. braziliensis (A) e Western blotting de confirmação de expressão da Cas9 
nos clones 1, 2 e na população inicial de transfectada (B). Anticorpos: primário anti-FLAG 1:500 
(MA191787 – Invitrogen), secundário anti-mouse conjugado com peroxidase 1:120000 (A9044 – 
Sigma). M: marcador (Bio-Rad Dual Color); C1 e C2: clones 1 e 2; Pop: população de LbCas9 e Wt: 
LbM2904. 

Após a confirmação da expressão e estabelecimento da linhagem LbCas9 (população e 

clones), foi feita a curva de crescimento para verificar se a expressão de Cas9 alterou o perfil 

de desenvolvimento desta nova linhagem. Como esperado, uma vez que o estabelecimento da 

LbCas9 através da transfecção de pTB007 é algo bem documentado na literatura (ADAUI et 

al., 2020; ESPADA et al., 2021; SHARMA et al., 2022), não observamos uma diferença 

significativa no perfil de crescimento das culturas comparadas (figura 17). 
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Figura 17 – Curva de crescimento das linhagens de LbM2904 

Cada ponto representa a média de três experimentos independentes. Legenda: WT: LbM2904; clone 1 
e clone 2: isolados de LbCas9. 

Após o estabelecimento da cultura de LbCas9, da obtenção dos gRNAs e TracrRNA, 

foi feita e amplificação dos cassetes de DNA doadores (apêndice B) para interrupção de cada 

gene alvo, com inserção dos genes de resistência a antibiótico usados no processo de seleção 

de transformantes (neomicina e puromicina). Assim, então, foram feitas as transfecções para 

cada deleção de um alelo e dos dois alelos de cada uma das LbHDACs isoladamente: 

LbHDAC1 -/+, LbHDAC1 -/-, LbHDAC2 -/+, LbHDAC2 -/-, LbHDAC3 -/+, LbHDAC3 -/-, e 

LbHDAC4 -/+, LbHDAC4 -/-. Em seguida, foi iniciado o acompanhamento das culturas 

transfectadas por visualização em microscópio óptico invertido. 

Após aproximadamente 4 semanas de transfecção, as culturas mantidas em garrafas, em 

seus respectivos meios de seleção, não apresentaram um fenótipo normal de crescimento e 

morfologia. Observando as culturas em microscópio ótico, em maior aumento (40-60x) foi 

possível ver sutis movimentos celulares e células com a divisão celular incompleta. As células 

transfectadas com algum cassete de deleção, em sua maior parte se apresentavam em 

aglomerados celulares grandes, diferentes de uma típica roseta de multiplicação, e algumas 

células livres no meio, sempre com morfologia anormal. Apesar de estarem livres, estas células 

apresentavam motilidade bastante reduzida; outro fato observado foi o aspecto granuloso destas 

células.  

Nas células controle (parasitos não transfectados em meio com os antibióticos de 

seleção) observou-se, praticamente ausência de movimentação celular, um número muito 
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menor de aglomerados de células, com morfologia ainda mais danificada do que as células 

transfectadas para deleção das LbHDACs. Em geral os mutantes que, em tese são -/+ 

apresentaram relativa melhor mobilidade e possível maior crescimento celular do que os 

mutantes -/-, conforme demonstrado pela presença de maiores aglomerados de células e 

visualização mais frequente de movimentos em células individualizadas e em aglomerados. A 

seguir, são apresentadas imagens ilustrativas das culturas transfectadas (figuras 18-21). 
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Figura 18 – LbCas9 em meios seletivos: controle e HDAC1 

Legenda: Controle: LbCas9 WT em meio contendo neomicina e puromicina. (+/-): deleção única – meio seletivo contendo neomicina. (-/-): dupla deleção – 
meio seletivo contendo neomicina e puromicina. Painel superior – aumento de 20x; painel inferior – 40x. Seta: parasito granuloso. Parasitos mantidos em 
garrafas de cultivo. 
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Figura 19 – LbCas9 em meios seletivos: HDAC2 

Legenda: Controle: LbCas9 WT em meio contendo neomicina e puromicina. (+/-): deleção única – meio seletivo contendo neomicina. (-/-): dupla deleção – 
meio seletivo contendo neomicina e puromicina Painel superior – HDAC2 +/- em aumento de 20x, 40x e 60x; Painel inferior – HDAC2 -/- em aumento de 20x 
e 40x. Círculos: parasitos com morfologia alterada. Parasitos mantidos em garrafas de cultivo.  
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Figura 20 – LbCas9 em meios seletivos: HDAC3 

Legenda: Controle: LbCas9 WT em meio contendo neomicina e puromicina. (+/-): deleção única – meio seletivo contendo neomicina. (-/-): dupla deleção – 
meio seletivo contendo neomicina e puromicina. Painel superior – HDAC3 +/- em aumento de 20x, 40x e 60x; Painel inferior – HDAC3 -/- em aumento de 
20x e 40x. Círculo: parasito com morfologia alterada. Seta: parasito granuloso. Parasitos mantidos em garrafas de cultivo. 
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Figura 21– LbCas9 em meios seletivos HDAC4 

Legenda: Controle: LbCas9 WT em meio contendo neomicina e puromicina. (+/-): deleção única – meio seletivo contendo neomicina. (-/-): dupla deleção – 
meio seletivo contendo neomicina e puromicina. HDAC4 +/- em aumento de 20x, 40x e 60x. Círculos: parasitos com morfologia alterada. Parasitos mantidos 
em garrafas de cultivo. 

  



72 
 

Considerando as observações de presença de grandes aglomerados com células de 

morfologia anormal, presença de movimentos celulares e o fato de que macroscopicamente foi 

possível notar que as culturas transfectadas apresentavam diferentes níveis de turbidez do meio 

com o passar do tempo, causado por um crescimento celular, principalmente em relação ao 

controle – LbCas9 em meio com neomicina e puromicina, é possível sugerir que tenhamos 

conseguido obter populações de L. braziliensis single e duplo deletadas para as LbHDACs 1-4. 

Além disso, as culturas que em tese sofreram a deleção de um alelo de HDAC (+/-) eram mais 

turvas do que as culturas de dupla deleção (-/-), o que pode atribuído tanto a um efeito um pouco 

menos deletério em resposta a deleção de somente um dos alelos dos genes alvos. Porém, não 

podemos descartar também a possibilidade de efeitos diretos das drogas de seleção, que para o 

single deletado é somente uma e para o duplo deletado duas drogas. Partindo deste ponto, 

repiques destas culturas transfectadas foram feitos em meios com e sem as drogas de seleção, 

a fim de observar o crescimento destas células. Por contagem diária de células, vimos que as 

culturas transfectadas de fato não possuem um desenvolvimento normal em relação a uma 

cultura de LbCas9, que permite acompanhar o seu crescimento através da contagem (figura 22). 

Importante destacar que a contagem das células é dificultada devido a morfologia anormal (tipo 

arredondado e disforme) e a presença dos aglomerados celulares que dificultam a obtenção de 

amostras homogêneas para a contagem celular. 
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Figura 22 – Curvas de crescimentos das células transfectadas vs LbCas9 WT 

Curvas de crescimento de L. braziliensis controle (LbCa9 WT) e mutantes. As culturas foram iniciadas 
com 5 x105 células, contadas diariamente em câmara de Neubauer. Os dados representam a média e 
desvio padrão de 2 replicatas. Legenda: com: meio contendo 1 ou 2 drogas de seleção; sem: meio sem 
nenhuma droga de seleção; Controle: LbCas9WT em meio com drogas de seleção; (+/-): deleção única 
– resistência a neomicina. (-/-): dupla deleção – resistência a neomicina e puromicina. 



74 
 

Com base nos resultados e nas observações obtidas, até então não foi possível afirmar 

que a deleção de um ou dois alelos dos genes das LbHDACs de fato ocorreu e que a falta destes 

genes, ou de um de seus alelos, são essenciais para o desenvolvimento do ciclo celular do 

parasito, provocando as alterações registradas; fato já observado em outras espécies de 

tripanossomatídeos (INGRAM; HORN, 2002; MAREK et al., 2021; PICCHI‑CONSTANTE et 

al., 2021). No entanto, vale ressaltar que as células após a transfecção e a adição de drogas de 

seleção apresentavam aspectos morfológicos normais, em todas as culturas analisadas. Dias 

após a adição das drogas de seleção, as culturas foram mostrando as modificações apresentadas, 

sem evoluir para uma cultura recuperada e bem estabelecida. Conforme as culturas não foram 

evoluindo, optamos por mantê-las em meio de cultivo sem droga de seleção, para permitir uma 

melhor recuperação das células; a mesma condição, foi utilizada para o plaqueamento, seguido 

de análise por densidade ótica (apêndice C) e diluição limitante. Até o momento, as culturas se 

mantêm da mesma forma não progredindo em seu ciclo celular, onde algumas parecem crescer 

em aglomerados que turvam o meio, porém sem uma comprovação direta do crescimento e 

progressão do ciclo celular. 

Observações semelhantes às feitas neste trabalho foram obtidas em mutantes nulos de 

T. cruzi para das HDACs 1 e 2, genes essenciais à sobrevivência do parasito. Os mutantes nulos 

destes genes, não progrediram em seu ciclo celular e morreram com o tempo após a deleção. Já 

mutantes nulos para a HDAC 4, foram viáveis nestes parasitos, apresentando um ciclo celular 

com progressão mais lenta e aspectos morfológicos alterados, como um corpo celular mais 

alongado e núcleo menos condensado próximo ao cinenotoplasto. Estas mesmas observações 

foram feitas em mutantes de nulos para as TcHDAC 1 e 2 por citometria de fluxo, ciclo celular 

afetado e células com vários núcleos e cinetoplastos até células sem conteúdo de DNA 

(MAREK et al., 2021; PICCHI-CONSTANTE et al., 2021). Tais observações também pode ser 

feitas em nossas culturas que apresentam estes grânulos evidentes em seu citoplasma.  

Estudos recentes de deleção gênica por CRISPR/Cas9 vêm sendo feitos em L. 

braziliensis, o que mostra como esta técnica é uma ferramenta de trabalho bem estabelecida 

para este tipo de estudo (ADAUI et al., 2020; ESPADA et al., 2021; SHARMA et al., 2022). 

No entanto, mais análises serão necessárias para avaliar o que de fato provocou as alterações 

nas células transfectadas e gerar um dado mais robusto sobre o efeito da deleção destes sobre a 

biologia do parasito. 
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6 CONCLUSÕES 

Com base nos resultados encontrados neste trabalho podemos concluir que: 

• As análises de transcriptoma dual da infeção mostram que o efeito leishmanicida 

observado no composto BSF2, em relação a alguma ação à nível de transcrição, está 

mais relacionado à modulação da célula hospedeira do que a um efeito direto no 

parasito; 

• Genes da via do TNFα são negativamente regulados na infecção de macrófagos por L. 

braziliensis quando tratados com o BSF2; 

• A modulação desta via de fato parece ocorrer devido ao tratamento com o BSF2 e não 

ser uma modulação do hospedeiro para combater a infecção; 

• A modulação negativa dos genes Lif e Cxcl2 foi observada tanto nas análises de RNA-

Seq como nas análises por qRT-PCR; 

• O efeito do composto TH85 não parece estar relacionado à modulação da transcrição na 

célula hospedeira, ou no parasito que aponte para um possível efeito direto no parasito, 

corroborando com a atuação direta sobre as LbHDACs; 

• No estudo da deleção das LbHDACs por CRISPR/Cas9 até então foi possível observar 

que as células são morfologicamente alteradas, com a presença de grânulos 

citoplasmáticos, crescimento alterado e divisão celular dificultada. Porém, estas 

observações precisam ser melhor investigadas para afirmar que as alterações celulares 

observadas são provocadas pela deleção dos genes alvo.  
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APÊNDICE A – Curvas-padrão dos genes de macrófagos analisados por qRT-PCR 
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APÊNDICE B – Amplificação dos cassetes de DNA doador – Neo 0,8 kb e Puro 0,6 kb 
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APÊNDICE C – Curva de crescimento por DO600 
 

 

As culturas de células transfectadas foram acompanhadas por 30 dias através da análise de 
densidade ótica (DO600), em placa de 24 poços, para verificação do crescimento celular em 
comparação a uma cultura de LbCas9 WT. 
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APÊNDICE D – PATENTE: Aplicação das HDACs de L. braziliensis no diagnóstico de 
leishmaniose  

Inventores: Juliana Lopes Rangel Fietto, Joice de Melo Agripino, Anna Cláudia Alves de 

Souza, Matheus Silva e Bastos, Raissa Barbosa de Castro, Luciana Ângelo de Souza, Raphael 

de Souza Vasconcellos, Maria Terezinha Bahia, George Luiz Lins Machado Coelho e Gustavo 

Costa Bressan. 
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Análise de reatividade de uma proteína recombinante utilizando 48 soros de cães saudáveis, 

denominados como negativos, 80 soros de cães positivos para LVC, denominados como 

positivos e 24 soros de cães positivos para Doença de Chagas e negativos para LVC 

 

O ELISA utilizando o antígeno recombinante SEQ. ID NO:1 0,1 µg/µL, diluição de soros 1:80. O eixo y representa 

a DO492nm, os quadrados se estendem dos percentuais de 25 a 75 dos resultados, a linha no meio em cada 

quadrado, representa a média dos resultados e as hastes representam o ponto mais alto e o mais baixo de cada 

grupo de soros. Cut-off: 0,6405 (linha pontilhada) definido pelo maior valor para o Índice de Youden (J = 

(sensibilidade + especificidade). Fonte: Figura 17 da patente. 
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ANEXO 

Artigos publicados em colaboração ao longo do doutorado 
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