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RESUMO

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

Leishmaniose cutanea (LC) é a manifestacdo clinica mais comum entre as leishmanioses, grupo
de doencas negligenciadas causadas por parasitos do género Leishmania. O Brasil concentra a
maior parte dos casos de LC nas Américas, sendo L. (Viannia) braziliensis a espécie mais
prevalente. O arsenal terapéutico para o tratamento das leishmanioses € escasso e provoca
efeitos colaterais graves, sendo necessirio o desenvolvimento de novos medicamentos. As
histonas deacetilases (HDACsSs) e as proteinas arginina metiltransferases (PRMTs) possuem
importancia para a biologia de diferentes células, incluindo parasitos, pois atuam na epigenética
afetando a regulacdo da expressdo génica e replicacdo. Por isto vém sendo apontadas como
potenciais alvos farmacoldgicos. Foram selecionados previamente um inibidor de PRMT
(BSF2) e um inibidor de HDAC (THS85) com acdo leishmanicida contra L. braziliensis na
infeccdo de macréfagos. Como forma de avaliar potenciais mecanismos de a¢do, neste trabalho
foi realizada a montagem e a andlise de RNA-Seq dual de macrofagos infectados por L.
braziliensis na infeccdo e tratados com o BSF2 e TH85. O tratamento com o BSF2 levou a
modulacdo negativa da via do TNF em macréfagos, sendo esta via validada por PCR em tempo
real. O tratamento com o TH85 nao alterou a expressao diferencial de genes de macréfagos ou
do parasito, indicando que este inibidor de HDAC pode realmente estar atuando diretamente no
parasito, sem influéncia direta na transcri¢do génica global. Complementando este trabalho,
apresenta-se dados preliminares da delecdo génica por CRISPR/Cas9 das 4 HDACs de L.
braziliensis. A delecdo tnica ou dupla das HDACs parece ter influenciado no crescimento e
divisdo celular das populacgdes transfectadas. Porém estes dados precisam ser confirmados com
clones isolados. Este trabalho também apresenta o depdsito de uma patente sobre a aplicacao
das HDAC:s de L. braziliensis recombinantes no diagnéstico de leishmaniose. Como conclusao,
este trabalho reforca as HDACs e seus inibidores como potenciais aplicagdes biotecnoldgicas
no desenvolvimento de medicamentos e de estratégias de diagndstico de leishmaniose causada

por L. braziliensis.

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



ABSTRACT

AGRIPINO, Joice de Melo, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, 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 Antonio 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 THSS.
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 INTRODUCAO

A leishmaniose corresponde a um grupo de doencas tropicais negligenciadas que
ocorrem no mundo e que afeta principalmente populagdes economicamente vulnerdveis de
paises subdesenvolvidos. Diversas espécies de parasitos do gé€nero Leishmania sio
responsaveis por provocar a doenga, sendo os parasitos transmitidos a mamiferos através da
picada de fémeas hemat6fagas de flebotomineos infectadas (BURZA; CROFT; BOELAERT,
2018).

Estima-se que 1 milhdo de novos casos ocorram todos os anos e que 350 milhdes de
pessoas encontram-se em risco de infeccdo, distribuidos entre os 98 paises que registram a
doenca no mundo. Nas Américas, o Brasil € responsdvel por 96% dos casos notificados no
continente, sendo o pafs mais afetado entre os 19 que registram a doenca (HERRERA et al.,
2020; WHO, 2022).

A leishmaniose se apresenta de diferentes formas, que vado desde um quadro
assintomdtico até as diversas manifestacdes clinicas evidentes. Este espectro de manifestacdes
da doencga € resultado de diversos fatores que determinam como a doenga ird progredir, tais
como, a espécie, cepa, o grau de viruléncia do parasito e o tipo de resposta imunoldgica
desenvolvida pelo hospedeiro (GUPTA; OGHUMU; SATOSKAR, 2013; PACE, 2014). Trés
principais formas clinicas sdo bem caracterizadas, a leishmaniose visceral (LV) que acomete
visceras e que corresponde a forma mais grave e potencialmente fatal se ndo tratada; a
leishmaniose cutanea (LC), forma mais prevalente que resulta na formacao de lesdes na pele
em dreas mais expostas do corpo, podendo evoluir para tulceras e grandes deformidades; e a
leishmaniose muco cutanea (LMC) que compromete mucosas e ocorre por disseminacdo do
parasito, simultaneamente ou anos depois de uma lesao de LC (PACE, 2014).

O tratamento para as leishmanioses conta com um arsenal limitado de medicamentos,
como os antimoniais pentavalentes, anfotericina B e suas formulacdes lipidicas, paromomicina
e mitelfosina (AKBARI, ORYAN E HATAM, 2017). Em 2018 BURZA, CROFT E
BOELAERT revisaram as terapias disponiveis para a tratamento da LC. No Brasil, o Ministério
da Satde (MS) segue as orientacdes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS/WHO) para o
tratamento das leishmanioses nas Américas (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION,
2018).

Diante de um o arsenal terapéutico escasso para o tratamento das leishmanioses, em sua
maioria de administragdo intravenosa e que provoca diversos efeitos colaterais graves, como

alta toxicidade e resisténcia adquirida pelos parasitos, justifica-se a importancia da busca por
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novos medicamentos como alternativas para o tratamento das leishmanioses (AKBARLI;
ORYAN; HATAM, 2017; NAWAZ et al., 2020).

Uma estratégia terapéutica que vem sendo estudada € o reposicionamento de
medicamentos que ja possuem alvos epigenéticos bem validados no tratamento de outras
doencas humanas como candidatos a drogas antiparasitdrias. Nesta abordagem, os inibidores
das histonas deacetilases (iIHDACS) utilizados no tratamento de cancer tém sido aplicados como
inibidores de HDACs de parasitos causadores de doengas parasitarias, como maldria,
esquistossomose, doencas de Chagas e leishmaniose (NAWAZ et al., 2020).

As histonas deacetilases (HDACs) fazem parte de uma superfamilia de proteinas que
possuem o dominio deacetilases altamente conservado. Estas proteinas estao relacionadas com
a regulacdo da transcricio do DNA em células eucaridticas, onde o DNA encontra-se
compactado e organizado na forma de cromatina (NAWAZ et al., 2020; SETO; YOSHIDA,
2014).

Outras proteinas importantes neste contexto sdo as proteinas arginil metiltransferases
(PRMTs). As PRMTs participam de diversos processos celulares, como o reparo de DNA, a
sinalizagdo celular, o metabolismo de RNAs e interagem com diversas proteinas ligadoras de
RNA (RBPs) (CAMPAGNARO et al., 2021; HWANG et al., 2021).

A unidade formadora da cromatina, o nucleossomo, ¢ um complexo dinamico de DNA-
proteina composto por um octamero de proteinas histonas e material genético. As histonas
presentes nos nucleossomos sdo passiveis de sofrerem modificagdes pds-traducionais pela agdo
das enzimas modificadoras de histonas, como as HDACs e as PRMTs. Estas modifica¢des pos-
traducionais alteram o grau de compactagdo da cromatina que atua como um regulador de
diversos processos celulares importantes, como a replicacao e a transcricdo do DNA (NAWAZ
et al., 2020; RUIITER et al., 2003).

O estado de compactacdo do DNA ¢é dependente da repulsdo que ocorre entre as cargas
negativas naturais do grupo fosfato do DNA e as cargas presentes nas histonas; com a acetilacao
de histonas, ocorre uma neutralizacdo de cargas nestas histonas, provocando um relaxamento
da cromatina. Por outro lado, se o contetdo de cargas negativas diminui, devido a remog¢ao dos
grupos acetil, a cromatina tende a se compactar novamente. Este processo € controlado por
enzimas que acetilam ou deacetilam as histonas, respectivamente, as histonas acetiltransferases
(HATS) e as histonas deacetilases (HDACs). Além da acdo destas enzimas, ha também a acdo
das enzimas do complexo de remodelacdo de cromatina que reconhecem marcas moleculares,
como a acetilacdo, e auxiliam neste processo de remodelagdo. Assim, as HDACs sdo também

conhecidas como repressoras da transcri¢do génica por promoverem a deacetilacao de residuos
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especificos das caudas de histonas, levando a diminuicdo do contetido de carga negativa e o
aumento de compactacdo da cromatina, impedindo o acesso de fatores de transcri¢io ao DNA
(RUDTER et al., 2003).

A metilacao de histonas, assim como a acetilagdao de histonas € uma das modificag¢des
pOs-traducionais mais bem caracterizadas. Esta modificacdo altera a estrutura do residuo de
arginina metilado, modulando as suas interacdes com outras proteinas que regulam fungdes
fisiol6gicas (FUHRMANN; THOMPSON, 2016; WYSOCKA; ALLIS; COONROD, 2006;
ZHANG, Jing et al., 2019). O equilibrio entre a acdo das PRMTs e das enzimas demetilases,
que desempenham fungao oposta, é de fundamental importancia para a homeostase celular, uma
vez que a metilacdo é um processo desregulado em diferentes tipos de cancer (HWANG et al.,
2021; KANISKAN; MARTINI; JIN, 2018; SHI, 2007). Portanto, assim como as HDACs, as
PRMTs também tém sido alvos moleculares para o desenvolvimento de medicamentos para o
tratamento de diversas doencgas, como o cancer e doencas parasitarias (HWANG et al., 2021;
NAWAZ et al., 2020).

Diversos patogenos parasitas de humanos possuem HDACs e PRMTs de diferentes
classes em seu genoma, sendo estas importantes para o desenvolvimento de diversos parasitos,
inclusive do género Leishmania (ANDREWS, K et al., 2012; CAMPAGNARO et al., 2021).

Estudos prévios do nosso grupo selecionaram alguns inibidores de enzimas
modificadoras de histonas com acao leishmanicida contra L. braziliensis na infeccdo in vitro e
in vivo (SOUZA, 2022; SOUZA et al., 2020). Dentre os compostos com maior atividade
leishmanicida estdao 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 ¢ um andlogo 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 acao relacionado
a capacidade de se ligarem ao DNA em locais ricos em A-T (adenina e timina), podendo assim
inibir a ligac@o de enzimas dependentes de ligacdo ao DNA para desempenho de suas funcoes,
impedindo processos de transcri¢do génica (ARAFA R.K. et al., 2005). O outro composto
selecionado, o TH85, € um derivado do dcido hidroxamico, conhecido por ser inibidor de
HDAC:S, desenvolvido em um projeto anterior, SEtTReND (2010-2012), em que foi possivel
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 acdo do BSF2 e THS85 e validar geneticamente as
HDACSs 1-4 de L. braziliensis (LbLHDAC) como alvos farmacolégicos. Para estudar melhor o
mecanismo de acdo dos compostos foi feita a andlise do transcriptoma dual da infeccdo in vitro
e, para validar os alvos farmacoldgicos foi feita a delecdo génica das LbHDAC 1-4 por
CRISPR/Cas9. Os dados deste trabalho demonstram que o BSF2 atua na regulagdo da expressao
génica, principalmente da célula hospedeira, e que o TH85 ndo afeta significativamente o
transcriptoma dual. Além disso, dados preliminares com os mutantes deletados de cada uma
das LbBHDAC:s sugerem que estas sdo importantes alvos farmacoldgicos, pois afetaram de forma

significativa o desenvolvimento do parasito in vitro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O parasito

O género Leishmania compreende mais de 53 espécies de protozodrios identificadas, sendo
mais de 20 espécies de parasitos patogénicas para humanos (SASIDHARAN; SAUDAGAR,
2021). Os parasitos deste género sdo considerados digenéticos, pois completam o ciclo de vida
em dois hospedeiros diferentes, sendo transmitidos das fémeas de flebotomineo infectadas para
hospedeiros mamiferos durante o repasto sanguineo. Os flebotomineos da familia Psycodidae
sdo insetos hematdfagos, vetores de transmissao de Leishmania para mamiferos, com mais de
98 espécies divididas em dois géneros Phlebotomus e Lutzomyia, que transmitem os parasitos
no Velho e Novo Mundo respectivamente (MAROLI et al., 2013; WHO, 2017). No
flebotomineo, os parasitos sdo encontrados em sua forma extracelular flagelada (promastigota)
no trato gastrintestinal, ja no hospedeiro vertebrado sao 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 cutinea (LC), também chamada de leishmaniose tegumentar, terminologia proposta
por pesquisadores brasileiros pela primeira vez em 1925 e que abrange as formas cutinea,
cutanea difusa e mucocutanea (SIVIERO DO VALE; FURTADO, 2005). As espécies que
provocam a LC podem ser classificadas em dois subgéneros, Leishmania e Viannia. No Novo
Mundo as espécies causadoras de LC sdo: 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 sdo: 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 flebotomineos circulam em uma
mesma area e vdrias manifestagdes clinicas sdo simultaneamente observadas, o que torna
complexa a situacdo epidemioldgica da LC (WHO, 2017). Entre as espécies observadas, L.
(Viannia) braziliensis, é a espécie com maior distribui¢do geografica no continente, provocando
além da LC, a forma mucocutanea, manifestacdo clinica mais grave, que pode apresentar-se em
estdgio assintomético durante anos, mas na maioria dos casos provoca nédulos subcutaneos,
papulas e comprometimento linfonodal, evoluindo para a formacao de dlceras em mucosas e
graves deformidades; o que torna essencial o tratamento para a resolucio da infeccdo (BURZA;

CROFT; BOELAERT, 2018; HANDLER et al., 2015).
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O ciclo de vida do parasito tem inicio quando uma fémea de flebotomineo infectada se
alimenta do sangue de um hospedeiro vertebrado e inocula o parasito durante o repasto
sanguineo em sua forma infecciosa (promastigota metaciclica). Ao ser transmitido para o
hospedeiro vertebrado, o parasito é capturado por células do sistema fagocitdrio mononuclear,
como os neutréfilos, que sdo o primeiro tipo celular a ser recrutado apds a infeccdo, macréfagos
e células dendriticas (AL-KAMEL, 2017; GUPTA; OGHUMU; SATOSKAR, 2013;
MARTINEZ-LOPEZ et al., 2018; POMPEU et al., 1991). No interior da célula hospedeira, o
parasito se diferencia para a sua forma intracelular, denominada amastigota, onde ocorrerd a
replicacdo do parasito. Apds sucessivos ciclos de replicac@o ocorre a lise da célula hospedeira,
e assim, os parasitos poderdo ser fagocitados por outras células vizinhas, como macréfagos e
células dendriticas, dando continuidade ao processo infeccioso. O ciclo se completa quando o
flebotomineo ingere o sangue de um hospedeiro vertebrado infectado e, o parasito se diferencia
novamente para sua forma promastigota migrando para a regido anterior do intestino do vetor,
em direc@o a proboscide, estrutura utilizada para perfurar a pele e consumir sangue (KEVRIC;
CAPPEL; KEELING, 2015). Em um novo repasto sanguineo o parasito podera 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
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Durante o repasto sanguineo ocorre a transmissdo do parasito para o hospedeiro vertebrado. Fonte:
Adaptado de BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018.

Apo6s a infec¢do, a manutengdo e progressdao do processo infeccioso dependem de fatores
como a adaptagdo do parasito ao hospedeiro e a ineficicia da resposta imune produzida pelas
células fagocitdrias (MARTINEZ-LOPEZ et al., 2018). Parasitos do género Leishmania sio
capazes de sobreviverem e se multiplicarem em condi¢des extremas como estresse oxidativo,
variacdes de temperatura e baixos valores de pH (DE PABLOS; FERREIRA; WALRAD,
2016), além de possuirem mecanismos elaborados de evasdo do sistema imune (GUPTA;
OGHUMU; SATOSKAR, 2013). Tais mecanismos incluem a expressdo de lipofosfoglicano
(LPG) modificado em sua superficie, o que aumenta a tolerancia do parasito a lise pelo sistema
complemento; apresentacdo defeituosa de antigeno via MHC tipo II e modulacdo da produgao
de citocinas pro-inflamatdrias importantes para a resolug¢do da infecg¢ao por Leishmania, como
o TNFa e INFy (GEIGER et al., 2016; ROY et al., 2014). Além disso, ocorrem alteracdes em
funcdes e vias de sinalizacdo em macréfagos, células hospedeiras chave na resolucdo de
infec¢do por Leishmania, por exemplo, alteracdo na sintese proteica, através da ativacdo de
repressores de traducdo (JARAMILLO et al., 2011); e interferéncia em vias sinaliza¢do

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 intera¢do parasito-hospedeiro é bastante evidente nas infecgdes por L.
braziliensis, em que sdo observados desde um quadro assintomdtico até graves lesdes e
ulceracdes, resultado de um equilibrio dindmico entre a adaptabilidade do parasito ao
hospedeiro, para manter a infeccdo e a ruptura deste equilibrio para a progressdo da doenca
(PODINOVSKAIA e DESCOTEAUX, 2015). Neste contexto, a gendmica funcional surge
como uma ferramenta importante para o estudo destas interacdes patdégeno-hospedeiro,

fornecendo informagdes sobre mecanismos moleculares envolvidos na doenga (PROBST et al.,

2012).
2.2 A genomica funcional da interacio parasito-hospedeiro

O genoma de parasitos do género Leishmania apresenta um tamanho de aproximadamente
32Mb, com mais de 8000 genes codificantes, organizados entre 34 e 36 cromossomos, nimero
que varia entre as espécies, € um conteido de citosina e guanina (CG) superior a 60%. No
subgénero Viannia, L. braziliensis é a espécie que mais difere em relacio a organizacio
genOmica das demais espécies que compdem o subgénero, apresentando 35 cromossomos em
seu genoma, devido a fusdo dos cromossomos 20 e 34. A sintenia gendmica, ordem em que 0s
genes se apresentam dispostos no genoma, é uma caracteristica 99% conservada entre as
espécies L. braziliensis, L. major e L. infantum, com poucos genes exclusivos, o que sugere que
a aquisicao de novos genes ndo € um fator determinante para as diferencas observadas entre
estas espécies (LAFFITTE et al., 2016; PEACOCK et al., 2007).

A plasticidade génica, que confere as diferentes caracteristicas fenotipicas observadas entre
as espécies de Leishmania, sdo atribuidas as adaptagdes genOmicas do parasito, como a
dosagem génica que ocorre tanto a nivel de um unico gene, quanto a nivel cromossOmico
(IANTORNO et al., 2017). Pois através da variagdo do numero de copias do DNA, por
aneuploidia, amplificacdo ou delecdo génica, moléculas alvos e transportadores de
medicamentos tém sua expressao alterada, levando a desenvolvimento de resisténcia ao
tratamento como revisado por LAFFITTE et al., 2016.

Uma caracteristica tipica de tripanossomatideos como Leishmania € a organizagao de genes
em policistrons, que sdo transcritos constitutivamente, de forma bidirecional e sem a presenca
de um promotor definido (LAFFITTE et al., 2016). Entretanto, além de mecanismos
adaptativos, como a plasticidade génica, os mecanismos epigenéticos de controle da transcri¢ao

génica vém sendo amplamente explorados em parasitos nos ultimos anos, pois permitem a
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alteracdo do padrdo de expressdo génica de forma ripida e variada em resposta as condi¢des de
crescimento e desenvolvimento (CROKEN; NARDELLI; KIM, 2012). Entre os mecanismos
epigenéticos estdo a expressdo de variantes de histonas que possuem interacdo direta com o
DNA e alteram a estabilidade da cromatina, facilitando a expressdo génica; e as modificagdes
pos-traducionais que vao interferir na transcri¢cdo de genes, permitindo alteragdes rdpidas no
padrdo de expressao génica destes parasitos e na interacdo com as células hospedeiras, de forma
a modular a expressdo destas células em favorecimento da progressdo e manutencdo do
processo infeccioso (CROKEN; NARDELLI; KIM, 2012; LECOEUR et al., 2020).

Em tripanossomatideos é comum a presenca de sequéncias repetitivas, principalmente de
familias multigénicas que codificam glicoproteinas de superficie que estdo diretamente
envolvidas na interacio parasito-hospedeiro. Em Trypanosoma cruzi e parasitos do género
Leishmania estes genes estdo dispersos pelo genoma, o que dificulta a realizacdo de
experimentos de nocaute e de RNA de interferéncia, devido a auséncia de maquinaria molecular
em algumas espécies de Leishmania, o que implica em diferentes abordagens de génomica
funcional em estudos com estes parasitos (DE PAIVA et al., 2015).

A compreensdo da interacido parasito-hospedeiro € essencial para definir estratégias de
tratamento e prevencdao da doenca. Assim, a aplicacdo do sequenciamento de RNA de alto
rendimento (RNA-Seq), surge como uma importante ferramenta para determinar quais as
modificagdes ocorrem em macréfagos infectados por diversos patégenos, inclusive do género
Leishmania (FERNANDES et al., 2016). Em anélises de RNA-Seq € possivel mensurar o perfil
dos transcritos, tamanho, padrdo de splicing, assim como alteragdes dos niveis de expressao
génica de uma célula através das moléculas de RNA presentes em uma amostra com alta
precisao, o que faz com que a técnica seja predominante nas andlises de transcriptomica. Outra
possibilidade que a técnica permite € a abordagem RNA-Seq dual utilizada neste trabalho, que
avalia simultaneamente as alteracOes nos padroes de expressdo gé€nica do parasito e do
hospedeiro, a fim de identificar como e quais os processos desta interacdo parasito-hospedeiro
sao modulados ao longo do processo de infec¢do. Pois, além de uma anélise aprofundada da
resposta do hospedeiro, 0 RNA-Seq dual € capaz de fornecer informacdes sobre o transcriptoma
do parasito durante a infeccio (MUKHERIJEE; HEITLINGER, 2019).

Assim, com as informagdes geradas nas andlises de transcriptdmica, diversas ferramentas
moleculares que vao desde a validacdo de genes diferencialmente expressos por qPCR, até a
manipulagdo e edi¢do de genomas por CRISPR/Cas9, podem ser aplicadas para validar genes
de importancia para a biologia parasitaria, bem como a validacao de alvos ou vias de acao 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 nitcleo,
organizado em cromossomos e associados a proteinas formando um complexo dindmico, a
cromatina. As unidades formadoras da cromatina sdo 0s nucleossomos, compostos por um
octamero de histonas (H2A, H2B, H3 e H4) — pequenas proteinas basicas que se encontram em
contato direto com o DNA. Dispostas em dimeros, as histonas envolvem aproximadamente 147
pb de DNA e, externamente, unem os nucleossomos através da histona H1. No interior dos
nucleossomos as histonas sao dispostas de forma a interagir tanto com o DNA, quanto entre si
mantendo suas porcdes N-terminais expostas (ALLIS; JENUWEIN, 2016; ROTHBART;
STRAHL, 2014).

Nos tripanossomatideos, a estrutura bdsica da cromatina também é composta por
nucleossomos. Estes organismos possuem vdrias copias de genes de histonas H2A, H2B, H3 e
H4 em seus genomas, porém bastante diferentes das histonas encontradas em outros
organismos, principalmente no dominio N-terminal destas proteinas; a histona Hl também
difere por ser menor e ndo possuir uma regido globular. Outras diferengas estruturais sao
observadas na cromatina destes parasitos: o padrdo de aproximadamente 200 pb contidos em
cada nucleossomo; a auséncia de cromossomos condensados durante a mitose; € a nao
organizac¢do dos nucleossomos em fitas de 30 nm, padrdo observados nos demais eucariotos. A
localizag¢do dos genes em nucleossomos também € diferente, pois em L. tarentolae e L. major
algumas regides promotoras e de transcri¢do ndo estao presentes em regioes de nucleossomos,
mas sim nas regioes intergénicas. Sabe-se que a organizac¢ao e a disposi¢ao dos nucleossomos
possuem importante papel no controle da transcricdo de genes em tripanossomatideos, da
mesma forma que nos demais eucariotos (MARTINEZ-CALVILLO et al., 2018; MARTINEZ-
CALVILLO et al., 2010).

Além de expressarem as histonas cldssicas, os tripanossomatideos também expressam as
variantes de histonas H2A.Z, H2A.X, H2B-A, H2B-B, H3.3, CenH3, além das variantes
especificas 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 sdo
essenciais para a viabilidade celular dos parasitos. Ja as variantes H3V e H4V, identificadas em
T. brucei, mas ndo em Leishmania, sdo exclusivas de tripanossomatideos, porém ndo essenciais,
como revisado por MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010.

As histonas sao capazes de interferir diretamente em processos de replicacdo, reparo do

DNA e transcricdo de genes, através das modificacdes pds-traducionais que sofrem. As
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modificagdes pds-traducionais alteram a estrutura da cromatina local por meio da adi¢do ou
neutralizacdo de cargas, alterando a hidrofobicidade que interfere na formacao de ligacdes de
hidrogénio entre as moléculas. Além disso, estas modificacdes sdo reconhecidas por proteinas
leitoras que levam a ativag@o ou a repressao da transcricdo génica (KIM; SAMARANAYAKE;
PRADHAN, 2009). Mudancas de estrutura da cromatina tém impacto direto no controle destes
processos celulares, assim a sua organizacdo e a compactagdo estdo sujeitas a uma fina
regulacdo que ocorre através dos complexos de remodelamento de cromatina dependentes de
ATP; das modificacdes nas caudas N-terminais das histonas e das substituicdes de histonas
candnicas por suas variantes (FYODOROV et al., 2017; RUIJTER et al., 2003).

Neste ponto, podemos entdo definir o termo epigenética como o conjunto de alteracdes
hereditdrias de um organismo em seu padrdo de expressdo génica, que alteram o estado da
cromatina, sem afetar a sequéncia de DNA, constituindo o ‘codigo de histonas’ (CROKEN;
NARDELLI; KIM, 2012; WATSON et al., 2014).

Muitas sdo as modificacdes pds-traducionais que as histonas podem sofrer, entre elas estdo
acetilacdo, metilacio — modificagcdes mais compreendidas até o momento, fosforilagdo,
ubiquitinagdo, entre outras. De forma geral, estas modificacdes ocorrem principalmente na
cauda N-terminal destas proteinas, regido rica em residuos de lisina e arginina, porém a por¢ao
interna e o dominio globular C-terminal também sdo passiveis de serem modificados. As
modificagdes ocorrem em locais especificos da cromatina, podem ser tinicas, ou sobrepostas e
estdo diretamente relacionadas a eventos de estdgios bioldgicos de uma determinada célula
(LOTHROP, TORRES e FUCHS, 2013). Na figura 3 estdo ilustradas diferentes modificacdes

pos-traducionais em histonas e os locais em que ocorrem, para duas espécies de parasitos.
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Figura 3 — Modificagdes pds-traducionais em histonas de P. falciparum e T. brucei
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Na imagem ¢ possivel ver a comparagdo das sequéncias proteicas das histonas e os locais de suas
respectivas modificagdes pds-traducionais (circulos coloridos). A maioria das modifica¢des
identificadas em P. falciparum (Pf) sdo comuns em outros eucariotos, ja as modificacdes de T. brucei
(Tb) sdo diferentes. Fonte: Adaptado de CROKEN, NARDELLI E KIM, 2012.

Diversas proteinas desempenham atividade relacionada as modificagdes pds-traducionais
de histonas — enzimas modificadoras de histonas (HMESs). Entre elas estdo as acetiltransferases,
as histonas deacetilases, as proteinas arginil metiltransferases e as demetilases. As histonas
deacetilases (HDACs) sdo as enzimas que realizam atividade contrdria as histonas
acetiltransferases (HATSs), removendo os grupos acetil de residuos de lisina das histonas. Em
humanos sao identificadas 18 HDACs divididas em quatro classes: Classe | (HDAC1, HDAC?2,
HDAC3 e HDACS); Classe II (Ila: HDAC4, HDACS, HDAC7, HDAC9 e IIb: HDAC6 e
HDACI0 — enzimas que possuem dois dominios cataliticos); Classe IV (HDACI1) e a Classe
IIT ou Sirtuinas (SIRT1-7), assim denominadas por apresentarem um alto grau de conservagao
e similaridade com reguladores de informacdo silenciosa-2 de levedura (Sir2). Tais
classificacdoes sdo baseadas nas diferencas de estrutura, funcdo, localizagdo subcelular e
mecanismo de acdo das HDACs. As HDACs das classes I, II e IV sdo Zn2+—dependentes,
enquanto as SIRTs sdo NAD*-dependentes (MARTINEZ-CALVILLO et al., 2018; SETO;
YOSHIDA, 2014).

A atividade das HDACs impacta diretamente no balanco da acetilacdo celular. Estas
enzimas removem grupos acetil, e-amino de residuos de lisinas, que foram adicionados pelas
HATS, através da catalizacdo da transferéncia do acetil da Coenzima-A para os residuos de

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

diferenciagado celulares (REKOWSKI; GIANNIS, 2010).

Figura 4 — Acetilacdo e deacetilacdo de um residuo de lisina
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Mecanismo de acdo das HATs e HDACs. A) Condensacdo e relaxamento da cromatina devido a
acetilacdo e deacetilacdo de histonas. Os niveis de acetilacio de histonas sdo determinados pela interagao
entre HATs e HDACs. A agdo de HDACs leva a uma diminuicao liquida da acetilagdo de histonas,
condensacdo de cromatina e repressao transcricional. A acdo de HATSs resulta em um aumento liquido
de acetilacdo de histonas, relaxamento da cromatina e ativacdo transcricional. B) Férmula quimica da
acetilacdo e deacetilagdo do grupamento g-amino de um residuo de lisina. Fonte: Adaptado de NING et
al., 2021.

O balango da acetilacio de proteinas € um mecanismo evolutivamente conservado, dada
a importincia que possui para o correto funcionamento celular. Pois diversas proteinas
citoplasmadticas, nucleares e fatores de transcri¢do, presentes em diferentes mecanismos
celulares, como reparo e replicacdo de DNA, vias de metabolicas e de sinalizagdo celular sdao
acetiladas de forma reversivel (REKOWSKI; GIANNIS, 2010). Tal fato é também observado
em diversos parasitos que apresentam proteinas histonas e ndo-histonas acetiladas, em
diferentes niveis ao longo de seus estdgios de desenvolvimento. Estas proteinas sdo importantes
para a regulacdo de diferentes processos celulares, como enzimas metabdlicas e enzimas
envolvidas em processos de oxirreducdo, necessdrias para adaptacdo e sobrevivéncia de
parasitos em seus hospedeiros, sugerindo mais este papel regulador da acetilacdo proteica
(MARAN et al., 2021).

Neste contexto, as HDACs possuem um papel importante tanto na regulacdo da
transcricdo génica, quanto na regulacdo de modificagdo pds-traducional de proteinas ndo-

histonas. Uma vez que a deacetilagdo de histonas causa a compactag¢do da cromatina, levando
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a repressdo transcricional; e a deacetilacio de proteinas ndo-histonas, como fatores de
transcricdao e mediadores de sinal que regulam a homeostase celular, interferindo na atividade,
estabilidade e interagcao dessas proteinas (YOON; EOM, 2016). Dessa forma, por atuarem como
silenciadoras em vias de regulacdo transcricional e progressao do ciclo celular, as HDACs sao
alvos terapéuticos de inibidores no tratamento de doengas cardiovasculares,
neurodegenerativas, diabetes, diferentes tipos de cancer e doencas parasitdrias (DI BELLO et
al., 2022; FIORAVANTI et al., 2020; MAKKAR; BEHL; ARORA, 2020; YOON; EOM,
2016).

Os tripanossomatideos apresentam em seu genoma genes de diversas enzimas envolvidas
em processos de modificagdes pds-traducionais de histonas e diversas histonas deacetilases ja
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 1 e II, sendo duas
proteinas, TbBHDAC1 e TbHDAC3 essenciais a sobrevivéncia do parasito, enquanto as
TbHDAC?2 e 4 ndo sdo essenciais para a viabilidade celular, embora a delecio da TOHDAC4
afete a progressao do ciclo celular (INGRAM; HORN, 2002; OUAISSI; OUAISSI; G, 20006).
Em T.cruzi as HDACs 1 e 2 sdo essenciais para a sobrevivéncia do parasito (MAREK et al.,
2021), enquanto a TcHDAC4 nao afeta a viabilidade do parasito, mas com a delecdo deste gene
formas tripomastigotas metaciclicas do parasito apresentam morfologia alterada e um ntcleo
menos condensado, mais préximo ao cinetoplasto (PICCHI-CONSTANTE et al., 2021).

Em L. major quatro genes foram identificados; a principal proteina € LmSIR2RP]I,
proteina de L. major homologa a SIR2p de levedura, possui homoélogos expressos no citoplasma
de outras espécies de Leishmania e sua expressdo € observada nos dois estdgios celulares do
parasito, promastigota e amastigota. L. infantum chagasi possui uma proteina relacionada a
SIRT?2, a LiSIRT2 que foi encontrada e relacionada a sobrevivéncia do parasito (ANDREWS,
K et al., 2012; OUAISSI; OUAISSI, 2006). Em L. donovani foram identificados quatro genes
de HDACs e trés genes Sirtuinas, sendo um gene de HDAC clonado, expresso em E. coli,
purificado e caracterizado e modelado por homologia a HDAC2 de humano (ANDREWS, K et
al., 2012; PRASANNA et al., 2021).

Em L. braziliensis foram identificados quatro genes codificadores de HDACs e trés
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 heter6loga em E. coli em diferentes condi¢des de producdo, a purificagcdo e

o potencial de aplicacdo destas proteinas recombinantes para a aplicacdo no desenvolvimento
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de kits de diagndstico para a leishmaniose tegumentar e visceral canina (AGRIPINO, 2018;
FIETTO et al., 2022). Além disso, a expressao destas enzimas foi vista positivamente modulada
durante a infeccdo, em relacio as formas promastigotas do parasito, e na presenca de compostos
inibidores de enzimas modificadoras de histonas (iHMEs), durante a infec¢do. O que sugere
que estas enzimas possam ter uma participagdo importante durante a infeccdo parasitdria
(AGRIPINO, 2018).

Em P. falciparum foram identificados genes ortdlogos a Sirt2, a PfSir2A e PfSir2B
(classe III) e genes de HDACs de classes I e II, PFHDACT, 2 e 3, sendo a PPHDACI1 homdéloga
aHDACI1 humana (ANDREWS, K et al., 2012; CROKEN; NARDELLI; KIM, 2012). T. gondii
apresenta 7 genes de HDACs das classes I, II e IIl em seu genoma, a maioria ainda sem
caracterizacdo. No entanto, apresenta TgHDAC?2 e 3 andlogas a hHDACI, sendo a TgHDAC3
considerada essencial para a expressdo génica e diferenciagdo parasitaria (CROKEN;
NARDELLLI; KIM, 2012; SAKSOUK et al., 2005). Além disso, a TgHDAC?2 foi caracterizada
quanto a sua localizacdo celular, estrutura e em experimentos envolvendo nocautes foi
associada a infectividade e progressdo 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) ja foram clonadas e caracterizadas (HEIMBURG et al., 2016).

A metilagdo de histonas, assim como a acetilacdo, ¢ uma das modificacdes pos-
traducionais mais bem caracterizadas e seu efeito como ativador ou repressor da transcricao
génica, ird depender da localizacdo e da natureza desta modificagdo. Uma vez que esta
modificagdo altera a estrutura do residuo de arginina metilado, modulando as suas interacoes
com outras proteinas que regulam funcdes fisiolégicas (FUHRMANN; THOMPSON, 2016;
WYSOCKA; ALLIS; COONROD, 2006; ZHANG, Jing et al., 2019). As proteinas arginil
metiltransferases (PRMTs) sdo as enzimas que catalisam a transferéncia de grupo metil do
cofator S-adenosil-L-metionina (SAM) para um atomo w-nitrogénio em residuos de arginina.
Existem trés tipos de PRMTs: tipo I - catalisam dimetilacdo de forma assimétrica (ADMA);
tipo II — catalisam a dimetilacdo simétrica (SDMA); tipo III — catalisam a formagdo de
monometil-arginina (MMA) apenas (CAMPAGNARO et al., 2021). A figura 35, ilustra o

mecanismo de acdo dos diferentes tipos de PRMTs:



Figura 5 — Metilagc@o de um residuo de arginina
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Reacdes de metilagcdo de residuos de arginina catalisadas por diferentes tipos de PRMTs. As classes de
PRMTs estdo indicadas na figura (lado direito). Fonte: Adaptado de FUHRMANN; THOMPSON, 2016.

As PRMTs interferem em diversos processos, como o reparo de DNA, a sinalizacio
celular e o metabolismo de RNAs, controlando o processo de transcri¢cao génica, por afetarem
a interacdo de proteinas ligadoras ao RNA (RBP), que comumente possuem motivos ricos em
arginina-glicina (RGG), muito presentes em regides ndo estruturadas de proteinas como a
por¢do N-terminal de histonas (CAMPAGNARO et al., 2021; HWANG et al., 2021). O
equilibrio entre a metilacdo e demetilacio de proteinas histonas e ndo-histonas é de
fundamental importancia para a homeostase celular, o que depende do correto funcionamento
das PRMTs e de enzimas demetilases (LSD1, JDIM6 e PAD4), visto que a metilacdo é um
processo desregulado em diferentes tipos de cancer (HWANG et al., 2021; KANISKAN;
MARTINI; JIN, 2018; SHI, 2007).

Entre as PRMTs de tripanossomatideos, as PRMTs de Leishmania sdo menos
caracterizadas. Entretanto, foi publicado um estudo da caracterizacdo funcional dos genes de
PRMTI, PRMT3, PRMTS5, PRMT6 e PRMT7 de Leishmania braziliensis. O que se sabe até
entdo € que R-metilacdo € presente em todos estagios 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 delecdo de PRMTI1 e 5/7

afetou o crescimento de amastigotas e comprometeu a infeccdo de macréfagos in vitro. De
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forma geral, as LbPRMTs sdo predominantemente citoplasmaticas, exceto LbPRMT6, mais
abundante no nudcleo. Além disso, foi revelada a interacdo de cada umas das LbPRMTs com
um grupo varidvel de proteinas, mas principalmente, as proteinas ligadoras de RNA (RBPs),
indicando que as LbPRMTs atuam como reguladores epigenéticos da expressdo génica
(LORENZON et al., 2022). Tais resultados, reforcam que as HMEs, como as LbPRMTs sao
também promissores alvos para terapias antiparasitdrias.

Dessa forma, as enzimas PRMTs, assim como as HDACs, tém sido alvos moleculares
para o tratamento de diversas doengas, como o cancer e doencgas parasitirias (HWANG et al.,

2021; NAWAZ et al., 2020).

24 Inibidores de HMEs (iHMEs)

Por atuarem através de processos de metilacdo/demetilacio e acetilacdo/deacetilacdo no
controle funcional de proteinas histonas e nao-histonas, de importincia para o correto
funcionamento celular, as HMEs vém sendo objetos de estudos para o desenvolvimento de
inibidores ao longo dos ultimos anos. A atividade descontrolada de HMEs esta relacionada a
diversas anomalias celulares identificadas em doengas, como cancer, doengas neuroldgicas,
cardiacas, pulmonares e diabetes tipo 2 (ANDREWS, K et al, 2012; PASYUKOVA;
VAISERMAN, 2017; YOON; EOM, 2016).

Os inibidores de HDACs (iHDAC) humanas tém como alvos as enzimas zinco-
dependentes de classes I e II. Estes inibidores possuem um ntcleo catalitico que utiliza o Zn**
como cofator e podem ser quimicamente agrupados em quatro classes: hidroxamatos —
Vorinostat (SAHA), primeiro iIHDAC com uso aprovado pelo FDA, em 2006, para o tratamento
de linfoma cutaneo de células-T avangado, Tricostatina A (TSA), primeiro iHDAC natural
identificado; peptideos ciclicos — Romidepesina; dcidos alifiticos ou de cadeia curta: Acido
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 a¢do de uma classe ou de uma HDAC especifica

(MA; EZZELDIN; DIASIO, 2009). A figura 6 mostra a estrutura quimica dos iHDACS:
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Figura 6 — Estrutura quimica dos iHDACs
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Classes dos principais iHDACs. Hidroxamatos — Vorinostat, inibidor de HDACs classe I e II; acido
valproico, inibidor seletivo de classes I e Ila; Romidepsina, inibidor de HDAC 1 e 2; e Mocetinostat,
inibidor de HDAC 1, 2, 3 e 8. Em azul esta destacado o grupo “Cap” de ligagdo a enzima, em verde o
“linker” e em vermelho “ZBG”, a regido de ligacdo ao zinco. Fonte: Adaptado de MA; EZZELDIN;
DIASIO, 2009.

Em tripanossomatideos que apresentam ciclos de vida complexos, como o género
Leishmania, mecanismos epigenéticos sdo de grande importdncia para o crescimento e
desenvolvimento. A sobrevivéncia em ambientes hostis, o desenvolvimento celular, a
adaptacdo a diferentes hospedeiros e a manipulacdo da maquinaria de transcri¢cdo hospedeira
pelo parasito envolvem processos epigenéticos, que tém levado ao desenvolvimento de
compostos para terapias baseadas em inibidores de HMEs (iHMEs) (OUAISSI, OUAISSIE G.,
2006; KAMHAWI E SERAFIM, 2020).

Por compartilharem de caracteristicas com células tumorais, como a ripida proliferacdao
celular e pela importancia que as HMEs parasitarias possuem na regulacdo da expressao génica,
a abordagem “drug repurposing” de iHMEs para inibi¢do da atividade de HDACs, PRMTs e
LSDI, tém sido aplicada em estudos que visam o desenvolvimento de novas drogas contra
doencgas parasitarias negligenciadas (ANDREWS, K et al.,, 2012; WANG et al., 2015).
Resultados promissores foram obtidos em estudos que utilizaram esta abordagem terapéutica.

Entre os efeitos observados estdo a inibi¢do seletiva do crescimento de parasitos, acompanhada
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de hiper acetila¢do, suportando a ideia de que inibidores de HDACs utilizados na terapia do
cancer 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 terapéutica, a estrutura da HDACS de S.
mansoni, deacetilase mais expressa durante todo o ciclo celular do parasito, foi utilizada para o
desenho de diversos compostos com acao inibitéria para a atividade desta enzima. A inibicdo
seletiva para a HDACS de S. mansoni (SmHDACS) em relacdo as células humanas e alteragao
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 iISmHDACS que foi identificada através de triagem
virtual e docking. Quando testados in vitro estes novos compostos apresentaram valores de
atividade em concentracdes de micromolar efetiva para a inibicdo da atividade de SmHDACS,
porém uma atividade contra as HDACs humanas também foi observada (SIMOBEN et al.,
2018).

Diversos compostos inibidores de PRMTs, andlogos da Furamidina, uma diamidina
difenilfurano, tém sido descobertos e desenvolvidos nos ultimos anos. Entre estes, 0os mais bem
estudados s@o os inibidores de PRMT1, enzima cuja atividade e expressdao desregulada estd
relacionada a diversas doencas (ZHANG, Jing et al., 2017). A comprovacgdo da eficicia de
inibidores andlogos a Furamidina com atividade antimicrobiana em parasitos, também tem sido
reportada contra 7. 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 a¢do relacionado a capacidade que
tém de se ligar ao DNA em regides ricas em adenina e timina, podendo assim inibir a ligacdo
de enzimas dependentes de ligacdo ao DNA para desempenho de suas fung¢des, impedindo
processos de transcri¢ao génica (ARAFA R.K. et al, 2005).

Nosso grupo de pesquisa, representado pela Profa. Juliana Lopes Rangel Fietto, integrou
o Consércio Anti-Parasitic Drug Discovery in Epigenetics (A-ParaDDisE) com os objetivos de
buscar por compostos com acdo leishmanicida sobre L. braziliensis e estudar seus possiveis
alvos, buscando identificar, clonar, e validar HDACs de L. braziliensis como possiveis alvos
destes compostos. Durante a vigéncia do Consércio A-ParaDDisE (2014-2017), diversos
compostos inibidores foram testados quanto a toxicidade em macréfagos, em formas
promastigotas e na infec¢do por amastigotas em macrofagos (SOUZA, 2016; CALLA, 2018).
Estes testes identificaram possiveis iHMEs, dentre eles dois compostos com maior agdao

leishmanicida se destacaram: BSF2 e TH85. O BSF2 apresentou um ICso da ordem de



32

nanomolar (640 nM) e um efeito significativo sobre amastigotas, sendo capaz de a 10 uM
diminuir aproximadamente 95% da infeccdo in vitro. J4 o TH85 apresentou um ICso de 7,20
UM na infecgdo 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 macréfagos, sendo o
BSF2 o0 melhor inibidor de acao leishmanicida, entre os compostos analisados. Entre os iHDAC,
foram identificados compostos leishmanicidas com ICso da ordem de uM e indices de
seletividade entre 6 e 21,7. Os efeitos destes iHDACs foram avaliados por microscopia
eletronica e citometria de fluxo, indicando que estes compostos provocam alteracdes no ciclo
de celular e inducdo de apoptose em L. braziliensis, sem alterar a producdo de 6xido nitrico em
macrofagos infectados in vitro (SOUZA et al., 2020). Em camundongos, os iHDACs levaram
a uma diminuicao de lesao na pata, com um efeito igual e superior ao Glucantime ® e com uma
menor toxicidade. Além disso, foi observado, junto a diminui¢do da lesdo, um aumento na
producdo TNF e INF vy, citocinas importantes para a resolugcdo de infec¢des por L. braziliensis
(SOUZA, 2022).

Este trabalho vem como uma continuidade dos estudos de inibidores de HMEs, HDACs
e PMRTs de L. braziliensis como possiveis alvos destes iHMEs com ac¢ado leishmanicida. A fim
de compreender melhor o mecanismo de acdo do BSF2 e do THS5, foi avaliado o efeito destes
compostos no transcriptoma dual da infeccao 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 Unicos para as LbLHDACs 1, 2, 3 e 4.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avancar nos estudos do efeito dos iHMEs pré-selecionados sobre a transcricdo génica
dual da infec¢do de L. braziliensis em macréfagos e; avaliar a importancia das histonas
deacetilases de L. braziliensis (LbHDACs) como alvos para o desenvolvimento de

medicamentos.

3.2 Objetivos especificos

e Montar e analisar o transcriptoma dual na infeccdo in vitro tratada
independentemente com os compostos iHMEs, BSF2 e THS5;

e Validar por qRT-PCR genes de interesse diferencialmente expressos, identificados
no transcriptoma, dentro do contexto da infec¢do de L. braziliensis em macréfagos;

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

4.1 Delineamento experimental

Analise de transcriptoma dual

Infecgdo de M@ por L. braziliensis

Validagao

Tophat Tophat

Cuffdiff Cuffdiff

Log FC, p- e g-value, FPKM, vias

enriquecidas (GO), graficos (PCA,
Volcano)

|

Validagao
qPCR

4.2 Cultivo celular e compostos

Macréfagos RAW 264.7 (M@) 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 pg/mL (Sigma-Aldrich) e Hepes 1 M (Fisher
Scientific), filtrado em membrana de 0,22 pum. As células foram mantidas a 37 °C em estufa de
COz (Forma Series II Water-Jacketed CO2 Incubators, Thermo Scientific).

A manutenc¢do e o congelamento destas células foram feitos quando se atingia 90% de
confluéncia dos frascos de cultivo. Para o congelamento, os macréfagos foram desprendidos

com o auxilio de um espalhador de células, centrifugados a 1200 x g, 25 °C, 10 min, e contados
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em Camara de Neubauer para o ajuste da cultura na proporcdo de 10° células/mL. Em seguida,
as células foram suspensas em meio de congelamento, meio RPMI completo contendo 5% v/v
de DMSO e distribuidas em criotubos, contendo 1 mL cada. Os criotubos foram entio
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 nitrogénio liquido.

Para o descongelamento destas células, um criotubo foi retirado do nitrogénio liquido e
deixado em temperatura ambiente. Apds descongelar, as células foram transferidas para os
frascos de cultivo e 10 mL de meio de cultivo completo foram gentilmente adicionados a
cultura. Por fim, as células foram mantidas em estufa até recuperagdo 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 pg/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
pg/mL (Sigma-Aldrich), L-glutamina 2 mM (Serva), adenina 500 uM, hemina 0,005%, biotina
1 ug/mL e Hepes 20mM (Sigma-Aldrich). Ambos os meios de cultivo de parasitos foram
filtrados em membrana 0,22 um e as culturas mantidas a 25 °C em estufa B.O.D (Incubadora
B.0.D 411D - Nova Etica).

O congelamento das células de Leishmania spp. foi feito com células em passagens
baixas, em fase logaritmica de crescimento. As células foram inicialmente contadas em Camara
de Neubauer e a cultura foi ajustada de forma a atingir a proporcdo de 10° 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 aliquotas de 1 mL de células foram distribuidas em criotubos. Para o descongelamento, o
mesmo procedimento ja 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 consorcio A-ParaDDisE, Wolfgang Sippl, da Martin Luther Universitiat Halle-
Wittenberg (MLU), Alemanha; as solucdes estoque dos compostos (10 mM) foram preparadas

em 100% de DMSO e armazenadas a -20 °C.
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4.3 Ensaio de infeccao de macréfagos por L. braziliensis

Para analisar o efeito dos compostos inibidores de HMEs sobre a expressdao génica das
células do parasito e do hospedeiro, foram realizadas infec¢des in vitro de macréfagos
RAW264.7 por L. braziliensis na presenga e na auséncia dos compostos cedidos pelos
pesquisadores parceiros do consorcio A-paraDDisE.

Inicialmente, 1x107 macréfagos foram semeados em garrafas de cultivo de 50 mL em
meio RPMI e mantidos por 24 h em estufa de CO; a 37 °C. No dia seguinte foi realizada a
infeccdo com promastigotas de L. braziliensis em fase estaciondria na propor¢do de 20
parasitos/macréfago. Em seguida, apds 24 h de infeccdo foi feita a retirada dos parasitos que
ndo infectaram os macréfagos, 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
1HMEs fossem realizados. As concentragdes dos compostos utilizados foram calculadas, com
base no trabalho de Souza e colaboradores que determinou o ICso destes iHMEs (SOUZA,
2016; SOUZA et al., 2020). Os tratamentos foram feitos utilizando-se % do ICso, 0 que
corresponde a 0,16 uM do BSF2 e 1,8 uM do TH&85, a fim de ndo matar todas as Leishmanias
e permitir a anélise do transcriptoma do parasito. A infec¢do seguiu incubada a 37°C em estufa
de CO». Apds 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
extracdo de RNA. Ao final do protocolo de infecdo foi realizada a contagem do rendimento da
infeccdo (contagem de diferentes campos de visdo, quantos macréfagos estdo presentes nestes
campos e quanto destes foram infectados) e da razdo Leishmania/M@ (quantas parasitos
estavam no interior dos macréfagos). As contagens foram feitas em laminas para andlise em
microscopio de fluorescéncia (Evos — Life Technologies). As condi¢des deste ensaio foram
padronizadas pelo pesquisador Dr. Matheus Silva e Bastos em seu poOs-doutorado na

Universidade Federal de Vicosa (2016).

4.4 Analise do transcriptoma dual da infeccao de L. braziliensis em macréfagos tratada

com iHMEs

A extragdo de RNA para a construgdo da biblioteca de cDNA e sequenciamento do RNA
(RNA-Seq) foi realizada em colaboracdo com o grupo do Dr. Sérgio Verjovski Almeida do
Instituto Butatan (USP-SP).

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

de ferramentas Tuxedo (TRAPNELL et al., 2012). A analise de qualidade dos reads gerados
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foi avaliada pelo FastQC (ANDREWS, 2010), seguida da remoc¢do dos adaptadores de
sequéncia 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). Ap6s a remocdo, uma nova andlise de qualidade foi realizada, gerando reads
de alta qualidade para cada amostra analisada. A indexacdo dos genomas de referéncia 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 referéncia foi
feito com a ferramenta Tophat (v 2.1.1) (TRAPNELL; PACHTER; SALZBERG, 2009).

Ap6s o alinhamento dos reads com os genomas, foram analisados os genes
diferencialmente expressos em macréfagos e em L. braziliensis com o pacote Cuffdiff
(TRAPNELL et al., 2012). Esta ferramenta calcula os niveis de expressao génica em resposta
aos tratamentos experimentais; neste caso, as infeccoes tratada e nao tratada com os inibidores
de HMEs. Além disso, o Cuffdiff determina se as diferengas de expressdao génica dos grupos
experimentais sdo significativamente diferentes ou ndo, utilizando o Teste-T seguindo de
correcdo do valor p por FDR (taxa de falsas descobertas). Os niveis de expressdes gé€nicas
diferenciais foram normalizados como fragmentos por kilobase por milhdo de fragmentos de
transcricdo mapeados (FPKM) — valores de FPKM, como uma estimativa normalizada da

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

sdo calculados para cada gene, a partir do nimero de reads mapeados, considerando o
comprimento do gene (quanto maior o nimero de reads produzidos, maior o gene) € a
quantidade de reads geradas (quanto mais profundo o sequenciamento, maior o nimero de
reads mapeados em uma amostra). Apds a quantificacio e normalizacdo dos valores de
expressao, foi realizada uma nova anélise da expressao diferencial comparando as amostras de
infec¢do tratadas com o BSF2 e com o TH85 em relacdo ao controle nao tratado.

Para caracterizar as alteracdes obtidas no transcriptoma dual em resposta aos
tratamentos das infec¢des, comparamos os perfis de expressao de infec¢do nao tratada com as
infec¢oes tratadas com os iIHMEs. Os scripts em Perl foram escritos de forma especifica de
acordo com os arquivos de saida e as andlises necessdrias para etapa de avaliacdo do RNA-Seq.

Apds a montagem do transcriptoma, a andlise 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 graficos de andlise de componentes principais (PCA) e feita a

andlise de ontologia génica (GO) das vias enriquecidas com a ferramenta BiINGO.

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

da infeccao de macréfagos por L. braziliensis

Para a validacdo dos genes de interesse que apresentaram expressdo diferencial no
transcriptoma dual, novos grupos experimentais foram introduzidos e um novo ensaio de
infeccdo foi feito de acordo com os grupos descritos na Tabela 1. Além dos grupos iniciais, que
foram enviados para a andlise de RNA-Seq, foram inseridos os grupos de macréfagos
estimulados com LPS 100 ng/mL por 12 h (SCOTT et al., 2000; XAUS et al., 2000). Todos os
ensaios foram feitos em triplicata biologica, os macréfagos ndo infectados foram submetidos
ao tratamento com os compostos iHMEs, nas mesmas condi¢des dos macréfagos infectados:
1x107 macréfagos por garrafa, tratados com % do ICsodos compostos nos grupos de tratamento
e o mesmo volume de DMSO (veiculo dos compostos), nos grupos controle. Além disso, foram
feitos grupos de macrofagos nao tratados e estimulados ndo tratados, como esquematizado na

tabela 1:
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Tabela 1 — Grupos experimentais e descricao

Grupos Descric¢ao

Gl macréfago + DMSO

G2 macréfago + TH8S

G3 macréfago + BSF2

G4 macréfago + L. braziliensis + BSF2
G5 macréfago + L. braziliensis + TH85
G6 macréfago + L. braziliensis + DMSO
G7 macrofago + BSF2 + LPS

G8 macrofago + TH8S + LPS

G9 macrofago + DMSO + LPS

Ap6s o fim dos tratamentos de cada um dos grupos, foram feitas extracdes de RNA total
pelo método do Trizol (Quiagen), tratamento dos RNAs com DNAse I (Thermo Scientific),
seguida da producao de cDNA (Platus Transcriber RNase H — cDNA First Strand kit) e andlise
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 construida uma curva padrdao (em duplicata) contendo um
pool das amostras G1, G2, G3, G6, G7, G8 e G9. Os pontos de diferentes concentragdes das
curvas-padrao foram obtidos através de diluicdo seriada do pool de amostras, variando as
concentracoes de 80 ng/uL a 1,25 ng/uL.. Em cada reacdo de qRT-PCR para a construcao das
curvas-padrao foram utilizados, 1 uL de cada dilui¢do do pool de cDNA, 0,5 uL de cada primer,
3 uL de H.O Mili-Q e 5 uLL de SYBR™ Green PCR Master Mix 2X. Cada uma das curvas
gerou uma equagio de reta de regressdo linear, com um coeficiente de relacio (R?), que
relaciona o Log da concentracdo de cDNA utilizada e o valor de CT (limiar de ciclo) obtido em
cada concentracdo, que foi utilizada para o cdlculo das concentracdes dos genes nos grupos
analisados.

As reacdes para andlise dos genes selecionados foram padronizadas em um volume final
de 10 puL, contendo 20 ng de cDNA por reacdo, 0,5 uL. de cada primer, 1 uLL. de HoO Mili-Q e
5 uL de SYBR™ Green PCR Master Mix 2X, feitas em duplicatas na placa (Thermo Scientific).
Todas as amostras de cDNA utilizadas nas reagdes de validacdo por qRT-PCR foram

previamente diluidas e normalizadas para uma concentragao final de 6,6 ng/uL.
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O célculo da expressado diferencial foi feito através das médias das duplicatas técnicas
de cada triplicata biol6gica dos grupos experimentais, diminuidas das médias dos valores dos
endégenos utilizados. A andlise estatistica 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 ndo

encontrados, foram desenhados com base nos transcritos mapeados

(https://www.ensembl.org/index.html), nas sequéncias referéncias destes transcritos

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

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

primers utilizados estdo na Tabela 2:

Tabela 2 — Sequéncias de primers

Genes Sequéncia direta Sequéncia reversa Referéncia

TNFR1  ATCTGCTGCACCAAG TGCATGGCAGTTACA (ZHOU, ZHANG E
TGCC CACG ATHERTON, 2007)

Cxcl2 CGCTGTCAATGCCTG ACACTCAAGCTCTGG  (SILVA, DA et al,
AAGAC ATGTTCTTG 2012)

Map2k7 TCAGGTGTGGAAGA AAGGGCAGTCATGGC (BRYAN R.
TGCGG TCTTGAG LANNING et al., 2017)
TTC

Mapk9 GTCAGTGGGTTGCAT ACTCTGCGGATGGTG  Este trabalho
CATGGGA TTCCTAG

Atf4 GCCGGTTTAAGTTGT CTGGATTCGAGGAAT (FUSAKIOetal.,2016)
GTGCT GTGCT

Lif CAAGAATCAACTGG AGTGGGGTTCAGGAC (HUNT etal., 2011)
CACAGC CTTCT

Tnfaip3 ~ CATCCACAAAGCACT GAGTGTCGTAGCAAA (SAKAI, UCHIDA E
TATTGACA GTCCTGTT NAKAYAMA, 2012)

B-actina  GTTTTGTTTTGGCGC AACTTTGGGGGATGT (PEREIRA, BRITTO E
TTTTG TTGCT ALVES, 2012)

Sin3a AGACCTGTTTGGCTT TTTGTTGAGGCCGAG  Este trabalho
TGG AAC

Rest GGAAAGACAGAGCA GTCTCTAACAGGCAC  Este trabalho
GAGAAG CAAG

GAPDH TGTGTCCGTCGTGGA (REN et al., 2010)

TCTGA



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  Delecao 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 transfec¢do do
vetor pTB0O07 (BENEKE et al., 2017), que contém o gene da Cas9 de Streptococcus pyogenes
e o cassete da T7 RNA polimerase inseridos entre as sequéncias 5’- ¢ 3’-UTR da B-tubulina,
permitindo uma expressdo constitutiva da Cas9. Além disso, este vetor possui o gene de
resisténcia a higromicina (Hyg) e a tag FLAG, que permitiu a confirma¢do da expressao de
Cas9 por Western blotting. Antes da transfecg@o o vetor pTB007 foi linearizado com a enzima
Pacl.

Células de L. braziliensis em fase log de crescimento (10’ células) foram centrifugadas
a 1200 x g, por 10 minutos a 4°C e lavadas com 10 mL de tampao de transfecc¢cdo Hepes-NaCl
(Hepes 20 mM, NaCl 137 mM, KC1.7H20 1,85 mM, Na;HPO4 1,32 mM, glicose 6 mM), pH
7,2. Ap6s uma nova centrifugacao, o pellet de células foi ressuspendido em 100 pl de tampao
Hepes-NaCl e 3-5 ug 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 entdo transferido para a cubeta
(0,2 cm Gene pulser curvette) e realizada o pulso em sistema de eletropora¢do Bio-Rad (1 pulso,
450 V, 500 pF).

ApOs a eletroporacdo 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-
selecdo. Ap0s outras 24 h, 1 mL de meio da cultura pré-selecionada foi inoculado em 10 mL de
meio contendo concentracdes crescentes de higromicina (0,6-1,4 mg/mL). Apds
aproximadamente 3 semanas, as culturas que recuperaram foram analisadas por Western
blotting para confirmagdo da expressao da Cas9. Foram utilizados o aniticorpo primario anti-
FLAG 1:500 (MA191787 — Invitrogen) e secunddrio anti-mouse conjugado com peroxidase
1:120000 (A9044 — Sigma). Com a confirmacdo da obtencao de uma populacao positiva de L.
braziliensis Cas9, foi realizada a dilui¢do limitante para selecdo 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 sdo cOpia tunica, foi feito mapeamento destes
genes no genoma de L. braziliensis no banco de dados de TritrypDB, a partir das regides
codificantes (CDS) e sequéncias referéncias (Ref Seq) de cada HDAC. A localiza¢do gendmica

e o namero de acesso de cada HDAC estido na tabela 3:
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Tabela 3 — Localizacdo gendmica e ndmeros de acessos das LbBHDACs

Proteina Gene Localizagdo Nudmero 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 orientacdes do Eukaryotic Pathogen CRISPR guide RNA/DNA Design Tool

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

dados TritrypDB foram selecionados os gRNAs, com os seguintes critérios: comprimento
proximo de 20 nucleotideos, sequéncia PAM NGG na extremidade 3’ e auséncia de timina nos
ultimos 8 nucleotideos para evitar a formacao de estruturas secunddrias e efeitos off target. Na

tabela 4 estdo os gRNAs utilizados para a delecdo de cada gene:


http://grna.ctegd.uga.edu/
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Tabela 4 — Sequéncias de gRNA

Alvo gRNA
HDAC 1 CGATGTCAATGTACAGCACC|CGG
HDAC 2 GTCCCACTACCCACGCGGAC|GGG
HDAC 3 GGCTGCTGCGCATCACCGGC|GGG
HDAC 4 TGATGTTTACTGCAGCGACGIAGG

gRNAs utilizados na delecao por CRISPR/Cas9. Em negrito a sequéncia PAM NGG

Para a delecdo dos genes-alvo foi utilizado o sistema Alt-R™ CRISPR-Cas9 (IDT
Technologies) que inclui as moléculas e tampdes necessarios para a edi¢do, segundo as
recomendacdes do fabricante. O DNA doador foi construido através de um conjunto de primers
desenhados de forma especifica para cada gene da seguinte forma: primer de sequéncia direta
contendo nucleotideos da regido 5’-UTR do gene alvo e nucleotideos do vetor do gene de
resisténcia; primer reverso contendo nucleotideos do gene de resisténcia e da regi¢ao 3’-UTR
do gene alvo. Estes primers foram entdo utilizados para amplificar os genes de resisténcia a
neomicina e puromicina, que sao inseridos nos vetores sp72aneo € sp72apuro, respectivamente
(BENEKE et al., 2017). Estas reacdes de amplificagdes foram feitas utilizando a HotStar
HiFidelity Polymerase Kit (Qiagen). Em seguida, os cassetes de transfecc¢ao foram verificados
em gel de agarose 1%, purificados e eluidos com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega), segundo o fabricante. As estratégias utilizadas para a transfeccdo dos
cassetes foram: dupla delecdo (-/-) e delecao de 1 alelo somente (+/-) para cada gene de HDAC
selecionado. Na tabela 5 estdo as sequéncias de primers utilizados para a construcdo das

sequéncias de DNA doador:



Tabela 5 — Sequéncias de primers para construcdo de DNA doador
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Gene Sequéncia direta Sequéncia reversa Sequéncia reversa
(Neo) (Puro)

HDAC1 CTTAACGGGTACG CTGTGCCGCCCATC CTGTGCCGCCCAT
AGGGGTGTGCCCCG CTCCCTGGCTCCTC CCTCCCTGGCTCC
GGTACCGAGCTCTCT AGAAGAACTCGTCA TCAGGCACCGGGCT
CTT AGAAGG TGCGGGT

HDAC2 CGTCACTGCCATTG AGAGGCCTCAGTG AGAGGCCTCAGTG
CCTATGCCCCGGGT CTCGCTCAGAAGAA CTCGCTCAGGCACC
ACCGAGCTCTCTCTT CTCGTCAAGAAGG GGGCTTGCGGGT

HDAC3 GTCAGGCGACAAC GGAGCGTTTGTCG GGAGCGTTTGTCG
GACGCCCGGGTACC GTGGTCTCAGAAGA GTGGTCTCAGGCA
GAGCTCTCTCTT ACTCGTCAAGAAGG CCGGGCTTGCGGGT

HDAC4 CGTCGGGTGACGA CTTTCTGCCACACA CTTTCTGCCACAC
CATGGCCCGGGTAC ATGCACGTCAGAAG AATGCACGTCAGG
CGAGCTCTCTCTT AACTCGTCAAGAAG CACCGGGCTTGCGG

G GT

Primers diretos e reversos para constru¢cao do DNA doador. Legenda: Em verde: regido 5’-UTR do gene
alvo; em azul: regidao 3’-UTR do gene alvo.

Todas as transfecgdes foram feitas utilizando 107 células de L. braziliensis Cas9 em fase
log de crescimento, ressupendidas em tampao de transfeccado HEPES-NaCl pH 7,2, utilizando
de 3-5 pg de DNA doador de cada gene de resisténcia e 10 uL de gRNA e TracrRNA (1:1)
transfectados em tampao de transfeccdo Alt-R (Alt-R System, IDT Technologies), seguindo a
recomendacao 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 eletroporacao Bio-Rad (1 pulso, 450 V,
500 pF), em nosso laboratério, para a delecdo dupla do gene HDAC4. Logo em seguida, as
c€lulas foram transferidas para 10 mL de meio 199 completo para a recuperagcdo overnight.
Ap0s este tempo, foram adicionadas as devidas drogas de selecdo para pré-selecao por 24 h —
higromicina 20 ug/mL, puromicina 10 ug/mL (ADAUI et al., 2020) e paromomicina 157,7
pg/mL — ICso 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

concentracdes crescentes das drogas de selecdo paromomicina e puromicina.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

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

nos seguintes capitulos e topicos:

e Capitulo 1: Analise do transcriptoma dual da infeccao por L. braziliensis tratada
com iHMEs
= Perfil de expressdo génica global do transcriptoma dual no tratamento com o
BSF2 e validagao por qRT-PCR;
= Perfil de expressdo génica global do transcriptoma dual no tratamento com o
THSS.
e Capitulo 2: Estudos das HDACs de L. braziliensis
* Delecado das HDACs de L. braziliensis por CRISPR/Cas9.



46

5.1 Capitulo 1: Analise do transcriptoma dual da infeccao por L. braziliensis tratada
com iHMEs

5.1.1 Perfil de expressao génica global do transcriptoma dual no tratamento

com o BSF2 e validacao por qRT-PCR

Ap6s a extracdo de RNA, mapeamento dos transcritos e andlise de qualidade dos reads
gerados, foi feita a andlise de componente principal (PCA). A anélise de PCA permite reduzir
a dimensdo de um grande volume de dados, mantendo a sua variabilidade. Assim, é possivel
visualizar como se comportam as amostras de uma mesma condi¢do e definir se elas podem ou
nio serem agrupadas (RINGNER, 2008).

Dessa forma, com o objetivo de analisar o perfil de expressdo gé€nica global em cada
situacdo experimental, foi feita a andlise de PCA para avaliar a qualidade e o comportamento
das réplicas dos grupos experimentais. Foram plotados os graficos de PCA para a infec¢do sem
tratamento (controle) e para a infeccao tratada com % ICso do BSF2, para comparar a qualidade
das réplicas e os perfis globais de expressao da célula hospedeira e do parasito.

A partir dos gréficos de PCA € possivel notar que houve uma melhor separacio entre as
amostras de macréfagos (figura 7A), em comparacao com as amostras de L. braziliensis (figura
7B), sendo possivel observar a presenca de dois conjuntos de dados. J4 as amostras de parasito
ficaram mais agrupadas entre si somente na condicdo controle, apresentando uma dispersao
maior na presenca do BSF2.

No gréfico A, que analisa a expressao global de macréfagos, 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 alteragdes em seu
padrdo de expressao génica como consequéncia das interferéncias de manipulagao, inerentes ao
desenvolvimento do proprio experimento, como as seguidas trocas do meio de cultivo e
lavagens da cultura para a retirada de parasitos nao aderidos nos grupos infectados.

No gréfico de L. braziliensis (7B) ha uma maior dispersao 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 ndo se agrupam em uma
unica area do grafico. Com isso, ndo pode ser observado um efeito direto dos tratamentos com
os compostos sobre as amostras de L. braziliensis, a ponto de diferencid-las entre as amostras
que receberam e ndo receberam o tratamento na infecg@o. Este resultado pode ser atribuido ao
fato de que os tripanossomatideos, como Leishmania, nao possuem um ajuste fino da regulacdo

da expressao génica global, o que faz com que o genoma destes parasitos seja constitutivamente
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expresso, dificultando a visualiza¢do de um efeito direto sobre o transcriptoma, como mostra a

figura 7:

Figura 7 — Perfil de expressao global de macréfagos e L. braziliensis durante a infeccio tratada

e ndo tratada com o composto BSF2
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As cores indicam o tipo de amostra: infeccdo tratada com BSF2 (laranja) e controle — infec¢do ndo
tratada (azul). Os simbolos representam o tipo de célula: (@) macrofagos RAW 264.7 infectados; (¢)
formas intracelulares de L. braziliensis.

Ap06s aremocao das sequéncias adaptadoras e dos reads de baixa qualidade com o programa
Trimmomatic, um novo numero de reads de alta qualidade foi gerado. Estes reads foram entao
alinhados a seus respectivos genomas, através da ferramenta Tophat, e foi possivel analisar o
nimero de genes identificados entre os transcritos de cada célula. Como pode ser observado, a
maior parte dos transcritos identificados pertencem a célula hospedeira e nio ao parasito (tabela
6). O que era esperado, visto que os genomas utilizados para indexacdo e mapeamento
apresentam diferentes numeros de genes. No genoma da célula hospedeira de mamifero
utilizado, Mus musculus NCBI ID: GRCm38.p6 (Ref Seq GCF_000001635.26), ha
aproximadamente 50 mil genes e no genoma de L. braziliensis M2904 NCBI ID: 718 assembly
ASM?284v2 (Ref Seq GCF_000002845.2) pouco mais de 8 mil genes. Assim, de acordo o
numero de reads obtidos e genes mapeados (tabela 6), é possivel dizer que os genomas estao

bem representados no conjunto de dados analisados.
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Tabela 6 — Numero de reads e genes mapeados entre os transcritos de macréfago e L.
braziliensis

Reads obtidos
Fastqc 1.505.005.354
Trimmomatic 1.099.953.888

Genes mapeados

Macré6fago 43.665 86,36%

L. braziliensis 8.463 100%

Numero de reads obtidos no sequenciamento de RNA-Seq antes (Fastqc) e depois da remogao das
sequéncias adaptadoras com o (Trimmomatic). As porcentagens indicam a porcentagem de genes
mapeados em relacdo ao ndmero de genes preditos (NCBI).

Para analisar a correlagdo entre os conjuntos de dados gerados nas infec¢des tratada com
BSF2 e sem tratamento, foi feita a andlise dos genes presentes em cada condi¢do. Como pode
ser observado, mais uma vez, nos diagramas de Venn a maior parte dos transcritos identificados
nas andlises de RNA-Seq pertencem a célula hospedeira e nio ao parasito (figura 8).

Analisando os transcritos do parasito, vemos que no tratamento com o BSF2 (figura 8B) a
maioria dos transcritos mapeados apresentaram expressdo em ambas as condi¢des
experimentais; 8216 genes apresentaram alguma expressao tanto no controle (CT), quanto no
tratamento (BSF2); 14 genes apresentaram expressao 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). Sdo considerados
positivamente regulados aqueles genes que apresentam valores de Loga(Fold Change) > 1 e -
Logio(g-value) >1.3 (proporcional a p-value menor que 0,05); e genes negativamente regulados

aqueles que possuem Log>(Fold Change) < 1 e Logio(g-value) >1.3.
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Tabela 7 — Genes de L. braziliensis mapeados somente na infec¢do tratada com o BSF2

Gene Sample_1 Sample_2  Value_  Value_2  Significant TriTrypDB
1

LBRM 07 control leish bsf2 leish 0 73.582 no transfer RNA-Arg

_TRNAI1

LBRM_34 control _leish bsf2 leish 0 129.195 no hypothetical

0320 protein, unknown
function

LBRM_15 control _leish  bsf2 leish 0 154.188 no histone H4

0010

LBRM_10 control_leish bsf2_leish 0 194.929 no hypothetical

1530 protein,
conserved

LBRM_34 control_leish  bsf2_leish 0 298.491 no hypothetical

~ 0310 protein,
conserved

LBRM 07 control leish bsf2 leish 0 307.556 no hypothetical

_ 0510 protein

LBRM_24 control leish bsf2 leish 0 329.659 no Zinc finger,

1500 C3HC4 type
(RING
finger)/EF-hand
domain pair,
putative

LBRM 35 control leish bsf2 leish 0 400.021 no histone H4

_0050 (pseudogene)

LBRM_ 27 control leish bsf2 leish 0 1133.36 no hypothetical

2330 protein,
conserved

LBRM_23 control_leish  bsf2_leish 0 11273.2 no small nuclear

_SNRNA2 RNA, U3 snRNA

LBRM_25 control_leish  bsf2_leish 0 12803.1 no snoRNA

_SNORN encoding

A4

LBRM_35 control_leish  bsf2_leish 0 16822.7 no small nuclear

_SNRNAI1 RNA, U4 snRNA

Genes exclusivos do tratamento e valores de FPKM (Value). Sample_I: controle — infecc¢do ndo tratada;
Sample_2: infeccao 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 ndo tratadas (figura 8A). Entre os transcritos de
macrofagos € possivel notar um efeito do tratamento da infeccdo com o BSF2; a expressao de
alguns genes foi positiva ou negativamente modulada.

Assim como observado na andlise de PCA, os diagramas de Venn e os graficos do tipo

Volcano plot sugerem que o tratamento da infeccdo de macréfagos por L. braziliensis com o
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BSF2, provoca um efeito na modulacdo da expressao génica a nivel de célula hospedeira e ndo
diretamente sobre o parasito. Grande foi a diferenca observada entre o nimero de transcritos
atribuidos a 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 infeccao tratada

com um composto que possui a¢do leishmanicida, como ja demonstrado (SOUZA, 2016).

Figura 8 — Efeito do tratamento da infeccdo de macréfagos por L. braziliensis com o BSF2

sobre a expressdo génica global da célula hospedeira e do parasito

Macrofagos L. braziliensis

BSF2 1620 20750 Controle BSF2 12 86 ;ﬂ Controle
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Os diagramas de Venn mostram o niimero de genes especificos e comuns a cada condi¢do. Controle: infec¢do néo
tratada. Os graficos de Volcano plot representam a expressdo diferencial de genes em amostras de RNA-Seq de
macréfagos (A) e L. braziliensis (B) durante a infeccdo apds o tratamento com o composto. As linhas tracejadas
partindo do eixo x indicam os valores de Log,FC (-1) e (+1); e no eixo y -Logl0(g-value) = 1.3. Pontos pretos:
genes diferencialmente expressos; pontos cinzas: genes que ndo foram diferencialmente expressos.

O BSF2 até entdo ndo possui um alvo molecular em Leishmania bem definido. No
entanto, ele ¢ um andlogo da Furaminidina, que serviu de base para a sintese do composto,
sendo essa um potente inibidor de PRMT1 (YAN et al., 2014) com atividade antiparasitaria
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 acdo relacionado a
capacidade que tém de se ligar ao DNA, inibindo a ligacdo de enzimas dependentes de ligacao
ao DNA para desempenho de suas fungdes e, assim impedir a transcri¢ao génica (ARAFA R.K.

et al, 2005).
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Considerando a atividade microbicida que estes compostos apresentam, a interacao que
possuem com enzimas envolvidas em processos de metilacio/demetilacdo de histonas, de
interacdo com o DNA e o fato de que estes alvos epigenéticos possuem motivos-chave
conservados em eucariotos (LORENZON et al., 2022), € provavel que o BSF2 possa
desempenhar sua funcdo leishmanicida atuando sobre PRMTs, tanto do parasito quanto das
células hospedeiras.

No contexto de acdo do BSF2 sobre PRMTs de L. braziliensis (LbPRMTs), dada a
importancia que estas enzimas possuem para a biologia parasitdria; sendo este composto
desenvolvido para ser parasito-especifico, a partir de um andlogo inibidor de PRMT1; um
estudo funcional das PRMTs de L. braziliensis recentemente publicado, traz luz a essa
discussdo do provavel mecanismo de agdo do BSF2 como leishmanicida e inibidor de
LbPRMTs (LORENZON et al., 2022).

Lorenzon e colaboradores, demonstram que os motivos que desempenham atividade de
PRMT sao conservados entre as proteinas de tripanossomatideos e humanas. Porém, uma maior
conservacgdo € observada entre as PRMTs de L. braziliensis e T. brucei. Além disso, a dupla
delecao das PRMT1 ou 5 em L. braziliensis compromete a proliferacao de formas amastigotas
axéncias e diminui a taxa de infecdo em formas promastigotas; porém nenhuma das LbPRMTs
se mostrou essencial a sobrevivéncia do parasito (LORENZON et al., 2022). Estes dados, vao
ao encontro dos dados observados em nosso grupo de pesquisa que demonstram a atividade
leishmanicida do BSF2 sobre a infec¢c@o e sobre formas promastigotas do parasito (SOUZA,
2016). A analise 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 ag¢do destes compostos sobre a infeccdo e sobre o
parasito, ja que as LbPRMTs poderiam interferir no controle das atividades de proteinas que se
ligam a 4cidos nucleicos (LORENZON et al., 2022).

A andlise de ontologia genética (GO) dos genes de macréfagos enriquecidos nas
amostras tratadas com o BSF2 descreve as principais vias reguladas pelo tratamento realizado,
em relacdo ao controle ndo tratado (figura 9). Pode-se observar que na infeccdo tratada com
BSF2, genes relacionados a acetilag@o da histona H3 foram positivamente regulados (A), sendo
alguns deles representantes de transcritos exclusivos das amostras de infeccao tratada (C). Além
disso, genes relacionados as vias do TNFa (Fator de Necrose Tumoral alfa), de receptores do
tipo Toll e de resposta imune adaptativa foram vistos negativamente regulados na infec¢do
tratada (B). J4 entre os genes especificos do tratamento (C) e do controle ndo tratado (D),

podemos observar a presenca de genes categorizados relacionados a oxida¢do de compostos
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organicos em ambas a situagdes. Genes relacionados a acetilagdo da histona H3 e a via de
sinalizacdo Wnt foram especificos do tratamento (C). Por outro lado, genes relacionados a
organizac¢do de cromatina e a regulacdo de silenciamento génico foram especificos da condi¢do
ndo tratada (D). O que pode indicar uma manipulagdo, de transcricdo a nivel epigenético, do
parasito sobre a célula hospedeira, algo jd observado em infec¢des envolvendo diferentes
espécies de Leishmania (GUPTA, Anand Kumar et al., 2017; LECOEUR et al., 2020; NAVAS
et al., 2014).

Figura 9 — Andlise de ontologia genética (GO) dos grupos de genes de macréfagos

diferencialmente expressos ou exclusivos em cada situacdo experimental
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Andlise de GO dos genes de cada situacdo experimental. Legenda: A) Genes positivamente regulados
no tratamento com BSF2; B) Genes negativamente regulados no tratamento com o BSF2; C) Genes
especificos do tratamento com o BSF2; D) Genes especificos do controle infectado néo tratado.

Analisando o grupo de genes relacionados a via do TNF que apresentaram regulacao
negativa, foram identificados genes codificadores de proteinas que estdo presentes ao longo de
toda a via sinalizacdo, como o TNF, Irakl, 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 diferenca de expressdo observada apds 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 expressdo reduzida apds o tratamento com o BSF2

" m TRAF2SS TAB @, MAP2K7 1 RS

NF MAP2K7 MAP2K9 ATF4
10004 250+ 150 - 3004 "
—r— A——
8004 * 2001 —
— 100 200+
s 6004 = 1504 = E
: £ £ £
w i 1004 =
A0 A4 100
200 8-
[IE 0 0 04
4 g & &
g LA A ¢ g7
LIF TNFAIP3 Cxel2
250 N 260+ « 600
200+ - 2004 ——
o "
= 150 E 1504 s 10
¥ k4 _l_
& 100 & 100 a
200
50 504
0 0 0

VA

Painel superior: via do TNFa (KEGG) com destaque para os genes que foram mapeados e negativamente
regulados em macroéfagos infectados e tratados com o BSF2 (azul escuro). Painel inferior: avaliagdo da
expressdo no transcriptoma por FPKM. (¥) Genes com redugio de expressio 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 expressao significativamente diferente apds o tratamento da infec¢do
com BSF2. Considerando, estes resultados, a importancia do TNFa para a resolucdo de
infecgdes em macrofagos por L. braziliensis (POLARI et al., 2019) e a regulagdo negativa
observada, foram selecionados alguns genes-alvo para a etapa de validagdo por qRT-PCR e
melhor compreensao do efeito do composto sobre a célula hospedeira durante a infecc@o. Para
avaliar se o efeito observado de fato se dava pelo composto e nao por modulagcdo do parasito
sobre a célula hospedeira, outros grupos e seus respectivos controle foram inseridos na andlise
experimental (macrofagos tratados ndo infectados — G1 e G3; e macrofagos 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-padrio com um pool de

amostras, contendo todos os grupos controles utilizados no experimento de validag@o. Todas as
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curvas apresentaram um bom coeficiente de relacdo (R?) entre os valores de Ct obtidos e as
concentracdes do pool de amostras utilizadas na construcdo da curva-padrdo de cada gene
(apéndice A).

Os resultados de expressiao observados nas andlises de qRT-PCR dos genes relacionados a
via do TNFa tendem para uma regulagcdo negativa destes genes na presenca do composto BSF2
(figura 11). O gene do TNFRI1 (receptor 1 do fator de necrose tumoral) ndo apresentou reducao
de expressdao em macréfagos infectados (G6 e G4) ou ndo infectados (G1 e G3) tratados com o
composto. Entretanto, uma diminui¢ado estatistica foi observada na expressao do TNFR1 em
macréfagos que foram previamente tratados com o BSF2 e posteriormente estimulados com o
LPS, agente conhecido por induzir a resposta inflamatéria, em comparagdo a macréfagos que
foram apenas estimulados e ndo tratados (G9 e G7). Este € um resultado interessante, pois uma
das formas pelas quais macréfagos infectados por L. braziliensis promovem a diminuicdo da
carga parasitaria, estd associada a producdo de TNFa e de espécies reativas de oxigénio (DE
OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012; NOVAIS et al., 2009). Além disso, em um estudo com
camundongos mutantes nulos para TNFa (TNFa-/-), foi visto que estes animais ndo evoluem
para um quadro curdvel de leishmaniose cutanea quando infectados com L. braziliensis (DE
OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012; ROCHA et al., 2007).

Embora seja conhecida a importancia da producao de TNFa para o controle da infec¢do por
L. braziliensis, curiosamente o composto BSF2 parece exercer um efeito supressor sobre a via
do TNFo em macréfagos diante de um desafio imunoldgico, como a estimulagdo com o LPS,
enquanto exerce seu potencial leishmanicida como demonstrado por SOUZA, LA, 2016.

Outro gene que apresentou o mesmo padrio de expressao génica que o TNFR1 foi a quinase
MAPKO presente na via no TNFa. Na presenca do BSF2, macréfagos estimulados com LPS
(G7) apresentaram uma diminui¢do na expressao desta proteina. Embora ndo tenha apresentado
diferenca estatistica, a quinase MAP2K7 também apresentou diminui¢do de expressdao génica
nesta condi¢do. Na infecc¢ao tratada com o composto (G4), ambas as quinases ndo apresentaram
diminui¢do estatistica em relagdo aos macrofagos infectados ndo tratados (G6), porém €
possivel observar que as expressoes génicas diminuem entre esses grupos apds o tratamento
com o inibidor. A ativag@o da via do TNFa, via TNFR1 ativa diversas vias de sinalizagdo que
envolvem quinases, como as MAP2K7 e MAPKO9, que por sua vez irdo atuar na producdo de
uma resposta secunddria aumentando a produgdo de citocinas inflamatdrias, inclusive do
proprio TNFa, para o desempenho de suas fungdes no sistema imune (SABIO; DAVIS, 2014).
Considerando a supressao da via do TNFa, de fato espera-se que a expressdao destas quinases

também esteja sendo diminuida na presenca do composto BSF2.
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O mesmo perfil de expressao génica foi observado no fator de transcricio ATF4/CREB em
macréfagos infectados e nao infectados (G6 e G4), tratados e estimulados (G9 e G7). Este fator
de transcri¢c@o estd presente na via do TNFa e na via de ativagdo dos receptores do tipo Toll
(TLRs). Os receptores TLRs sdo expressos pelas células hospedeiras em resposta a presenga de
patégenos, ao reconhecerem seus padrdes moleculares associados, que sdo transduzidos da
membrana para o nicleo (ZHANG, Chunyan et al., 2013). Assim como a via do TNFa, os TLRs
também estdo entre os grupos de GO enriquecidos (figura 9B) que sofreram regulacio negativa
nos macréfagos infectados tratados com o BSF2.

O fator ATF4 foi inicialmente identificado em mamiferos como uma proteina do tipo ziper
de leucina que se liga ao DNA através de interacdes proteina-proteina (AMERI; HARRIS,
2008). Atuando na produgdo de resposta imune inata, o ATF4 contribui para a produgdo de uma
variedade de citocinas importantes no processo imunoldgico. Além disso, ja foi demonstrado
que a estimulacdo de mondcitos humanos com LPS promove a ativagao de ATF4, provocando
a sua translocacdo para o nucleo, seguida da producdo de citocinas inflamatdrias (ZHANG,
Chunyan et al., 2013). De fato, a estimulacdo de macréfagos com LPS promoveu um aumento
da expressdo de ATF4, porém este efeito ndo foi observado nas células que foram tratadas com
o BSF2. Mais uma vez o tratamento com o BSF2, embora ndo tenha produzido tais efeitos nas
células infectadas e tratadas, sugere uma modulacdo negativa da via de forma a evitar uma
ativacao destas células efetoras, enquanto exerce também funcao leishmanicida.

Duas citocinas produtos da ativacao da via do TNFa, Lif e Cxcl2 apresentaram reducao de
expressao génica durante a infec¢do apds o tratamento com o composto. Lif (fator inibidor de
leucemia) € uma citocina inflamatéria altamente conservada que desempenha diversos papéis
em varios sistemas (METCALFE, 2011). No sistema imunolégico Lif e IL-6 desempenham
papeis opostos, porém relacionados, na regulacdo de células T. Lif promove a transcricao de
Foxp3, que atua sobre a regulacdo de células T reguladoras que diminuem a resposta imune de
células efetoras. Ao mesmo tempo, Lif reprime a expressao de IL-6 que promove a inducdo de
células Th17; células que produzem a citocina IL-17, que parece ter fung¢do protetora na
infeccdo por L. braziliensis. Ao se ligar em seu receptor celular, IL-17 ativa uma cascata de
sinalizagdo que culmina na ativagcdo de fatores de transcricio como NF-kB, um importante
mediador da atividade de genes que codificam moléculas pré-inflamatérias relacionadas a
resisténcia a leishmaniose (METCALFE, 2011; NASCIMENTO, 2012). Dessa forma, como a
regulacdo negativa de Lif foi observada em todas as situacdes experimentadas (figura 11 Lif),
vemos que a acdo do BSF2 mais uma vez sugere a uma modulagdo negativa da via do TNFa,

citocina produzida por macréfagos quando infectados por patégeno intracelulares ou
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estimulados com LPS. Além disso, ja foi relatado o papel anti-inflamatério que Lif possui em
infec¢Oes cutdneas, atuando como um importante regulador de citocinas como IL-1, IL-2, IL-6
e INFy (METCALFE, 2011; ZHU et al., 2001). Neste ponto, vale ressaltar que o TNFa age de
forma sinérgica com IFNy (interferon gama) para aumentar a ativagao de macrofagos, fazendo
com que estas células ativem a enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), produzindo 6xido
nitrico (NO) e outras espécies reativas de oxigénio (ROS) que sdo importantes para a eliminagdo
do parasito, como revisado por (TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018).

J4 a Cxcl2 (ligante 2 de quimiocina com motivo C-X-C), quimiocina induzida por IL-17 e
produto da via de ativagdo do TNFo em macrofagos, que atua no recrutamento de outras células,
como neutréfilos para os locais de inflamacdo, apresentou redugdo significativa de expressao
somente na infec¢do tratada com o BSF2 (G4). Esta quimiocina € de grande importancia na

regulagdo da resposta imune inata contra o parasito, pois leva a produgdo de IL-1[3 que estimula

a producdo de TNFa pelos macrofagos, foi vista como super expressa em macrofagos U937
infectados por L. braziliensis, através de dados de RNA-Seq apds 72 horas de infeccdo
(OVALLE-BRACHO et al., 2015).

Além disso, sabe-se que o parasito pode controlar a expressao de genes da célula hospedeira
a fim de neutralizar uma resposta imune capaz de resolver a infec¢do, algo ja observado em
diversas espécies de Leishmania, como L. amazonensis, L. mexicana e L. donovani. Pois, a
expressao de Cxcl2 e outras quimiocinas, ativa e recruta neutréfilos constantemente para o local
da infec¢@o contribuindo para a cronicidade da leishmaniose cutanea (NAVAS et al., 2014).
Assim, os neutr6filos em um primeiro instante agem como hospedeiros temporarios do parasito,
mas também favorecem a colonizacdo de macréfagos, que contribuem para o estabelecimento
da infecciio (FALCAO et al., 2015). Além disso, alteracdes genéticas na expressio do receptor
de quimiocina Cxcr2 em macrofagos infectados, sugerem a participagdo deste receptor nas
infec¢des causadas por L. braziliensis (CASTELLUCCI et al., 2010). Outro ponto a destacar €
que a inducdo da expressdo de Cxcl2 por L. braziliensis também depende de NF-kfB, que ¢
induzido por IL-17, para ativar a producao de TNFa (GREGORY et al., 2008) que se encontra
suprimido em macréfagos infectados por esse parasito apds o tratamento com o BSF2.

Outro gene que sofreu diminui¢do estatistica na sua expressao em macrofagos estimulados
e tratados como o BSF2 (G7) foi o TNFAIP3 (proteina 3 induzida pelo TNFa). Esta ¢ uma
proteina que tem sua expressdo rapidamente induzida pelo TNFa e esté relacionada a inibi¢do
da ativacdo de NF-kf, bem como a apoptose mediada por TNFa. Esta proteina também possui

atividade de ubiquitinase e estd envolvida em respostas imunes que envolvem a ativagao dos
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receptores TLRs via inibicdo de NF-kB, sendo necessdria na producdo de citocinas pro-
inflamatorias estimuladas por LPS e INFy em macrofagos. Além disso, foi demonstrada como
uma protefna super expressa em macréfagos infectados por L. donovani, através de
manipulagdo do parasito sobre a célula hospedeira para evitar a ativacdo do inflamossoma
(GUPTA, Anand Kumar et al., 2017). Nossos resultados mostram que a expressao de TNAFIP3
¢ reduzida mesmo diante da estimulacdo com LPS, quando os macréfagos ndo infectados foram
previamente tratados com o BSF2, em relacdo aos macréfagos néo tratados.

Nao foi observada diminui¢do significativa na expressdo de TNAFIP3 por qRT-PCR na
infecgdo tratada com o BSF2, em comparacdo a infec¢do nao tratada. Entretanto, recentemente
foi demonstrado que macrofagos derivados de lesdes provocada por L. amazonensis, espécie
que também causa a leishmaniose cutinea, ndo exibem um fenétipo inflamatdrio, apresentando
baixos niveis de expressao de componentes do inflamassoma e de reguladores pré-inflamatérios
como o TNFAIP3. Além disso, este perfil de expressdo foi relacionado a baixos niveis de
acetilacdo de histonas (sem demonstrar qual HDAC estaria envolvida no processo), mais
especificamente H3K9/14; e a reducdo da trimetilagdo na lisina 4 da histona H3 (H3K4) em
promotores de genes pré-inflamatorios do eixo TLR-NF-kB-inflamossoma, importantes para o
desenvolvimento de uma resposta imune eficaz contra os parasitos. Estes macréfagos lesionais
também nao responderam a estimulacdo por LPS, impedindo a ativacao do inflamossoma e de
seus componentes como o TNFAIP3, evidenciando a presenca de uma inibi¢do epigenética e
transcriptomica da resposta anti-inflamatéria em macréfagos infectados por L. amazonensis
(LECOEUR et al., 2020).

Considerando estes estudos, acrescentando o fato que temos um composto desenvolvido
para um alvo epigenético, é possivel que a soma destes efeitos supressores, via epigenética,
esteja contribuindo para a supressao das vias inflamatoria do TNFa, aliado ao seu potencial
leishmanicida durante a infeccao.

A remodela¢do da cromatina através de modificagdes epigenéticas nas células hospedeiras,
induzidas por parasitos do género Leishmania vem sendo estudada e demonstrada nos dltimos
anos (LAMOTTE et al., 2017). Tal estratégia é adotada para estabelecer condi¢des permissivas
para a sobrevivéncia intracelular do parasito e manutencdo de seu processo infeccioso,
sugerindo um possivel caminho de regulagdo epigenética comum entre as diversas formas
clinicas 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 expressdo dos genes de macréfagos associados a via do TNFa no tratamento com o BSF2 por qRT-PCR em diferentes

condi¢Oes experimentais
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Legenda: M@: macréfagos RAW264.7; Leish: L. braziliensis M2904 EGFP. Os resultados representam a média e o desvio padrdo de trés experimentos
independentes (triplicata bioldgica) e de pelo menos duas réplicas técnicas de cada um destes experimentos. Anélise estatistica feita pelo GraphPad Prism, T. *
p <0,05; ** p <0,005; *** <0,0005.
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5.1.2 Perfil de expressao génica global do transcriptoma dual no

tratamento com o THSS.

As mesmas andlises de bioinformética do tépico anterior foram aplicadas sobre as amostras
tratadas com Y4 do ICso do THS85, ap6s 48 horas. Na comparagao da qualidade das replicatas e
dos perfis globais de expressdo da célula hospedeira e do parasito € possivel observar uma
melhor separacdo entre as amostras de macréfagos (figura 12A) em relagao as amostras de L.
braziliensis (figura 12B) nos gréaficos de PCA. Entre as amostras de macréfagos, nota-se
presenca de dois grupos de dados, sem sobreposicao entre as amostras controle € as amostras
tratadas. Enquanto, as amostras de parasito permaneceram mais agrupadas na condicdo controle

e com uma maior dispersao na presenga do composto.

Figura 12 — Perfil de expressdo global de macréfagos e L. braziliensis durante a infec¢do tratada

e ndo tratada com o composto TH85
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As cores indicam o tipo de amostra: infecc¢do tratada com TH85 (laranja) e controle — infec¢cdo nao
tratada (azul). Os simbolos representam o tipo de célula: A: (@) macréfagos RAW 264.7 infectados; B:
(#) formas intracelulares de L. braziliensis.

No tratamento com o TH8S5, 20691 transcritos de macréfagos apresentaram expressao tanto
no controle quanto na infeccdo tratada, 1523 apresentaram expressao somente no tratamento e
1705 somente no controle. Porém, ndo foram encontrados genes diferencialmente expressos
sendo positiva ou negativamente regulados entre os transcritos identificados (figura 13A).
Tamabém nao foram encontrados genes diferencialmente expressos entre os transcritos do
parasito (Volcano plot, figura 13B); um total de 8219 genes apresentaram expressdo tanto no

tratamento (TH85), quanto no controle (CT) e 11 genes apresentaram expressao exclusiva para
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a condi¢ao controle ou para tratamento como o TH85 (Figura 13B). De modo geral, o efeito do
tratamento sobre os parasitos foi bastante semelhante em relacdo ao nimero de genes que
apresentaram algum tipo de expressdo exclusiva na presenga dos compostos. Além disso, entre
os genes exclusivos, aqueles que foram mapeados somente na infec¢do tratada com os
compostos, foi identificado o gene da histona H4, proteina alvo das modificagdes pos-
traducionais promovidas pelas enzimas modificadoras de histonas, como as HDACs, provaveis

alvos da ac¢ao inibitéria do composto em questio (tabela 8).
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Tabela 8 — Genes de L. braziliensis mapeados somente na infec¢do tratada com o TH85

Gene Sample  Sample Value_  Value_2 Significant  TriTrypDB*
_1 2 1

LBRM_24 control th85_le 0 0.302832  no Zinc finger, C3HC4

1500 _leish ish type (RING
finger)/EF-hand
domain pair,
putative

LBRM_02 control th85_le 0 1.09481 no phosphoglycan beta

_0010 _leish  ish 1,3
galactosyltransferas
e3

LBRM_35 control th85_le 0 1.20967 no 408 ribosomal

1100 _leish ish protein S10, putative

LBRM_07 control th85_le 0 4.37317 no hypothetical protein

_0510 _leish  ish

LBRM_11 control th85_le 0 8.30768 no protein  associated

_ 0450 _leish ish with differentiation
4, putative
(pseudogene)

LBRM_35 control th85 le 0 9.27908 no histone H4

_0050 _leish  ish (pseudogene)

LBRM_15 control th85_le 0 10.7273 no histone H4

_0010 _leish ish

LBRM_10 control th85_le 0 15.5408 no hypothetical protein,

_1530 _leish ish conserved

LPGIR control  th85 le 0 31.4669 no beta-

_leish ish galactofuranosyltra

nsferase-like protein

LBRM_34 control th85_le 0 40.8194 no hypothetical protein,
_0310 _leish ish conserved
LBRM_23 control th85_le 0 10101.3 no small nuclear RNA,
_snRNA2 _leish ish U3 snRNA

Genes exclusivos do tratamento e valores de FPKM (Value). Sample_I: controle — infec¢do ndo tratada;

Sample_2: infeccido tratada.
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Figura 13 — Perfil de expressdo global de macréfagos e L. braziliensis durante a infec¢do tratada

e ndo tratada com o composto TH85
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Os diagramas de Venn mostram o niimero de genes especificos e comuns a cada tratamento. Controle:
infeccdo ndo tratada. Os gréaficos de Volcano plot representam a expressdo diferencial de genes em
amostras de RNA-Seq de macréfago (A) e (B) L. braziliensis durante a infec¢@o apds o tratamento com
o composto. As linhas tracejadas partindo do eixo x indicam os valores de LogoFC (-1) e (+1); e no eixo

y -Log10(q-value) = 1.3. Pontos pretos: genes diferencialmente expressos; pontos cinzas: genes que nao
foram diferencialmente expressos.

Considerando a validacdo do transcriptoma por qRT-PCR, e uma analise prévia do
transcriptoma dual em colaboracdo com o grupo de pesquisa do professor Sérgio Verjovski,
analisamos os valores de FPKM de alguns genes relacionados a processos de acetilacdo de
lisinas e remodelagdo 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 Pihdl que

atuam no complexo de remodelamento de cromatina SWI/SNF (PIETRZAK et al., 2019;
THIEL; EKICI; ROSSLER, 2015).
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Figura 14 — Anélise comparativa dos valores de FPKM para os genes de macr6fagos mapeados

no RNA-Seq, envolvidos em processos de modificagdo de cromatina.
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Avaliagdo da expressdo no transcriptoma por FPKM. (*) Genes com redug@o de expressio significativa
pelo teste T. p < 0.05.

Como pode ser observado, os genes nao apresentaram um valor de estatistica significativo
ap6s a comparagdo dos valores de FPKM entre as duas condicdes experimentais testadas,
infeccdo ndo tratada e infeccao tratada com o TH85. O mesmo foi observado para a andlise por
qRT-PCR dos genes Sin3a e Rest (figura 15), mais uma vez indicando que o TH85 ndo altera
de forma diferencial o perfil de expressdo de global da célula hospedeira, quando usado para
tratar a infeccdo por L. braziliensis, como observado até aqui. Porém, ndo podemos ainda
descartar que a auséncia de um efeito transcricional, represente totalmente a forma de atuacao
deste composto. Devemos considerar que uma agdo a nivel de inibicdo de HDACs pode ocorrer,
sem afetar os niveis da expressdao génica, porém alterando, por exemplo, o controle da

replicacdo do DNA.
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Figura 15 — Perfil de expressdo de genes de macréfagos associados no tratamento com o TH85
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Os resultados representam a média e o desvio padrio de trés experimentos independentes. Legenda: MO:
macréfagos RAW264.7; Leish: L. braziliensis M2904 EGFP. Andlise estatistica feita pelo GraphPad Prism.

Neste sentido, o resultado obtido corrobora com o estudo do nosso grupo, que mostra a acao
leishmanicida do TH85 acompanhada de altera¢des no padrdao de condensacdo de cromatina do
parasito, inducdo de apoptose celular e parada de ciclo celular em G2-M em amastigotas, sem
afetar o macréfago, conforme resultados de microscopia eletronica de transmissdo e citometria
de fluxo (ANGELO DE SOUZA et al., 2020). O fato de o TH85 nio afetar a transcricdo génica
global dos macréfagos e do parasito corroboram com um efeito direto deste inibidor sobre

HDAC do parasito, demonstrando um possivel efeito direto e seletivo do inibidor.
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5.2 Capitulo 2: Estudos das HDACs de L. braziliensis
5.2.1 Delecao das HDACs de L. braziliensis por CRISPR/Cas9

Em busca de uma maior compreensao da importancia das HDACs de L. braziliensis para a
biologia parasitaria, que as indique como alvos terapéuticos no uso de iHDAC:S, este trabalho
teve como um de seus objetivos a delecdo dos genes codificadores das 4 HDACs mapeadas no
genoma de L. braziliensis. Para isso foi utilizada a técnica de delecdo por CRISPR/Cas9.

O primeiro passo para este estudo foi a construcdo de uma linhagem celular de L.
braziliensis que expressasse de forma constitutiva a proteina Cas9. Como pode ser visto na
figura 16, foi comprovada por Western blotting a obtencdo de uma populacio (Pop) e de clones

isolados (C1 e C2) expressando constitutivamente a Cas9.

Figura 16 — Confirmacdo da integracdo do cassete de pTB007 e expressdo da Cas9
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O IR SN KO e X
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SDS-Page dos extratos de L. braziliensis (A) e Western blotting de confirmacio de expressdo da Cas9
nos clones 1, 2 e na populacdo inicial de transfectada (B). Anticorpos: primdrio anti-FLAG 1:500
(MA191787 — Invitrogen), secunddrio anti-mouse conjugado com peroxidase 1:120000 (A9044 —
Sigma). M: marcador (Bio-Rad Dual Color); C1 e C2: clones 1 e 2; Pop: populagdo de LbCas9 e Wt:
LbM?2904.

Ap6s a confirmagdo da expressdo e estabelecimento da linhagem LbCas9 (populagdo e
clones), foi feita a curva de crescimento para verificar se a expressdo de Cas9 alterou o perfil
de desenvolvimento desta nova linhagem. Como esperado, uma vez que o estabelecimento da
LbCas9 através da transfec¢do de pTB007 € algo bem documentado na literatura (ADAUI et
al.,, 2020; ESPADA et al., 2021; SHARMA et al., 2022), ndo observamos uma diferenca

significativa no perfil de crescimento das culturas comparadas (figura 17).
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Figura 17 — Curva de crescimento das linhagens de LbM2904
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Cada ponto representa a média de trés experimentos independentes. Legenda: WT: LbM2904; clone 1
e clone 2: isolados de LbCas9.

ApOs o estabelecimento da cultura de LbCas9, da obtenc¢do dos gRNAs e TracrRNA,
foi feita e amplificacdo dos cassetes de DNA doadores (apéndice B) para interrup¢do de cada
gene alvo, com inser¢do dos genes de resisténcia a antibidtico usados no processo de selecao
de transformantes (neomicina e puromicina). Assim, entdo, foram feitas as transfec¢des para
cada delecdo de um alelo e dos dois alelos de cada uma das LbHDACSs isoladamente:
LbHDACI -/+, LbHDACI -/-, LbBHDAC2 -/+, LbHDAC2 -/-, LbHDAC3 -/+, LbHDAC3 -/-, e
LbHDAC4 -/+, LbHDAC4 -/-. Em seguida, foi iniciado o acompanhamento das culturas
transfectadas por visualizagdo em microscopio Optico invertido.

ApOs aproximadamente 4 semanas de transfeccao, as culturas mantidas em garrafas, em
seus respectivos meios de selecdo, ndo apresentaram um fendtipo normal de crescimento e
morfologia. Observando as culturas em microscépio 6tico, em maior aumento (40-60x) foi
possivel ver sutis movimentos celulares e células com a divisao celular incompleta. As células
transfectadas com algum cassete de delecdo, em sua maior parte se apresentavam em
aglomerados celulares grandes, diferentes de uma tipica roseta de multiplicacdo, 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 nao transfectados em meio com os antibidticos de

selecdo) observou-se, praticamente auséncia de movimentacdo celular, um nimero muito
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menor de aglomerados de células, com morfologia ainda mais danificada do que as células
transfectadas para delecio das LbHDACs. Em geral os mutantes que, em tese sdo -/+
apresentaram relativa melhor mobilidade e possivel maior crescimento celular do que os
mutantes -/-, conforme demonstrado pela presenca de maiores aglomerados de células e
visualiza¢do mais frequente de movimentos em células individualizadas e em aglomerados. A

seguir, sdo apresentadas imagens ilustrativas das culturas transfectadas (figuras 18-21).



Figura 18 — LbCas9 em meios seletivos: controle e HDAC1

controle HDAC1 +/- HDAC1 -/-

Legenda: Controle: LbCas9 WT em meio contendo neomicina e puromicina. (+/-): dele¢ao unica — meio seletivo contendo neomicina. (-/-): dupla delegdo —
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

HDAC2 +/- HDAC2 +/- HDAC2 +/-

Legenda: Controle: LbCas9 WT em meio contendo neomicina e puromicina. (+/-): dele¢ao unica — meio seletivo contendo neomicina. (-/-): dupla delegdo —
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. Circulos: parasitos com morfologia alterada. Parasitos mantidos em garrafas de cultivo.
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Figura 20 — LbCas9 em meios seletivos: HDAC3

HDAC3 +/- HDAC3 +/- HDAC3 +/-

Legenda: Controle: LbCas9 WT em meio contendo neomicina e puromicina. (+/-): dele¢do tnica — meio seletivo contendo neomicina. (-/-): dupla delegdo —
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. Circulo: parasito com morfologia alterada. Seta: parasito granuloso. Parasitos mantidos em garrafas de cultivo.
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Figura 21— LbCas9 em meios seletivos HDAC4

HDAC4 +/- HDAC4 +/- HDAC4 +/-

Legenda: Controle: LbCas9 WT em meio contendo neomicina e puromicina. (+/-): dele¢do tnica — meio seletivo contendo neomicina. (-/-): dupla delegdo —
meio seletivo contendo neomicina e puromicina. HDAC4 +/- em aumento de 20x, 40x e 60x. Circulos: parasitos com morfologia alterada. Parasitos mantidos
em garrafas de cultivo.
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Considerando as observacdes de presenca de grandes aglomerados com células de
morfologia anormal, presenca de movimentos celulares e o fato de que macroscopicamente foi
possivel notar que as culturas transfectadas apresentavam diferentes niveis de turbidez do meio
com o passar do tempo, causado por um crescimento celular, principalmente em relagao ao
controle — LbCas9 em meio com neomicina e puromicina, € possivel sugerir que tenhamos
conseguido obter populacdes de L. braziliensis single e duplo deletadas para as LbLHDACs 1-4.
Além disso, as culturas que em tese sofreram a delecdo de um alelo de HDAC (+/-) eram mais
turvas do que as culturas de dupla dele¢do (-/-), o que pode atribuido tanto a um efeito um pouco
menos deletério em resposta a delecdo de somente um dos alelos dos genes alvos. Porém, nao
podemos descartar também a possibilidade de efeitos diretos das drogas de selecdo, 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 selecdo,
a fim de observar o crescimento destas células. Por contagem didria de células, vimos que as
culturas transfectadas de fato ndo possuem um desenvolvimento normal em relacio a uma
cultura de LbCas9, que permite acompanhar o seu crescimento através da contagem (figura 22).
Importante destacar que a contagem das células € dificultada devido a morfologia anormal (tipo
arredondado e disforme) e a presencga dos aglomerados celulares que dificultam a obtencdo de

amostras homogéneas para a contagem celular.
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Figura 22 — Curvas de crescimentos das células transfectadas vs LbCas9 WT
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Curvas de crescimento de L. braziliensis controle (LbCa9 WT) e mutantes. As culturas foram iniciadas
com 5 x10° células, contadas diariamente em cAmara de Neubauer. Os dados representam a média e
desvio padrao de 2 replicatas. Legenda: com: meio contendo 1 ou 2 drogas de selecdo; sem: meio sem
nenhuma droga de sele¢@o; Controle: LbCas9WT em meio com drogas de selegdo; (+/-): delecdo tnica
— resisténcia a neomicina. (-/-): dupla delecio — resisténcia a neomicina e puromicina.
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Com base nos resultados e nas observacdes obtidas, até entdo ndo foi possivel afirmar
que a delec@o de um ou dois alelos dos genes das LBHDACs de fato ocorreu e que a falta destes
genes, ou de um de seus alelos, sdo essenciais para o desenvolvimento do ciclo celular do
parasito, provocando as alteragdes registradas; fato ja observado em outras espécies de
tripanossomatideos (INGRAM; HORN, 2002; MAREK et al., 2021; PICCHI-CONSTANTE et
al., 2021). No entanto, vale ressaltar que as células apds a transfeccdo e a adi¢dao de drogas de
selecdo apresentavam aspectos morfoldgicos normais, em todas as culturas analisadas. Dias
apos a adigdo das drogas de selecdo, as culturas foram mostrando as modifica¢des apresentadas,
sem evoluir para uma cultura recuperada e bem estabelecida. Conforme as culturas ndo foram
evoluindo, optamos por manté-las em meio de cultivo sem droga de selecdo, para permitir uma
melhor recuperacao das células; a mesma condicao, foi utilizada para o plaqueamento, seguido
de andlise por densidade 6tica (apéndice C) e dilui¢do limitante. At€ o momento, as culturas se
mantém da mesma forma nao progredindo em seu ciclo celular, onde algumas parecem crescer
em aglomerados que turvam o meio, porém sem uma comprovacdo direta do crescimento e
progressdo do ciclo celular.

Observagoes semelhantes as feitas neste trabalho foram obtidas em mutantes nulos de
T. cruzi paradas HDACs 1 e 2, genes essenciais a sobrevivéncia do parasito. Os mutantes nulos
destes genes, ndo progrediram em seu ciclo celular e morreram com o tempo ap6s a dele¢ao. Ja
mutantes nulos para a HDAC 4, foram vidveis nestes parasitos, apresentando um ciclo celular
com progressdo mais lenta e aspectos morfoldgicos alterados, como um corpo celular mais
alongado e nucleo menos condensado préoximo ao cinenotoplasto. Estas mesmas observacoes
foram feitas em mutantes de nulos para as TcCHDAC 1 e 2 por citometria de fluxo, ciclo celular
afetado e células com vérios nicleos e cinetoplastos até células sem conteido de DNA
(MAREK et al., 2021; PICCHI-CONSTANTE et al., 2021). Tais observagoes também pode ser
feitas em nossas culturas que apresentam estes granulos evidentes em seu citoplasma.

Estudos recentes de delecdao génica por CRISPR/Cas9 vém sendo feitos em L.
braziliensis, o que mostra como esta técnica € 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 andlises serdo necessdrias para avaliar o que de fato provocou as alteracdes
nas células transfectadas e gerar um dado mais robusto sobre o efeito da dele¢do destes sobre a

biologia do parasito.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados encontrados neste trabalho podemos concluir que:

e As andlises de transcriptoma dual da infecdo mostram que o efeito leishmanicida
observado no composto BSF2, em relagdo a alguma acdo a nivel de transcri¢ao, estd
mais relacionado a modulacdo da célula hospedeira do que a um efeito direto no
parasito;

e Genes da via do TNFa sdo negativamente regulados na infec¢do de macréfagos por L.
braziliensis quando tratados com o BSF2;

e A modulacdo desta via de fato parece ocorrer devido ao tratamento com o BSF2 e ndo
ser uma modulac@o do hospedeiro para combater a infecc¢ao;

e A modulacdo negativa dos genes Lif e Cxcl2 foi observada tanto nas analises de RNA-
Seq como nas andlises por qRT-PCR;

e O efeito do composto TH85 ndo parece estar relacionado a modulagdo da transcri¢cao na
célula hospedeira, ou no parasito que aponte para um possivel efeito direto no parasito,
corroborando com a atuacao direta sobre as LbHDACS;

e No estudo da dele¢ao das LbHDACs por CRISPR/Cas9 até entdo foi possivel observar
que as células sdo morfologicamente alteradas, com a presenca de granulos
citoplasmaticos, crescimento alterado e divisdo celular dificultada. Porém, estas
observacdes precisam ser melhor investigadas para afirmar que as alteragdes celulares

observadas sdo provocadas pela delecao dos genes alvo.
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APENDICE A - Curvas-padrio dos genes de macréfagos analisados por qRT-PCR
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APENDICE B - Amplificacdo dos cassetes de DNA doador — Neo 0,8 kb e Puro 0,6 kb
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APENDICE C - Curva de crescimento por DOeoo
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As culturas de células transfectadas foram acompanhadas por 30 dias através da anédlise de
densidade 6tica (DOe0o), em placa de 24 pocos, para verificagdo do crescimento celular em
comparacao a uma cultura de LbCas9 WT.
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RELATORIO DESCRITIVO

Histonas deacetilases recombinantes de Leishmania spp., Kit

diagnodstico e usos

CAMPO TECNICO DA INVENCAQ

1. A presente invencdo refere-se as proteinas recombinantes
pertencentes a classe das histonas deacefilases (HDACs) de cinco
espécies de Leishmania (Leishmania braziliensis, Leishmania infantum,
Leishmania major, Leishmania donovani e Leishmania mexicana).

2. A presente invencio refere-se tambem ao kit diagnostico e ao uso
das proteinas recombinantes e de suas partes imunogénicas, mapeadas
nesta invencdo, para aplicacdo em diagnéstico em amostras biolagicas de
humanos ou animais, por exemplo, por ensaio imunoenzimatico tipo ELISA
ou teste rapido; prognostico, producdo de kits de diagnostico imunoldgico,
para a busca por anticorpos anti-histonas deacetilases, ou contra as partes
imunogénicas destas proteinas mapeadas nesta invencio, e vacinas
contra a leishmaniose tegumentar e visceral, pois ha reatividade cruzada
com ambas as doencgas.

3. Os objetos da presente invencdo sdo de potencial aplicacdo nas
indistrias farmacéuticas e de saldde animal para o diagndstico de
leishmaniose tegumentar e visceral, controle epidemicldgico e avaliacéo
de vacinas experimentais e comerciais, & podem ser utilizados para a
producdo de kits de diagndstico sorologico rapido em individuos ou cées,
infectados efou vacinados, contra a leishmaniose tegumentar efou visceral

na busca por anticorpos anti-HDACs.

ESTADO DA TECNICA

Patugho EMII20001K54, d= 130T NI22, ndg. 130T
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4. As leishmanioses sio um conjunto de doencas parasitarias
causadas por protozodrios patogénicos do género Leishmania. As
leishmanioses podem ser divididas em dois grupos principais:
leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral. Mais de 20 espécies
patogénicas de parasitos do género Leishimania foram identificadas, sendo
transmitidas por fémeas de flebotomineos infectadas (BURZA, 5.; CROFT,
S. L; BOELAERT, M. Leishmaniasis. The Lancet, 2018). Diferentes
espécies de Leishmania podem causar diversas manifestactes clinicas
gue juntamente com outros fatores, como o vetor flebotomineo envolvido
e o tipo de resposta imune do hospedeiro irdo determinar o tipo e a
gravidade da doenca (PACE, D. Leishmaniasis. Journal of Infection, v.
B9, p. 310-318, 2014).

5. A leishmaniose tegumentar (LT) compreende trés manifestacbes
clinicas diferentes: a leishmaniose cutdnea, cutinea difusa e
mucocutdnea, que sdo causadas por diferentes espécies de Leishmania.
A leishmaniose cutdnea (LC) & provocada principalmente pela Leishmania
braziliensis, espécie com ampla distribuicdo geografica nas Américas,
sendo caracterizada como a forma mais grave de LC, com formacdo de
nodulos subcutdneos e comprometimento de linfonodos, sendo o
tratamento essencial para a cura da doenca (HANDLER, M. Z. et al.
Cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis: Clinical perspectives.
Journal of the American Academy of Dermatology, v. 73, n. 6, p. 897-
908, 2015).

B. A leishmaniose visceral (LV) € a forma mais grave das
leishmanioses, por comprometer baco, figado, provocar anemia, febre e
se ndo tratada & fatal. A principal espécie que provoca a LV nas Américas
& L. infantum chagasi (PACE, D. Leishmaniasis. Journal of Infection, v.
69, p. 510-518, 2014).

Petaghio ETIINNM K3, de D30T/ 2IEZ, pdg. 16T
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T. As leishmanioses tequmentar e visceral s3o doencas de grande
importdncia para a sadde piblica mundial; o Brasil € um dos paises do
mundo onde mais ocorrem as leishmanioses, de acordo com a
Organizacdo Mundial da Sadde. Apesar de ser uma doenca de notificacéo
compulsadria, acredita-se que a maioria dos casos de leishmaniose ndo
sejam registrados por falta de informacdo, controle da doenca e acesso ao
tratamento  (WORLD HEALTH ORGANIZATION. Control of
leishmaniasis, 2007).

8. O ciclo de fransmiss&o das leishmanioses se inicia quando um vetor
flebotomineo infectado =e alimenta do sangue de um hospedeiro
vertebrado e transmite o parasito, infectando este hospedeiro. Apds a
transmiss&o dos parasitos, estes serdo capturados por células do sistema
imune e no interior destas células, os parasitos sofrem uma diferenciacéo
para uma forma parasitaria mais resistente e se replicam a ponto de
infectar outras células imunes e estabelecerem a infeccio no hospedeiro.
O ciclo se completa quando um novo flebotomineo ndo infectado, se
infecta durante o repasto sanguineo a partir de um hospedeiro vertebrado
previamente infectado (ZULFIQAR, B.; SHELPER, T. B.; AVERY, V. M.
Leishmanias is drug discovery: recente progress and challenges in assay

development. Drug Discovery Today, v. 22, n. 10, p. 15161531, 2017).

9. Diversos fatores s3o relacionados ao aumento do numero de casos
de leishmanioses em todo o mundo, tais como mudancas climaticas,
desmatamento, urbanizacdo e a migracdo de refugiados de areas de
conflito (BURZA, S.; CROFT, S. L.; BOELAERT, M. Leishmaniasis. The
Lancet, 2018). Entretanto, no meio urbano, o ciclo da doenca possui um
importante hospedeiro do parasito, o cdo. Além de ser um animal
doméstico, o clo apresenta um polimorfismo clinico, passando por um
longo periodo assintomatico (CAVALCANTI, A ef al. Canine cutaneous
leishmaniasis caused by neotropical Leishmania infantum despite of

systemic disease: A case report. Parasitology International, v. 61, n. 4,

Petaghio STIZ20001E53, de 130T/ NIIZ, pdg. 17T
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p. 7386—740, 2012). Dessa forma, a leishmaniose cutdnea canina (LCC) e
a leishmaniose visceral canina (LVC) sdo grandes problemas do ponto de
vista wveterinario e também de sadde publica, pois cdes infectados
favorecem a transmiss3o do parasito a humanos (SASANI, F. et al. Canine

cutaneous leishmaniasis. Journal of Parasitic Diseases, v. 40, n. 1, p.
57-60, 2016).

10. Mo Brasil, parte da estratégia de controle da leishmaniose visceral &
baseada na pratica da eutanasia de animais soropositivos. No entanto,
este sacrificio em massa ndo se comprovou eficaz no controle da doenca,
devido a atrasos entre a sorologia e a eutanasia e a baixa sensibilidade
dos testes soroldgicos para detectar os animais infectados assintomaticos.
Os métodos de diagndstico atuais recomendados pelo Ministério da Sadade
sdo o teste rapido DPP® (Bio-Manguinhos) para rastreio dos animais
infectados, baseado no antigeno quimérico K28, e o ensaio imuno
enzimatico (EIE / Bio-Manguinhos) para confirmacéo da infeccdo, que
utiliza antigenos totais de L. major (Brasil. Ministério da Sadde. Secretaria
de Vigildncia em Sadde. Guia de Vigildncia em Sadde, 3% ed., Brasilia,
2019). No entanto, esses testes possuem importantes limitacdes, o que foi
mostrado em um recente artigo de revisdo, em que DPP (Bio-Manguinhos)
apresentou sensibilidade de 21,74% [intervalo de 95% confianca (CI)
13,64% a 32,82%] e EIE (Bio-Manguinhos) apresentou sensibilidade igual
a 11,59% (intervalo de 95% de confianca 5,9% a 21,25%) (TEIXEIRA, A
I. P. et al. Improving the reference standard for the diagnosis of canine
visceral leishmaniasis: a challenge for current and future tests. Memorias
do Instituto Oswaldo Cruz, v. 114, n. 0, 2019). Essas limitacdes ilustram
a necessidade de desenvolvimento de novos métodos de diagndstico da
LVC.

11. Em analise do estado da técnica encontrou-se diversos documentos
referentes a antigenos recombinantes de Lleishmania aplicados ao

diagndstico e outras formulacbes terapéuticas para a leishmaniose.
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12. A dissertacdo intitulada “Busca de inibidores de histonas
deacetilases com atividade leishmanicida na infeccio de macréfagos por
Leishmania braziliensis”, ndo retira a novidade do presente pedido de
patente por tratar de compostos com potencial acio de inibicdo das

HDACs de L. braziliensis & ndo do uso destas recombinantes.

13. O documento de patente BR1020200155911 intitulado “Proteina
guimérica recombinante, kit e método para diagndstico de leishmaniose
tegumentar e usos”, se refere a uma proteina quimérica cuja sequéncia &

diferente das sequéncias recombinantes deste pedido de patente.

14. O documento de patente BR1020200093665 intitulado "Kit e método
ELISA para imunodiagnédstico da leishmaniose visceral e cutdnea humana
e leishmaniose visceral canina utilizando novo antigeno peptideo sintético
P5Lid09" que foi produzido a partir de uma sequéncia da proteina
recombinante sintética cinesina de L. braziliensis, que pertence a uma
outra classe de proteinas motoras, diferente da classe das histonas

deacetilases.

15. O documento de patente BR1320170281441 intitulado “Proteina
recombinante, kit para diagndstico da leishmaniose visceral humana e
canina, composicdo vacinal contra leishmaniose e usos” tambem se trata
da proteina recombinante cinesina, diferinde dos objetos deste pedido de

patente.

16. Outro documento de patente BR1020130336270, intitulado
‘Peptideos sintéticos, metodo e kit para imunodiagndstico da leishmaniose
visceral canina e das leishmanioses tegumentar e visceral humana”, trata
da sintese de peptideos que diferem das sequéncias de proteinas

recombinantes abordadas neste presente pedido de patente.

17. O documento de patente BR1020200084607 “Kit, método para
diagndstico de leishmaniose visceral e uso” trata de um kit desenvolvido a

partir de uma proteina hipotética de L. infantum, que difere das proteinas

Petaglio BTIZ20001E54, de 130T/2IIZ, pidg. 19T
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recombinantes envolvidas neste pedido de patente. Outros documentos
relacionados, BR1020190233540 “Proteina recombinante, método e kit
para diagndstico da leishmaniose visceral e uso™ e BR1020130731912
“Proteina recombinante, método e kit para diagndstico da leishmaniose
visceral” tratam do uso de uma proteina recombinante que também se

difere das proteinas deste pedido de patente.

18. O documento de patente BR1020190042125, intitulado “Proteina
guimérica recombinante multiepitopo e swas aplicacbes para
leishmanioses” trata de uma proteina sintetica produzida a partir de partes
imunogénicas de proteinas de diferentes espécies de Leishmania,
diferente das proteinas recombinantes deste presente pedido de patente.
Outros documentos de patentes relacionados, BR1020130708074
intitulado “Proteina quimérica recombinante, vacina contra a leishmaniose
tegumentar e visceral e usos”; BR1020170256219 “Proteina quimérica
recombinante, vacina contra leishmanioses e uso™; BR1020150161620
“Proteina recombinante multiepitopo e seu uso para o diagndstico e
tratamento de leishmaniose™ e BR1020140313311 “Proteina multiepitopo
recombinante, seu processo de obtencdo e suas aplicactes relacionadas
a leishmaniose™ também tratam de proteinas quimeras sintetizadas, a
partir de proteinas distintas das proteinas recombinantes deste presente

pedido de patente.

19. O documento de patente BR102018017162, intitulado “Proteina
recombinante, processo de producdo da mesma, uso da proteina na
preparacdo de um imundgeno contra leishmaniose visceral canina ou
humana e uso da proteina em teste de deteccdo ou kit de deteccio para
detectar leishmaniose visceral assintomatica ou sub-clinica em uma
amostra biologica”, trata de uma proteina recombinante diferente das
proteinas histonas deacetilases recombinantes, abordadas neste presente

pedido de patente.
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20. Os documentos de patentes BR1020170227448 “Antigeno
recombinante de Leishmania braziliensis e sequéncia de nucleotideos que
o codifica’; BR1020170051358 “Meétodo, kit para diagndstico de
leishmanioses e uso” e BR1020130319813 “Proteina recombinante de
Leishmania e uso em vacina contra leishmaniose™ tratam de outras
proteinas recombinantes diferentes das proteinas abordadas neste
presente pedido de patente. Assim como a patente BR1020120324997
“Processo de producdo e uso da proteina rk39-KDDR e kit para
diagnostico da leishmaniose” e o0 documento de patente W(01954016331
“Diagnosis of leishmaniasis™ tratam do uso da proteina recombinante rk39,

que ndo se relaciona as HDACs deste presente pedido de patente.

21. O documento de patente WO2001079276, intitulado “Lelshmania
antigens for use in the therapy and diagnosis of leishmaniasis™ trata de
outra proteina recombinante diferente das proteinas abordadas neste

presente pedido de patente.

22. 0O documento de patente BR102016005090 de titulo “Peptideos,
metodo e kit para imunodiagndstico de leishmaniose tegumentar e uso”,
refere-se a um meétodo de diagnostico de leishmaniose tegumentar,
envolvendo a metalopeptidase da familia M3 recombinante e outras
sequéncias de peptideos ndo especificadas, porém sem relacdo com os
objetos do presente pedido de patente, as proteinas HDACs de

Leishmania.

23. 0O documento  WO2011153602  intitulado “Recombinant
ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase used for obtaining
diagnostic kit for detecting antibodies against leishmaniasis, is homologous
natural proteins”, refere-se a familia das E-NTPDases de Leishmania e
suas diversas aplicactes para a terapia, desenvolvimento de produtos a

serem empregados na prevencdo e diagnostico das leishmanioses. Essa
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familia de proteinas ndo possui relagdo com a familia de HDACs de

Leishmania, objeto de pedido do atual pedido de patente.

24. O documento de patente BR102015017724, intitulade “Peptideos
miméticos de Leishmania spp., processo para sua obtenc3o e aplicacBes”,
trata de peptideos diferentes das proteinas recombinantes tratadas neste

presente padido de patente.

25. O documente WO2005044301 intitulado “Use of at least one of the
histones H2A, HZB, H3 or H4 for preparing a medicament, preferably a
vaccine for treating, diagnosing, or preventing a parasitic disease, e.g.,
leishmaniasis or malaria” se refere ao uso das proteinas histonas e nao
das proteinas histonas deacetilases recombinantes. As histonas s#o
proteinas estruturais nas quais o DNA se enovela pra fazer a estrutura dos
nucleosomos. As histonas deacetilases (HDACs) sdo enzimas de outra
familia proteica que tém a fungdo de deacetilar as caudas das histonas
requlando a interagcio do DMNA com os nucleossomos. Desta forma, este

documento ndo retira a atividade inventiva deste pedido de patente.

26. O documento de patente WO1995030006, intitulado “Leishmania
major protein, nucleic acid coding therefor, and uses thereof” trata de outra

proteina diferente das proteinas deste pedido de patente.

27. 0Os documentos BR132012033559, intitulado “Peptideos
poliméricos, processo de obtencdo e uso para imunodiagnostico de
leishmaniose™, BR1020140041079, "Método e kit para diagndstico das
leishmanioses utilizande peptideos sintéticos™ e BR102015031362
“Peptideos sintéticos, metodo e kit para diagndstico da leishmaniose
visceral humana, e uso” tratam do uso de peptideos sintéticos que ndo se

relacionam com as HDACs recombinantes deste pedido de patente.

28. O documento de patente WOS301045 “Mon-cross-reacting
Leishmania antigens™ trata do preparo e uso de antigenos a partir de

cultura prévia do parasito, diferindo deste presente pedido de patente.
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Outro documento de patente, W02015097654 “Synthetic peptide used for
diagnozing canine visceral leishmaniasis, cutaneous and human visceral
leishmaniasis, comprises amino acid sequence” frata de peptideos que
ndo se relacionam com as proteinas recombinantes deste presente pedido

de patente.

29. Os documentos de patente WO2017136480 “Increasing satellite cell
proliferation, by contacting satellite cell with compound e.g. inhibitors, G
protein coupled receptor modulators, histone deacetylases modulators,
epigenetic modifiers, ion channel modulators and their combinations™ e
WO2007048830 “Screening histone deacetylases (HDAC) 1 or 2 inhibitor
by incubating HDAC enzyme with a protein that contains SANT and ELM2
regions, and with potential HDAC inhibitor, and determining effect of HDAC
inhibitor on enzyme activity” tratam, respectivamente, de moduladores de
HDACSs e de inibidores das mesma em outro contexto, ndo relacionado as

leishmanioses, como este presente pedido de patente.

30. O documento de patente BR1020150105193 intitulado “Kit para
diagnostico soroldgico das leishmanioses, baseado em imunoprotedmica
e uso” frata de proteinas isoladas do parasita Leishmania braziliensis para
aplicacdo no diagndstico sorolégico, n#o tratando das proteinas

recombinantes abordadas neste presente pedido de patente.

31. Os documentos de patente US2009291099 “Nowvel fusion
polypeptide useful for stimulating imune response and including protective
immunity against leishmaniasis in mammal, and detecting Leishmania
infection in sample, comprises immunogenic portion of Leishmania
antigens” e WO200179276 “Leishmania antigens for use in the therapy
and diagnosis of leishmaniasis” tratam de peptideos oriundos de proteinas
que diferem das proteinas recombinantes, objetos deste presente pedido

de patente.
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J2. O documento de patente CA2243684 “Immunity to Trypanosomatids
species” trata das histonas de tripanossomatideos, mas ndo da classe das
enzimas histonas deacetilases, HDACs, como este presente pedido de

patente.

33. Outro documento de patente encontrado, WO2014091463 “*Method
for producing Leishmania recombinant proteins and use in a diagnostic kit
and vaccine against leishmaniasis®, aborda proteinas diferentes das

proteinas deste presente pedido de patente.

34. 0O documento de patente CAZ256125 “Chimeric gene formed of the
DMA sequences that enconde the antigenic determinants of four proteins
of L. infantum, useful for serologic diagnosis of canine leishmaniosis and
protein obtained” trata de um polipeptideo diferente das proteinas
recombinantes abordadas neste presente pedido de patente. Cufro
documento relacionado ao diagndstico de leishmaniose, WO0140755,
intitulado “A novel and practical serological assay for the clinical diagnosis
of leishmaniasis™ utiliza antigenos preparados a partir de cultura de
parasitos para a deteccio de imunoglobulinas especificas, diferindo deste

presente pedido de patente.

35. Outros documentos de patentes encontrado envolvendo o
diagndstico de leishmanioses, ES2391562T3 “Antigenos de Leishmania
para su uso em la terapia y el diagnéstico de laleishmaniasis™ e
WO2015029002 “Modified gene from Leishimania ssp., method for
producing a protein andu se as an antigen in vaccine composition or in
immunodiagnostics” ndo utilizam as proteinas recombinantes tfratadas

neste presente pedido de patente.

36. MNos documentos acima identificados ndo foi encontrado nenhuma
tecnologia que utilize as proteinas recombinantes propostas neste pedido

de patente.
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37. A novidade deste pedido de patente é a ulilizacdo das proteinas
histonas deacetilases de Leishmania braziliensis efou dos peptidecs
imunogénicos mapeados como antigenos recombinantes para usc no
diagndstico por ELISA indireto, ou por outras tecnicas de diagndstico, para
a deteccio de leishmaniose tegumentar efou visceral, para a producéo de
kit de diagnodstico rapido para humanos ou animais, incluindo c3es.
Também faz parte desta protecdo o uso das proteinas e peptidios isolados,
ou em combinacbes, em proteinas e peptidios recombinantes para uso em
composto vacinal ou de tratamento ou progndstico das leishmanioses

humana e animal, incluindo cdo como espécie alvo.

DESCRICAO DAS FIGURAS

38. Figura 1 — Arvore filogenética das HDACs de L braziliensis
recombinantes e demais HDACs naturais das espécies L. mexicana, L.
major, L. donovani e L. infantum. Em azul estdo destacadas as sequéncias
recombinantes de L. braziliensis. As distdncias entre os ramos estio
indicadas na figura. O agrupamento feito através da ferramenta Geneious
Tree Builder (Geneious Prime & v. 2021.0.3), utilizando o modelo de
distdncia genética Jukes-Cantor e o método MNeighbor-Joining de
construcdo de arvores filogenéticas. Mesta figura &€ possivel ver como as
HDACs de diferentes espécies de Leishmania apresentam um grau de
conservacao entre si e com proteinas recombinantes produzidas a partir
delas, mostrando o potencial que estas proteinas recombinantes possuem

para a aplicacdo no diagndstico de leishmaniose.

39. Figura 2A — Alinhamento das sequéncias de HDACs das espécies
de Leishmania tratadas neste pedido de patente. Foi feito o alinhamento
global entre as sequéncias de aminoacidos recombinantes SEQ. ID NO:2,
SEQ. IDNO:4, SEQ. ID NO:6, SEQ. ID NO:8 e as sequéncias naturais das

HDACs de outras espécies, utilizando o alinhamento default do Clustal
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Omega (1.22) no programa Geneious Prime. Os pardmetros do
alinhamento obtido foram 30,5% de identidade de pares e 4,6% de sitios
idénticos. A fim de melhorar este alinhamento e diminuir a quantidade de
gaps presentes, foi realizado um realinhamento com o Geneious
Alingment (figura 2B), utilizando a matriz de substituicdo BLOSUM 62
alinhando as sequéncias em blocos. Os pardmetros do novo alinhamento
foram 69,7% de identidade de pares e 59.4% de sitios idénticos. Em
ambos os alinhamentos & possivel notar que as HDACs recombinantes
possuem, cada uma delas, uma similaridade a diferentes sequéncias

naturais das HDACs das oufras espécies.

40. Figura 3 — Construcgo para a expressao heterologa em Eschenchia
coli das proteinas recombinantes em pET30b e o cassete de expressdo de
DNA.

41. Figuras 4 e 5 — Construcio para a expressido heterdloga em E. coli
das proteinas recombinantes em pET21b e os cassetes de expressao de
DNA.

42. Figura & — Representa a confirmac8o em gel de agarose 1% da
clonagem do gene sintético da proteina recombinante de Leishmania
braziliensis (SEQ. ID NO:3) em vetor de clonagem, pUC57. Na canaleta 1
encontra-se o plasmideo (2710pb) com o gene da SEQ. ID NO:3 (1305ph)
inserido, na canaleta 2 esta o plasmideo digerido com as enzimas EcoRlI
e BamHI e o fragmento de 1305pb liberado e na canela M estd o marcador

de peso molecular (pb).

43. Figura ¥ — Mostra a analise em gel de agarose 1% da confirmacao
da subclonagem do gene sintético da SEQ. 1D NO:3 em wetor de
expressdo pET30b (5421pb) entre os sitios de restricio das enzimas Ndel
e Kpnl. Na canaleta 1 esta o plasmideo com o gene inserido, na canaleta

2 o plasmidec digeridoc & o fragmento do gene SEQ. ID NO:3 de
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aproximadamente 1305pb liberado e na canaleta M encontra-se o

marcador de peso molecular.

44. Figura & — Representa a confirmacdo em gel de agarose 1% da
clonagem do gene sintético da proteina recombinante SEQ. 1D NO:A
Leishmania braziliensis em vetor de clonagem, pUCS57. MNa canaleta 1
encontra-se o plasmideo (2710pb) com o gene sintético da SEQ. 1D NO:1
(1887pb) inserido, na canaleta 2 estd o plasmideo digeride com as
enzimas EcoRl e Hindlll & o fragmento de 1887pb liberado e na canela M

estd o0 marcador de peso molecular.

45. Figura 9 — Mostra a andlise em gel de agarose 1% da confirmacéo
da subclonagem do gene sintético SEQ. 1D NO:1, que expressa a SEQ. 1D
MNO:2, em vetor de expressdo pET30b (5421pb) entre os sitios de restricdo
das enzimas Mdel e Kpnl. Na canaleta 1 esta o plasmideo com o gene
inserido, na canaleta 2 o plasmideo digerido e o fragmento do gene SEQ.
ID NO:1 de aproximadamente 1887pb liberado e na canaleta M encontra-

se o marcador de peso molecular.

46. Figura 10 — Representa a analise em gel de agarose 1% da reacdo
de PCR feita com as construgbes em vetor pET30b com os primers do
wvetor, T7 promotor e T7 terminador. Ma canaleta M esta o marcador
molecular 1 kb DNA ladder, na canaleta 1 a construcdo da proteina
recombinante LbBHDAC1 em vetor pET30b, na canaleta 2 a construcdo da
proteina recombinante SEQ. ID NO:1 em vetor pET30b e a canaleta 3 é o

controle negativo.

47. Figura 11 —Traz a andlise em gel de agarose 1% da reacio de PCR
das construgdes das proteinas recombinantes com os primers especificos
de cada gene. Na canaleta M encontra-se o marcador de peso molecular
1 kb DNA ladder, na canaleta 1 esta o produto da PCR da construgio em
vetor pET30b com os primers da SEQ. 1D NO:3, as canaletas 2 e 3 sdo os

controles negativos das reacbes de ambas as construcbes e na canaleta

Petsghio BTIZ20001854, de 130T/ M2, pig ITHWHT



14/32

4 o produto da reacdo entre a construgdo SEQ. ID NO:1 e seus primers

especificos.

48. Figura 12 — Gel de poliacrilamida 10% da confirmacio da expressio
das proteinas recombinantes SEQ. 1D NC:3 e SEQ. ID NO:1 em E. coli e
a confirmac8o por western blofting com anticorpo anti-his que se liga a
cauda de histidina presente nas proteinas recombinantes. As canaletas da
proteina soro albumina bovina (B5A) e LicNTPDase 2 (E-NTPDase 2 de
L. infantum chagasi) foram as referéncias de peso molecular utilizadas na
eletroforese. As canaletas das fragbes obtidas no processo de lise para
purificacdo das proteinas estdo identificadas com “CI" para corpos de
inclusdo, “F5” para a fraclo solivel e L1 & L2 para as lavagens feitas
durante o processo de purificagdo. O western blothing foi realizado com as

fragbes dos corpos de inclusdo das duas proteinas recombinantes.

49. A Figura 13 e a Figura 14 trazem, respectivamente, os perfis de
purificacdo das proteinas recombinantes SEQ. |ID NO:1 e SEQ. ID NO:3,
a partir dos corpos de inclusdo (CI), realizada em cromategrafia de
afinidade e a analise em gel de poliacrilamida 10% de cada uma das
fragbes obtidas ao longo do processo de purificacéo: lise, lavagens, corpos
de inclusdo, filrado, volume n3o ligadoe e proteina purificada. Mo
cromatograma, a linha azul continua (pico), representa a absorcdo em UV
a 280 nm e a linha verde representa a eluicio das proteinas recombinantes
com imidazol, que ocorre na concentracdo no ponto maximo da linha

verde, correspondente & concentracdo maxima de imidazol.

50. AFigura 15 e a Figura 16 apresentam a analise da reatividade das
proteinas recombinantes SEQ. ID NO:3 e SEQ. ID NO:1, respectivamente,
nos testes de ELISA com soros de cdes sadios e de cies com LVC.
Diferentes concentractes e diluiches de soros de cies sadios e infectados
com Leishmania foram testados. A linha que liga os soros positivos e

negativos de uma mesma diluicdo representa a diferenca entre as médias
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de positivos e negativos (valores indicados nos graficos). A leitura das
placas foi realizada a 492 nm em leitora de microplacas e os dados

analisados utilizando o programa GrapPad PRISM 7.

51. Figura 17 — andlise da reatividade de uma proteina recombinante,
utilizando 48 cdes saudaveis, denominados como negativos, 80 cdes
positivos para LVC, denominados como positivos e 24 cles positivos para
Doenca de Chagas e negativos para LVC. O ELISA foi feito utilizando o
antigeno recombinante SEQ. 1D NO:1 0,1 pg/pL e a diluico de soro 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 meédia dos resultados e as hastes representam o ponto mais
alto & o mais baixo de cada grupo de soros. O cui-off usado foi 0,6405;
representado no grafico pela linha pontilhada, e foi definido pelo maior
valor para o indice de Youden (J = (sensibilidade + especificidade) — 1).
Desta forma, o diagnostico apresentou sensibilidade igual a 85,14% e

especificidade igual a 95,83%.

52. Figura 18 — Resultado da técnica do mapeamento de epitopos da
proteina recombinante SEQ. ID NO:3. Em A estda o microarranjo do
conjunto de soros negativos; em B o microarranjo do conjunto de soros
positivos para a doenca de chagas (DC); em C o microarranjo do conjunto

de soros positivos para a leishmaniose visceral canina (LVC).

53. Figura 19 — Resultado do mapeamento de epitopos da proteina
recombinante SEQ. 1D MO:1. Em A o microarranjo do conjunto de soros
negativos; em B o microarranjo do conjunto de soros positivos para a DC

e em C o microarranjo do conjunto de soros positivos para a LVC.

54. Figura 20 — Graficos das partes imunogénicas mapeadas, sendo o
eixo y a intensidade de fluocrescéncia emitida (a.u.) & no eixo x a sequéncia
de aminodcidos das proteinas SEQ. ID NO:1 e SEQ. ID NO:3, ressaltando

as principais sequéncias reconhecidas nos diferentes grupos de soros.
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53. A Figura 21 e a Figura 22 trazem o alinhamento das partes
imunogénicas mapeadas, com as suas respectivas proteinas
recombinantes, feito com o programa Geneious Alingment, utilizando a
matriz de substituicio BLOSUM 62.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

56. Esta invencio refere-se a familia das HDACs de Leishmania
braziliensis, Leishmania infantum, Leishmania major, Leishmania
donovani, Leishmania mexicana, em suas formas recombinantes, bem
como o uso destas proteinas recombinantes e de suas partes
imunogénicas. Atraves de processos de amplificacéo génica com primers
especificos, as sequéncias de nucleotideos dos genes codificantes das
HDACs s3o amplificadas e clonadas em vetores de expressdo com as
modificacbes necessarias para a aplicacdo antigénica. Assim, os genes
destas proteinas sfo expressos de forma heterdloga, permitindo a
purificacdo das proteinas recombinantes por cromatografia de afinidade.
Apds serem purificadas, estas proteinas recombinantes e suas partes
imunogénicas podem ser utilizadas de forma satisfatéria no diagnéstico de
leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral canina por ELISA
indireto, em kits de diagnostico imunoldgico e busca de anticorpos anti-
histonas deacetilases, ou contra as partes imunogénicas, em amostras
biologicas de humanos ou animais. Além disso, estas proteinas
recombinantes e suas partes imunogénicas podem ser aplicados em
composicbes vacinais, que servem para o tratamento ou prognodstico de

leishmaniose tegumentar e/ou leishmaniose visceral em humanos e cées.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAQ

57. Apresente invencio refere-se a proteinas recombinantes da familia
de histona deacetilases de L. braziliensis, produzidas em E. col,
representadas pelas sequéncias SEQ. 1D NO:1, SEQ. ID NO:2, SEQ. 1D
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NO:3, SEQL ID NO:4, SEQ. ID NO:5, SEQ. ID NO:6, SEQ. ID NO:7, SEQ.
ID NO:8, e de Leishmania de outras quatro espécies de Leishmania (L.
infantum, L. major, L. donovani e L. mexicana) representadas pelas
sequéncias SEQ. ID NO:9, SEQ. ID NO:10, SEQ. ID NO:11, SEQ. ID
MNO:12, SEQ. ID NO:13, SEQ. 1D NO:14, SEQ. 1D NOC:15, SEQ. ID NO:16,
SEQ. 1D NO:1T, SEQ. ID NO:18, SEQ. ID NO:19, SEQ. ID NO:20, SEQ.
ID MO:21, SEQ. ID NO:22, SEQ. ID NO:23, SEQ. ID NO:24, SEQ. ID
MO:25, SEQ. ID NO:26, SEQ. ID NO:27, SEQ. 1D NO:28, SEQ. ID NO:29,
SEQ. 1D NO:30, SEQ. ID NO:31, SEQ. ID NO:32, SEQ. ID NO:33, SEQ.
ID MO:34, SEQ. ID NO:35, SEQ. ID NO:36, SEQ. ID NO:37, SEQ. ID
M0O:38, SEQ. ID NO:39, SEQ. ID NO:40.

58. A invencao refere-se também ao uso das proteinas recombinantes
(SEQ. ID NO:1 a SEQ. ID NO:40) e das partes imunogénicas mapeadas
das proteinas recombinantes de L. braziliensis, SEQ. 1D NO:2 e SEQ. 1D
MO:4, identificadas pelas sequéncias SEQ. ID NO:41, SEQ. 1D NO:42,
SEQ. 1D NO:43, SEQ. ID NO:44, SEQ. ID NO:45, SEQ. ID NO:46, SEQ.
ID NO:47, SEQ. ID NO:48, SEQ. 1D NO:49, SEQ. ID NO: 50, SEQ. ID
MO:51, SEQ. ID NO:52, SEQ. ID NO:53 e SEQ. ID NO:54, para aplicacao
em diagndstico, progndstico & vacinas contra leishmaniose tegumentar &
visceral, pois ha reatividade cruzada com ambas doencas.

59. Ainvencdo refere-se ainda a Kit diagnostico que compreende pelo
menos umas das proteinas recombinantes HDAC SEQ ID N" 1 a SEQ ID
M® 40 e/ou pelo menos uma das partes imunogénicas SEQ ID N® 41 a SEQ
ID N® 54, ou quimeras derivadas como antigeno, o soro ou sangue do
individuo (homem ou animal) como fonte de anticorpos primarios e um
sistema de revelagdo do reconhecimento antigeno com os anticorpos
primarios. O sistema de revelacio pode ser variavel, como por exemplo,
mas ndo restrito a estes: o uso de anticorpo secundario conjugado a

enzima, molécula colorida ou fluorescente e o uso de ouro coloidal.
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60. Abaixo, a descricio de um possivel kit de diagndstico por ELISA
envolvendo as proteinas recombinantes deste pedido de patente, assim
como suas partes imunogénicas mapeadas. As proteinas recombinantes
e suas partes sdo passiveis de uso em outras versbes de Kits de
diagnostico para leishmanioses, como por exemplo, testes rapidos de

deteccdo de anticorpos especificos:

Descrigao de kit de diagnostico para Leishmanioses tegumentar e
visceral canina
61. O kit de diagndstico desenvolvide & um ensaio imunoenzimatico
(ELISA), capaz de identificar cdes soropositivos para leishmaniose. O kit
& composto por:
1. Placa de 96 pocos, ou tiras de pogos, sensibilizadas com o
antigeno HDAC — 1;
2. Solucdo de Lavagem: PBS 10x — 10-500 mL, por tiras ou
placas.
3. Diluente da amostra: PBS + agente blogueante (caseina,
albumina ou leite desnatado) 0,1-10% - 100 — 500 mL.
4. Conjugado — solugBo preparada: anticorpo anti 1gG de céo
conjugado com molécula reveladora como peroxidase, ou molécula
fluorescente ou ouro coloidal + tamp&o.
5. Soro padrao positivo e soro padréo negativo.
6.  Substrato - cromdforo — 1- 100 mL.
7. Solugio Acido sulfurico 1.5 M — 1- 100 mL.
8. Manual de Procedimento do kit de diagnéstico:

Procedimento para Realizagao do Teste de Diagnostico para

Leishmaniose Canina

62. Os componentes do kit armazenados em temperatura de 2°C a 8°C,

assim como os componentes armazenados a temperatura de -20°C,
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devem ser retirados de sua temperatura de conservacdo antes do inicio

do teste, retornando-os a temperatura ambiente apods seu uso.

63.

Impaortante: O conjugado deve ser preparado e retirado de sua

temperatura de conservacao apenas no momento de sua utilizagao, sendo

necessario o completo descongelamento para o seu preparo.

1. Vortexar a solucdo de blogueio e acrescentar a cada um dos
pocos 100 pL da solugdo de blogueio. Incubar a 25° C por 1 hora.
2. Durante o tempo de incubacio do blogueio, prepare a solugéao
de lavagem e as amostras / controles:

2.1 Preparo da Solucdo de Lavagem: Verter o conteldo dos dois
frascos do tampdo de Lavagem (10x) em 900 mL de agua
destilada.

2.2 Preparo das Amostras e dos controles: Fornecer 10 pL de
amostras positivas e negativas. Dar um spin nos tubos contendo
as amostras, e, posteriormente, acrescentar 790 pL do diluente de
amostra/conjugado 1x em cada tubo contendo as amostras
(diluicdo 1:80).

3. Apods o tempo de incubacgio do blogueio, verter o conteddo da
placa e lavar 4 vezes com tampdo de lavagem preparado acima
{200 pL / poco). Aguardar 30 a 60 segundos entre cada lavagem.
4. Distribuir nas placas sensibilizadas, 100 pL das amostras e
dos controles preparados na etapa 2, em duplicata.

OBS.: os controles negativos serio usados para o calculo do cut-
off, portanto, & recomendado anotar qual a localizacio dos
controles para facilitar a identificacao.

5. Incubar a placa com as amostras a 37 ® C por 1 hora.

6. \erter o contedido e lavar 4 vezes com tampéo de lavagem

{200 pL ! pogo). Aguardar 30 a 60 segundos entre cada lavagem.
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7. Preparo do Conjugado: Apds o completo descongelamento do
conjugado 10x, adiciona-lo a 135 mL de Diluente de
amostra/Conjugado 1x. Homogeneizar a solucdo preparada.

8. Distribuir 100 pL do conjugado preparado em cada poco.

9.  Incubar a placa a 37 * C por 1 hora. Verter o contelido e lavar
conforme descrito no item 6.

10. Distribuir 100 pL do substrato - cromdforo rapidamente em
todos os pocos. O substrato - cromdforo esta pronto para uso.
Deixar 4 temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante 10
minutos.

11. Bloquear a reacdo adicionando 50 plL do acido sulfirico 1.5
M. Em seguida, proceder com a leitura a 450 nm.

12. Os resultados obtidos na leitura a 450 nm devem ser
interpretados de acordo com o cut-off calculado para cada placa de
ELISA. Animais que apresentam valores inferiores ao cut-off sao
considerados negativos para leishmaniose, enguanto que animais
que apresentam valores acima do cut-off sSo considerados
positivos para leishmaniose. Animais com valores dentro da zona
cinza do experimento s8o considerados indeterminados e devem

ser submetidos a uma nova avaliacdo.

Calculo do Cut-off do experimento:

64. Cut-off=X + (2 x DP), sendo que:

X = média das leituras do controle negativo;

DP = Desvio Padrio das leituras do controle negativo.

65. O cut-off deve ser calculado para cada uma da placa.
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Calculo da fona Cinza do experimento:

66. Limite inferior = (cut-off) — (0,1 x cut-off)
67. Limite superior = {cut-off) + (0,1 x cut-off)

68. Messa faixa da zona cinza, os resultados s3o considerados
indeterminados e devem ser submetidos a uma nova avaliacio.

69. A sequéncia de aminoacidos da proteina recombinante SEQ. 1D
NO:4 HDAC1de Leishmarnia braziliensis apresenta homologia com as
proteinas de L. major (LmjF_21.0608), L. mexicana (LmxM.21.0608), L.
infanfurm  (LINF_210012400) e L domovarni (LABPK_210740.1) que
apresentam, respectivamente, 91,868%, 86,71%, 91,69% e 91.69% de
identidade guando comparadas com as sequéncias de aminodcidos
naturais. A proteina recombinante SEQ. ID N* 2ZHDAC3 de L. braziliensis
possui como homologas as sequéncias de aminoacidos naturais de outras
proteinas da familia das HDACs em L. mexicana (LmxM.21.1870), L. major
(LmjF.21.1870), L donovani (LdBPK_081300.1), L infantum
(LINF_210028600), apresentando 79,62%, 80,25%, 80,41% e 80,89% de
identidade, respectivamentsa.

70. Como L. braziliensis apresenta outras duas enzimas da familia de
HDACs identificadas em seu genoma, a sequéncia destas proteinas
recombinantes também foi comparada com as demais HDACs
identificadas nas outras espécies (Figuras 1 e 2). Quando comparada a
SEQ. ID NO:8 de L. braziliensis, com as demais proteinas de outras
espécies, esta apresenta os seguintes valores de identidade: L. mexicana
(LmxM.08.1090) 79,41%, L. major (LmjF.08.1090) 80,13%, L. donovani
(LABEPK_081000.1) 79,97% e L. infantum (LINF_080015600) 78,01%. Ja
a SEQ. ID NO:6 de L. braziliensis possui 90,07% de identidade com a L
mexicana (LmxM.24.1370), 93,09% com a L. major (LmjF 24.1370) e L
donovani  (LABPK 2414101} e 9355% com a L infantum
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(LINF_240019100). Assim, as identidades de sequéncia de aminoacidos
entre as HDACs das diferentes espécies de Leishmania varia de cerca de
70% a mais de 90%.

1. As sequéncias naturais dos genes de HDACs das diferentes
especies de Leishmania citadas neste documento de patente podem ser
encontradas no banco de dados de tripanossomatideos TriTrypDB. Para
a obtencBo das proteinas recombinantes, foram feitas virtualmente
construcbes em vetores de expressdo para a producdo das HDACs
recombinantes (Figuras 3, 4 e 5). Através de processos de digestio e
clonagem in silico, utilizando o programa Geneious Prime (v. 2021.0.3), as
sequéncias de interesse foram inseridas entre os sitios de enzimas de
restricio desejadas.

72. Em comparacdo 4as sequéncias naturais, as sequéncias
recombinantes das HDACs de Leishmania, deste pedido de patente,
possuem modificacties nas porgies amino e carboxi terminal. As HDACs
recombinantes de L. major, L. donovani, e trés HDACs de L. braziliensis e
L. mexicana sofreram as mesmas modificacbes ao terem as suas
sequéncias adicionadas no vetor de expressdo pET30b, entre os sitios das
enzimas de Ndel e Kpnl. Na porcdo amino terminal sdo adicionados 5
pares de base (pb) antes da sequéncia codificante das proteinas e na
porcdo carboxi terminal 102 pb apds a sequéncia génica. Dessa forma, as
proteinas clonadas entre estes sitios de restricBo possuirdo 34
aminodcidos a mais em sua sequéncia recombinantz. Entre estes
aminodcidos adicionados esta presente uma cauda de seis histidinas
(carboxi terminal), gue permite a purificacdo destas proteinas
recombinantes através de cromatografia de afinidade por niquel.

3. A SEQ. 07 de L. braziliensis sofre diferentes modificacbes em sua
sequéncia por ser adicionada em outro vetor de expressao, o pET21b,
entre os sitios das enzimas de restricdo BamHl e Xhol. Assim, sao

adicionados 42 pb na porgio amino terminal e 27 pb na porgdo carboxi
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terminal, resultando em 22 aminodcidos a mais em sua sequéncia. Ja a
SEQ. 35 de L. mexicana e adicionada entre os sitios de restricdo de MNhel
e BamHI, resultando em 9 pb adicionados na porgéo amino terminal e 69
pb na porcdo carboxi terminal, o que adiciona 25 aminodcidos em sua
sequéncia proteica. Em ambas as construcbes sdo adicionadas uma
cauda de seis histidinas carboxi terminal.

74. A presente tecnologia pode ser mais bem compreendida atraves das
informacbes a seguir, que apresentam formas de concretizacdo néo

limitantes da invencao.

Construgao dos genes sintéticos para expressao das proteinas
recombinantes SEQ ID. NO:1 e SEQ ID. NO:3 de L. braziliensis

73. As sequéncias génicas das proteinas recombinantes de L
braziliensis, foram enviadas para a sintese quimica da sequéncia de DNA
codificante com cédons otimizados para expressdo em sistema de E. coll,
e estes foram sub-clonados no vetor de expressdo por uma empresa

especializada neste tipo de sintese e sub-clonagem (Figuras & a 9).
Manipulacéao dos genes sintéticos

76. Os vetores de clonagem e de expressio contendo os genes
sintéticos das proteinas recombinantes foram recebidos licfilizados. Em
seguida, os micro tubos contendo as construgtes em vetor de clonagem
foram armazenados a —-20°C e os micro tubos contendo a construgio em
vetor de expressdo pET30b foram centrifugados a 6.000 x g por 1 minuto
a 4 °C, suspendidos em 20 pL de agua estéril, homogeneizados em vartex
por 1 minuto, incubados a 55°C por 15 minutos & armazenados a -20°C.

77. Logo depois, para cada construgéo foi feita uma transformacio por
chogue térmico em culiuras de células E coli DH5a competentes. Os
tubos de células foram colocados em banho de gelo por 20 minutos e apds
este tempo foi realizado o choque térmico a 42°C por 1 minuto & meio,

seguidoc de resfriamentc em gelo. Apds o chogue térmico foram
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acrescentados 800 pL de meio de cultura Luria-Bertani (LB) (1% triptona,
0.6 % extrato de levedura, 1% MaCl, pH 7.5) a cada micro tubo e estes
foram incubados sob agitacdo por 1 h, a 37 °C, a 180 rpm. Passado o
tempo de incubacio, os tubos foram centrifugades a 10.000 x g por 1
minuto a 4°C e o precipitado foi plagueado em meio LB sdlido (LB e 2% de
dgar), com antibidtico (Canamicina 50 pg/mL) e incubado a 37°C overnight
(SAMBROOK, J.; RUSSELL, D. W. Molecular cloning: a laboratory
manual. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001).

76. Apds a incubacdo, coldnias isoladas de cada placa foram
selecionadas e inoculadas em 4 mL de meio de cultura LB com antibidtico
{Canamicina 50 pg/mL). Os tubos foram incubados & 37°C overnight, sob
agitacdo de 180 rpm. Com os indculos foi feita extracao de DNA plasmidial
com o Kit de extracdo, segundo as instrucBes do fabricante.

79. Apods a extracio do DNA plasmidial contendo os genes sintéticos,
as construcbes foram confirmadas por reacio em cadeia da polimerase
(PCR), utilizando 1 pL do DMNA plasmidial, 10 pL Green PCR Master Mix
(2x), 1 pL iniciador T7 promotor SEQ. IDNO: 55, 1 pL iniciador TTSEQ.
IDNO: 56 e 7 pL de dgua para completar 20 pL de reacdo. A reacdo foi
realizada em termociclador da seguinte forma: desnaturac&o inicial a 95°C
por 5 minutos; 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, anelamento
de primers a 55°C por 20 segundos e extensdo a 72°C por 2 minutos e 30
segundos; finalizando com uma extensdo final 72°C por 7 minutos.
Tambeém foi feito um controle negativo da reaclo, com todos os seus
componentes, menos o DNA plasmidial.

80. Os produtos da reacio de PCR foram analisados por eletroforese
em gel de agarose 1% com tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE) 1 (0,89 M
Tris; 0,02 M EDTA e 0,89 M acido barico, em dgua deionizada, pH 8.4) e
corado em solugdo de brometo de etidio (SAMBROCOK, J.; RUSSELL, D.
W. Molecular cloning: a laboratory manual. Mew York: Cold Spring Harbor

Laboratory Press, 2001) para a verificacio da formacdo de uma banda
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correspondente ao tamanho 1705pb para a SEQ. IDNO:3 & 0 3120pb para
SEQ. ID NO:1 aproximadamente, ufilizando os primers especificos do
vetor pET30 (Figura 10). A mesma reacdo foi feita para os primers
especificos das proteinas recombinantes SEQ. ID NO:1 e SEQ. ID NO:3
(Figura 11). A eletroforese foi feita a 100 V, utilizando como tampao de
corrida TBE 1X.

Producéo das proteinas recombinantes SEQ. 1D NO:1 e SEQ. ID NO:3

de Leishmania braziliensis em sistema procarioto

81. A fim de avaliar qual seria a melhor condicdo de expressdo
heteraloga das proteinas, foram testadas diferentes concentracbes de
IPTG (0,25 mM, 0.5 mM, 0.8 mM e 1,0 mM), diferentes tempos de indugio
(1a4 hdeinducio) & meios de cultivo, LB ou 50C (2% de triptona, 0,5%
de extrato de levedura, 10 mM de NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgClz, 10
mM de Mg50s e 20 mM de glicose). Apds a inducéo da expressdo das
recombinantes, foram feitas analises por quantificacdo de proteinas pelo
método de Bradford (BERADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for
the guantification of microgram quantities of protein utilizing the priciple of
protein-dye binding. Ananl Biochem, v. 72, p. 248-254, 1976) e andlises
do perfil proteico por SDS PAGE 10% de acordo com {(SAMBROOK, J.;
RUSSELL, D. W. Molecular cloning: a laboratory manual. New York: Cold
Spring HarborLaboratory Press, 2001).

82. A partir dos testes de expressdo das proteinas recombinantes foi
realizada uma maior produgao de proteinas para posterior purificacao. Um
pré-inoculo comespondente a 2% do volume final de indugdo foi feito em
meio LB contendo 50 pg/mL de Canamicina (SAMBROOK, J.; RUSSELL,
D. W. Molecular cloning: a laboratory manual. New York: Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 2001) e incubado a 37°C, por 16 h sob agitacdo
a 180 rpm. Em seguida, o pré-indculo de cada proteina foi transferido para
2 L de meio LB até atingir DOG00 entre 0,6 — 0,8. Ent3o foi feita a inducio
com 0,25 mM de IPTG por 2 h a 37° a 180 rpm de agitacio. Logo depois,
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os pellets de 400 mL de inducio foram separados e armazenados a —-80°C

para posterior purificacgo.

Purificacéo das proteinas recombinantes

83. Cada pellet de cultura induzida foi suspendido em 4 mL de tampéo
de lise (tris pH 8,0 50 mM, NaCl 300 mM, imidazel 10 mM, 1 mg/mL de
lisozima e inibidores de protease — aprotinina, leupeptina e pepstatina)
(Tpg/mL), em banho de gelo por 30 minutos. Em seguida, as células foram
sonicadas em & ciclos de 10 segundos On/Off em poténcia de 10 watts e
banho de gelo. Apds serem sonicados, os lisados foram centrifugados por
15 minutos, 12500 x g a 4°C. O pellet obtido nesta etapa foi suspendido
em 20 mL de tampdo de lavagem (tris pH 8,0 50 mM, NaCl 500 mM, B-
mercaptoetanol 10 mM e ureia 2 M) e mais uma vez sonicado nas mesmas
condictes anteriores e centrifugado por 10 minutos, a 4°C a 12000 x g.
Este procedimento foi repetido mais uma vez. Por fim, o pellet foi
suspendido em 25 mL de tamp&o de solubilizacio (tris pH 8,0 50 mM, NaCl
500 mM, ureia & M) e incubado a 55°C por 30 minutos. Em seguida, a
amostra foi sonicada novamente em condictes ja citadas e centrifugada
por 20 minutos a 12000 x g, 4°C. Feito isso, a amostra foi filtrada em
membrana 0,42 pm e purificada por cromatografia de afinidade.

84. A purificacio das proteinas recombinantes foi realizada em
cromatografia de afinidade. Para a purificagdo foram utilizados dois
tampges: Tampéo A (tris pH 8,0 50 mM, NaCl 500 mM, ureia 8 M, 10 mM
de imidazol) — utilizado para equilibrar a coluna e auxiliar na interacio das
proteinas com a resina; Tamp&o B de mesma composico do tampédo A
contendo 300 mM de imidazol, utilizado na eluicBo das proteinas
recombinantes purificadas.

85. A quantificacdo das proteinas foi feita pelo método de Bradford
(BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the guantification of
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microgram quantities of protein utilizing the priciple of protein-dye binding.
Anal Biochem, v. 72, p. 248-254, 1976) em microplacas e a analise das
proteinas recombinantes feita por SD5-PAGE 10%, eletroforese capilar e
Western Blotting (SAMBROOQK, J.; RUSSELL, D. W. Malecular cloning: a
laboratory manual. New Y ork: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001).
86. Para o Western Blotting foi feita uma eletroforese em SDS-PAGE
10% com as proteinas recombinantes, sequida de transferéncia para a
membrana de nitrocelulose (Figura 12). A transferéncia ocorreu com
amperagem fixa em 210 mA por 2 h em sistema de transferéncia. Apds a
transferéncia foi realizado o blogueio da membrana de nitrocelulose com
5% de leite em pd solugio salina (Phosphate-buffered saline — PES) por
16 h, a temperatura ambiente. Depois do blogueio, a membrana foi lavada
Jvezes com PBS e Twean20 —0,05% (PB5-T) e incubada com o anticorpo
primario anti-his {produzido em camundongo) na diluicdo de 1:3000 por 2
h. Apds a incubaggo com o primeiro anticorpo, a membrana foi lavada 3
vezes com PBS-T e incubada com o anticorpo secundario anti-mouse
conjugado com peroxidase na diluicdo 1:5000 por 2 h. A revelacido foi
realizada com o substrato 3,3"-diaminobenzidina (DAB) 0,1%, 0,01% de
Hz0z em Tris 50 mM pH 7.6 até a visualizacdo de precipitado marrom. Os
mesmos procedimentos de construgdo de proteinas recombinantes,
expressao, purificacio e uso feito seguindo os passos descritos para as
SEQ ID N® 1 e 3 pode ser feito para as demais proteinas e peptideos
objetos desta patente, variando-se somente a seguéncia proteica da
HDAC especifica e dos peptideos antigénicos mapeados que podem ser

combinados em quimeras de novas proteinas recombinantes (SEQ. ID NO
5a 40).

Experimento de Demonstracao

Padronizagao do uso das proteinas recombinantes como antigenos

no ELISA indireto para detecgio de caes com leishmaniose
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87. As proteinas recombinantes foram diluidas em tampdo carbonato
01 M pH 96 em diferentes quantidades (01, 0,3 e 0,5 pg/poco) e
adicionados em placas de 96 pocos. A sensibilizacdo das placas ocorreu
a temperatura de 4°C por 16 h. Passado o periodo de sensibilizacio foi
feito o blogueio de sitios inespecificos por 1 h com solugdo BSA 3% em
PBS pH 7,6. Em seguida, foram adicionadas diferentes diluicbes dos soros
de cdes a serem testados (1:40, 1:80 & 1:160), em PBES contendo 1% de
BSA. Os soros foram incubados por 1 h a temperatura ambiente. Os
volumes de soros e antigenos para cada pogo foram fixados em 100 pL.
88. Apods a incubacdo, as placas foram lavadas 4 vezes com 200 pL de
solugdo PBS-T. Apds as lavagens, o anticorpo secundario anti-lgG de co
conjugado com peroxidase foi incubado para reagir & temperatura
ambiente por 1 h. O anticorpo foi diluido a 1:5000 em PBS com BSA 1%.
Em seguida, as placas foram lavadas 4 vezes, como ja citado. Logo
depois, a revelacdo foi realizada com 100 pL de substrate OPD (o-
fenilenodiamina 3,75 mM e 0,01% Hz0z) em tamp&o citrato fosfato (0,1 M
acido citrico, 0,2 M fosfato de sddio pH 5,0} por 10 minutos e a reaco foi
interrompida com 50 pL de Hz504 0,5 M. A leitura das placas foi realizada
a 492 nm em leitora de microplacas e os dados analisados utilizando o
software GrapPad PRISM 7.

Mapeamento de Epitopos Lineares Imunogénicos nas HDACs

89. O mapeamento dos epitopos lineares das proteinas recombinantes
foi realizado com o objetivo de investigar os determinantes da ligacao
antigeno-anticorpo, e assim possibilitar o aperfeicoamento tanto do
antigeno alvo, quanto do diagnéstico de Leishmaniose Visceral Canina
(LVC). Foram avaliadas as interacbes desses dois antigenos com
amostras de soros negativos, soros positivos-LVC e soros positives para
a Doenca de Chagas (positivos-DC). Os padroes de interacdo obtidos

foram completamente distintos entre os grupos (Figura 18 e 19). A figura
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18A apresenta o microarranjo com a recombinante SEQ. ID NO:3 contra
um conjunto de soros negativos, e foi observada uma resposta fraca de
anticorpos confra peptideos Unicos, representada por pontos vermelhos
no microarranjo. Além disso, os padries de manchas foram semelhantes
a epitopos formados por peptideos adjacentes com um motivo de
consenso. Um padrdo semelhante foi observado usando o conjunto de
positivos-DC (Figura 18B). De maneira oposta, o conjunto de soros
positivos-L\WVC apresenta resposta de anticorpo forte e complexa confra
varios peptideos Unicos. Os padries de manchas sdo semelhantes aos
epitopos formados por peptideos adjacentes com um motivo de consenso
(Figura 18C). E importante notar que o sinal de fluorescéncia dos epitopos
positivos foi muito maior que os conjuntos de soros negativos-LVC e
positivos-DC, o gque & evidenciado pela medida de intensidade de
fluorescéncia, no eixo Y de cada grafico. O aspecto semelhante pode ser
observado nas Figuras 19 A, B e C, que apresentam os microarranjos com
a proteina recombinante SEQ. 1D NO:1.

90. AFigura 20 compara as respostas dos anticorpos de cada conjunto
de soros (negativo, positivo-DC e positivo-LVC) contra peptideos dnicos
dos antigenos recombinantes. O grupo de soros positivos-LVC {(vermelho)
mostrou uma resposta lgG significativamente mais forte & mais complexa
com varios epitopos Unicos, em comparacdo com as respostas fracas a
moderadas do conjunto sérico de cies negativo (roxo) e positivo para a
doenca de Chagas (verde). Este dltimo grupo interagiu
predominantemente com peptideos Unicos, o que sugere eventos de
ligacio menos especificos ou reacdes cruzadas de anticorpos.

91. As principais interactes presumidas dos conjuntos de soros estéo
resumidas na Tabela 1. Foram identificadas duas sequéncias presumidas
no conjunto de soros negativos (EHSIATASGTL e DDDKA) & uma
sequéncia de peptideo dnica (VEELMAYHTDTYLAN) para a SEQ. 1D

MO:3. Considerando que a sequéncia DDDKA & um artefato do vetor de
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expressdo utilizado para produzir o antigeno recombinante, supbe-se que

essa, juntamente com as demais regibes sejam as principais responsaveis

pela ocorréncia de falso-positives no diagnéstico utilizando este antigeno,

tendo impacto sobre a especificidade do teste. Ja a SEQ. ID NO:1 néo

apresentou nenhuma interagdo nesse grupo de soros negativos.

Tabela 1: Epitopos mapeados nas proteinas recombinantes e suas

principais interages presumidas nos conjuntos de soros testados.

Conjunto
de soros
MNegativos

Positivos —
DCc

Posifivos —
LvVC

Epitopos
Presumidos
EHSIATASGTL,
*DDDKA

LVRPPGHHAG
FDMN,
AALLSADAVEP

YIDID

MLDHVSPDA,
TID, DTIDQLD,
DGTESVEYD,
DDTEIAALFGY
DL

Interagdes Peptidicas
Unicas
VEELMAYHTDTYLAN

PROVGYGRGRYYSMN,

*TDDDDKAMADIGSEF
ESPLIRPSLLPFLTF,
PTLAAWSKSGVAPTF,
AGEYERFPARLQSTID,
AEMPTADKEDVTAED,
AVMRALLESSGFFPGD

Antigeno
Avaliado
SEQ. ID
NO:3
SEQ. ID NC:1
SEQ. IDNO:3

SEQL ID NO:A

SEQ. ID NO:3

SEQ. ID NC:A

*Sequéncias que pertencem ao vetor de expressdo pET utilizado para

produzir as proteinas recombinante.

Penclo ETIZNEMIESE de 13072022 nda 44567
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92. Em relacdo ao conjunto de soros positivos para doenca de Chagas,
a proteina recombinante SEQ. ID NO:3 apresentou duas interaces
peptidicas Unicas, PRDVGYGRGRYYSMN e TDDDDKAMADIGSEF,
sendo a dltima sequéncia também um artefato do vetor de expressao
utilizado para expressar a proteina recombinante, que foi mapeado pela
técnica utilizada. A proteina recombinante SEQ. 1D NO:1 apresentou cinco
sequéncias com interactes peptidicas unicas (ESPLIRPSLLPPLTP,
PTLAAWSKSGVAPTP, AGEYERPARLQSTID, AEMPTADKEDVTAED,
AVMRALLESSGFPGD) e duas sequéncias de epitopos presumidos
(LVRPPGHHAGPDN, AALLSADAVEP). Supde-se gue essas regibes
sejam as principais responsaveis pela ocormréncia de falso-positivos e
reactes cruzadas para a doenca de Chagas no diagndstico.

93. MNo conjunto de soros positivos-LVC foi identificada uma sequéncia
de epitopo presumida para SEQ. ID MO:3 (YIDID} e cinco para a SEQ. ID
MNO:1 (MLDHVSPDA, TID, DTIDQLD, DGTESVFYD, DDTEIAALFGVDL).
O mapeamento de epitopos e os experimentos de diagndstico por ELISA
mastram que existe uma resposta imune de anticorpos contra as proteinas
alvo desta patente, sendo elas entdo imunogénicas. Assim as mesmas
podem ser usadas para composigbes vacinais, pois induzem resposta

imune especifica.

Utilizagcao das proteinas recombinantes como antigenos no ELISA

indireto para detecgao de caes com leishmaniose

94. Apds a purificacio das proteinas recombinantes, guantificacio e
analise da pureza, as proteinas foram diluidas em tamp&o carbonato 0,1
M pH 9,6 em diferentes guantidades (0,1 pg, 0,3 pg & 0.5 pg/poce) e
adicionados as placas de 96 pogos. A sensibilizacdo das placas ocorreu a
temperatura de 4°C por 16 h. Passado o periodo de sensibilizagio foi feito
o blogueio de sitios inespecificos com solugdo BSA 3% em PBS pH 7.6

por 1 h. Em seguida, foram adicionadas diferentes diluictes dos soros de

Petuglin EMIZAMI RS, de L30T 222, pdg. 43067
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caes (1:40, 1:80 e 1:160) e a placa foi incubada por 1 h a temperatura
ambiente.

95. A reatividade da proteina recombinante SEQ. ID NO:1 foi avaliada
utilizando 48 soros de cdes saudaveis (negativos), 80 soros de cies
positivos para LVC (positivos) e 24 soros de cées positivos para a doenca
de Chagas e negativos para LVC.

96. Apds a incubacio foram feitas 4 lavagens em cada placa com 200
pL de solugdo PBS-T. Depois das lavagens o anticorpo secundario anti-
lgG de cdo conjugado com peroxidase, diluido 1:5000 em PBS/BSA 1%
foi incubado para reagir & temperatura ambiente por 1 h. Em seguida,
foram feitas mais 4 lavagens como citado. Logo depois, a revelacao foi
realizada com 100 pL de substrato OPD em tamp@o citrato fosfato por 10
minutos. A reacdo foi interrompida com 50 plL de HzS04 0,5 M. A leitura
das placas foi realizada a 492 nm em leitora de microplacas e os dados
analisados utilizando o programa GrapPad PRISM 7.

97. AFigura 17 demonstra a reatividade da proteina recombinante com
os soros testados e o maior coeficiente de reatividade para os soros
positivos, ao mesmo tempo que os soros negativos permanecem abaixo
do valor de cut-off estabelecido, 0,6405. Este diagndstico apresentou uma
sensibilidade de 85 14% e especificidade de 95,83% e acuracia geral de
96, 74%.

Petghio ETIINM RS, de 130T/ 2IEE, pdg. 4667
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Andlise de reatividade de uma proteina recombinante utilizando 48 soros de cdes saudaveis,
denominados como negativos, 80 soros de cdes positivos para LVC, denominados como

positivos e 24 soros de cées positivos para Doenca de Chagas e negativos para LVC
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O ELISA utilizando o antigeno recombinante SEQ. ID NO:1 0,1 pg/uL, dilui¢do 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 Indice de Youden (J =

(sensibilidade + especificidade). Fonte: Figura 17 da patente.
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Abstract: ENTPDases are enzymes known for hydrolyzing extracellular nucleotades and playing an es-
scotial role in controlling the nucleotide signaling via nuclootide/purinergic receptors P2. Morcover,
ENTPDascs, togcther with Ecto-5 -nuclootidase activity, affect the adenosine signaling via P1 receptons.
These signals control many biological processes, ncluding the immunc system. In this coatext, ATP is
consadered as a trigger to inflammatory signaling, while adenosine (Ado) induces anti-m lammatory re-
P The tryp ws Leishmania and Trypanasoma cnezi, pathogenic agents of Lexshmaniasis
and Chagas Disease, respectively, have thesr own ENTPDases named “TpENTPDases,”™ which can af-
foct the nuclootide signaling, adhcsion and infoction, in order to favor the parasite. Besides,
TpENTPDascs arc cssential for the parasite nutrition, since the Punne De Novo synthesis pathway s
absent in them, which makes these pathogens dependent on the intake of punnes and nuckopunnes for
the Salvage Pathway, in which TpENTPDuases also take place, Here, we review mformation reganding

ARTICLE HISTORY

l. mwmwmmmm

@ oo

while pomnting to future developments,

TpNTPDases, including their known biological roles and their effect on the puninergic swulnf, We
also highlight the roles of these enzymes in parasil

Y

and their biotechnological applicatioas,

Keywords: ENTPDases, Purinergic signaling, Leishmaniasis, Chagas Discase, Parasites, Biotechnology.

L INTRODUCTION

Nuclcoside triphosphate  diphosphohydrolases  (NTP-
ascs) belong to the CD39 gene family. They have been
characterized by the presence of five apyrase conscrved re-
gions (ACR1 to ACRS). They also catalyze the hydrolysis of
tri- and diphosphate nucleosides to their monophosphate
forms, Ecto-5"-nuclcotidases (5°-NTs), which belong to the
CD73 gene family, take these monophosphate nuclcosides 1o
hydrolyze them to nucleoside. In a highly controlled manner,
ENTPDascs and 5°-NTs arc able to modulate the nuclkotide
purinergic signaling [1, 2].

These enzymes are ubiquitously expressed from mam-
mals to uniccllular pathogens, such as the protozoan
Leiskmania genus |3), Trypanosoma cruzi [4), and the bacte-
na Legionella penumophila [5). In the CD39 gene family,
some enzymes are boculized st the cell surface (named Lcto-
NTPDases or ENTPDases), while others are localized in

Py
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intcrnal compartments of the cells [3]. In mammalian, these
ENTPDascs arc involved in the control of nucleo-
tide/purinergic signaling, which controls diverse biological
systems, such as blood clotting and the immune system (6],
These enzymes are also present in pathogens and have been
described as participants in the purine uptake by Purine Sal-
vage Pathway and in infection and virulence mechanisms [5-
10].

The roles of ENTPDascs in adhesion, infection and viru-
lence of pathogens have been studied by muny research
groups, The current understanding s that  enhanced
ENTPDase hydrolysis of ATP and ADP is associated with
the production of Ado by 5°-NT, which Icads to higher viru-
lence and plays a pivotal role on the subversion or blockage
of host-dcfense mechanisms [1, 3-6, 11-17]. At lcast part of
these effects is a consequence of the control of nucleo-
tde/purinergic signaling on host cells and tissues (Fig. 1).

It has been demonstrated that nucleotides are able to
stimulate the purincrgic P1 and P2 reecptors on the host ccll
membrane [14]. These cvents play an important role in the

© 2021 Beatham Science Poblinhers
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Latezal flow immenomassy

1. Introduction

ABSTRACT

Lateral flow immumachromategrapky is 2 widely used tecknique for immumalagical assays. Capstruction of test
and cootrol lines is mostly done by antigen adsorption to nitrocellulose membranes, a process oot fully undes-
stood. This stady aimsed to evaluate the influence of urea, salts, and Twean 20, on adsorption. The perfommance of
caning IZG in water and in buffer contzining urea and sales (pH 3] were compared to abserve if the interferants
would lead to protein stripping when challenged with increasing concentrations of Tween 20 in the laterzl flow
buffer. Immebilization of the rLINTFDaseZ, an antigen far Camine Leishmaniasis diagnosis, was evaluated and
compared to the rLBNTPDase2 by the same methed. There were na differences between adsarption coefficients of
IgG n water and in buffer, but kigh salt and urez concentrations seems to stabilize and enbance [gG immabi-
liration. Adsorption performance between canine IgG and rNTPDOeses bad different patterns, but was highly
similar between rMTPDass, indicating that protein identity may bave an important role. Alea, low concentra-
tiops of Tween 20 in the fiow solotion may aid the maimtenance of rNTFDeseZ an the srips. Our results hring
insights about protein adsorption and perspectives about the influence of wrea, salts and Tween 20 on this
process.

immobilization has been mostly done by direct adsorption but there is
still some debate about the mechanism of this process [%,10]. It has been

Lareral flow immunochromatography is 2 technique ueed to perform
immunalogical assays on solid surfaces. This method has been used for
the development of diagnostic tests, given itz low cost, easy handling,
speed, robusmess, independence of equipment and availability for direce
point of care use [1-4). The immunochromatographic syetem iz
compoeed by different matrices, each one with specific roles. Generally,
the reaction matrix consists of a nitrocellulose mambrane [3_,5]. Nitro-
cellulose in 2 polymer myntherized by the reacdon of celluloge with nitric
acid, in which the celluloge hydroxyl groups are replaced by nicate
groups [6]. The main advantager of this material are high protein
binding capacity, high capillary flow and low cose [7,E].

The performance of lateral flow devices iz highly dependent on the
capture agent's immobilization on the test and control lines. The

* Comesponding anthor.
E-mml midrese nfettafufy br (1L Fista).

theorized thar it counld be a result of hydrophobic interactions betwesn
the mambrane and hydrophobic regions of the procein, and elsctrostatic
interactions between the dipoles of nitrocellulose mitrace groups and
thoss intrinzic to the protein maolecule; both these interactions could be
dghtened by hydrogen bonds [6,10-12]. It iz imporman: to note thar
these hypotheses are not self-sxcluding and that they may be more or
lesz invobred in the process, according to the specific characteristics of
the protein to be immobilized.

Congidering the namres of the interactions involved in adsorpdon,
substances that might impose obatacles on the interactions between
protein and membrane can be expected ag interferents of the binding
procers. Some of these substances have been reported: for example, re-
agents that interfere with hydrogen bonding, such 22 formamid= and
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SRPK inhibitor SRPIN340 and their potential use as vaccine adjuvant

Flavia Camneiro Mendes =, Jamine Cerqueira d= Parva®, Eld Quntas Gongalves da Silva ®,

Marcus Febougas Santoz %, Graziels Domingues de Almeids Lima =, Gabriela Alves hMoreirs =,

Lucas Viana Gomes Silva®, Joice de Melo Agripino ®; Ana Paula Martins d= Souza®,

Tiago Antonio de Oliveira Mendes ®, Mariana Machado-Meves °, Robson Bicardo Teixeira®,

Abelardo Silva-Jinior®, Juliana Lopes Rangel Fistto ", Leandro Licurs de Oliveira®,

Gustavo Costa Bressan ™

& Dnfprridade Federal de Wous, Deparmmarze & Hondimiza ¢ Mologis Selemlar, ¥igacs, N SrasD

N resepidads Fedmal £ Vipars, SMpameTany & Sislapia Geral Vipees, M5, Srass

* Ptnorridiods Fedena dr Vioous, Dvpormmesm dr {fidieics, Wioarg, MG, SracT

L reseridads Fedmal £ Vipars, SMpameTanm & Vemrinétis, Vioas, MG, Enasl
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1. Imtroduction

SRPK are oo af the main families of kinases responsible for phos-
phorylacing sering argining-rich residuss, being 5B proteing their prio-
cipal m@Ergets. 5E proteins are important family of splicing factors, SRPK
are known by their capacity of regulating the experessicn of geoe iso-
forms implicared to cancer [1-3] and diseases associated to infections
processes [4]. In cancer, SEPK modulate the expression of pro-oncogenic
izoforms of genes soch as VEGF, MBIMEZ, TGFfl and 5681, which can
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alzo have & role in the context of Immeme modularion [5 12]. SRFE
artivity has also beon related ta replication capacity of different vimas,
incloding hepatitic B vins, heman papillamavims, bepatitis © vinas,
EARS-CoV, Ebcla wims, and hepes simplex wvims-1, SARS-Cav-2

[1=-21].

SRFE] acd ERFEZ are part of the pathway EGFR,/FI3K AKT, SEFKS
=R, which is known to cannect the EGF signal to splicing activity in the
ouclans [22]. Both SRPEL and SEFRZ have also been related o MEeB
tracscriptian factar coetral [11,12,73-75], wherein the most recent
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