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RESUMO

Apesar da vacinacdo ser considerada a melhor estratégia para prevenir a
infeccdo por Leishmania, ndo existe até o0 momento nenhuma vacina segura e
eficaz para uso humano disponivel. As vacinas atenuadas, consideradas
padrdo-ouro para protecdo contra patdgenos intracelulares, tém sido
largamente estudadas como estratégia de imunizacdo contra as leishmanioses.
Dessa forma, com o objetivo de obter uma cepa atenuada de Leishmania, foi
realizado o nocaute do gene Kharonl (Khl) em L. infantum, o qual foi descrito
como sendo essencial para citocinese das formas amastigotas de L. mexicana.
Os mutantes LiKh1” foram obtidos com sucesso por meio de recombinacéo
homéloga e a delecdo de ambas as coOpias do gene foi confirmada por PCR,
gPCR e Southern blot. Em seguida foram também obtidos mutantes
complementados nos quais o gene Khl foi reinserido nos parasitos LiKh1™”
(add-back). Apesar das formas promastigotas dos mutantes LiKh1™ n&o
apresentaram alteracdo do crescimento quando comparadas com LIWT,
parasitos LiKh1” apresentam alteracdo morfolégica, que ndo é detectada nos
parasitos complementados. Apesar de Khl estar indiretamente relacionado
com o transporte de glicose, os mutantes LiKh1” ndo apresentaram alteracéo
da captacdo de glicose e nem alteragcdo na sensibilidade ao antiménio. Por
outro lado, as formas amastigotas de LiKh1l” foram incapazes de manter a
infeccdo em macroéfagos humanos ou murinos, formando estruturas
multinucleadas que ndo sobrevivem por mais de 16 dias in vitro. A analise do
ciclo celular dos mutantes demonstrou que as amastigotas LiKh1” apresentam
retencdo em G,/M, confirmando que os mutantes LiKh1” apresentaram defeito
na citocinese. Os parasitos deficientes em Khl também possuem menor
capacidade de manter a infeccdo in vivo, até mesmo em camundongos
imunossuprimidos. A delecdo do gene Khl ndo interferiu na producdo de 6xido
nitrico pelos macrofagos peritoneais murinos. Os resultados obtidos in vitro e in
vivo nesse trabalho demonstram que os parasitos LiKh1l” apresentam fenétipo
atenuado, devido a alteracdo na divisdo celular. Esses parasitos poderdo ser
futuramente testados como potenciais candidatos vacinais contra as

leishmanioses.

Palavras-chave: Leishmania, Kharonl, cepa viva atenuada, vacina



ABSTRACT

Although vaccination is the most suitable approach to prevent Leishmania
infection, there is no safe and efficacious vaccine against human leishmaniasis
available. Live attenuated vaccines - golden-standard against intracellular
pathogens - also have been used as strategy for immunization against
Leishmania. In order to obtain an attenuated Leishmania parasite for vaccine
purposes, we performed KO of L. infantum Kharonl (KH1) gene - a target that
was previously associated with growth defects in the amastigote stage of L.
mexicana — by two rounds of conventional homologous gene replacement.
LiKH1" mutants were confirmed by PCR, qPCR and Southern blot. We also
generate a Kh1l add-back line with an episomal copy of Kh1l. Despite there is no
difference between the growth of LiKh1” promastigotas when compared with
LIWT parasites, we observed morphological alterations in those mutants.
Although Kh1l mediates flagellar targeting of a glucose transporter, there is no
difference in the glucose uptake of the mutants when compared with the WT
line and there is no change in the sensitivity of the parasites to antimony. On
the other hand, LiKH1” amastigotes was not able to sustain the infection in
neither human THP-1 macrophages or murine peritoneal macrophages, forming
multinucleate cells that unable to survive more than 16 days. The cell cycle
analysis of LiKh1” amastigotes shows an accumulation of cells in the G./M
phase, indicating a cytokinesis defect. The LiKH1" mutants displayed an
attenuated growth in vivo, even in immunosuppressed mice. The Khl deletion
did not interfere with the production of nitric oxide by murine peritoneal
macrophages. Taken together, these results shows that these LiKH1™"
parasites present a atennuated phenotype due to a cytokinesis defect. These
LiIKH1" parasites could be further tested as a potential vaccine against

leishmaniasis.

Keywords: Leishmania; Kharonl; live attenuated strain; vaccine
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sao um grupo de graves doencas negligenciadas, de
carater zoondtico ou antroponoético, causadas por protozoarios do género
Leishmania (Ordem Kinetoplastida; familia Trypanosomatidae) (Ross, 1903).
As leishmanioses podem ser classificadas em leishmaniose tegumentar (LT) e
leishmaniose visceral (LV) e sao transmitidas pela picada de fémeas
infectadas de insetos flebotomineos das diferentes espécies dos géneros
Phlebotomus e Lutzomyia. J& foram descritas cerca de cinquenta e trés
espécies de Leishmania, sendo que dessas, vinte e uma sao capazes de
causar doenca em humanos. Originalmente a classificacdo dos parasitos do
género Leishmania era feita com base na morfologia, na patogenia e na
distribuicdo geogréfica (Adler 1964; Lainson & Shaw 1972; Lainson & Shaw
1973). Atualmente os parasitos sao classificados em dois subgéneros:
Leishmania e Viannia, de acordo com o desenvolvimento dos parasitos no
inseto vetor e com base em marcadores moleculares filogenéticos (Lainson,
Ward, and Shaw 1987; Shaw et al. 1991; Boité et al. 2012).

11 Epidemiologia

Recentemente, 98 paises, distribuidos na Europa, Africa, Asia,
Américas e Oceania, reportaram a transmissdo endémica de leishmanioses;
doencas que afetam principalmente populagbes pobres e marginalizadas. As
leishmanioses sao a segunda doenca parasitaria que causa maior mortalidade
- cerca de 20.000 a 30.000 mortes anuais - ficando atras apenas da malaria.
Anualmente séo reportados mais de 58.000 casos de LV e 220.000 casos de
LT. Entretanto, devido as altas taxas de subnotificacdo, estima-se que
ocorram anualmente mais de 2 milhdes de casos de leishmaniose (Alvar et al.
2012; Kevric, Cappel, and Keeling 2015).

Enquanto a LT apresenta distribuicdo geografica ampla, com a maioria
dos casos ocorrendo no Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colbmbia, Ird, Siria,
Etiopia, Suddo do Norte, Costa Rica Paquistdo e Peru; a LV apresenta alta
concentracéo de casos, sendo mais de 90 % dos casos ocorrem em apenas 6

paises: India, Somalia, Suddo, Suddo do Sul, Brasil e Eti6pia (Alvar et al.
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2012; WHO, 2014). A Figura 1 esquematiza a distribuicdo geografica mundial das
principais espécies Leishmania, seus vetores e reservatorios.

No Brasil as leishmanioses sdo doencas de notificacdo compulséria e
constituem um grave problema de saude publica, estando amplamente
distribuidas por todo territério nacional (Ministério da Saude 2016). Nos
altimos anos o nimero de casos da doenga vem aumentando. No periodo de
2003 a 2007, foram reportados uma média de 3.481 casos de LV e 26.008
casos LT por ano no pais, sendo que em 2006 a taxa de mortalidade por LV
reportada no pais foi de 7,2 %. Estima-se que nesse mesmo periodo possam
ter ocorrido até 6.300 casos anuais de LV e até 119.600 de LT (Alvar et al.
2012; Karagiannis-Voules et al. 2013).

A ocorréncia dos casos de leishmaniose se correlaciona diretamente
com variaveis socioambientais e socioeconbmicas, de forma que as
populacbes pobres sdo as mais afetadas pela doenca. As areas com as
maiores incidéncias de casos de LT no Brasil sdo areas de desmatamento e
areas que apresentam clima ameno e com alta umidade. Apresenta maior
incidéncia em homens, no geral devido a exposi¢cao ocupacional (Ministério da
Saude 2013). Por outro lado, no caso da LV, o principal reservatorio € o céo, e
nos ultimos anos a doenca tem se tornado de carater eminentemente urbano.
A maior incidéncia de casos de LV ocorre em criancas menores de 10 anos,
devido principalmente a imaturidade do sistema imunolégico e a desnutricao.
(Karagiannis-Voules et al. 2013; Ministério da Saude 2014).

A busca por alternativas para controle e erradicacédo das leishmanioses
€ considerada uma prioridade pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO
2012).
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EUROPAE NORTE DA AFRICA ARABIAE ASIA

L: L. donovani, L. infantum, L. major, L. tarentolae, L. tropica L: L. donovani, L. infantum, L. major, L. tarentolae, L. tropica,
V: Phlebotomus L. turanica

R: cé@es, bovinos, equinos, gatos, humanos, lagartos, lebres V: Phlebotomus

e roedores

AMERICA DO NORTE

L: L. infantum, L. mexicana,
L. panamensis

V: Lutzomyia

R: bovinos, cdes, equinos,
gatos, humanos e lebres,

AMERICA CENTRALE DO SUL

L: L. amazonensis, L. braziliensis, L.
enrietti, L. guyanensis, L. infantum, L.
mexicana, L. naiffi L. panamensis, L.
peruviana, L. shawi

V: Lutzomyia

R: cées, cutias, equinos, gambas, gatos,
humanos, lebres, marsupiais, morcegos,
porquinhos-da-india, porcos-espinhos,
primatas, preguicas, roedores, tamanduas,
e tatus

R: cées, bovinos, equinos, gatos, humanos , lagartos, lebres
e roedores

AUSTRALIA

L: L. australienis

V: Australophlebotomus,
Idiophlebotomus

R: Cangurus

AFRICA SUBSAARIANA INDIA o .
L: L. aethiopica, L. donovani, L. major, L. L: L. donovani, L. major, L. tropica
tarentolae, L. tropica V'_ Piﬁebotomus

V: Phiebotormnus R: cdes, humanos e roedores

R: ca@es, gatos, humanos, lagartos, lebres,
procavias e roedores

Figura 1. Distribuicdo geogréfica das principais espécies de Leishmania, seus vetores e reservatorios. L: Leishmania; V: Vetores; R: Reservatorios

(Adaptado de Akhoundi et al. 2016)
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1.2 Ciclo bioldgico e interacao parasito-hospedeiro

Os parasitos do género Leishmania possuem ciclo heteroxénico, passando
por um hospedeiro invertebrado e por um hospedeiro vertebrado. Os hospedeiros
vertebrados sdo mais comumente os roedores, canideos, edentados, marsupiais,
procionideos, ungulados primitivos e primatas, incluindo o homem (Figura 1).
Os flebotomineos, insetos hematéfagos da subfamilia Phlebotominae sédo os
hospedeiros invertebrados. De forma simplificada, no Velho Mundo (Europa,
Africa e Asia) os parasitos do género Leishmania sdo transmitidos por
espécies do género Phlebotomus, enquanto que no Novo Mundo (Américas e
Oceania) as espécies do género Lutzomyia fazem esse papel (Desjeux 1996;
Quinnell and Courtenay 2009; Stockdale and Newton 2013; Akhoundi et al.
2016). Dentre as mais de 800 espécies de flebotomineos descritas,
aproximadamente 375 sédo encontradas no Velho Mundo e cerca de 464 no Novo
Mundo. Dentre estas, 31 sdo comprovadamente capazes de transmitir Leishmania
no Velho Mundo e 47 no Novo Mundo, sendo que esse numero pode ser bem
maior (Seccombe et. al 1993; Galati 2003). O esquema do ciclo da leishmaniose
pode ser observado na Figura 2.

Nos flebotomineos as leishmanias sdo encontradas como promastigotas,
moveis e delgadas, com 10 a 40 uM de comprimento, um longo flagelo em sua
porcdo anterior e nucleo arredondado na regido mediana ou anterior. O
cinetoplasto, que encerra o DNA mitocondrial, localiza-se entre a regido anterior e
0 nucleo (Hoare and Wallace 1966; Gossage, Rogers, and Bates 2003; Ambit et al.
2011; Wheeler, Gluenz, and Gull 2011).

Promastigotas dos diferentes subgéneros (Leishmania e Viannia)
apresentam comportamentos distintos em seus vetores. Espécies do subgénero
Leishmania se desenvolvem em regides do trato digestivo anteriores ao piloro, em
especial no intestino médio. Por outro lado, os parasitos do subgénero Viannia,
encontrados no Novo Mundo, iniciam seu desenvolvimento no vetor em regides
posteriores do trato digestivo e depois migram para porcdes anteriores
(Lainson, Ward, and Shaw 1987).

A multiplicacdo das formas promastigotas, por divisdo binaria simples,
ocorre no sentido antero-posterior do parasito. A diviséo e segregacéo do nucleo e
do cinetoplasto ndo ocorrem de forma sincronizada, e, em diferentes espécies de

Leishmania, esses eventos podem ocorrem em ordens variadas. Em L. major e L.
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tarentolae a diviséo do cinetoplasto se completa antes do fim da diviséo nuclear. Ja
em L. mexicana e L. donovani esses eventos ocorrem em ordem inversa. A
duplicacdo do flagelo em L. major termina antes da duplicacdo do cinetoplasto,
como podemos observar na Figura 3 (Simpson 1964; Havens et al. 2000;
Tammana et al. 2010; Minocha 2011; Wheeler, Gluenz, and Gull 2011; Ambit et al.
2011).

Fémeade Mamiferos
Flebotoml'neo REPASTO p =
Promastigota I." ﬁ \
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._t:: -\/\/\% \\\‘Lgossomo

Diferenciagdo

Figura 2. Ciclo biolégico da Leishmania. Formas promastigotas metaciclicas de
Leishmania sdo transmitidas para os hospedeiros vertebrados durante o repasto
sanguineo de fémeas de flebotomineos. As promastigotas sdo fagocitadas por
macréfagos e no interior do fagolisossomo se transformam em amastigotas. As
amastigotas se multiplicam e saem dos macréfagos, podendo infectar outros
macréfagos ou serem transmitidas para fémeas de flebotomineos. No trato digestivo
dos flebotomineos, as formas amastigotas se diferenciam em promastigotas que
passam por processo de divisdo. Posteriormente, se transformam em promastigotas
metaciclicas, infectantes, que ndo se dividem. Essas formas migram para a valvula
do estomodeu do vetor, sendo entdo transmitidas durante o repasto sanguineo
(Adaptado de Sacks & Noben-trauth 2002).
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Figura 3. Representacdo esquematica das configuragdes morfoloégicas de
promastigotas de L. major ao longo do ciclo celular. Na figura estéo representados o
namero de nucleos (N), de cinetoplastos (K) e de flagelos (F) em cada configuracao.
Também estéo indicadas as porcentagens da populagcdo correspondentes a cada
configuracdo. Os asteriscos indicam se a organela se encontra em S ou G2; M indica
mitose nuclear e K indica divisdo do cinetoplasto (D). A) Configuracdes mais
abundantes na populagdo; B) Configuracbes menos frequentes que foram omitidas

em A. (Adaptado de Ambit et. al, 2011).
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Prociclicas Nectomonadas Leptomonadas Metaciclicas
Comprimento (um) 65-115 >12 65-115 6,5-115
Largura (um) >15 > >15 <16
Relagado entre o flagelo (F) F<C F>C F>C
e ocorpo (C) -

Figura 4. Critério morfolégico usado para discriminar entre as diferentes formas
promastigotas de L. infantum. (Adaptado de Lei & Romine, 2010)

No vetor as promastigotas passam por varios estagios de desenvolvimento,
caracterizados por alteracbes morfolégicas e funcionais. Nesse processo,
denominado metaciclogénese, 0s parasitos se apresentam inicialmente como
promastigotas prociclicas, que se diferenciam sequencialmente em formas
nectomonadas, haptomonadas, leptomonadas e por fim em promastigotas
metaciclicas (Kamhawi 2006) (Figura 4). As promastigotas metaciclicas tém o
corpo pequeno, flagelo muito longo e se movimentam rapidamente. Essas formas
estdo sado transmitidas para os vertebrados pela picada das fémeas de
flebotomineos (Sacks and Perkins 1984). De forma semelhante ao que ocorre
no ciclo natural da doenca, em cultura as formas leptomonadas predominam
durante a fase logaritmica de crescimento (Lei, Romine, and Beetham 2010;
Lei et al. 2010) e as formas metaciclicas estdo presentes durante a fase
estacionaria, sendo aquelas com maior capacidade de infeccdo (Sacks &
Perkins 1984,1985; Gossage et al. 2003).

Durante o repasto sanguineo, além de inocular as formas promastigotas
metaciclicas, os flebotomineos também inoculam saliva, que tem papel
fundamental no sucesso do repasto sanguineo: nela esta presente uma
variedade de substancias, como anticoagulantes, peptideos vasodilatadores,
e substéncias para impedir a agregacao plaquetaria (Ribeiro et al. 1988;
Charlab et al. 1999; Ribeiro et al. 2003). Além disso, a saliva é responsavel
por modular a resposta imune do hospedeiro, diminuindo a ativacdo de
linfécitos T e inibindo a produgdo de oxido nitrico (NO) e peroxido de
hidrogénio (H,O,) pelos macrofagos, favorecendo a infecgdo por Leishmania
(Theodos & Titus 1993; Hall and Titus 1995; Soares et al. 1998).

24



Ao serem inoculadas no hospedeiro vertebrado, as promastigotas sao
fagocitadas por neutréfilos, que sdo as primeiras células a serem atraidas
para o sitio da picada, e posteriormente por macrofagos e células dendriticas
(Rittig and Bogdan 2000). Os neutréfilos podem também matar os parasitos
pela liberacdo de NETs (neutrophil extracellular traps) que sdo compostas de
DNA, histonas e proteinas, como a elastase (Guimardes-Costa et al. 2009;
Rochael et al. 2015). Os neutrofilos infectados podem ser fagocitados por
macrofagos e contribuem para que as leishmanias entrem de forma silenciosa
nessas células (teoria do “Cavalo de Tréia”) (van Zandbergen et al. 2004;
Peters et al. 2008; Gueirard et al. 2008; Ribeiro-Gomes et al. 2012).

Diferentes espécies de Leishmania podem interagir com diferentes
receptores do macrofago, como receptores do complemento, receptores de
manose, receptores de fibronectina ou receptores de imunoglobulinas Fcy
(Uenoa and Wilson 2013). A infectividade das leishmanias depende de varios
fatores presentes em sua superficie como por exemplo a metaloprotease
GP63 e o lipofosfoglicano (LPG), pois essas moléculas sdo importantes alvos
para varias opsoninas, atraindo neutroéfilos e mondcitos para o sitio de picada
e favorecendo a internalizacdo dos parasitos (Olivier et al. 2012). Além disso,
GP63, é um fator de viruléncia, presente em ambas formas dos parasitos
(Schneider et al. 1992), que auxilia na aderéncia dos parasitos aos
macrofagos (Brittingham et al. 1999) e também interfere em vias de
sinalizacdo dessas células (Olivier et al. 2012). O LPG também €& um
importante fator de viruléncia, sendo um dos componentes mais abundantes
na superficie das formas promastigotas (Turco & Descoteaux, 1992). Nos
hospedeiros vertebrados o LPG é responsavel, por exemplo, por prevenir a
lise dos parasitos pelo sistema complemento (Puentes et al. 1989) e por
interferir na resposta anti-inflamatéria (Becker et al. 2003).

Outros fatores importantes para internalizagcéo das leishmanias sédo: (l) a
composicdo da membrana plasméatica do macréfago, sendo o colesterol e os
microdominios de lipidio essenciais para a infeccao; e (ll) a integridade do
citoesqueleto de actina dos macréfagos (Liu, Uzonna, and Bengoechea 2012;
Duque and Descoteaux 2015; Podinovskaia and Descoteaux 2015).

Apés a internalizagdo, os fagolisossomos do macrofago contendo as
leishmanias se fundem com lisossomos, formando fagolisosomos, ricos em

enzimas hidroliticas e com baixo pH. Além disso, os macrofagos produzem
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oxido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) como por exemplo o
radical superédxido (O2), o peréxido de hidrogénio (H,O,), 0 e o peroxinitrito
(ONOQ)), que sédo responsaveis por eliminar os patégenos fagocitados (Lima-
Junior et al. 2013). Outros fatores de estresse no novo hospedeiro sao o
aumento da temperatura e a mudanca na disponibilidade de nutrientes. No
entanto, a Leishmania desenvolveu uma série de mecanismos para sobreviver
e replicar nesse microambiente hostil: as promastigotas se diferenciam em
formas amastigotas, que sdo arredondadas e medem de 3 a 4 uM. Possuem
nucleo grande e arredondado, cinetoplasto em bastonete e flagelo vestigial
intracitoplasmatico, que raramente pode ser observado. As amastigotas possuem
taxas de crescimento mais baixas e um metabolismo distinto, com diminuig&o
da utilizacdo de glicose e aminoacidos e aumento da B-oxidacdo de acido
graxos (Mcconville et al. 2007; Naderer and Mcconville 2008; Naderer and
Mcconville 2011; Podinovskaia and Descoteaux 2015).

As leishmanias possuem uma via antioxidante Unica e muito eficiente,
que se baseia na sintese e reducdo da tripanotiona, que reduz as espécies
reativas de oxigénio produzidos pelo macréfago. As leishmanias também
expressam a enzima ferro-superoxido dismutase, que transforma o O, em
H,O,; e as enzimas triparredoxina e peroxirredoxina, as quais tém importante
papel na reducdo do H,O, (Krauth-siegel and Comini 2008; Assche et al.
2011).

Outros mecanismos de escape utilizados pelas leishmanias incluem a
interferéncia na sinalizacédo celular dos macréfagos; a subversao das vias de
sinalizacdo dos receptores Toll-like; a contencdo do processo inflamatério; o
controle da apresentacdo de antigenos; a reducdo da ativacdo dos
macrofagos; a modulacdo da producdo de citocinas e quimiocinas; a
modificacdo das respostas de linfécitos T e a inducdo de autofagia (Gupta,
Oghumu, and Satoskar 2013; Podinovskaia and Descoteaux 2015).

O tamanho do vacuolo parasitoforo pode variar, dependendo da espécie
de Leishmania. Enquanto que para L. donovani, L. major e L. infantum cada
parasito se encontra em um pequeno vacuolo, parasitos das espécies L.
amazonensis e L. mexicana se encontram em um Unico vacuolo grande,
comum para todas as amastigotas presentes naquela célula (Antoine et al.
1998; Courret et al. 2002). ApoOs sucessivas multiplicacdes das amastigotas no

interior dos macrofagos ocorre a Ultima etapa no ciclo de vida das leishmanias: a
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liberacdo das amastigotas, as quais podem ser entdo internalizadas por outros
macrofagos ou infectar flebotomineos durante o repasto sanguineo. A liberacéo
pode ocorrer com ou sem morte da célula hospedeira. Ao evadir, as leishmanias
retém componentes da célula hospedeira em sua superficie (de forma que néo
ocorre exposicdo ao meio extracelular) e sdo seletivamente internalizadas por
macréfagos adjacentes. Essa transferéncia célula-célula também constitui um
ponto fundamental para o estabelecimento do parasito no hospedeiro, pois permite
escapar do sistema imune e modular a producéo de citocinas (Real et al. 2014).

1.3 Formas clinicas

As leishmanioses podem se manifestar de diferentes formas, que séo
didaticamente divididas em leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral
(LV). Tanto a LT quanto a LV sédo doengas espectrais, sendo que a LT pode ser
subdividida em leishmaniose cutanea, leishmaniose mucosa e leishmaniose
difusa; enquanto que a LV pode se apresentar como assintomatica,
oligossintomatica ou classica. Varios fatores contribuem para ocorréncia dessas
diferentes formas clinicas: caracteristicas do vetor, como composi¢do da saliva e
inéculo de Leishmania; caracteristicas da espécie de Leishmania, como tropismo e
viruléncia; e caracteristicas do hospedeiro, como a idade, o estado nutricional e o
status imunolégico (Herwaldt 1999; Murray et al. 2005; Lipoldova and Demant
2006).

A resposta imune estéa intimamente relacionada com o desenvolvimento
de diferentes formas clinicas. As respostas iniciais do sistema imune
adaptativo contra a infecgdo por Leishmania s&o protagonizadas por
neutréfilos, células dendriticas e macrdéfagos. Posteriormente ocorre a
ativacdo dos linfécitos, efetores das respostas imunes adaptativas celular e
humoral. Como a Leishmania € um parasito intracelular, a resposta humoral
nao tem papel importante no controle da doencga, e a resolugcéo da infecgcao
depende da resposta imune celular (Frederick P Heinzel et al. 1991; P. Scott
and Farrell 1998; D. Sacks and Noben-trauth 2002; Rostami et al. 2010; Scott
& Novais 2016).

Classicamente, a resposta imune protetora contra Leishmania é do tipo
Tyl (T helper 1), na qual a producdo de interleucina 12 (IL-12) por células

dendriticas ativa linfocitos T auxiliares (CD4") e linfdcitos T citotdxicos (CD8™).
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A producéo de interferon-y (IFN-y), IL-2 e fator de necrose tumoral (TNF-a)
por linfocitos T CD4" ativa macréfagos e elicita a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), resultando na morte do parasito (Frederick P
Heinzel et al. 1991; F P Heinzel et al. 1993; Sypek et al. 1993; Moura et al.
2005). Por outro lado, um aumento da resposta do tipo Ty2 (T helper 2), com
alta producdo de IL-4, IL-10 e anticorpos, estd relacionada com a maior
suscetibilidade a infeccdo e desenvolvimento de formas mais graves da
doenca (Chatelain, Varkila, and Coffman 1992).

Essa dicotomizacdo foi inicialmente demonstrada em camundongos,
mas recentemente tem sido proposta uma maior complexidade da resposta
imune contra leishmaniose, sendo necesséario um balango entre as respostas
Thl e Ty2. Uma resposta do tipo Tyl exacerbada esta relacionada com uma
imunopatologia severa e, por outro lado, a producédo basal de citocinas anti-
inflamatorias na resposta T2 pode acelerar o processo de cicatrizacdo (B. Y.
P. Scott et al. 1988; Frederick P Heinzel et al. 1991; D. Sacks and Noben-
trauth 2002; Scott & Novais 2016; Maspi, Abdoli, and Ghaffarifar 2016).

1.3.1 Leishmaniose Cutanea:

As principais espécies que causam leishmaniose cutanea no Brasil séo
Leishmania braziliensis, L. amazonensis e L. guyanensis. A leishmaniose
cutanea é caracterizada por lesées ulceradas locais, Unicas ou multiplas, com
bordas elevadas e fundo granulomatoso (Ministério da Saude 2013; Keuvric,
Cappel, and Keeling 2015). Apesar das lestes serem classicamente consideradas
como indolores, atualmente podemos considerar que 0 paciente pode ou nao
apresentar dor, dependendo da cepa do parasito, carga parasitaria e da resposta
imune do hospedeiro (Borghi et al. 2017).

As respostas do tipo Tyl e Ty2 na leishmaniose cutanea séo balanceadas,
de forma que o paciente geralmente responde bem ao tratamento e pode até
mesmo apresentar cura espontanea. Por outro lado, apesar do tratamento, 0s
parasitos podem persistir na cicatriz da leséo e nos linfonodos, podendo gerar uma
reativacdo em periodo de imunossupressédo (Reithinger et al. 2007; Nylén &
Eidsmo 2012; Scott & Novais 2016).
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1.3.2 Leishmaniose mucosa:

A leishmaniose mucosa é uma manifestacdo clinica severa, causada
principalmente por leishmanias do Novo Mundo, como L. braziliensis e L.
guyanensis. Possui carater altamente inflamatério devido a uma resposta Tyl
exacerbada, com elevada citotoxicidade, elevada producéo de ROS e altos niveis
de citocinas pro-inflamatorias (Bacellar et al. 2002; Scott & Novais 2016). Poucos
parasitos séo encontrados nas lesdes, mas, por outro lado, ocorre extensa lesao
tecidual, com rapida destruicdo das mucosas nasal e oral e da cavidade faringea.
As lesbes sdo altamente desfigurantes e geram grande sofrimento e estigma social
por toda vida (Reithinger et al. 2007; Nylén & Eidsmo 2012; Ministério da Saude
2013).

1.3.3 Leishmaniose disseminada:

A leishmaniose disseminada é a forma menos frequente e constitui o polo
anérgico da LT, sendo causada por L. amazonensis. Também é uma forma
severa, que ocorre em individuos com defeito na resposta imune celular. Esses
individuos apresentam um predominio da resposta do tipo Ty2, de carater anti-
inflamatorio. Os pacientes apresentam cargas parasitarias muito elevadas, altos
niveis de anticorpos e elevados niveis de IL-10 (Nylén & Eidsmo 2012; Scott &
Novais 2016). As lesdes, que ndo curam de forma espontanea, séo disseminadas
por toda pele em semelhanca as da hanseniase lepromatosa. A ulceracdo nao &

caracteristica dessa forma, mas pode ocorrer (Ministério da Saude 2013).

1.3.4 Leishmaniose Visceral:

No Brasil o agente etiologico da LV é a L. infantum. A LV pode ser
classificada em assintomatica, oligossintoméatica e LV classica. Na LV classica
sdo acometidos principalmente figado, baco e medula éssea, e os pacientes
apresentam pancitopenia, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, perda de
peso e febre. E uma forma extremamente grave e normalmente letal caso ndo
seja tratada (Ministério da Saude 2014). Um importante fator de complicacéo
para LV é a co-infeccdo com HIV. Pacientes com HIV tém maior chance de
desenvolver a forma classica da LV, devido a diminui¢do tanto da resposta
humoral quanto celular. Pacientes co-infectados apresentam formas mais
severas da LV além de poder manifestar apresentacdes atipicas da LV, como

por exemplo presenca de parasitos no intestino, cavidade oral, pele e
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pulmbes. Da mesma forma, pacientes com leishmaniose apresentam maior
susceptibilidade ao HIV e uma progressao mais rapida da AIDS. Além disso, o
tratamento desses pacientes € menos eficaz e com maior risco de apresentar
reativacdo da LV. Condicbes semelhantes sdo observadas em pacientes
transplantados ou acometidos por doengas autoimunes (Saporito et al. 2013;
Griensven et al. 2014).

Na LV classica existe um perfil misto das respostas Tyl e Ty2, mas com
predominio de Ty2, favorecendo a sobrevivéncia dos parasitos. Por outro lado,
individuos assintomaticos apresentam inducdo de uma resposta do tipo Tyl
(Nylén & Sacks 2007). Os dois principais 6érgaos acometidos pela LV, figado e
baco, desenvolvem respostas especificas: enquanto o figado produz
granulomas em torno das células de Kupffer, de forma a resistir a infeccao, o
baco se torna um local de persisténcia dos parasitos. Os granulomas no
figado sdo um ambiente inflamatério, com elevada producao de IFN-y e TNF-
a, que estimulam as células de Kupffer a produzir ROS, o que controla a
proliferacdo dos parasitos (Rodrigues et al. 2016). Ja no baco sdo produzidas
grandes quantidades de TNF e IL-10. Altos niveis de IL-10 — que é uma
citocina regulatéria, produzida para evitar danos teciduais decorrentes da
inflamacéo exacerbada — estdo intimamente relacionados com a replicagao
dos parasitos e progressdo da doenca (Nylén & Sacks 2007; Stanley and
Engwerda 2007; Rodrigues et al. 2016).

1.4  Diagnéstico

O diagnéstico laboratorial das leishmanioses pode ser feito por meio de
métodos parasitologicos, soroldgicos ou moleculares. O diagndstico de certeza é
dado pelos métodos parasitologicos (diretos), nos quais € investigada a presenca
do parasito. Em pacientes com LT o diagndstico parasitologico € feito por meio do
achado do parasito em raspado de lesdo, biopsia e puncdo aspirativa. A partir a
biépsia sdo realizados imprint, cortes histolégicos, cultura e PCR; a puncao
aspirativa é usada para preparar laminas e para realizar a cultura e a PCR. A partir
dos raspados séo preparadas laminas. No caso da LV, a deteccéo é realizada em
amostras de biopsia da medula 6ssea, linfonodo, baco ou figado; mas esses
meétodos sdo extremamente invasivos e possuem sensibilidade variavel (Chappuis

et al. 2007; Ameen 2010; Elmahallawy et al. 2014; CDC 2016).
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Os exames imunoldgicos que podem ser usados para o0 diagndstico das
leishmanioses sdo a imunofluorescéncia (RIFI), o Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA), o teste de aglutinacdo e o Western blot. Uma das principais limitacbes
dos exames soroldgicos € a deteccéo dos anticorpos em individuos curados ou em
individuos saudaveis de areas endémicas. A sorologia tem pouca utilidade no
diagndstico da LT, mas na LV a RIFI e o ELISA sado invariavelmente reativos
(Chappuis et al. 2007; Ameen 2010; Elmahallawy et al. 2014). No Brasil, os kits de
diagndstico para leishmaniose humana e canina sdo produzidos pela Fundacéo
Oswaldo Cruz em Bio-Manguinhos. Para diagndéstico da leishmaniose humana é
usada a RIFI e para o diagnéstico de leishmaniose canina o teste rapido (DPP®) e
0 ELISA (Fiocruz 2014).

A intradermoreacdo (Teste de Montenegro) é usada como método
diagndstico para LT, mas na LV é frequentemente negativa. O teste apresenta
resultado falso positivo para pacientes que ja realizaram o teste anteriormente, e
apresenta reacdo cruzada com doenca de Chagas, hanseniase, tuberculose,
esporotricose e cromomicose. Apresenta resultado falso negativo para
imunossuprimidos e no inicio da infeccao (Borges et al. 2003; Ministério da Saude
2013).

O diagnéstico molecular por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) apresenta sensibilidade e especificidade elevadas, sendo capaz de detectar
o DNA dos parasitos antes mesmo do aparecimento dos sinais clinicos da LV. A
PCR também pode ser usada no diagnéstico da LT, sendo capaz de determinar a
espécie de Leishmania, o que € util principalmente em regides onde varias

espécies coexistem (Dawit, Girma, and Simenew 2013; Ministério da Salde 2013).
1.5 Tratamento

As drogas de primeira escolha para a quimioterapia das leishmanioses
sdo farmacos antimoniais pentavalentes (SbV): antimoniato de N-
metilglucamina (Glucantime®) e o estibogluconato sddico (Pentostam®); e a
Anfotericina B, nas formulacées desoxicolato e lipossomal. O tratamento
possui varias limitagdes, como alta toxicidade, alto custo (no caso da anfotericina
B lipossomal), a dificuldade de administracdo e a ocorréncia de cepas
resistentes. Outras drogas também utilizadas no tratamento das

leishmanioses sdo: Pentamidina, a Miltefosina e a Paromomicina, além de
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combinacgdes de drogas (Herwaldt 1999; Croft, Sundar, and Fairlamb 2006).
Tratamentos alternativos vém sendo testados, mas se baseiam principalmente
em reformulacdes e em reposicionamento de farmacos, especialmente devido
a lacunas na compreensdo da biologia das diferentes espécies de Leishmania

e da resposta imunoldgica do hospedeiro (Sundar and Singh 2016).

1.6 Prevencdao e Controle

A diminuicdo do numero de casos de leishmaniose € uma tarefa complexa
gue requer que medidas de prevencdo e de controle sejam tomadas de forma
integrada. Como o tratamento dos pacientes tem pouco impacto na
epidemiologia das leishmanioses do Novo Mundo, para diminuicdo dos casos
sdo fundamentais: a educacdo em saude, o controle dos vetores e o controle dos
reservatorios. O controle vetorial é realizado principalmente por meio da limpeza
urbana, com a retirada de entulhos e de depdsitos de lixo para eliminar os locais
de proliferacdo do vetor. Também pode ser realizado o uso de inseticidas no
domicilio e peridomicilio, mas ja existem relatos de casos de resisténcia dos
vetores aos inseticidas organoclorados, organofosforados e piretrdides. E
recomendado utilizar medidas de prote¢do individual e evitar exposicdo nos
horéarios de maior atividade do vetor: crepusculo e noite (Ministério da Saude 2014;
World Health Organization 2010).

Para o controle dos reservatorios caninos no Brasil € recomendada a
eutanasia de todos os cédes soropositivos e/ou com exame parasitolégico positivo
(Ministério da Saude 2013). Entretanto, a demora para a realizacdo do diagndstico,
o longo tempo entre o diagndstico e a eutanasia, a baixa sensibilidade dos testes
diagnésticos e o exame de apenas parte da populacdo canina torna essa medida
ineficaz, j& que os cées infectados, mesmo assintomaticos, tém papel ativo na
transmisséo da leishmaniose (Dietzi et al. 1997; Palatnik-de-Sousa et al. 2001,
Gontijo & Melo 2004). Uma diminuicéo significativa do nimero de casos sé ocorre
guando essa medida € aplicada em conjunto com outras medidas de prevencéo e
controle (Magalhées et al. 1980, Ashford et al. 1998; Barata et al. 2011).

De acordo com a Portaria Interministerial n° 1.426 de 11 de Julho de 2008 é
proibido o tratamento de caes infectados com medicamentos usados no
tratamento de humanos devido a baixa eficacia (os cdes ndo apresentam cura

parasitolégica e continuam transmitindo a doenca) e devido a possibilidade de
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desenvolvimento de parasitos resistentes (Gomez Pérez et al. 2016).
Recentemente o Ministério da Saude e o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento emitiram nota técnica permitindo o uso veterinario do Milteforan
(Miltefosina) no pais, ja que no Brasil a droga ndo € utilizada para tratamento da
leishmaniose humana. A nota emitida no ano de 2016 ressalta que o tratamento de
caes nao configura uma medida de saude publica para controle da leishmaniose
visceral (MAPA/MS 2016).

A protecdo dos caes pode ser feita por meio do uso de inseticidas locais
(coleiras impregnadas com deltametrina), ou pela vacinacéo (Solano-gallego et al.
2009; World Health Organization 2010; Maroli et al. 2010; Otranto and Dantas-
torres 2013; Ministério da Satde 2014). A vacina canina Leish-Tec®, composta
pela proteina recombinante A2 e saponina, foi aprovada pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento e pelo Ministério da Saude, e esta
atualmente disponivel no mercado (Fernandes et al. 2008; Barreto et al. 2014;
Souza et al. 2014).

1.7 Vacina

Diante dos iniumeros desafios enfrentados na prevencao e controle das
leishmanioses, o desenvolvimento de uma vacina humana eficaz e acessivel é
a melhor estratégia para o controle dessa grave doenca. Mas, apesar do
grande esforco empregado nos ultimos anos, ainda ndo existe nenhuma
vacina disponivel para uso humano. As principais questbes a serem
solucionadas sao o custo elevado, a complexidade antigénica dos parasitos e
a grande complexidade de respostas produzidas pelo hospedeiro (Evans and
Kedzierski 2012; Singh and Sundar 2012; Duarte et al. 2016; Srivastava et al.
2016). No entanto, alguns fatos indicam a possibilidade de se desenvolver
uma vacina contra as leishmanioses: (I) existem formas subclinicas de
leishmaniose nas quais a resposta imune controla a infeccdo (Zijlstra et al.
1994) e, (II) o hospedeiro é capaz de gerar células de memdria apds infecgcéo
por Leishmania e se tornar resistente no caso de uma segunda exposi¢ao
(Zaph et al. 2004).

As primeiras tentativas de se desenvolver uma vacina contra a

leishmaniose datam do século XX na ex-Unido Soviética, Asia e Oriente
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Médio, onde era realizado o indculo de L. major virulenta em regiées do corpo
gue nao ficavam expostas, a fim de se desenvolver imunidade contra
infeccbes subsequentes (Nadim et al. 1988; Nadim, Javadian, and Mohebali
1997; Dunning 2009). Essa pratica, conhecida como leishmanizacdo, apesar
de eficiente, foi abandonada devido a questbes de seguranca, éticas,
problemas no controle de qualidade (como a perda de viruléncia dos parasitos
apo0s sucessivas passagens in vitro), e devido a persisténcia do parasito no
hospedeiro, 0 que € uma questado grave, principalmente em pacientes com
supressdo do sistema imune (Amini 1991; Housseini, Hatam, and Ardehali
2005; Yazdanpanab et al. 2006; Khamesipour et al. 2012).

A primeira geracdo de vacinas inclui, além do uso de parasitos
virulentos, vacinas de parasitos mortos e de parasitos atenuados. Vacinas de
parasitos mortos, apesar de seguras, nao tém composicdo bem definida,
apresentam baixa eficacia e ndo produzem respostas imunolégicas
duradouras (Streit et al. 2001). Por outro lado, as vacinas de parasitos vivos
atenuados, consideradas padrdo ouro contra patdégenos intracelulares, sao
uma opcao promissora no desenvolvimento de vacinas contra as
leishmanioses. A infeccdo por Leishmania atenuada é semelhante a infeccao
por parasitos patogénicos, de forma que ocorre apresentacdo de Varios
antigenos do parasito para as células do sistema imune. Ao induzir uma
infeccdo subclinica, as leishmanias atenuadas elicitam a geracao de células
de memodria (Silvestre, Cordeiro, and Ouaissi 2008; Kaye and Aebischer 2011;
Chhajer and Ali 2014; Srivastava et al. 2016). Além disso, vacinas de
parasitos atenuados vivos sdo muito imunogénicas e dispensam 0 uso de
adjuvantes (Mitchell et al. 1984; Gorczynski 1985; Rivier et al. 1993; Kimsey et
al 1993; Daneshvar et al. 2003, Fiuza et al. 2015).

Ainda como estratégia para o desenvolvimento de vacinas vivas,
podemos citar o uso da L. tarentolae. Apesar de ndo causar doenca, essa
especie de Leishmania simula o curso natural de infeccdo das demais
leishmanias e imunizagbes com L. tarentolae foram capazes de gerar
protecdo contra L. infantum (Breton et al. 2005). Na tentativa de melhorar a
resposta induzida por L. tarentolae estudos tém sido conduzidos associando
antigenos que podem ser expressos pela propria L. tarentolae (Mizbani et al.
2010; Mizbani, Taslimi, and Zahedifard 2011; Saljoughian et al. 2013;

Zahedifard et al. 2014; Katebi et al. 2015; Shahbazi et al. 2015).
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Ao longo dos anos, varias técnicas foram utilizadas para realizar
atenuacdo de Leishmania, como exposicdo a radiacdo, a altas temperaturas
ou a drogas (Nagill and Kaur 2011). Atualmente, por conhecer o genoma de
varias espécies de Leishmania é possivel realizar modificagdes definidas por
meio de delecbes de genes especificos para assim obter parasitos atenuados
(Silvestre, Cordeiro, and Ouaissi 2008; Dunning 2009; Chhajer and Ali 2014;
Srivastava et al. 2016). Além da obtencédo de parasitos atenuados por delecéo
génica, é possivel introduzir no genoma da Leishmania “sequéncias suicidas”,
gue sdo responsaveis por matar os parasitos em resposta a um estimulo
externo (Davoudi et al. 2005).

Varios parasitos nocautes ja foram avaliados quanto a capacidade de
gerar uma resposta protetora (Silvestre, Cordeiro, and Ouaissi 2008). Para
realizar atenuacdo podem ser deletados genes essenciais para o parasito,
genes relacionados com a divisdo celular ou fatores de viruléncia
(Selvapandiyan et al. 2014). Como exemplo, podemos citar 0s parasitos
deficientes em centrina, uma proteina do citoesqueleto, envolvida na divisao
celular, cuja delecéo resulta na atenuacdo especifica das formas amastigotas
intracelulares, mas ndo das promastigotas (Selvapandiyan et al. 2001;
Selvapandiyan et al. 2004). Imunizacbes com parasitos nocautes para
centrina foram capazes de promover uma resposta imune protetora duradoura
em camundongos, hamsters e cdes (Selvapandiyan et al. 2009; Fiuza et al.
2013; Fiuza et al. 2015; Fiuza et al. 2016; Bhattacharya et al. 2016). Parasitos
com delecdes de gene que codificam para enzimas do metabolismo das
poliaminas, como espermidina, ornitina descarboxilase e tripanotiona
redutase, também mostraram menor viruléncia in vitro e in vivo, pois essa é
uma via essencial para regulacdo do estresse oxidativo nos
tripanossomatideos (Dumas et al. 1997; Boitz et al. 2009; Gilroy et al. 2011).
Outro exemplo de parasitos atenuados sdo 0s nocautes para fatores de
viruléncia, como parasitos nocautes para lipofosfoglicanos (Ipgl” e Ipg2™)
(Ryan et al. 1993; Huang and Turco 1993; Uzonna et al. 2004) e parasitos
deficientes em cisteina-proteinases (Alexander, Coombs, and Jeremy 1998).

A maioria dos estudos de vacinas contra as leishmanioses se baseia
nas vacinas de segunda geragao, que englobam vacinas de composi¢cao bem
definida, como por exemplo, vacinas de proteinas recombinantes e as vacinas

de fracOes purificadas de Leishmania. As vacinas de segunda geragao s&o
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seguras e tém menor custo de producdo, mas sdo menos imunogénicas e
apresentam taxas variaveis de protecdo, de acordo com a formulagdo, com o
adjuvante usado e o modelo animal no qual foi testada (Duarte et al. 2016).
Assim, além da escolha de um bom antigeno, a escolha do adjuvante € um
passo essencial no desenvolvimento desse tipo de vacina, ja que o adjuvante
podera direcionar a resposta imune. Adjuvantes como IL-12 recombinante,
saponina, BCG, Monofosforil lipido A (MPL), CpG e virus recombinantes séo
capazes de induzir uma resposta do tipo Tyl (Mutiso, Macharia, and Gicheru
2010; Raman et al. 2012). As emulsdes oleosas e 0s sais de aluminio, que
séo os adjuvantes mais empregados em vacinas de uso veterinario e humano,
induzem produgao de anticorpos, mas séo fracos indutores da resposta do
tipo Tyl (Coler and Reed 2005; Singh and Sundar 2012; Duarte et al. 2016;
Srivastava et al. 2016).

Vérios antigenos de Leishmania ja tiveram sua capacidade imunogénica
avaliada e, dentre os que ofereceram prote¢cdo em modelos animais, podemos
citar: a proteina A2 (A. Ghosh, Zhang, and Matlashewski 2002; Coelho et al.
2003; Zanin et al. 2007; Fernandes et al. 2008; Souza et al. 2014), cisteina-
proteinases (Rafati, Zahedifard, and Nazgouee 2006; Khoshgoo et al. 2008),
HASPB (Stager et al. 2000), KMP11 (Basu et al. 2005), LdSir2HP (Baharia et
al. 2015), LeishF1 ou Leish-111f (Chakravarty et al. 2011), LeishH1 (Agallou et
al. 2012), L3/L5 (Ramirez et al. 2014) e ORFF (Tewary et al. 2005). Levando
em consideracdo que mais de um antigeno é geralmente necessario para se
produzir uma resposta imune eficaz, também tém sido estudadas vacinas
compostas de proteinas ou peptideos de fusédo (vacinas quiméricas) além de
coquetéis de antigenos (Duarte et al. 2016; Srivastava et al. 2016).

Além das vacinas compostas por antigenos de Leishmania, um campo
promissor é o estudo de vacinas compostas por proteinas da saliva dos
vetores, que sdo capazes de induzir uma resposta do tipo Tyl (Giunchetti et
al. 2008; Collin et al. 2009; Gomes et al. 2012; Zahedifard et al. 2014; Katebi
et al. 2015; Oliveira et al. 2015).

Ainda como estratégia vacinal contra as leishmanioses podemos citar
vacinas de DNA e as vacinas de células dendriticas. Véarias vacinas de DNA
tém sido estudadas, como vacinas para expressdo dos antigenos LACK
(Gurunathan et al. 1997), PapLe22 (Fragaki et al. 2001) e Kmp1l1 (Basu et al.

2005); mas no geral conferem protecdo apenas parcial. As vacinas de células
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dendriticas podem ser administradas com antigenos de Leishmania e podem
ser transformadas para expressar grandes quantidades de IL-12 e assim

aumentar a protecdo contra Leishmania (Ahuja et al. 1999).

1.8 Genoma

O numero de cromossomos varia entre as diferentes espécies do
género: enquanto L. donovani, L. infantum e L. major possuem 36
cromossomos, L. braziliensis possui 35 (devido a fusdo dos cromossomos 20
e 34) e L. mexicana possui 34 (devido a fusdo dos cromossomos 8 e 29, e dos
cromossomos 20 e 36) (Britto et al. 1998; Peacock et al. 2007). Apesar das
espécies de Leishmania serem consideradas dipléides, a ploidia também varia
entre as diferentes espécies e/ou cepas/isolados de uma mesma espécie.
Trinta cromossomos de L. braziliensis, nove em L. infantum e um de L.
mexicana séo trissomicos. Os demais cromossomos de L. braziliensis séo
tetrassdmicos, pentassdomicos ou hexassdmicos. L. infantum, L. major e L.
mexicana possuem cada uma um cromossomo tetrassdomico (Rogers et al.
2011). O sequenciamento do genoma de isolados clinicos revelou que a
ploidia das diferentes cepas de L. donovani é variavel e altamente instavel
(Downing et al. 2011). Estudos em L. major demonstraram que a ploidia pode
sofrer alteracdes inclusive durante a mitose, com o conteudo cromossomal
variando de célula para célula em uma mesma populacdo (Sterkers et al.
2011). Estes fenbmenos ocorrem devido a grande plasticidade do genoma da
Leishmania, que permite a duplicacio de genes e até mesmo de
cromossomos inteiros, gerando rapida diversidade entre os parasitos, 0 que
0s permite adaptar aos diferentes ambientes que encontra durante seu ciclo
de vida (Sterkers et al. 2012; Lachaud et al. 2013).

Além do DNA nuclear, parasitos da ordem Kinetoplastidae apresentam o
cinetoplasto, que consiste no DNA mitocondrial ou KDNA, presente na
mitocondria Unica desses parasitos. O KDNA €& composto por maxicirculos e
minicirculos de DNA concatenados e, assim como mitocondrias de outros
eucariotos, o KDNA contém sequéncias de RNA ribossomal e de componentes
de complexos respiratorios (Borst and Hoeijmakers 1979; Lukes et al. 2002; B.

Liu et al. 2005).
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O genoma destes organismos nao apresenta introns, de forma que o
DNA genomico pode ser utilizado como molde para realizacdo da PCR. A
organizagdo gendmica e os mecanismos de controle da expresséo génica da
Leishmania sdo pouco usuais, em especial devido a transcricao policistrénica.
Possuem as RNA polimerases |, Il e lll (Sadhukhan et al. 1997) e os pré-
MRNASs s&o processados para dar origem a RNAs maduros, por meio de
transplicing e poliadenilacdo (Borst 1986; Lebowitz et al. 1993; Myler et al.
1999; Martinez-Calvillo et al. 2003; Peacock et al. 2007). A expressao
diferencial de genes em diferentes etapas do ciclo de vida desses parasitos é
mediada por eventos pdés-transcricionais; pela estabilidade dos RNAs; pela
mobilidade do mRNA no polissomo e pela reciclagem de proteinas. Como o
conteudo genético das diferentes espécies € altamente conservado e poucos
genes sdo espécie-especificos, muitas diferencas podem ser devido a
expressao diferencial que conta com fatores epigenéticos. Dos mais de 8000
genes preditos no genoma das diferentes espécies de Leishmania, cerca de
40 % codificam proteinas hipotéticas de funcdo desconhecida e varios outros
sdo anotados com base na homologia com genes ortélogos (Peacock et al.
2007; Martinez-Calvillo et al. 2010; Kazemi 2011).

Além da reproducédo assexuada, parasitos do género Leishmania séo
capazes de realizar troca de material genético durante sua passagem pelo
vetor (Pages et al. 1989; Panton et al. 1991; Akopyants et al. 2009; Calvo-
Alvarez et al. 2014). Estudos tém demonstrado que a reproducdo sexuada
ocorre com elevada frequéncia em Leishmania e que € uma estratégia
reprodutiva natural desses parasitos (Inbar et al. 2013; Romano et al. 2014).
No entanto, para melhor compreender o impacto evolutivo desse fenbmeno na
estrutura genética dos parasitos, sdo necessarios estudos adicionais com
ferramentas de genética populacional e marcadores genéticos adequados

(Rougeron, Meeds, and Bafiuls 2016).
1.9 Manipulagdo genética de Leishmania

Varias ferramentas podem ser usadas para manipulacdo genética de
Leishmania. Em conjunto com o0 sequenciamento do genoma, a manipulacéo

genética tem propiciado grandes avangos no conhecimento da fungédo de
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genes dos parasitos, da regulacdo de vias metabdlicas e da biologia dos
parasitos (Clayton 1999; Roberts 2011).

1.9.1 Delecdes

As delegBes génicas em Leishmania, muito utilizadas para estudar a
funcdo de genes, tém sido realizadas principalmente por meio de
recombinacdo homéloga. Essa técnica consiste em substituir um gene alvo
por um marcador de resisténcia a drogas, de forma a selecionar os parasitos
nocautes. Sao transfectadas, por eletroporacdo, sequéncias que contém o
marcador de resisténcia a drogas e regides que flanqueiam o gene alvo, para
que ocorra a recombinacdo homoéloga. Estando o gene em um cromossomo
diploide, para se obter o nocaute sdo necessarias duas transfeccfes, com
marcadores que conferem resisténcia a dois antibidticos marcadores
diferentes, para a substituicdo alélica. Ao utilizar essa técnica, copias
adicionais do gene alvo podem aparecer no genoma, devido a plasticidade
desses parasitos, principalmente no caso da delecdo de genes alvo
essenciais (Sterkers et al. 2012; Lachaud et al. 2013). ApoGs a delecéo se faz
necessario reinserir o gene no parasito nocaute, a fim de verificar que o
fendtipo observado se deve realmente a dele¢do, e ndo a outra mutacdo nao
relacionada que possa ter ocorrido (Clayton 1999; Roberts 2011; Spath and
Clos 2016).

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia e a facilidade de edigcdo génica
nos tripanosomatideos, novas ferramentas surgiram recentemente, como o
uso do sistema DiCre (Duncan et al. 2016) e do sistema CRISPR/Cas9
(Sollelis et al. 2015; W. Zhang and Matlashewski 2015; W.-W. Zhang,
Lypaczewski, and Matlashewski 2017). O Sistema DiCre, que teve origem a
partir do sistema Cre-Lox, permite a delecdo induzivel de um alvo por meio da
recombinacdo que ocorre entre duas sequéncias Lox, com excisdo mediada
pela recombinase dimerizavel (DiCre) (Sauer 1987). Essa abordagem, assim
como a recombinacdo homéloga, também né&o previne o0 aparecimento de
copias extras no genoma dos parasitos. O sistema DiCre também néao tem
grande utilidade na realizagcdo de delecbes de genes multicOpias, ja que
também exige que seja feita a transfeccdo com um cassete diferente para
delecdo de cada alelo. No entanto esse sistema, por permitir delecdes

induziveis, se mostra como uma ferramenta muito Util para realizar estudos in
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vivo de genes que sao essenciais ndo sO para amastigotas mas também para
promastigotas (Duncan et al. 2016; Spéath and Clos 2016).

O CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeat)-
Cas (CRISPR associated proteins) € um conjunto de repeticdes palindrémicas
curtas encontradas no genoma de bactérias e Arqueas (Ishino et al. 1987;
Jansen et al. 2002) que funcionam como sistema imune adaptativo desses
organismos (Bolotin et al. 2005; Barrangou 2012). Recentemente foi descrito
que o sistema CRISPR/Cas9 pode ser usado para realizar edicdo gendmica
com elevada eficiéncia (Jinek et al. 2013; Gasiunas et al. 2012), iniciando uma
nova era na Biologia Molecular. De forma simplificada, no sistema
CRISPR/Cas9 é realizada uma transfeccdo com um plasmideo que contém
sequéncia da endonuclease Cas9 e de um RNA guia (sgNA). O sgRNA ira se
ligar ao DNA alvo, em uma regido denominada protospacer, que deve ser
localizada imediatamente antes de uma sequéncia NGG, denominada PAM
(protospacer adjacent motif). A Cas9 reconhece a sequencia PAM e 0 sgRNA,
e forma um complexo, que irda quebrar a fita dupla de DNA. De acordo com o
mecanismo de reparo presente no organismo, erros serao inseridos na
sequencia alvo (Lander, Chiurillo, and Docampo 2016). Recentemente, o
sistema CRISPR/Cas9 foi utilizado para edicdo do genoma de L. major
(Sollelis et al. 2015; W.-W. Zhang, Lypaczewski, and Matlashewski 2017), L.
donovani (W. Zhang and Matlashewski 2015; W.-W. Zhang, Lypaczewski, and
Matlashewski 2017) e L. mexicana (W.-W. Zhang, Lypaczewski, and
Matlashewski 2017). Por meio do uso do CRISPR/Cas9 os parasitos nocautes
podem ser facilmente selecionados com uma Unica transfeccdo (Lander,
Chiurillo, and Docampo 2016).

1.9.2 Silenciamento

A interferéncia de RNA (RNAI) é uma técnica muito usada para realizar
o silenciamento de genes em diferentes organismos por meio da indugéao da
degradacédo de um RNA mensageiro (MRNA) especifico. Um RNA dupla-fita e
homologo ao mMRNA alvo é reconhecido e processado pela enzima Dicer e
pela dsRBP (dsRNA binding protein). Uma das fitas do RNA é degradada e a
outra é incorporada no complexo RISC (RNA-induced-silencing complex).
Apos reconhecer o mRNA homologo, a enzima Argonauta faz a clivagem do

alvo (Ullu, Tschudi, and Chakraborty 2004). Essa abordagem apresenta
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vantagens, como o fato do alvo ser o mMRNA, e assim o numero de copias do
gene ser irrelevante na realizagdo da técnica. Aléem disso, é possivel reduzir a
expressdo dos genes de forma induzida, o que permite estudar genes
essenciais. No entanto, em alguns casos s6 € possivel obter uma reducéo
parcial da expresséo do gene, o que € a principal limitacdo da técnica (Kolev,
Tschudi, and Ullu 2011). Apesar de ser uma técnica muito usada em estudos
com Trypanosoma brucei, a maioria das espécies de Leishmania ndo possui
maquinaria para realizar o RNAI, exceto por espécies do subgénero Viannia
(Lye et al. 2010).

1.9.3 Superexpressao

A superexpressao de proteinas enddgenas ou a expressao de proteinas
heter6logas pode ser realizada em Leishmania por meio de transfeccéo
estavel ou por meio da transfeccdo transiente. O primeiro caso, mais usado
em estudos quantitativos e funcionais, consiste na transfeccdo de DNA
plasmidial, linearizado com enzimas de restricdo, que ira integrar do genoma
da Leishmania (Kapler, Coburn, and Beverley 1990; Laban et al. 1990). No
segundo caso, é realizada a transfeccdo de um plasmideo circular, que ira se
manter nos parasitos na forma epissomal (Kelly et al. 1992). Nesse ultimo
caso, as culturas devem ser mantidas sob pressao continua de droga para
que a Leishmania ndo elimine o plasmideo “obsoleto” transfectado. Para que
0S genes sejam expressos é necessario adicionar aos plasmideos os sinais
necessarios para que ocorra a maturacado do mRNA (Clayton 1999; Roberts
2011).

Varios estudos estdo sendo realizados a fim de se obter ferramentas
para regular a expressdo de uma proteina especifica, como por exemplo
estudos com a utilizacdo de promotores induziveis, controlados pela adi¢céo de
drogas (Yan, Myler, and Stuart 2001; Yan et al. 2002; Kushnir et al. 2005; Yao
et al. 2008; Kraeva et al. 2014), e estudos com a adi¢cdo de um dominio de
desestabilizacdo a proteina alvo, que é degradada, a ndo ser que seja
adicionado um ligante que a proteja essa proteina da degradagcédo (Madeira et
al. 2009).
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1.10 A proteina Kharonl

A proteina Kharonl (Khl) foi recentemente descrita durante a
caracterizagcdo de um transportador de glicose em L. mexicana (LmxGTL1).
Para melhor compreender o mecanismo de enderecamento desse
transportador, foi realizado a purificacdo de proteinas que interagiam com
LmxGT1, seguida da espectrometria de massas, sendo entdo identificada a
proteina Kharonl. Foi demonstrado que Khl esta localizada na base do
flagelo e se associa com o citoesqueleto e com o axonema flagelar, sendo
necesséria para o transporte de LmxGT1 da bolsa flagelar para o flagelo. O
nome da proteina deriva-se dessa funcéo, j4 que se assemelha a funcdo do
Kharon mitolégico (em portugués Caronte), barqueiro de Hades que
transportava os recém-falecidos para o submundo (Tran et al. 2013).

Durante esse estudo foi observado que as formas amastigotas dos
mutantes LmxKh1™” n&o foram capazes de manter a infeccdo em macréfagos,
mas que as formas promastigotas ndo apresentam nenhuma alteracdo no
fitness (Tran et al. 2013). Mais tarde foi demonstrado que o0os mutantes
LmxKhl” sdo capazes de infectar os macréfagos e se diferenciar em
amastigotas, mas as amastigotas possuem uma falha na citocinese, gerando
formas multinucleadas inviaveis. Como consequéncia, os mutantes LmxKh1™
nao foram capazes de gerar lesdo in vivo (Tran et al. 2015).

Um trabalho posterior, realizado em T. brucei demonstrou que Kharon é
uma proteina essencial para a viabilidade do parasito em todas as etapas do
seu ciclo de vida, diferente do observado em L. mexicana. Além disso, em T.
brucei, Kh ndo esta relacionada com o enderegcamento de um transportador
de glicose, mas de um transportador de calcio. Foi demonstrado ainda que
além da associacao com os microtubulos subpeliculares, TbKh esta associada
ao fuso mitdtico. Em parasitos TbKh™ o fuso mitético ndo é capaz de se
formar, o que provavelmente é a principal causa de letalidade desses
parasitos. Como o gene Kharon sé possui ortélogos entre os Kinetoplastideos,
possivelmente possui papel fundamental na biologia desses parasitos
(Sanchez et al. 2016).

No presente trabalho realizamos a obtencdo e caracterizacdo de L.
infantum deficiente em Khl. Esse parasito recombinante é uma ferramenta

tanto para o desenvolvimento de vacinas quanto para a geracao de
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conhecimento sobre a proteina Khl, sobre os aspectos da biologia do parasito
e de sua interagdo com o hospedeiro.
Em L. infantum, o gene que codifica a proteina Khl (LinJ.36.6110) esta

presente no cromossomo 36 e possui 1593 pb.
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2 JUSTIFICATIVA

Diante das inumeras dificuldades enfrentadas na profilaxia e controle
das leishmanioses, o desenvolvimento de uma vacina eficaz se torna uma
missdo urgente, ja que a vacinacdo € uma das formas mais eficientes de se
realizar o controle de doencas. Apesar dos esforcos empregados nos ultimos
anos, ainda nao existe nenhuma vacina segura e eficaz contra leishmaniose
disponivel para humanos. Sabe-se que para patdgenos intracelulares as
vacinas consideradas padrdo-ouro sdo aquelas constituidas de virus e
bactérias atenuados, sendo essa a composi¢cdo da maioria das vacinas
disponiveis. Estudos utilizando leishmanias atenuadas tém demonstrado que
essa € uma boa estratégia para se produzir uma resposta imune protetora
duradoura. Dessa forma, no presente estudo foi obtida e caracterizada uma
cepa atenuada de L. infantum, agente etiolégico da leishmaniose visceral no
Brasil. A cepa foi atenuada mediante a delecdo do gene Kharonl (Khl), que
estd envolvido no processo de divisdo celular das formas amastigotas. L.
infantum deficiente em Kh1l obtida nesse projeto podera ser estudada como
candidata vacinal para cdes e humanos, podendo contribuir para resolucao de
um grave problema de saude publica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Deletar o gene Kharonl (Khl) para obter uma cepa atenuada de L.
infantum e caracterizar fenotipica e molecularmente 0s mutantes

selecionados.

3.2 Objetivos Especificos

- Obter mutantes de L. infantum deficientes em KH1;

- Caracterizar genotipicamente os mutantes de L. infantum deficientes em
KH1,

- Caracterizar fenotipicamente as formas promastigotas e amastigotas dos

mutantes de L. infantum deficientes em KH1.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultivo e manutencéo dos parasitos

Formas promastigotas de L. infantum (MHOM/MA/67/ITMAP-263) foram
cultivadas em meio a-MEM (GIBCO®) suplementado com 10 % de soro fetal
bovino, 5 pg/mL de hemina e 5 pM de biopterina, em pH 7 a 26 °C. As
contagens do numero de parasitos foram realizadas utilizando o contador de
células Z1 Coulter® Particle Counter (Beckman Coulter™) e as culturas foram
mantidas realizando-se dois repiques semanais, sendo inoculados 1 x 10°
parasitos para cada 5 mL de meio. Para criopreservacao, as culturas de
parasitos em fase logaritimica de crescimento foram homogeneizadas com 20
% de soro fetal bovino e 10 % de DMSO, acondicionadas em criotubos e
rapidamente transferidas para freezers a —-70 °C, onde podem ficar

armazenados por longos periodos.

4.2 Cultivo e manutencéo das células THP-1

Macrofagos diferenciados derivados da linhagem monocitica humana
THP-1 foram cultivados em frascos em meio RPMI 1640 completo
(suplementado 10 % de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, 100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina). As células foram contadas em
camara de Neubauer (New Optics) espelhada, de 0,1 mm? de profundidade.
As culturas foram mantidas realizando-se dois repiques semanais, sendo

inoculadas 5 x10° células para cada 25 mL de meio.

4.3 Extracdo de DNA genémico

Sedimentos contendo aproximadamente 1 x 10® promastigotas de L.
infantum WT e dos mutantes em fase exponencial foram utilizados para extrair
DNA gendmico. Foram realizados dois métodos diferentes para esse fim;
fazendo uso do fenol (Thermo Scientific) ou o DNAzol® (Invitrogen). Na
extracao utilizando o fenol, as culturas foram centrifugadas a 13.400 x g por 5
min, lavadas e os sedimentos foram incubados com Proteinase K (10 mg/mL)
e RNase (20 mg/mL) a 37 °C por 2 h sob agitagdo. Em seguida, foi adicionado
o fenol, e a amostra foi centrifugada a 2.100 x g por 10 min. A fase aquosa,
onde se encontra o DNA, foi transferida para um tubo novo e em seguida foi

adicionado etanol 99 %. O DNA foi retirado com auxilio de uma alca
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bacteriologica descartavel, lavado em alcool 70 % e ressuspendido em agua
livre de DNase e RNase. Para as extracdes utilizando o DNAzol, as culturas
foram centrifugadas a 13.400 x g por 5 min, lavadas e os sedimentos lisados
com DNAzol. Em seguida foi adicionado etanol 99% para precipitacdo das
proteinas e o DNA foi retirado com auxilio de uma alca bacterioldgica
descartavel. Apos lavagem em é&lcool 70 % o DNA foi ressuspendido em &gua
livre de DNase e RNase. As dosagens dos DNAs extraidos foram realizadas
no Nanodrop Espectrophotometer ND-1000 (Nanodrop®).

4.4 Producao das construcdes destinadas a delecdo de KH1

A delecdo completa de Khl (LinJ.36.6110) em L. infantum foi realizada
por meio do método convencional de substituicdo alélica por recombinacao
homologa mediante duas transfeccbes com cassetes lineares contendo os
marcadores de sele¢cdo para neomicina (NEO) e higromicina (HYG). Foram
necesséarias duas transfeccdes com marcadores de resisténcia diferentes,
pois, em L. infantum, Kh1l localiza-se no cromossomo 36, dipléide (Rogers et
al. 2011). As regibes 5 UTR e 3'UTR que flanqueiam a regido codificante
(open reading frame - ORF) do gene LinJ.36.6110 foram amplificadas por
PCR a partir do DNA gendmico de L. infantum mediante utilizacdo de
iniciadores especificos (iniciadores 3 a 11), conforme indicado na Tabela 1.
Para amplificacdo dos marcadores de resisténcia foram utilizados como molde
plasmideos com as sequéncias de interesse. Cada iniciador reverso contém
20 pares de bases que geram uma regido de homologia com o préximo
fragmento que sera incorporado no cassete pela técnica de PCR de fusdo. O
esquema das construcdes pode ser observado na Figura 7.

Apo6s a amplificacéo inicial das sequéncias 5’UTR de KH1, marcadores
de resisténcia (NEO E HYG) e 3’UTR de KH1, foi realizada uma segunda
PCR, utilizando os trés fragmentos obtidos e os iniciadores 3 e 7, para fuséo
total e obtencdo das construcbes 5’Kh1l::NEO::3’Khl e 5'Kh1l::HYG::3'Kh1.
Tanto para obtencao dos fragmentos quanto para PCR de fuséo, foi utilizada a
enzima Taq DNA polimerase de alta fidelidade Phusion® (New England
Biolabs) e um programa de temperaturas do tipo touchdown. As condicdes

utilizadas nas reacdes estdo especificadas na Tabela 2.
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Tabela 1. Iniciadores e Sondas utilizados no estudo

Temperatura De

Tamanho Do

ENSAIO GENE INICIADOR SEQUENCIA (5'~3’) Pareamento (°C) Frag(jrr;k;()anto
PCR LinJ.36.6110 1 Xbal.Khl_Fw TCTAGAATGACGCAGGAAACCTCCCC 61,8 1.600
(Kh1) 2 Sall.LinJ.Kh1_Rev GTCGACTTAAATTAAAGCAATGCTCG 55 '
3 Xbal.5'-Kh1_Fw TCTAGAGTATCGTCCGAGTTCCCTTTC 58,8
5'UTR de Khi 4 _5-Khl_Rev CGTGGAAGTGCTCGAGACGG 72 554
5 _5-Khl_Rev CGTGGAAGTGCTCGAGACGG 72
6 3'Kh1l_Fw GAAGCAGCACCACCCCTGGG 63.6
PCR de 3'UTR de Khl : 528
Fusio 7 Sall.3-Kh1_rev GTCGACCTGTTTGCTGCGCTGTTTAT 61,7
HYG 8 HYG_Fw ATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCG 60,2 075
9 _HYG_Rev TCATCGATGATGGGGATCT 71,9 '
NEO 10 NEO_Fw ATGATTGAACAAGATGGATTGCACGC 58,4 204
11 _NEO_Rev TCAGAAGAACTCGTCAAGAA 69,2
oCR g S UTR-NEO 12 5S'outkH1_Fw TTTGGTGCTGGTGAGTGTAG 55,7 L 600
e ' i e . . e
Integracéio SUTRHYG 13 NEO_m!d_Rev GCCAACGCTATGTCCTGATA 57,2 1476
14 HYG_mid_Rev CTGACGGTGTCGTCCATAAC 57.4
LinJ.36.6110 15 rt Khl 36.6110 Fw CCTCCTCGCAACAACTTCA 58,4 105
(Kh1) 16  rt_Kh1l 36.6110 Rev GTCACGGTTACAGTTGGGATAG 57,1
LinJ.36.2480 17  rt_GAPDH TGTGGAGAAGCGAGCAACGTACAA 67
qPCR 74
(GAPDH) 18 rt_GAPDH ATGAGACGAGCTTGACGAAGTGCT 65
LinJ.16.1640 19  rt_DNApol CGAGGGCAAGACATAC 48 69
(DNA polimerase) 20  rt_DNApol GAGAGCGGGCACCAATCAC 62
21  5UTR-Kh1-Fw CCGTCTATCGCTTTTACTTCG -
5'UTR-Kh1 364
Southern 22  5UTR-Khl-Rev CGTGGAAGTGCTCGAGACGGC -
blot Khi 23 Khil-Fw ATGACGCAGGAAACCTCCCCT - 859
24 Khil-Ver GCTTGAACGGCTGTGGCTTCT -

As sequéncias sublinhadas correspondem aos sitios de restricdo inseridos nos produtos de amplificacdo. As sequéncias em cinza correspondem as
sequéncias de homologia necessérias para realizacdo da PCR de fusdo. O desenho dos iniciadores utilizados no estudo foi feito usando a ferramenta
Primer Quest®™ (www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index).
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Tabela 2. Condicbes das Reacdes de PCR

Reacéo
Enzima Programa De Temperaturas
Componente Volume (uL)
Tampéo IV 5X 2 Desnaturacao 95 °C — 5 min
Tag DNA Polimerase  dNTPs (10mM) 1 inicial 95°C-30s
(Phoneutria Iniciadores 1 (de cada) 35 ciclos variavel - 30 s
Biotecnologia e DNA molde (100 ng/uL) 1 72 °C - variavel*
Servigos Ltda.) Taq DNA polimerase 0,15 72 °C - 5 min
Agua 3,85 Extenséo final
Phusion® Tampao GC 5x 10 Desnaturacao 98°C-30s
High-Fidelity DNA dNTPs (10mM) 1 inicial 98°C-10s
Polymerase (New Iniciadores 2,5 (de cada) 10 ciclos 71 °C-30s (-1°C por
England Biolabs) DNA molde (100 ng/pL)  1** ciclo)
DMSO 15 72 °C -1 min
Phusion DNA 0,5 25 ciclos 98°C-10s
polimerase 31 60°C-30s
Agua 72 °C-/1 min
Extensdo final 72 °C - 5 min
SYBR Green Mix (Sybr Green) 10 Desnaturacao 95 °C — 5 min
Iniciadores 1 (de cada) inicial 95°C-15s
DNA molde (100 ng/uL) 1 40 ciclos 60°C-15s
Agua 7 72°C-30s

*1 minuto para cada 1 kb

**Para PCR de Fusdo adicionar 1 pL de cada fragmento de DNA.
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4.5 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Todas as migracdes por eletroforese em gel de agarose foram
realizadas utilizando géis 1 % (p/v) corados com GelRed™ (Biotium, Inc) na
proporcao de 1:50.000. Para estimar o tamanho dos fragmentos foi utilizado o
marcador DNA Ladder 1 Kb plus (Invitrogen™). As eletroforeses foram
realizadas a 80 V em tampéao de corrida TBE 1 X (89 mM Tris-Borato; 2 mM
EDTA, pH 8,0) e suporte de eletroforese BRL Horizontal Gel Eletrophoresis
Horizon 11.14 (Gibco-Life Technologies). As imagens foram obtidas utilizando
0 equipamento ImageQuant Las 4000 (GE).

4.6 Preparo de Células Calcio competentes

Um pré-in6culo de colbnia isolada da bactéria E. coli cepa TOP 10F'
(Invitrogen) foi incubado em 5 mL de meio LB liquido sob agitacdo constante a
37 °C por 16 h. Ap6s a incubacéo, foi transferido 1 mL do pré-inéculo para 100
mL de meio LB liquido, mantendo-se sob agitacdo a 37 °C. A densidade 6ptica
da cultura foi monitorada a 600 nm até que a absorbancia atingisse valores
entre 0,4 e 0,6. A col6nia foi entdo resfriada no gelo por 15 min. As culturas
foram transferidas para tubos de 50 mL, centrifugadas a 3.300 x g por 7 min a
4 °C, o sobrenadante foi descartado e os sedimentos de cada tubo foram
ressuspendidos em 25 mL de solucédo de cloreto de célcio (100 mM CacCly; 10
mM HEPES; pH 7) gelado e estéril. Manteve-se no gelo por 20min,
centrifugou-se novamente e descartou-se 0 sobrenadante. Ressuspendeu-se
os sedimentos em 1 mL de solugcdo de cloreto de célcio-glicerina (100mM
CaCly; 10mM HEPES; 10% glicerol; pH 7) gelado e estéril. As células foram

aliguotadas em 100 uL e armazenadas a -70 °C.

4.7 Clonagem dos cassetes de delecdo de Khl em pGEM-T easy

Os amplicons resultantes da PCR de fusdo foram clonados no vetor
pGEM-T easy (Promega) (Figura 5). Apos realizacdo da poliadenilacdo dos
produtos de PCR (construgdes 5’Kh1::NEO::3’Khl e 5’Kh1::HYG::3'Kh1), foi
preparada a reacédo de ligacao: os amplicons foram incubados com o vetor a 4
°C por 16 h na presenca de DNA ligase T4 (Invitrogen). Os produtos da
ligagdo foram entdo transformados em bactérias E. coli calcio competentes
TOP10F’ (Invitrogen) por meio de choque térmico (as bactérias foram

incubadas com os produtos da ligacdo por 30 min a 4 °C e em seguida séo
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rapidamente transferidas para banho-seco a 42 °C por 2 min). Apés o choque
térmico as bactérias foram incubadas por 1 h a 37 °C e posteriormente
plaqueadas em meio LB soélido na presenca de ampicilina (Sigma-Aldrich®), X-
Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside) (Promega) e IPTG (isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside) (Sigma-Aldrich®). Ap6és 16 h a 37 °C foram
selecionadas as colbnias brancas (positivas) para serem crescidas em meio
liguido. Os plasmideos foram purificados utilizando o kit QlAprep (Qiagen)
conforme orientagcbes do fabricante. Para a confirmacdo da presenca de
inserto esperado, os plasmideos foram digeridos com as enzimas de restricao
Sall e Xbal, cujos sitios foram previamente inseridos no desenho de

iniciadores para a PCR de fusao (Tabela 1).
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Figura 5. Mapa do vetor pGEM®-T Easy (Promega) indicando a localizacdo da
origem de replicacdo do fago F1 (ori), do sitio multiplo de clonagem flanqueado pelos
promotores T7 e SP6, do operon LacZ e do gene de resisténcia a ampicilina.

4.8 Sequenciamento

Uma vez confirmada a presenca dos insertos nos vetores, as
construgBes foram sequenciadas pelo método Sanger pela Plataforma de
Sequenciamento do Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz Minas. As
analises das sequéncias e montagem dos contigs foram realizadas com o
auxilio de softwares como CloneManager, DNASTAR, BioEdit e MEGA.
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4.9 Clonagem do gene Kh1l em vetor pSP72aZEOa

Para amplificar a sequéncia codificante do gene Khl por PCR, foram
utilizados iniciadores 1 e 2 (Tabela 1), e a enzima Taq DNA polimerase
Phusion® (New England Biolabs), nas condicdes indicadas na Tabela 2. O
produto resultante da amplificacdo foi ligado em vetor pGEM e transformado
em bactérias E. coli calcio competentes TOP10F (Invitrogen) conforme
descrito no item 4.7. Apés selecdo de clones a partir do perfil de restricdo
enzimatica, e confirmacao da correta sequéncia do gene por sequenciamento,
foi realizada a clivagem do vetor pSP72a0ZEOa e do inserto com as enzimas
de restricao Sall e Xbal. A sequéncia do Kh1 foi ligada em vetor pSP72aZEOa
(Figura 6) utilizando enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) e subclonado em
bactérias E. coli TOP10F’ (Item 4.7). Para a confirmacdo da presenca de
inserto esperado, foi realizada a PCR de col6nia utilizando a enzima Taqg DNA
Polimerase (Phoneutria), com iniciadores 1 e 2 (Tabela 1) e nas condi¢des
indicadas na Tabela 2. Ainda para confirmar a presenca do inserto de
interesse, os plasmideos também foram digeridos com as enzimas de
restricdo Sall e Xbal e o perfil de restricdo foi avaliado. Ap6s confirmacgéo da

presenca do inserto os plasmideos foram purificados.
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Figura 6. Mapa do vetor pSP72aZEQa. O vetor foi construido a partir do vetor pSP72
(Promega), por meio da adicdo de duas sequéncias intergénicas de alfa tubulina
flanqueando o marcador de resisténcia. Inicialmente o vetor foi construido com a
sequéncia de higromicina fosfotransferase, que foi substituida pelo gene da
neomicina fosfotransferase (Papadopoulou, Roy, and Ouellette 1991) e mais tarde
pelo gene da bleomicina que confere resisténcia a zeocina (Richard et al. 2004). No
mapa estéo indicados sitios de restricdo; o gene de resisténcia & ampicilina e o gene
de resisténcia a zeocina, flanqueado pelas sequéncias intergénicas de alfa tubulina.

52



4.10 Transfeccbes em formas promastigotas de L. infantum

Apbs confirmadas as sequéncias corretas das constru¢des, as mesmas
foram produzidas em larga escala em bactéria e purificadas. Culturas de
promastigotas de L. infantum em fase log (com aproximadamente com 1 x 10°
parasitos) foram lavadas, os sedimentos ressuspendidos em 400 pL de
HEPES-NaCl (20 mM de HEPES, 0.15 M de NaCl, 10 mM de glicose, pH 7.2)
e incubadas com 5 pg de DNA linear ou 20 pug de DNA circular, no gelo, por
15 min. Apds esse periodo foi realizada a eletroporacédo utilizando o
equipamento Gene Pulser XCell™ (BioRad). Em todas as eletroporacées
foram aplicados dois pulsos de 1.500 V e 25 pF cada, como descrito
previamente (Cruz, Coburn, and Beverley 1991; Robinson and Beverley
2003). Foram estabelecidos intervalos de 10 a 15 segundos entre os pulsos e
as constantes de tempo ideais foram mantidas entre 3 e 6 ms. Apos a
eletroporacdo, as cubetas foram deixadas a temperatura ambiente por 10
minutos e em seguida as culturas foram transferidas para garrafas de 25 cm?
contendo 10 mL de meio a-MEN. A selecdo das cepas foi realizada em meio
liquido mediante adicdo do antibiético marcador, com posterior selecdo de
clones em meio sélido na presenca do antibidtico. Este processo foi repetido
para cada uma das construgdes (5’Kh1l::NEO::3’Khl e 5’Kh1::HYG::3’Kh1) no
intuito de deletar os dois alelos presentes em L. infantum. Uma terceira
transfeccdo foi realizada para obtencdo do add-back onde formas
promastigotas de Khl” foram transfectadas com o plasmideo
pSP72aZEOa::Kh1. Nesse ultimo caso, a selecdo das cepas foi realizada
somente em meio liqguido mediante adicdo do antibiético marcador, e foram
obtidos parasitos com o gene Khl na forma epissomal. Em paralelo, um
controle, transfectado com o vetor vazio (mock) pSP720ZEOa@, foi
estabelecido.

Os parasitos mutantes foram mantidos na presenca das drogas
especificas para os marcadores de resisténcia adquiridos na transfeccdo. As

concentracdes das drogas estéo indicadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Marcadores de resisténcia usados no estudo

Gene Droga Concentracéo Referéncias

Higromicina Hygromicin (HYG)

fosfotranferase B (Invitrogen, Life Technologies) 600 pg/mL Cruz et al. 1991
(HYG)

Asbroek et al.
Neomicina Geneticin® (G418) 80 La/mL 1990;
fosfotransferase (NEO) (Gibco, Life Technologies) HY Cruz & Beverley

1990
- Zeocin ™ (ZEO) Freedman &

Bleomicina (BLEO) (Invitrogen, Life Technologies) 800 pg/mL Beverley 1993

4.11 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) para confirmar dele¢cfes
Para confirmacdo da delecdo do gene Khl foi realizada a PCR para
verificar a presenca das sequéncias codificantes de Khl (iniciadores 1 e 2),
HYG (iniciadores 8 e 9) e de NEO (iniciadores 10 e 11). Também foi verificada
a integracao dos cassetes por meio da reacdo de PCR usando iniciadores que
anelam no interior da sequéncia de cada cassete (iniciadores 13 e 14) e outro
que reconhece uma regido cromossOmica que flanqueia a sequéncia do
cassete (iniciador 12), conforme indicado na Tabela 1. As reacdes foram
realizadas utilizando a enzima Tag DNA Polimerase (Phoneutria) de acordo

com as condi¢des indicadas na Tabela 2.

4.12 Quantificacdo do numero de coOpias génicas

Para quantificar o percentual de perda no numero de cépias de Khil, foi
utilizada a técnica de PCR quantitativo em tempo real (QPCR). O DNA
gendmico dos parasitos foi extraido e amplificado com iniciadores de Khl na
presenca do intercalante Power SYBR® Green Master Mix (Applied
Biosystems®). A intensidade de fluorescéncia emitida pelo SYBR Green ao
intercalar na fita dupla de DNA gendmico € proporcional a quantidade de DNA
produzido, aumentando a cada ciclo. A fluorescéncia emitida € convertida em
uma curva de amplificacdo e quantidade de DNA é entdo calculada como
base na analise do Ct (cycle threshold). Os valores de Ct sdo inversamente
proporcionais a quantidade inicial de DNA. A quantificacdo absoluta e relativa
foi obtida pela comparacdo com o background selvagem. Para quantificagao

relativa foram utilizados dois genes constitutivos como normalizadores:
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GAPDH (LinJ.36.2480) e DNA polimerase (LinJ.16.1640). Em cada reacao foi
utilizado 1 pL de DNA gendmico a 100 ng/pL. As sequéncias dos iniciadores
utilizados (iniciadores 15 a 20) podem ser encontradas na Tabela 1. As
condicbes das reacdes de PCR estdo indicadas na Tabela 2. Os ensaios de
gPCR foram realizados na plataforma de PCR em tempo real do
CPgRR/Fiocruz Minas. Os dados foram analizados pelo método 2%4¢T

(Applied Biosystems 2004).

4.13 Southern blot

O DNA gendmico de cada um dos parasitos foi extraido e digerido com
as enzimas de restricdo Pvull e Ndel. As reacdes de digestdo foram
incubadas a 37 °C por 16 h e em seguida as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1 %. Os géis foram tratados com solucdo de
HCI 0,25 M HCI por 15 min e em seguida desnaturado por solucao alcalina
(0,5 M NaOH e 1,5 M NaCl) por 45 min. A neutralizacéo foi feita em solucao
de equilibrio (Tris-HClI 0,5 M HCI e 3 M NaCl, pH 7) por 20 min.
Posteriormente os fragmentos foram transferidos por capilaridade para
membranas de nailon (Hybond-Amersham Biosciences) em tampdo SSC 10 X
(1,5 M NaCl; 150 mM citrato de sodio), por 16-20 h. Apos secar, as
membranas foram expostas a luz ultra-violeta utilizando o equipamento UV
Stratalinker® 1800 para que ocorresse fixacdo dos fragmentos de DNA
(crosslink). As membranas foram entdo hibridizadas com sondas marcadas
com fésforo radioativo (dCTP>?), especificas para Khl e para regido 5UTR de
Khl1 (Tabela 1). Apés a hibridizagcdo, as membranas foram lavadas e expostas
a filme fotogréfico por 48 h para elucidacédo das bandas. Os experimentos de
hibridizagdo foram realizados com a colaboracdo do Dr. Marc Ouellette
(Depto. de Microbiologia, Infectologia e Imunologia da Universidade Laval,
Québec, Canada). Apds aquisicdo as imagens, as analises densitométricas

foram realizadas em nosso laboratério utilizando o software ImageJ.

4.14 Curva de Crescimento das formas promastigotas

Os parasitos foram incubados em uma concentracdo de 1 x 10°
parasitos por mL em meio a-MEN, & 26 °C. O numero de parasitos foi
determinado diariamente utilizando o contador de células Z1 Coulter® Particle

Counter (Beckman Coulter™). A analise estatistica das curvas de crescimento
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foi realizada usando o teste 2way ANOVA, com pés-teste de Bonferroni. Para
avaliar possivel alteracdo na morfologia dos parasitos, foram confeccionadas
laminas ao longo da curva de crescimento. Os parasitos foram fixados na
lamina com metanol e posteriormente foi realizada coloracdo utilizando o
Panotico Rapido (Laborclin) e as imagens obtidas por camera Nikon® L810

em Microscopio Olimpus BH2 System Microscope.

4.15 Avaliacdo da suscetibilidade dos mutantes Kh1” ao antiménio

Parasitos na forma promastigota foram lavados, contados e
posteriormente incubados na concentracdo de 1x10° parasitos/mL na
presenca de diferentes concentragdes de tartarato de antiménio (Sigma) como
fonte de Sblll, a 26 °C por 72 h. O nimero de parasitos crescidos na presenca
e na auséncia da droga foi determinado utilizando o contador de células Z1
Coulter® Particle Counter (Beckman Coulter™). A concentracdo que inibe 50
% do crescimento (ICsp) foi determinada por regresséo néo-linear utilizando o
programa GraphPad Prism, Inc .

4.16 Modulacdo do transporte de glicose nos mutantes Kh1™

Para avaliar se KH1 estad envolvida com o transporte de glicose, os
parasitos WT e Kh1” (1x10® parasitos/mL) foram lavados, ressuspendidos em
PBS 1 X (140 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 8,1 mM Na;HPOg4; 1,5 mM KH,PO,) e
incubados a 37 °C com 90 uM do analogo fluorescente da glicose 2-NBDG (2-
(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-2-Deoxyglucose) (Invitrogen™).
Como controle, os parasitos também foram incubados com 2 mM de glicose
antes da incubacdo com 2-NBDG. Apés as incubacdes, os parasitos foram
lavados trés vezes com PBS 1 X a fim de retirar todo 2-NBDG que né&o foi
incorporado. As amostras foram lisadas com Tween-20 e em seguida
avaliadas em espectrofluorimetro SpectraMax M5 (Molecular Devices) quanto
a intensidade de fluorescéncia nos comprimentos de ondade

excitacdo/emissao de 488/560 nm, respectivamente.

4.17 Infeccéo de células THP-1
Mondcitos derivados da linhagem monocitica humana THP-1 foram
diferenciados em macrofagos pela adicdo de 20 ng/mL de acetato de forbol

miristato (PMA) em cultura. Apos 72 h, macréfagos THP-1 foram infectados
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com formas promastigotas estacionarias na proporcéo de 10 leishmanias para
cada macrofago (10:1), por um periodo de 6 h. Os parasitos que nao foram
capazes de infectar os macrofagos foram retirados por meio de lavagens
sucessivas e os macrofagos infectados foram incubados em meio RPMI-1640.
O desenvolvimento das amastigotas intracelulares foi acompanhado durante
10 dias. As laminas foram coradas com Pandtico Rapido (Laborclin) e
fotografadas por camera Nikon® L810 em Microscopio Olimpus BH2 System
Microscope. A infecgcdo foi quantificada por meio contagem de amastigotas

intracelulares utilizando o programa gratuito ImageJ.

4.18 Infeccdo de Macr6fagos peritoneais murinos

Os macrofagos peritoneais murinos elicitados por tioglicolato foram
coletados de camundongos BALB/c e C57BL/6 por lavagem peritoneal com
RPMI-1640 e semeados em placa de 24 pocos na concentracdo de 3x10°
células/poco. Apds 18 h de aderéncia a 37 °C em atmosfera Umida contendo
5% de CO, o0s macrofagos foram incubados com parasitos na fase
estacionaria, numa concentracdo de 10 leishmanias para cada macrofago
(10:1). Os parasitos que nédo foram capazes de infectar os macrofagos foram
retirados por meio de lavagens sucessivas apds 6 h de incubacédo e a
infectividade dos mutantes foi acompanhada durante 16 dias. As laminas
foram coradas com Panético Rapido (Laborclin) e fotografadas por camera
Nikon® L810 em Microscopio Olimpus BH2 System Microscope. A infeccéo foi
quantificada por meio contagem de amastigotas intracelulares utilizando o

programa gratuito ImageJ.

4.19 Avaliacdo da producédo de 6xido nitrico pelo método de Griess

Para avaliacdo da producdo de o6xido nitrico (NO), os macrofagos
peritoneais murinos, coletados conforme especificado no item 4.18, foram
semeados em placa de 96 pocos em uma concentracdo de 3x10°
células/poco. Apds 5 h de aderéncia 37 °C em atmosfera umida contendo 5%
de CO, foi adicionado aos pocos IFN-y na concentracdo de 3 U/mL. Foram
incubados por mais 18 h a 37 °C e 5 % de CO,, e em seguida infectados com
parasitos na fase estacionaria em uma concentracdo de 10 leishmanias para
cada macréfago (10:1). Os parasitos que nao foram capazes de infectar os

macrofagos foram retirados por meio de lavagens sucessivas apos 6 h de
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incubacdo. Como controle positivo do ensaio, macréfagos nao infectados
foram estimulados pela adicdo de lipofosfoglicanos (LPS) em uma
concentragdo de 0,1 pg/mL. Apés 48 h de incubacéo, foi realizada a dosagem
de nitrito (NO2) no sobrenadante, ja que € um dos produtos primarios do NO.
Para tal, foi utilizado o método de Griess. A placa foi centrifugada a 3.300 x g
por 10 min e 50 pL do sobrenadante foram transferidos para uma placa nova.
Na mesma placa foi montada uma curva de calibracdo, com concentragfes de
nitrito variando entre 100 e 1,56 uM. Sob protecdo da luz, foi adicionado a
cada poco 50 pL da solucdo de sulfanilamida e ap6s 10 min de incubacéo, 50
pUL da solucdo de cloridrato de N-(I-naftil)etilenodiamina (NED). Apdés nova
incubagéo de 10 min, foi realizada a leitura da absorbéncia a 520 nm em
espectometro SpectraMax 190 Microplate Reader (Molecular Devices). Os

resultados foram analisados utilizando o programa SoftMax® Pro.

4.20 Avaliacdo do ciclo celular dos mutantes Kh1™

Para realizar a purificacdo das formas amastigotas, macrofagos THP-1
infectados (item 4.18) foram coletados no 4° dia de infeccdo usando cell
scrapper (Nunc™), lavados com tamp&o Hepes-NaCl, ressuspendidos em 800
pL de Hepes-NaCl e passados 30 vezes em agulha 27G X 4 11/16" para que
ocorresse rompimento dos macroéfagos e liberacdo das amastigotas. As
amastigotas foram separadas dos fragmentos celulares pelo emprego de
centrifugacdes diferenciais. Foi realizada uma centrifugacdo a 134 x g por 5
min de forma que as amastigotas ficassem no sobrenadante e os fragmentos
celulares no sedimento. O sobrenadante foi coletado e lavado 4 vezes com
solucdo Hepes-NaCl em centrifugacdes de 1.200 x g por 5 min. Foi realizada
contagem das amastigotas e ressuspensao de 300.000 parasitos em 300 pL
da solucao fluorocrémica hipotdnica (HFS) [citrato de sédio 0,1 % (p/v) e triton
X100 0,1 % (p/v), 50 pg/mL de iodeto de propideo (PI) e agua milli-Q (volume
final = 50 mL)]. As amostras foram incubadas por 4 h a 4 °C, protegidos da
luz. A leitura foi realizada em citdbmetro de fluxo (FacsCalibur®, BD, EUA),
adquirindo-se 50.000 eventos/amostra. A leitura no citbmetro foi realizada na
plataforma de Citometria do CPgRR/Fiocruz Minas. A analise dos dados foi

realizada utilizando o software FlowJo® (FlowJo, LLC).
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4.21 Infeccdo de camundongos e recuperacao dos parasitos

Para avaliar a infectividade dos mutantes, camundongos Balb/c e
camundongos nocautes para IFN-y (3 ou 4 por grupo) foram infectados com
parasitos WT e Kh1™”. As vias utilizadas para infeccéo, concentracdo e forma
dos parasitos estdo indicados na Tabela 4. Para recuperar os parasitos foram
coletados os bacos e figados dos animais infectados. Os Orgdos foram
processados usando cell strainer (Corning®) e as amostras incubadas em a-
MEN. As culturas foram acompanhadas por até 2 meses. Os protocolos
propostos para uso dos animais foram aprovados pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da FIOCRUZ (CEUA n° LW-28/14 — “Identificacdo de novos

candidatos para drogas e vacinas contra Leishmanioses” - ANEXO 1).

4.22 Diluicao limitante

Os ensaios de diluigado limitante foram realizados conforme proposto por
(Titus et al. 1985). Figado e baco de camundongos infectados (item 4.21)
foram processados usando cell strainer e as amostras centrifugadas a 134 x g
por 10 min. Os sedimentos foram ressuspendidos em 1 mL de meio a-MEN no
caso do baco, ou 5 mL no caso do figado. As amostras foram adicionadas nos
primeiros poc¢os de placas de 96 pocos e dessa concentragao inicial de
células foram realizadas diluicdes sucessivas até o 12° poco, utilizando o fator
de diluicdo de 10 x. As placas foram incubadas por 15 dias a 26 °C e entdo

avaliadas quanto ao crescimento dos parasitos.

Tabela 4. Esquema de infeccdo dos Camundongos

Camundongos Camundongos Parasitos Indlulo ".'ﬁi.i de “ Eutanasia
por gqrupo administragio (semanas)
i 1 x 108 it iad d 2
Khi+ b parasitos  veia da cauda
4 Promastigotas 1 x 10f parasitos  veia da cauda 4
Khi+
Balb/c W
Khi+ 1% 107 parasitos  intraperitonial 2
3 Amastigotas wr 1 x 10% parasitos intraperitonial 2
g Kh1 P P
C57BL/G WT
nocaute para 3 Promastigotas 1% 107 parasitos intrapertonial 2
IFMy Kh1+
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5 RESULTADOS

5.1 Producdo das constru¢cdes destinadas a delecdo do gene Khl

Com o objetivo de construir os cassetes 5Kh1l:NEO:3'Khl e
5'Kh1::HYG::3’Kh1 para delecdo do gene Khl, esquematizados na Figura 7A,
as sequéncias de interesse foram amplificadas, separadas em gel de agarose
e purificadas com utilizacdo do QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen). Na
Figura 7B podem ser observados os produtos de PCR com tamanho
esperado. A partir dos fragmentos purificados foi realizada a PCR de fusdo e
cassetes de tamanho esperado foram obtidos com sucesso (Figura 7C).

Os cassetes obtidos na PCR de fusdo foram purificados do gel, ligados
em vetor pGEM-Teasy e transformados em bactérias E. coli TOP10F'. Foi
realizada a triagem das colbnias pela digestdo dos plasmideos purificados
com as enzimas de restricdo Sall e Xbal para verificar aquelas que possuiam
o0 inserto de tamanho correto. Os resultados da triagem podem ser
visualizados na Figura 8 e demonstram a alta eficiéncia das clonagens, sendo
obtidos fragmentos de tamanho esperado em todas as coldnias. Apds a
triagem foi realizado o sequenciamento dos produtos de miniprep das colonias
positivas. Todas as colbnias apresentaram a sequéncia correta para 0S
cassetes 5’Kh1l::NEO::3’Khl e 5'Kh1l::HYG::3’Khl (ANEXOS II e Ill). Uma
colonia de cada cassete foi crescida em grande quantidade em meio LB e os
plasmideos foram purificados com o QlAprep® Spin Miniprep Kit e digeridas
com as enzimas de restricdo Sall e Xbal. Os cassetes foram purificados do gel
de agarose (Figura 9), dosados e usados para realizar as transfeccfes em

promastigotas de L. infantum.
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Figura 7. Construcéo dos cassetes por PCR de Fusdo. A) Esquema para construcdo
dos cassetes para delecdo do gene Khl, indicando o tamanho dos fragmentos a
serem obtidos e o tamanho de cada cassete aposa PCR de Fuséo. Cada fragmento
possui regido de homologia com a préxima sequéncia a ser inserida no cassete. B)
Eletroforese em gel de agarose a 1 % dos produtos de PCR para amplificagdo dos
fragmentos: 5'UTR de Kh1l com sequéncia que sobrepde a sequéncia codificante de
HYG (5":HYG); sequéncia codificante de HYG com sequéncia que sobrepbe 3'UTR
de Khl (HYG:3); 5UTR de Khl com sequéncia que sobrepde a sequencia
codificante de NEO (5"::NEO); sequéncia codificante de NEO com sequéncia que
sobrepde 3'UTR de Khl (NEO:3’); e 3'UTR de Khl. C) Eletroforese em gel de
agarose 1% dos produtos das PCRs resultantes da fusdo dos trés fragmentos que
culminaram com a construgdo dos cassetes NEO e HYG. PM: marcador de peso
molecular; CN: controle negativo.
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Figura 8. Triagem de coldnias por perfil de restricdo enzimatica. Eletroforese em gel
de agarose a 1 % dos produtos da reacéo de digestédo de A) pPGEM-NEO e B) pGEM-
HYG com as enzimas de restricao Sall e Xbal para triagem das coldnias obtidas ap6s
transformacgdo. PM: marcador de peso molecular.
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Figura 9. Purificacdo dos cassetes. Eletroforese em gel de agarose 1 % dos produtos
da reacdo de digestdo de A) pGEM-NEO e B) pGEM-HYG com as enzimas de
restricdo Sall e Xbal para purificacdo dos cassetes. PM: marcador de peso molecular.
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5.2 Clonagem do gene Kh1l em vetor pSP72aZEOa

Apoés delecdo do gene Khl foi realizada uma terceira transfeccdo com
os plasmideos pSP72aZEOa@ (plasmideo vazio, com zeocina como marcador
de selecdo) e pSP72aZEOQOa::Kh1l (plasmideo contendo o gene Khl e com
zeocina como marcador de selecao).

Para construcdo do plasmideo pSP72aZEOa::Khl inicialmente foi
realizada a amplificacdo do gene Khl de L. infantum e a clonagem da
sequéncia no vetor pGEM®-T Easy (Figura 10A). A selecdo das colbnias
positivas foi realizada a partir da digestéo (Figura 10B) e do sequenciamento
(ANEXO V). A partir da selegdo de uma colbnia com a sequéncia correta do
gene, foi realizada a subclonagem da mesma no vetor pSP72aZEQOa. Para tal,
0 vetor e os insertos foram digeridos com as enzimas de restricdo Sall e Xbal,
e em seguida ligados usando a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen). Vale
ressaltar que, como os sitios de restricdo das enzimas Sall e Xbal estdo muito
préximos no vetor pSP72a0ZEOa (Figura 6), nenhum fragmento foi liberado
apos a digestdo, como podemos observar na Figura 10C. Apés ligacédo e
transformacdo em E. coli TOP10F’, a selecdo da coldnia para realizar a
purificacdo do plasmideo foi realizada com base na PCR de colbnia e na
digestao (Figura 10D-E).

ApoOs selecdo da col6nia foi realizada a purificacdo do plasmideo para
realizacdo da transfeccdo nos parasitos Kh1” (clonel). Também foi realizada,
simultaneamente, a purificacdo do plasmideo vazio pSP72aZEOa@ para ser

utilizado como controle.

63



=]
o
- N o = n Ll’i‘IJ
& ® g £ i<
[~ —
A) = 2 = B) s © £ © © & C) N
£ = o = S S 3 8 S 2 42
5000 - [
. -
2000 -
1650 - 1593 pb
2000
1650
1000 -
m <
D) T % & = = ‘8 E) g“;‘g
s 5§82 8§ _ 58 @
a 8§ § o o o § & 3 S S
12000 -
12000 - 5000 -
5000 - %888
%888 = 1593 pb 1593 pb
1000 - 1000 -
850 - 850 -
650 -

650 -

Figura 10. Construcdo do plasmideo pSP72aZEOa::Kh1l. A) PCR para amplificacdo
do gene Khl. B) Digestdo com as enzimas de restricdo Sall e Xbal para triagem das
colénias positivas apés clonagem no vetor pGEM-T easy. C) Digestdo do vetor
pSP72aZEOa com as enzimas de restricdo Sall e Xbal. D) PCR de col6nia e E)
Digestdo com as enzimas de restricdo Sall e Xbal para triagem das colbnias positivas

apos clonagem de Khl no vetor pSP72aZEOa. PM: marcador de peso molecular;
CN: Controle negativo.

5.3 Transfeccdes em L. infantum

Apbs a obtencdo dos cassetes e dos plasmideos, foram realizadas as
transfec¢bes em L. infantum. Inicialmente foram realizadas transfeccées com
ambos cassetes 5’Kh1::NEO::3’Kh1 e 5’Kh1::HYG::3’Kh1 de forma isolada, de
forma a substituir a primeira copia do gene Khl por neomicina e por
higromicina respectivamente. A sele¢do dos mutantes foi realizada em meio
aMEN mediante adi¢do dos antibiéticos marcadores (G418 ou higromicina) de
acordo com especificagbes da Tabela 3. Inicialmente a sele¢éo foi realizada
em liquido por cerca de uma semana e em seguida em semi-sélido por cerca

de 12 dias. ApOs a selecdo em meio semi-solido foram obtidos 4 clones cuja
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delecdo da primeira copia de Khl foi realizada utilizando o cassete
5’Kh1::NEO::3’Kh1 e outros quatro clones cuja delecao foi realizada utilizando
o cassete 5’Kh1::HYG::3’Kh1, conforme demonstrado na Tabela 5.

Para deletar a segunda coépia do gene Khl, um dos clones de parasitos
cuja delecdo da primeira coOpia havia sido realizada com cassete
5Kh1:NEO::3'’Khl (clone Likh1™:NEO) foi transfectado com o cassete
5'Kh1l::HYG::3’Kh1l. De forma semelhante a primeira delecédo, a selecdo dos
mutantes foi realizada em meio aMEN liquido e em seguida em meio aMEN
semi-solido, sendo que foi realizada a adicdo de ambos antibioticos
marcadores G418 e higromicina de acordo com especificacdes da Tabela 3.
ApoGs cerca de 3 semanas foram selecionados 6 clones de parasitos com
delecdo nas duas cépias do gene Kh1 (parasitos Likh1™) (Tabela 5).

Para reinserir o gene Kh1 nos parasitos nocaute LiKh1”, um dos clones
obtidos foi transfectado com o plasmideo pSP720ZEOa::Kh1 na forma circular.
A selecdo dos parasitos foi feita somente em meio aMEN liquido mediante
adicdo de zeocina (Tabela 3) e ap6s 1 semana foi obtida uma populacédo de
parasitos Kh1”[pSP72aZEQa::Kh1] (add back). Também foi realizada, como
controle, a transfeccdo do plasmideo vazio pSP72aZEOa@d em parasitos
nocaute LiKhl™ (Tabela 5).

Tabela 5. Mutantes gerados no estudo

o Formade Clones
Mutante Descricéao S ~
elecdo Isolados
LiKh1™::NEO Delec&o da primeira copia do gene Khi
em L. infantum usando o cassete de clonal 4
resisténcia a NEO.
LiKh1™::HYG Delec&o da primeira copia do gene Khi
em L. infantum usando o cassete de clonal 4
resisténcia a NEO.
LiKh1™ Delecdo da segunda copia do gene Khl
nos parasitos LiKh1™:NEO usando o clonal 6
cassete de resisténcia a HYG.
Kh1”[pSP72aZEOa::@] Parasitos LiKhl" transfectados com
(controle) plasmideo pSP72aZEQOa vazio na forma populagao -
circular.
Kh1” Reinsercdo do gene Khl nos parasitos
[pSP72aZEOa::Kh1] Likh1™ por meio da transfeccéo laca
(add back) plasmideo pSP72aZEOa::Kh1 na forma  POPUA&a0 i
circular.
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5.4 Kh1lnéo é um gene essencial para L. infantum

Apbs a realizacdo das transfeccdes, para confirmar a delecdo do gene
Kh1l nos diferentes clones, foram realizados PCRs convencionais, qPCR e
Southern blot. Os resultados das PCRs podem ser observados na Figura 11.
Todos os clones obtidos apresentaram fragmentos de tamanho esperado para
as sequéncias de higromicina e de neomicina (Figura 11A-B), assim como
fragmentos de tamanho esperado nas PCRs de integracdo de ambos os
cassetes (Figura 11C-D).

Na PCR realizada para amplificar o gene Khl (Figura 11E) observamos
fragmentos de tamanho esperado para o gene nas amostras WT, Kh1™, add-
back (Kh1'[pSP72aZEOa::Kh1]) e também no controle positivo (plasmideo
pSP72aZEOa::Kh1 livre). Por outro lado, as amostras Khi” e Khi”
[pPSP72aZEOad] ndo apresentaram o fragmento de tamanho esperado do
gene Khl de 1593 pb. Essas amostras apresentaram amplificacdes
inespecificas, menos intensas e de tamanho maior que o esperado para o
gene Khl. Apesar de inUmeras tentativas para padronizar a reacao de PCR,
as bandas inespecificas ndo desapareceram. Diante desse resultado, para
confirmar a delecdo do gene Khl foram também realizados a qPCR e o
Southern blot.
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Figura 11. Delecdo do gene Khl por recombinagdo homdloga usando os cassetes
NEO e HYG. Amplificacdo dos genes NEO (A) e HYG (B) nos parasitos selvagens e
mutantes. C) A delecao da primeira copia de Khl pelo cassete NEO foi confirmada
pela utilizagdo de um iniciador que anela em uma regido 5’UTR fora do cassete e por
outro iniciador que anela no interior do cassete de NEO. D) A delecdo da segunda
copia de Khl pelo cassette HYG foi confirmada pela utilizacdo de um iniciador que
anela em uma regido 5’UTR fora do cassete e por outro iniciador que anela no interior
do cassete de HYG. ApOs a segunda transfec¢@o os clones apresentam ambos 0s
fragmentos NEO e HYG com tamanho esperado. E) PCR realizada para verificar a
presenca do gene Khl. Os tamanhos dos fragmentos obtidos estédo esquematizados
abaixo de cada gel. PM: Padrdo de peso molecular; CP: controle positivo; CN:
controle negativo.
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A gPCR foi realizada para avaliar o numero de coépias do gene Khi.
Nesse ensaio foi utilizado o SYBR Green para deteccdo do DNA gendémico
amplificado. Inicialmente foi realizada uma padroniza¢ao da reacéo de qPCR,
cujos resultados podem ser observados na Figura 12. Foram avaliados os
iniciadores para amplificacdo dos genes Khl, GAPDH e DNA polimerase, e
como amostra foi utilizada uma mistura composta de DNA gendmico de L.
infantum WT dos diferentes mutantes. Por meio da analise da curva de
calibracdo foi obtida a eficiéncia de cada par de iniciadores; enquanto que
curvas de dissociacdo evidenciam suas especificidades (Figura 12). Todos os
iniciadores foram especificos, o que foi demonstrado pelos picos Unicos nas
curvas de dissociacdo, e apresentaram eficiéncia semelhante, muito préximas
a 100 %. Esses resultados demonstram que o numero de copias do gene Khl
pode ser comparado entre as amostras utilizando o método 224CT)
normalizado com os valores obtidos para os genes constitutivos GAPDH e
DNA polimerase.

ApoOs a padronizacao foi realizada amplificacdo das amostras. Nao foi
observada amplificacdo do gene em nenhum dos clones Kh1”, resultado que
pode ser observado na Figura 13. A amostra Kh1™ apresenta cerca da
metade do numero de copias de Khl quando comparada com a amostra WT.
Ja a amostra Kh1[pSP720ZEQa::Kh1] apresenta 1,5 a 1,8 vezes 0 nlmero
de copias de Khl em relagdo a WT.
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Figura 12. Padronizacdo da gPCR. Amplificacdo dos genes Khl, GAPDH e DNA
polimerase por gPCR. Curvas padrdo e curvas de dissociacdo dos gene Khl (A),
GAPDH (B) e DNA polimerase (C).
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Figura 13. Comparacédo do numero de copias do gene Khl nos mutantes. O nimero
de coépias foi determinado quantitativamente em relacdo ao niamero de copias dos
genes constitutivos GAPDH e DNA polimerase por PCR quantitativo em tempo-real
usando o método comparativo 2°%°T. Os iniciadores utilizados apresentaram
eficiéncia semelhante, permitindo a comparacao: Kh 99,25 % de eficiéncia, GAPDH
100,97 % de eficiéncia e DNApol 98,95 % de eficiéncia.
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Para confirmar a ocorréncia das delecbes, foi realizado também o
Southern blot. A enzima de restricdo Ndel é capaz de clivar a regidao 5°UTR e
a sequéncia de HYG em apenas um ponto. Ja a enzima de restricdo Pvull é
capaz de clivar as sequencias de Khl e de NEO, cada uma em apenas um
ponto, como podemos observar no esquema apresentado na Figura 14A.

Para ambas as sondas foi obtido o perfil de bandas esperado. A sonda
que reconhece a regidao 5’UTR (Figura 14B) revelou uma banda de cerca de
1.228 pb, correspondente ao fragmento do gene Khl somente nas amostras
WT e Kh1™. A amostra Kh1™ também apresentou uma banda menor que
corresponde ao fragmento de NEO. Ambos os clones Khl™ apresentaram
bandas de tamanho esperado para os fragmentos de NEO e HYG. A diferenca
de tamanho observada entre os fragmentos dos clones 1 e 2 pode ser devido
a distorcdo da corrida no gel de agarose. De forma a confirmar a delecao,
esses clones ndo apresentaram a banda correspondente ao gene Khi,
confirmando o carater ndo essencial do mesmo. Como podemos observar na
Figura 14C, a sonda que reconhece o gene Khl revelou uma banda de
tamanho esperado nas amostras WT e Kh1™, indicando a presenca do gene
nessas amostras, sendo que, de acordo com a andlise densitométrica, Kh1™
apresenta cerca da metade do niumero de copias de Khl quando comparada
com a amostra WT. N&o existe reconhecimento de nenhuma banda nas
amostras dos duplos nocautes, confirmando o sucesso da delecdo. Na
amostra do add-back, a sonda Khl reconhece grande quantidade de DNA
possivelmente extracromossomal dos plasmidios circulares, que corresponde
a construcdo pSP72aZEOa::Khl, que esta presente nos parasitos (Figura
14C).

Em conjunto, os resultados das PCRs, da qPCR e do Southern blot

confirmam a completa delecédo do gene Khl nos mutantes.
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Figura 14. Southern blot para confirmar a delecdo de Khl em L. infantum. A)
Representacdo esquematica da localizacdo génica de Khl (LinJ.36.6110) antes e
depois das integracfes dos cassetes de NEO e HYG. Estéo representados os sitios
de clivagem das enzimas de restricdo Ndel e Pvull e o tamanho dos fragmentos
gerados. B) e C) Analise de Southern blot realizado com 10 pg de DNA genémico de
L. infantum WT e dos mutantes digerido com as enzimas de restricdo Ndel e Pvull.
As membranas foram hibridizadas com sondas marcadas com fésforo radioativo
(dCTP32), especificas para regido 5’UTR de Khl (B) e para Khl (C). As quantidades
de DNA aplicadas foram normalizadas em funcédo do ndmero de c6pias de GAPDH.
PM: Peso molecular.
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55 A delecdo de Khl né&o altera o crescimento das formas

promastigotas, mas modifica sua morfologia

Apbs a obtencdo dos mutantes Khil” foram realizados ensaios para
avaliacdo do fitness dos parasitos mediante delecdo do gene Khl. Como
podemos observar na Figura 15, ndo houve diferenca do crescimento da cepa
selvagem quando comparado ao dos mutantes. O mesmo perfil de
crescimento foi observado em dois clones diferentes de parasitos LiKh1™
(dados ndo mostrados). Podemos observar que apenas no quarto dia da
curva houve diferenca entre o crescimento dos parasitos WT e os LiKh1”
[PSP72aZEO0d] e LiKh1”[pSP72aZEOa::Kh1].
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Figura 15. Crescimento das formas promastigotas mediante perda do gene Khl. Foi
realizado o cultivo de parasitos WT, Kh1”™ e Khi” a partir de uma concentracdo
inicial de 1 x 10° parasitos por mL. A concentracdo de parasitos foi determinada a
cada 24 h através da contagem do numero dos parasitos. Os dados apresentados
correspondem a média de trés experimentos independentes. A andlise estatistica das
curvas foi realizada usando o teste 2way ANOVA, com poés teste de Bonferroni.
Foram considerados resultados com diferenca estatistica aqueles que apresentaram
p<0,05. * indica ponto da curva no qual houve diferenca entre o crescimento de L.
infantum WT e as populacdes Kh1”[pSP720ZEOa@] e Kh1'[pSP72aZEOa::Kh1].
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Apesar de nao alterar o padréo de crescimento dos parasitos, a delecéao

do gene Khl parece gerar

uma alteracdo morfoloégica das formas

promastigotas, que na auséncia do gene se mostram mais arredondadas.

Com a reinsercdo do gene as promastigotas recuperam sua forma alongada

nas fases logaritmica e estacionaria de crescimento (Figura 16). Outra

caracteristica que podemos observar na morfologia das formas promastigotas

selvagens € um possivel aumento na quantidade de formas nectomonadas

(>12 um) e uma diminuicdo de metaciclicas (<11,5 um) na fase estacionaria.

Na Figura 16 pode ser observada a morfologia das formas promastigotas

selvagens e mutantes ao longo da curva de crescimento.

WT

Kh1/-

Kh1/-[pSP::Kh1]

Inicio de Log

Logaritmica

Estaciondria

Figura 16. Morfologia das formas promastigotas ao longo da curva de crescimento.
Imagens adquiridas com camera Nikon® L810 em Microscépio Olimpus BH2 System

Microscope. Barra: 10 uM.



56 A delecdo de Khl nédo altera a sensibilidade das formas
promastigotas ao antimonio

Dentre os mecanismos de acdo do Sblll podemos citar o desbalanco
das vias energéticas, como beta-oxidacédo de acidos graxos e glicolise. Dessa
forma, foi avaliada a sensibilidade dos parasitos mutantes ao tartarato de
antimoénio. Apesar de o0 gene Khl estar indiretamente relacionado com o
transporte de glicose para o interior dos parasitos, os mutantes Kh1™ foram
igualmente sensiveis ao antiménio quando comparados com a WT, resultado

gue pode ser observado na Figura 17.
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Figura 17. Sensibilidade dos parasitos WT, Kh1™ e Kh1” ao antiménio. Teste de
susceptibilidade in vitro de WT e Kh1™. Parasitos foram cultivados na presenca de
concentracdes crescentes de tartarato de antimdnio e potéssio (18,75 a 600 uM).
Apo6s 72 h de incubacéo, a concentracdo dos parasitos foi determinada usando o
contador Coulter (Beckman, Life Sciences). Os dados apresentados correspondem a
média de trés experimentos independentes. O ICs, foi determinado pelo método de
regressao nao linear. Valores de ICsy estdo apresentados no canto superior direito.
Os dados apresentados correspondem a média de trés experimentos independentes.
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5.7 A delecdo de Khl nédo altera a captacdo de glicose por formas

promastigotas

Como Khl esta indiretamente relacionado ao transporte de glicose em
L. mexicana por ser responsavel pelo enderecamento do transportador de
glicose (LmxGT), foi realizado um ensaio para medir a capacidade dos
parasitos LiKhl” de captar glicose utilizando um analogo fluorescente da
glicose, 0 2-NBDG (Invitrogen™). Como podemos observar na Figura 18, que
representa a concentracdo em UM de 2-NBDG captada pelos parasitos, ndo
existe diferenca na captacdo de glicose realizada pelos parasitos Kh1l”
quando comparados ao seu par selvagem em nenhum dos intervalos de
tempo avaliados (1 h e 3 h). No ensaio de competicdo, no qual foi adicionada
glicose além do 2-NBDG, tanto os parasitos selvagens quanto mutantes

incorporam menos 2-NBDG do que na auséncia da glicose.
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Figura 18. Captacdo de glicose por formas promastigotas de WT e Kh1”. O gréfico
representa a concentracdo em UM de 2-NBDG captada pelos parasitos em cada
tempo de exposicado (1h ou 3h). Os dados apresentados correspondem a média de
dois experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada usando o teste
lway ANOVA, com poés-teste de Bonferroni. Foram considerados resultados com
diferenca estatistica aqueles que apresentaram p<0,05.
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5.8 Parasitos LiKhl” ndo sdo capazes de manter a infeccdo em

macrofagos

Para avaliar se a delecdo do gene Khl™ altera o fitness das formas
amastigotas intracelulares foi realizada infeccdo experimental de macréfagos
humanos THP-1 e macrofagos peritoneais murinos com os parasitos WT,
Likh1™, LiKh1™", e Likh1"[pSP72aZEQa::Kh1].

Os parasitos LiKh1"* apresentaram a mesma infectividade e a mesma
capacidade de multiplicar no interior dos macréfagos quando comparados aos
parasitos selvagens (dados nao mostrados).

Conforme resultados apresentados nas Figuras 19 a 20, podemos
observar que as amastigotas LiKh1” s&o capazes de infectar os macréfagos e
de diferenciar em amastigotas, ndo sendo observada diferenca com relacao
aos parasitos selvagens. No entanto, os mutantes LiKh1” sdo incapazes de
manter a infeccdo, tanto nos macréfagos THP-1 quanto nos macréfagos
peritoneais murinos.

ApoOs oito dias de infeccdo dos macrofagos THP-1 (Figura 19),
observamos uma reducédo de 96 % no numero de macréfagos infectados por
Khi” quando comparado a WT e uma reducdo de 94 % na razdo
amastigotas/100 macréfagos. Os macréfagos THP-1 s6 foram acompanhados
por 10 dias devido a significativa perda de viabilidade das células apds esse
periodo. Assim, ndo foi possivel avaliar nesse experimento se ocorre 0
desaparecimento completo das amastigotas LiKhl1”. Na infeccdo de
macrofagos THP-1 observamos também que os parasitos add-back
apresentaram uma infeccdo semelhante aos parasitos selvagens (Figura
19A), entretanto o numero de parasitos por macréfago foi menor que o
controle, WT (Figura 19B).

Com o objetivo de investigar se existe um momento no qual ndo sao
mais encontradas amastigotas LiKhl” nos macréfagos, foi realizada a
infeccdo dos macrofagos obtidos de lavado peritoneal de camundongos
BALB/c, os quais se mantém viaveis em cultura por mais de 20 dias. Apesar
dos parasitos selvagens e nocautes apresentarem a mesma capacidade de
infectar os macréfagos (o que foi observado no segundo dia de infecgéo), os
parasitos mutantes apresentam replicacdo diminuida, ndo ultrapassando a

propor¢cdo de 300 parasitos para cada 100 macrofagos (Figura 20). Os
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parasitos selvagens infectam todas as células rapidamente e se multiplicam
de forma intensa no interior dos macrofagos. Por outro lado, ap6s 16 dias de
infeccdo, nenhuma amastigota LiKh1™” pode ser observada (Figura 20).

A avaliacdo quantitativa dos nudcleos das amastigotas revelou a
presenca de células multinucleadas nos parasitos mutantes LiKh1”, sendo
gue no 12° dia de infeccdo, mais de 90 % dos parasitos apresentaram mais de
dois nucleos (Figuras 21 e 22).

Podemos observar em ambos 0s experimentos que os parasitos Kh1”
[pSP720ZEOaq::Kh1] recuperaram apenas parcialmente a capacidade de
replicar no interior dos macrofagos (Figuras 19B e 20B). Apesar de nao ser
esperado, os parasitos Khl”[pSP720ZEOa::Kh1] apresentaram células
multinucleadas (Figura 21C), assim como parasitos Khl”, embora em
menores proporcdes. No 12° dia de infeccdo, enquanto que 25 % dos
parasitos WT apresentaram 2 nucleos e 75 % apresentaram 1 nucleo,
somente 30 % dos parasitos add-back apresentaram 1 nucleo, 30 % 2 nucleos

e 40 % mais de dois nucleos.
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Figura 19. Anélise da infectividade dos parasitos Kh1” em macréfagos THP-1. Para
avaliar o fitness dos parasitos mutantes, macréfagos THP-1 foram infectados com L.
infantum WT, Kh1” e Kh1’[pSP720ZEOa::Kh1] em uma proporcdo de 1:10 (10
leishmanias para cada macréfago). A) Porcentagem de macrofagos infectados em
diferentes tempos de incubagdo. B) Niumero de amastigotas intracelulares por 100
macréfagos em diferentes tempos apés a infeccdo. Os dados apresentados
correspondem a meédia de dois experimentos independentes. Imagens
representativas do 8° dia de infeccdo de L. infantum WT (C) e Khl” (D)
demonstrando a diminuicdo no nimero de parasitos Kh1”. As amastigotas mutantes
remanescentes estdo indicados pelas setas. As barras correspondem a 50 pm.
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Figura 20. Anélise da infectividade dos parasitos LiKh1”™ em macréfagos peritoneais
murinos. Avaliacdo do fitness dos parasitos L. infantum WT, Khi™ e Kh1”
[pPSP72aZEOa::Kh1] em macréfagos peritoneais murinos. A) Porcentagem de
macréfagos infectados em diferentes tempos de incubacdo. B) Numero de
amastigotas intracelulares por 100 macrofagos em diferentes tempos apds a
infeccdo. Os dados apresentados correspondem a média de dois experimentos
independentes. Imagens representativas do 16° dia de infeccdo de L. infantum WT
(C) e Khl” (D) demonstrando a auséncia de parasitos Khl”. As barras
correspondem a 50 pm.
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Figura 21. Andlise quantitativa do nimero de nucleos dos parasitos. Parasitos L.
infantum WT (A), Likh1” (B) e LiKh1”[pSP72aZEQa::Kh1] (C) foram avaliados em
relacdo a presenca de um, dois ou mais nucleos. Pelo menos 150 parasitos foram
contados e a porcentagem de cada tipo de células foi plotada. O nimero de nucleos
foi determinado a partir do experimento de infeccdo de macrofagos peritoneais
murinos e os resultados apresentados correspondem a média de dois experimentos
independentes.
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Figura 22. Comparacéo da morfologia das amastigotas WT e Kh1” por microscopia
Otica. Macrofagos THP-1 e macréfagos peritoneais murinos infectados com L.
infantum WT e Khl” apés 4 dias de infeccdo, mostrando amastigotas Khi™
multinucleadas. Todas escalas representam 10 um. Imagens adquiridas com camera
Nikon® L810 em Microscépio Olimpus BH2 System Microscope.
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5.9 Mutantes Kh1” apresentam alteracdo no ciclo celular

Para melhor analisar a causa do defeito no crescimento das formas
amastigotas Kh1”, foi realizada a analise do ciclo celular desses parasitos por
citometria de fluxo. Nesse ensaio foram avaliadas amastigotas purificadas de
macrofagos THP-1 apds 4 dias de infeccdo e marcadas com iodeto de
propideo (PI). Como podemos observar na Figura 23, os parasitos LiKh1”
apresentaram diminuicdo na fase Go/G; e retengdo nas fases G,/M quando

comparados aos parasitos selvagens, indicando uma diminui¢cdo na ciclagem

celular.
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Figura 23. Avaliagéo do ciclo celular dos mutantes de L. infantum Kh1™”. Histogramas
representativos do ciclo celular mostram o conteido de DNA por amastigotas LIWT
(A) e Likh1™ (B) ap6s marcacdo com Pl e leitura em FACS Calibur. C) Porcentagem
de amastigotas LIWT e Likh1” em diferentes fases do ciclo celular. Os dados
apresentados correspondem a média de dois experimentos independentes. A andlise
estatistica foi realizada usando o teste 1way ANOVA, com pos-teste de Bonferroni.
Foram considerados resultados com diferenca estatistica aqueles que apresentaram
p<0,05.
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5.10 Infeccdo por parasitos LiKhl” n&o interfere na producéo de 6xido
nitrico

Para investigar se os parasitos LiKh1” podem induzir uma resposta
diferente dos parasitos WT durante a infeccdo, foi realizado o estimulo de
macrofagos peritoneais murinos com IFN-y, a infeccdo com os parasitos e em
seguida a determinacédo de nitrito presente no sobrenadante das culturas pelo
método de Griess. Os resultados obtidos, representados na Figura 24,
demonstram que os parasitos WT, LiKh1™, LiKh1"[pSP72aZEOa@] e Likh1™
[pSP720ZEOaq::Kh1] ndo estimularam a produgcdo de NO, nem em macrofagos
de camundongos BALB/c e nem em macrofagos de C57BL/6. Como controle
positivo do ensaio foi usado o lipopolissacarideo (LPS), que € muito eficiente
para induzir a producgdo de 6xido nitrico sintase pelos macréfagos em poucas
horas. Como podemos observar, o LPS foi capaz de induzir a producao de NO
pelos macréfagos em quantidade satisfatoria, validando o experimento.
Podemos perceber que mesmo para o LPS, os macréfagos s6 sdo capazes
de produzir elevadas quantidades de NO se previamente estimulados com
IFN-y.
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W C57/bi6
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Figura 24. Infeccdo por parasitos Kh1” nao interfere na producéo de 6xido nitrico.
Producdo de NO por macrofagos peritoneais murinos de camundongos BALB/c e
C57BL/6 infectados com parasitos WT, Khl”, Kh1’[pSP720ZEOa@] e Khil"
[pPSP72aZEOa::Kh1]. Os resultados apresentados correspondem a média de dois
experimentos independentes, realizados cada um com trés camundongos. CN:
controle negativo; LPS: lipopolissacarideo.
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5.11 Infeccdo de camundongos e recuperacao dos parasitos

Foi avaliada a capacidade dos parasitos WT e LiKh1l” de infectarem
camundongos BALB/c e camundongos C57BL/6 nocautes para IFN-y”". Foram
realizados diferentes esquemas de infeccdo a fim de se avaliar qual seria a
melhor estratégia para recuperacdo dos parasitos. Na Tabela 6 podemos
observar os resultados obtidos em cada esquema de infecgao.

Foram obtidas baixas taxas de infec¢cdo quando realizado in6culo de
formas promastigotas de L. infantum em camundongos BALB/c, seja por via
intraperitoneal ou na veia da cauda. Nesses esquemas, nem mesmo O0S
parasitos selvagens foram capazes de infectar os camundongos de forma
satisfatoria (Tabela 6).

A infeccdo dos camundongos BALB/c realizada com formas amastigotas
resultou num maior sucesso quando comparada com a infeccao realizada com
formas promastigotas, sendo recuperados parasitos WT tanto no bago quanto
no figado de todos os camundongos. Por outro lado, as formas amastigotas
dos parasitos LiKh1” n&o foram capazes de infectar os camundongos BALBI/c
(Tabela 6 e Figura 25).

Sendo assim, também foi avaliada a infectividade das formas
promastigotas dos parasitos WT e LiKh1"™ em camundongos
imunossuprimidos deficientes em IFN-y. As formas promastigotas, inclusive
dos parasitos LiKh1” foram capazes de infectar todos os camundongos. No
entanto, de acordo com resultado da diluicdo limitante (Figura 25), podemos
observar que os parasitos LiKh1™ tiveram menor capacidade de infectar ou de
manter a infeccdo mesmo nos camundongos nocaute para IFN-y, sendo
obtido um nimero bem menor de parasitos quando comparados aos parasitos
WT. Nao foi observada diferenca estatistica entre 0 nimero de parasitos

recuperados do baco e do figado dos animais (Figura 25).
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Tabela 6. Infeccdo de camundongos e recuperacao dos parasitos

Orgéos dos Tempo para
Camundongo  Camundongo . In6culo . . = Eutanasia Porcentagem . crescimento
Parasitos - Via de infeccéo ; = quais foram
S S por grupo (parasitos) (semanas) de infecgéo em cultura
recuperados P .
axénica (dias)
WT 25 Figado 15
N 1x10° veia da cauda 2
Khil 0 - -
) WT 25 Figado 15
4 Promastigotas - 1x10° veia da cauda 4 ) )
Balb/c
WT 0 - -
" 1x 107 intraperitoneal 2
Khl 0 - -
WT 100 Baco e figado 8
3 Amastigotas o, 1x10° intraperitoneal 2
Khl 0 - ;
C57BL/6 WT 100 Baco e figado 4
nocaute para 3 Promastigotas n 1x 10’ intraperitoneal 2 B figad
IFNy Khl 100 aco e figado
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Figura 25 - Carga parasitaria de camundongos infectados com L. infantum WT e Kh1
", Carga parasitaria de camundongos BALB/c (A) e C57BL/6 nocaute para IFN-y (B),
infectados com formas amastigotas e formas promastigotas, respectivamente. A
carga foi avaliada por diluicdo limitante de macerados de figado e baco, obtidos apés
15 dias de infeccao. A leitura foi realizada 15 dias ap6s a eutanasia dos animais. A
andlise estatistica foi realizada usando o teste 1way ANOVA, com pos-teste de
Bonferroni. Foram considerados resultados com diferenga estatistica aqueles que
apresentaram p<0,05.
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5.12 Resumo dos resultados

Os dados obtidos nesse trabalho demonstram que o gene Khl ndo & um
gene essencial em L. infantum, e que sua delecdo nado altera o perfil de
crescimento das formas promastigotas, e nem a capacidade dos parasitos de
captar glicose. Por outro lado, nossos resultados sugerem que a delecéo do
gene Khl gera uma alteracdo morfolégica das promastigotas de L. infantum.
Diferente das formas promastigotas, as formas amastigotas mutantes
apresentam defeito no ciclo celular, apresentando retencdo em G,/M. Esse
defeito culminou com a formacéo de amastigotas multinucleadas que nao sao
capazes de manter a infeccdo em macrdfagos in vitro e que apresentam
menor capacidade de manter a infeccdo in vivo quando comparada aos
parasitos selvagens. Em conjunto, os resultados do trabalho indicam que os
parasitos mutantes Likhl” sdo potenciais candidatos vacinais contra as

leishmanioses.
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6 DISCUSSAO

Nesse estudo realizamos com sucesso a delecdo do gene Kharonl
(Khl) em L. infantum utilizando a metodologia de recombinacdo homodloga
descrita por Cruz et. al em 1991. A delecao foi confirmada por PCR, qPCR e
Southern blot. Os parasitos mutantes obtidos foram caracterizados em relacéo
a varios parametros: crescimento em cultura, morfologia, infectividade in vitro
e in vivo, proliferacdo intracelular, ciclo celular, transporte de glicose,
susceptibilidade ao antiménio e producéo de Oxido nitrico.

A construgdo dos cassetes para delecao, feita por meio da PCR de
fusdo, se mostrou uma metodologia altamente eficiente e rapida. H4 alguns
anos atras, a obtencdo de constru¢cdes para manipulacdo genética era
realizada por meio de sucessivas clonagens em bactérias, com a necessidade
de se realizar varias transformacdes, varias digestdes com enzimas de
restricdo e varias eletroforeses, de forma que muito tempo era gasto nesse
processo (Roberts 2011). Com o tempo foram desenvolvidas metodologias
para simplificar e otimizar esse processo, como por exemplo o Sistema
Gateway baseado na recombinagao do fago A (Batista et al. 2010; Alonso et
al. 2014; Esposito et al. 2009), a clonagem independente de ligacdo (LIC)
(Aslanidis and Jong 1990; Dortay et al. 2011) e a PCR de fusédo (Berrow,
Alderton, and Owens 2009; A. Mukherjee et al. 2009). Embora o Sistema
Gateway e a LIC sejam eficientes, a fusdo ndo é muito precisa, sendo
adicionados alguns pares de bases nas extremidades 5 e 3’ do fragmento. A
PCR de fuséo, por outro lado, se baseia na utilizacdo de uma DNA polimerase
com atividade de exonuclease para correcdo, capaz de unir fragmentos de
DNA que possuam sequéncias complementares. As construcdes podem entéao
ser obtidas de forma eficiente sem a adicdo de pares de base extras (Roberts
2011).

Como o cromossomo 36, onde se encontra o gene Khl, é dipléide em L.
infantum (Rogers et al. 2011), foram realizadas duas transfeccdes
sequenciais, de modo a obter inicialmente parasitos nocautes em uma das
copias do gene (LiKh1™) e em seguida parasitos duplo nocaute (LiKh1™).
Para confirmar as dele¢cbes foram realizadas PCRs convencionais, gPCRs e 0
Southern blot.
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A caracterizagdo das formas promastigotas de L. infantum demonstrou
gue os parasitos mutantes apresentam o mesmo padrdo crescimento que 0s
parasitos selvagens, o que era esperado, tendo em vista que, em L.
mexicana, a dele¢cdo do gene Khl também n&o resultou em alteragdo no
crescimento das formas promastigotas (Tran et al. 2015). A diferenca
observada no quarto dia da curva entre o crescimento dos parasitos WT e o0s
Kh1"[pSP720ZEOa@] e Khl1'[pSP720ZEOa::Khl] pode ser devido a
presenca da droga Zeocina, usada para selecionar os parasitos transfectados
com o plasmideo pSP720ZEQOaq, ou devido ao fato de néo ter sido realizada
selecédo clonal desses parasitos. No entanto, essa diferenga no crescimento
provavelmente ndo tem um impacto biolégico significativo para os parasitos.

Apesar da delecdo ndo alterar o crescimento dos parasitos, as formas
promastigotas de L. infantum se apresentam menos alongadas na auséncia
do gene Khl, mas recuperam o formato alongado quando o gene é reinserido
nos parasitos nocautes. Essa alteracdo morfolégica ndo foi observada em L.
mexicana (Tran et al. 2013; Tran et al. 2015) e pode ser um indicio de uma
nova fungdo do gene Khl em L. infantum. A morfologia dos mutantes deve ser
melhor investigada com outras técnicas, como microscopia eletrénica de
varredura e microscopia eletrbnica de transmissao, para que se possa inferir
sobre as variaveis que levaram a tal alteracéao.

Como a proteina Khl esta indiretamente relacionada com o transporte
de glicose em L. mexicana, por ser responsavel pelo enderecamento do
transportador de glicose LmxGT1 (Tran et al. 2013), foi investigado o impacto
da delecéo de LiKH1 na incorporacédo de glicose. Foi verificado que a delecéo
de Kh1l em L. infantum néo interferiu no transporte de glicose e essa auséncia
de fendtipo parece se dever ao fato de existir mais do que um transportador
em Leishmania capaz de importar as hexoses glicose, manose, frutose e
galactose (Cazzulo 1992; Langford et al. 1994; Burchmore and Landfear 1998;
Burchmore et al. 2003). Em L. mexicana, por exemplo, ao ser realizado o
nocaute do locus onde estdo presentes 0os genes que codificam as trés
isoformas de transportadores de glicose (LmxGT1, LmxGT2 e LmxGT3) os
parasitos mutantes apresentaram alteragcdes metabdlicas, como por exemplo,
a alteracdo da producdo de glicoconjugados (Contrera-Rodriguez and
Landfear 2006). A fim de recuperar o fendétipo dos parasitos, foi realizada a

transfeccdo de cada uma das trés isoformas de LmxGT e cada uma das
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isoformas sozinha foi capaz de restaurar o transporte das quatro hexoses nos
parasitos (Rodriguez-Contreras et al. 2007). Dessa forma, em nosso trabalho,
provavelmente outros transportadores, nao enderegados por Khl, foram
capazes de manter a captacdo normal de glicose nos parasitos Khl” via
bypass. Apesar desse perfil ter sido observado somente nas formas
promastigotas, ndo € esperado que exista diferenca na captacdo de glicose
pelas amastigotas LiKh1”: as amastigotas transportam menos glicose do que
as promastigotas, pois utilizam acidos graxos como fonte primaria de energia
(Hart and Coombs 1982; Burchmore and Hart 1995).

Considerando ainda o metabolismo de glicose, sabe-se que um dos
mecanismos de acdo do antiménio consiste em perturbar o metabolismo
energético por meio da inibicdo da glicdlise (Berman, Gallalee, and Best 1987;
Sundar and Goyal 2007). Outros trabalhos mostraram ainda que parasitos
resistentes a drogas apresentam alteracdes no fitness que resultam em uma
menor captacdo e em um menor metabolismo de glicose (Uzcategui et al.
2005; Machuca et al. 2006; do Monte-Neto et al. 2011). Dessa forma, foi
investigado se os parasitos LiKh1” apresentam alteracdo na sensibilidade ao
antimonial. No entanto, como L. infantum Kh1” n&o apresentou alteracdo na
captacdo de glicose do meio, também ndo foi observada alteracdo na
sensibilidade aos antimoniais.

Para avaliar o fitness das formas amastigotas foram realizados
experimentos de infeccdo in vitro de macréfagos THP-1 e de macréfagos
peritoneais murinos. Semelhante ao que foi observado em L. mexicana, as
amastigotas mutantes de L. infantum apresentaram um defeito na citocinese,
o que gerou formas multinucleadas que morreram com o tempo, sendo
incapazes de manter a infeccdo nos macrofagos (Figura 20).

Durante a infeccdo dos macréfagos THP-1, enquanto os parasitos WT
se multiplicam com sucesso, a taxa de infeccdo por parasitos LiKh1™ cai ao
longo dos dias. No entanto, apds 9 a 10 dias de infec¢do os macrofagos THP-
1 comegam a morrer e perdem a aderéncia as laminas, impossibilitando a
continuidade dos experimentos e a investigacdo do tempo de duracdo das
amastigotas nocaute nessas células. Além disso, devido a intensa
multiplicagéo da L. infantum WT, os macrofagos sao destruidos com o passar
do tempo, impossibilitando a continuidade da anélise devido a falta de um

controle positivo. Em contrapartida, o0os experimentos realizados com
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macrofagos peritoneais murinos permitiram analisar a infec¢cdo por mais de 20
dias. Esses experimentos demonstraram que in vitro a infeccdo por L.
infantum Kh1” n&o persiste por mais de 16 dias. Nos Ultimos dias da infeccéo
praticamente todos parasitos se apresentam multinucleados, fendétipo que
culmina com a morte das células.

Em todos os experimentos de infeccdo in vitro observamos que 0s
parasitos complementados LiKh1"[pSP72aZEOa::Kh1] (add-back) n&o
recuperam completamente o fenotipo quando comparado aos parasitos
selvagens (Figuras 19 e 20), mesmo tendo apresentado um maior nimero de
copias de Khl no gPCR e no Southern blot (Figuras 11 a 14). Além disso, os
parasitos add-back apresentaram células multinucleadas ao longo da infecgéo
dos macrofagos (Figura 21), indicando a persisténcia de células com o0 mesmo
fendtipo de LiKhl”. Esses resultados provavelmente se devem ou a selecéo
dos parasitos add-back, que néo foi clonal, ou ao uso um vetor na forma
epissomal para realizar a reintroducéo do gene. Primeiro, os vetores, quando
nao integrados, ndo estdo sujeitos aos mecanismos de segregacdo de DNA
de forma que as células filhas ndo recebem quantidades iguais do vetor,
podendo confundir as analises fenotipicas. Em segundo lugar, os niveis de
expressdo dos genes presentes em vetores podem variar de célula para
célula. Uma terceira possivel causa € o fato dos vetores epissomais ndo se
manterem nos parasitos na auséncia da pressao seletiva da droga (Roberts
2011). Apesar dos experimentos de infec¢do in vitro serem relativamente
curtos, a falta da adicdo da Zeocina pode ter sido um fator que contribuiu para
os resultados observados. Dessa forma, futuramente, ao planejar
experimentos in vivo, que duram Vvarios meses, esse fator devera ser levado
em consideracdo, podendo-se optar, por exemplo, por usar um vetor que
permita a integracdo do gene no genoma do parasito.

Com os ensaios de infecgcdo e com as imagens de microscopia oOptica,
demonstramos que, assim como em L. mexicana (Tran et al. 2015), a delec&o
do gene Khl em L. infantum, apesar de nao alterar o padrdo de crescimento
das formas promastigotas, inviabiliza a divisdo celular das formas
amastigotas. A presenca de amastigotas multinucleadas entre os parasitos
mutantes sugere que 0s parasitos sao capazes de realizar a divisdo nuclear,
mas que nao finalizam a citocinese. A geracao de parasitos com alteracao no

crescimento mediante a dele¢do do gene Kh1l parece estar relacionada com a
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presenca da proteina Kh1l na base do flagelo, nos microtibulos subpeliculares
(microtubulos que formam um arcabouco fortemente associado a membrana
plasmética dos parasitos) e no fuso mitdtico. Apesar da associagdo com o0
fuso mitético ainda nao ter sido comprovada em Leishmania, o silenciamento
do gene Kh em T. brucei fez com que o fuso mitético ndo se formasse nesses
parasitos, o que se mostrou letal para todas as formas presentes no seu ciclo
de vida (Sanchez et al. 2016).

O fendtipo apresentado pelos parasitos Khl” se assemelha aos
apresentados por L. donovani nocaute para centrinal (LACEN"), nos quais
também ocorre formacdo de amastigotas multinucleadas com defeito no
crescimento que culmina com a morte dos parasitos, sem no entanto
apresentar nenhuma alteracdo nas formas promastigotas (Selvapandiyan et
al. 2004). Mais tarde foi demonstrado que centrinal também € essencial para
duplicacdo celular de T. brucei (Selvapandiyan et al. 2007) e de Plasmodium
faciparum (Mahajan et al. 2008).

O trabalho de Selvapandiyan et al. 2004 demonstrou que centrinal é
essencial para duplicacdo do corpo basal, para formacdo do fuso mitético e
para citocinese; e que a cariocinese com auséncia de citocinese leva a morte
celular programada dos parasitos devido a uma perda do controle do ciclo
celular. De forma similar ao que foi observado no ciclo celular dos mutantes
LdCEN1", L. infantum Kh1” também apresentou uma diminuicdo da ciclagem
das células, com retencéo do ciclo nas fases G,/M. Esse resultado corrobora o
carater essencial da proteina Khl para que ocorra divisdo celular nas formas
amastigotas de L. infantum e constitui um forte indicio da presenca dessa
proteina no fuso mitético dos parasitos, assim como a centrina.

A proteina Khl, presente apenas em Kinetoplastideos, ndo possui
nenhum motivo conservado conhecido (Sanchez et al. 2016). Com o objetivo
de melhor compreender as fun¢des da proteina Khl, foram realizadas buscas
preliminares em bancos de dados por possiveis dominios proteicos presentes
em Khl. De acordo com modelagem obtida por meio do SWISS-MODEL, a
sequéncia proteica de Khl apresenta uma regido de homologia com Villin-1
(ANEXO V). Villin-1 é uma proteina sensivel ao célcio responsavel por
reorganizar os filamentos de actina (Northrops et al. 1986; Zhai et al. 2001; N.
Kumar et al. 2004). Sabe-se que essa proteina € inibida por Latrunculin A,

uma toxina produzida por esponjas do mar Latrunculia magnifica que impede
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a polimerizacdo dos filamentos de actina (Spector et al. 1983; Yarmola,
Somasundaram, and Boring 2000), e inibe a formacdo do fuso mitotico,
impedindo a divisdo celular (Forer and Pickett-Heaps 1998; Gachet et al.
2004; Tournier et al. 2004; Meadows and Millar 2008). Embora preliminar,
esse achado constitui mais um indicio da atuacdo de Khl nos filamentos de
actina e de sua presenca no fuso mitético de Leishmania.

Além disso, por estar presente apenas em Kinetoplastideos (Sanchez et
al. 2016), e por ser essencial para divisao celular desses parasitos (Tran et al.
2015; Sanchez et al. 2016) Kh1l se mostra também como um alvo interessante
para quimioterapia das leishmanioses, da doenga do sono e provavelmente da
doenca de Chagas.

Para avaliar se o fenétipo de atenuacdo dos mutantes Likh1” observado
in vitro seria também observado in vivo, foram realizadas infeccdes de
camundongos BALB/c e C57BL/6 nocautes para IFN-y. Dados da literatura
demonstram que em camundongos BALB/c, a espécie L. infantum € capaz de
se multiplicar rapidamente no figado nas primeiras semanas, mas ap6s um
més a infeccdo é controlada nesse o6rgdo por meio da formacdo de
granulomas, pois 0 0rgdo apresenta uma resposta inflamatoria, do tipo Tyl
(Murray et al. 1987; Goto and Lindoso 2004; Hoffmann 2009; R. Kumar and
Nylén 2012). No baco os parasitos também séo controlados, apesar de nao
serem completamente eliminados, pois esse 6rgdo apresenta uma resposta
de caréater anti-inflamatério, que permite a sobrevivéncia dos parasitos (Melby
et al. 2001; Mukherjee et al. 2003; Stanley & Engwerda 2007; Kumar & Nylén
2012).

Apesar de varios trabalhos demonstrarem que a cepa ITMAP-263 de L.
infantum € capaz de infectar camundongos (Mullen and Baillie 1998; Silvestre
et al. 2007; Moreira et al. 2012; Cunha et al. 2013; Marques et al. 2015; Faria
et al. 2016; Cunha-ju et al. 2017), no presente estudo as formas promastigotas
dessa cepa de L. infantum ndo foram capazes de infectar camundongos
BALB/c de forma satisfatoria. A dificuldade de infeccdo provavelmente é
devido ao tempo que a cepa permaneceu sob condi¢cées de cultivo axénico
sem ser realizada nenhuma passagem in vivo. Moreira et al. 2012
demonstraram que a manutencdo da cepa ITMAP-263 de L. infantum por
longos periodos em cultura resulta em uma perda de viruléncia tanto in vitro

guanto in vivo. Sabe-se que passagens seriais in vitro, levam ao
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desenvolvimento de perturbacdes no desenvolvimento, alteragcdes nos niveis
de expressdao de macromoléculas de superficie e perda de fatores de
viruléncia (Brittingham et al. 2001; Beetham, Donelson, and Dahlin 2003).
Além disso, ap0s passagens sucessivas, uma cultura estacionaria de L.
infantum apresenta uma diminuicdo da proporcdo de formas metaciclicas e
um aumento da proporcdo de nectomonadas (Lei, Romine, and Beetham
2010). De fato, imagens das culturas em fase estacionaria adquiridas nesse
estudo parecem indicar uma quantidade maior de nectomonadas do que de
metaciclicas (Figura 16), sendo essa uma possivel explicacdo para o0s
resultados obtidos in vivo. Uma opcdo para solucionar a questdo da
dificuldade de infeccdo poderia ser entdo a separacdo das formas
metaciclicas por gradiente de centrifugacdo conforme descrito por Spath &
Beverley em 2001; ou com base na aglutinacdo induzida por lectinas
conforme descrito por Pinto-da-Silva et al. em 2002; ou ainda por meio do
tratamento prévio das promastigotas com sangue fresco, o qual apresenta
proteinas da cascata do complemento funcionais, de forma que promastigotas
ndo metaciclicas sejam eliminadas por lise (Franke et al. 1985).

Outra explicacdo para a menor viruléncia dos parasitos é uma possivel
diminuicdo da capacidade dos parasitos de se diferenciarem em amastigotas.
Foi demonstrado que ap0s passagens sucessivas em cultura, a perda de
viruléncia de L. infantum ITMAP-263 ocorre ndo devido a uma diminuicdo no
namero de promastigotas metaciclicas, mas devido uma diferenciacédo
inadequada das formas promastigotas para amastigotas, provavelmente
devido a auséncia do ciclo de vida completo durante longos periodos (Moreira
et al. 2012). Foi constatado ainda que as cepas atenuadas de L. infantum
recuperam completamente a viruléncia apoOs diferenciacdo em formas
amastigotas. Os autores consideram que a diferenciacdo em amastigotas
seleciona o0s parasitos mais virulentos em uma cultura e que essa
diferenciacao teria um efeito similar ao da passagem dos parasitos em
camundongos. Outros estudos ainda, apontam para a necessidade de se
realizar indculos com formas amastigotas de L. donovani para se obter um
padréo reprodutivel de infeccdo no baco e no figado de camundongos (Garg
and Dube 2006; Prianti et al. 2007). De forma semelhante, em nosso trabalho
a infeccdo dos camundongos BALB/c com formas amastigotas de L. infantum

resultou em sucesso na recuperacéo dos parasitos selvagens. Por outro lado,
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é importante ressaltar que formas amastigotas dos parasitos mutantes Kh1”
nao foram capazes de infectar os camundongos BALB/c, evidenciando que
esses parasitos nocautes ndo apresentam boa manutencédo da infeccdo in
vivo, devido ao defeito na citocinese das amastigotas.

A fim de solucionar a dificuldade na infeccdo in vivo e para garantir a
recuperacdo dos parasitos LiKhl”, também foi realizada a infeccdo de
camundongos nocaute para IFN-y (imunossuprimidos e extremamente
susceptiveis & infeccdo), com L. infantum WT e Khl”, e ambos foram
recuperados com sucesso nesse modelo. No entanto, os parasitos nocautes
apresentaram maior dificuldade em manter a infeccdo mesmo em
camundongos nocaute para IFN-y, o que pode ser observado nos resultados
da diluicdo limitante, na qual foi obtido menor nimero de parasitos LiKh1” do
que WT (Figura 24). Esse resultado é condizente com o fato das amastigotas
nocautes apresentarem defeito na divisdo celular, o que leva a morte dos
parasitos.

Os resultados obtidos in vitro e in vivo indicam que 0s parasitos
nocautes para o gene Khl obtidos nesse trabalho sédo potenciais candidatos
para o desenvolvimento de uma vacina atenuada. As vacinas baseadas em
parasitos atenuados sédo consideradas uma das estratégias mais promissoras
para protecdo contra as Leishmanioses, pois esses parasitos simulam o curso
natural da infecgcdo por Leishmania e fazem com que o sistema imune do
hospedeiro entre em contato com um vasto repertério antigénico (Sporri and
Reis 2005; Saljoughian, Taheri, and Rafati 2014), ativando células
apresentadoras de antigenos e gerando células de meméria (Foulds, Wu, and
Seder 2006). Essas caracteristicas sdo cruciais para desenvolvimento de uma
resposta duradoura (Selvapandiyan et al. 2012; Saljoughian, Taheri, and
Rafati 2014).

Uma das principais preocupacdes no desenvolvimento de vacinas
atenuadas € garantir sua segurancga, demonstrando que nao existe risco dos
parasitos recuperarem o fendtipo virulento e que o0s parasitos sao
completamente eliminados com o tempo (Gannavaram et al. 2014).

Dessa forma, conhecer o tempo de persisténcia dos parasitos mutantes
Likh1” nos camundongos serd importante para avaliar a viabilidade de se
estudar os mutantes como candidatos vacinais. Para avaliar se o perfil de

multiplicacéo in vivo apresentado pelos mutantes Likh1” condiz com o perfil
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observado in vitro no presente estudo, sera necessario acompanhar a
infeccéo, a fim de determinar o0 momento no qual os parasitos nocautes nao
serdo mais detectados nos camundongos. Conforme padronizacéo realizada
neste trabalho, essa avaliacdo podera sera realizada por meio do inéculo de
formas promastigotas por via intraperitonial, em camundongos C57BL/6
nocaute para IFN-y, que se mostrou a melhor estratégia para esse tipo de
andlise. Sabe-se, por exemplo, que L. mexicana Kh1” n&o é capaz de causar
lesdo em BALB/c e que apés cerca de oito semanas 0s parasitos nocautes
nao sdo mais encontrados nos camundongos (Tran et al. 2015). No caso de L.
donovani nocaute para centrina (LdACEN1"), apesar desses parasitos serem
capazes de infectar camundongos BALB/c, nenhum parasito € encontrado
apos 12 semanas de infeccdo nem no baco nem no figado desses animais
(Selvapandiyan et al. 2009). J& para delecdo do gene que codifica a proteina
p27, expressa somente em amastigotas, os parasitos Ldp27” sdo capazes de
sobreviver cerca de 20 semanas em camundongos BALB/c (Dey et al. 2013).
Embora alguns autores defendam que a capacidade dos parasitos em
gerar uma infeccdo subclinica é fundamental para que a imunizacéo resulte
em uma protecdo duradoura, como no caso da leishmanizagédo (Nadim et al.
1988; Nadim, Javadian, and Mohebali 1997; Streit et al. 2001; Dunning 2009;
Selvapandiyan et al. 2012; Saljoughian, Taheri, and Rafati 2014), parasitos
podem gerar uma resposta imune protetora sem, no entanto, gerar infeccao
do hospedeiro, o que foi demonstrado nas imunizacbes com L. tarentolae.
Apesar desses parasitos serem incapazes de causar patologia (até mesmo
em camundongos severamente imunossuprimidos), foram capazes de elicitar
uma resposta protetora em camundongos BALB/c, com ativacdo de células
dendriticas e producao de IFN-y por linfocitos T (Breton et al. 2005). Assim, 0
fato dos nocautes LiKhl1” ndo terem infectado os camundongos com
eficiéncia, nem mesmo 0s imunossuprimidos, ndo afasta a possibilidade
desses parasitos serem capazes de gerar uma resposta imune protetora.
Camundongos sdo os modelos largamente utilizados em pesquisa
biomédica. O principal motivo desse uso é a existéncia de varias racas
diferentes, com caracteristicas genéticas muito bem definidas que séo
mantidas por meio de cruzamentos consanguineos, de forma que os
individuos da populacdo se mantém geneticamente muito parecidos (Loria-

Cervera & Andrade-Narvaez 2014). Além disso, existem reagentes disponiveis
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para todo tipo de analise imunolégica em camundongos (Garg and Dube
2006). No entanto, sabe-se que os camundongos ndo sao o modelo ideal para
estudo da LV, pois mesmo as espécies de susceptiveis a L. donovani e L.
infantum sdo capazes de resolver a infeccdo com o tempo; evolugdo muito
distinta daquela observada em humanos (Melby et al. 2000; P. C. Melby et al.
2001; Mukherjee et al. 2003; Loria-Cervera & Andrade-Narvaez 2014). Em
contrapartida, o hamster sirio dourado (Mesocricetus auratus) se apresenta
como o melhor modelo para estudo da LV, pois, semelhante aos humanos,
desenvolve doenca severa e progressiva, COom imunossupressao,
hepatoesplenomegalia e pancitopenia (Gifawesen & Farrell 1989; P. Melby et
al. 2001; Mookerjee et al. 2003; Fazzani et al. 2011; Loria-Cervera & Andrade-
Narvaez 2014). Dessa forma, o melhor modelo para se avaliar a infeccéo
pelos mutantes LiKh1” e a resposta imune induzida por esses parasitos é o
hamster, estratégia que também podera ser utilizada futuramente.

Uma etapa fundamental na eliminacdo das formas amastigotas
intracelulares é a producédo de 6xido nitrico (NO) pelos macrofagos ativados.
A importancia da producdo de NO para contencdo da infeccdo € bem
documentada, tanto in vitro (Liew et al. 1991) quanto in vivo (Wei et al. 1995),
em modelos murinos (Mauél 1996) e em humanos (Kroncke et al. 1998).
Durante a infeccdo por Leishmania, varias células produzem IFN-y, como as
células NK, os LT CD8" e principalmente os LT CD4" (Mary et al. 1999). O
IFN-y induz a expresséo de 6xido nitrico sintase pelos macréfagos, de forma
que grandes quantidades de NO sé&o produzidas a partir de L-arginina para
eliminagdo dos parasitos (Wakil et al. 1998). Dentre os principais efeitos do
NO sobre a Leishmania estao a inibicdo de enzimas mitocondriais essenciais
para respiracdo, e também a inibicdo de tidis e fatores de transcricdo. Além
disso, o peroxinitrito, formado a partir de reacdo do NO com superoxidos, tem
como alvo lipidios e DNA (Liew et al. 1991; Nathan and Hibbs 1991; Stamler
1994). Por outro lado, a Leishmania também possui mecanismos de escape
para evitar a agcdo microbicida do oxido nitrico, entre eles a inibicdo de vias de
sinalizacao criticas para o macrofago (Gregory and Olivier 2005), como a
supresséo da ativacao das MAP kinases (Martiny et al. 1999; S. Ghosh et al.
2002).

Para avaliar se os nocautes LiKh1™ induziriam uma resposta diferente

dos parasitos selvagens ao interagir com o0s macréfagos, avaliamos a
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producdo de NO pelos macrofagos peritoneais murinos. No entanto,
macrofagos peritoneais infectados com L. infantum WT ou com parasitos
mutantes Kh1” ndo produziram NO (Figura 25). De fato, foi demonstrado que
diferentes cepas de L. infantum induzem diferentes perfis de expressao de
oxido nitrico sintase, sendo que a cepa utilizada nesse trabalho (ITMAP-263)
foi uma das que menos induziu a expressao do gene (Marques et al. 2015).
Além disso, a quantidade de NO produzida varia de acordo com a célula
(monécitos, macrofagos, esplendcitos) e com a espécie investigada
(camundongo, cao, primata) (Assche et al. 2011).

Apesar da delecdo do gene Kh1” nao ter interferido na producéo de NO
pelos macréfagos infectados, esse € um resultado preliminar, e a
possibilidade dos parasitos LiKkh1” serem testados como vacina ndo deve ser
descartada. Uma resposta robusta para essa pergunta sera obtida testando a
producdo, além de NO, de interleucinas, IFN-y e TNF-a ndo s6 em infec¢des
in vitro, mas também de camundongos imunizados com parasitos mutantes
Likh1” e desafiados com L. infantum (Frederick P Heinzel et al. 1991; F P
Heinzel et al. 1993; Sypek et al. 1993; Darrah et al. 2007), estratégia que deve
ser empregada futuramente a fim de avaliar se as imunizagdes com o0s

mutantes sdo capazes de gerar protecao contra infec¢do por Leishmania.
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7 CONCLUSAO

Os dados obtidos nesse trabalho demonstram que o gene Kh1l ndo é um
gene essencial em L. infantum, e que os parasitos nocautes para o gene Khl
apresentam fendtipo atenuado tanto in vitro quanto in vivo. Tal fenotipo €
resultante do defeito na divisdo celular dos parasitos na fase intracelular
amastigota. Por outro lado, apesar de n&o haver alteragéo do crescimento das
formas promastigotas de L. infantum Khl™”, variacdes em sua morfologia
apontam para funcdes ainda ndo descritas nesses mutantes. Em vista do
potencial que cepas atenuadas apresentam para o desenvolvimento de
vacinas, € pertinente afirmar que o material aqui apresentado justifica o
investimento em investigacdes para a aplicacdo de L. infantum Kh1”, como

candidato vacinal contras as leishmanioses.
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8 PERSPECTIVAS

—  Investigar a capacidade dos parasitos mutantes Likh1” em manter a
infeccdo em camundongos por diluicdo limitante;

—  Investigar a capacidade dos parasitos mutantes Likh1” em manter a
infeccdo em hamsters por diluicdo limitante;

— Avaliar perfil de citocinas elicitado em camundongos e/ou hamsters
apés imunizacdo com parasitos mutantes Likhl” e apés desafio com L.
infantum e L. braziliensis;

— Avaliar 0 perfil de citocinas elicitado em células
mononucleares do sangue periférico apds estimulo com parasitos mutantes
Likh1”;

— Investigar a localizagdo celular da proteina Kharonl em L. infantum por
microscopia confocal;

— Investigar quais as proteinas que interagem com Kharonl em L.

infantum por co-imunoprecipitacao.
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ANEXO Il

Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do cassete 5’Kh1::NEO::3’Kh1l com

sequéncia consenso obtida a partir do sequenciamento

CasseteNEQ
ContigHEDS
Consensus

CasseteHEQ
ContigHEDS
Consensus

CasseteNED
ContigHEDS
Consensus

CasseteHEQ
Cont igHEDS
Consensus

CasseteNED
ContigHEDS
Consensus

CasseteHEQ
Cont igHEDS
Consensus

CasseteNED
ContigHEDS
Consensus

CasseteMEQ
Cont igHEDS
Consensus

CasseteHED
Cont.ighEDS
Consensus

CasseteNEQ
ContigNEDS
Consensus

CagseteHEQ
Cont.igNEDS
Consensus

CasseteNEQ
ContigNEDS
Consensus

CasseteHEQ
ContigHEDS
Consensus

CasseteNED
ContigHEDS
Consensus

CasseteHEQ
Cont.igHEDS
Consensus

CasseteNED
ContigHEDS
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
| 1

TCTAGAGTATCGTCCGAGTTCCCTTTCGTTCCTCCCTTGGGETGCACCTGCGTGTTTGCCTTTAGCGAGTACATT TGCGC
GGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGRCCGCCATGGCEGCCGCGEGARTTCGATTCTAGAGTATCGTCCGAGTTCCCTTTCGTTCCTCCCTTGGETGCACCTGCGTGTTTGCCTTTAGCGAGTACATTTGLGE
aeererreserareresraserssrerererresrrarersasenaseses CIHGAGTATCGTCCGAGTTCCCTTTCGTTCCTCCCTTGGETGCACCTGCGTGTTTGCCTTTAGCGAGTACATTTGCGC

131 140 150 160 120 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 1
TGTCACGCCTCGCTGCATCTGCCCCTGTCTCTCCAGAATTGEGECGGAGCCTCTGAGTACCTGCETGTGGAGTCAGACAGCCCCTTTTCTCCTCCCCCATCCGCCACTCCCTCATATGCCGTCTATCGCT
TGTCACGCCTCGCTGCATCTGCCCCTGTCTCTCCAGART TGEGECGGAGCCTCTGAGTACCTGCETRTGGAGTCAGACAGCCCCTTTTCTCCTCCCCCATCCGCCACTCCCTCATATGCCGTCTATCEET
TGTCACGCCTCGCTGCATCTGCCCCTGTCTCTCCAGARTTGEGECGEAGCCTCTGAGTACCTGCETRTGGAGTCAGACAGCCCCTTTTCTCCTCCCCCATCCGCCACTCCCTCATATGCCGTCTATCEET

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 37 380 390
I 1
TTTACTTCGCCTTICTGGTTTCCTTTGCGCTCCTTCGTTTTTTTCTATGCATCTCCGRTGTGTCECTGTCGTCTCCCTCGCACTCTCCCGTCCTTTTACTCGCGTCACCCCCCCGCGCCCCCGTCRTGTA
TTTACTTCGCCTTTCTGGT TTCCTTTGCGCTCCTTCGTTTTTTTCTATGCATCTCCGETGTGTCECTGTCGTCTCCCTCGCACTCTCCCGTCCTTTTACTCGCGTCACCCCCCCGCGCCCCCGTCRTGTA
TTTACTTCGCCTTTCTGGTTTCCTTTGCGCTCCTTCGTTTTTTTCTATGCATCTCCGRTGTGTCRCTGTCGTCTCCCTCGCACTCTCCCGTCCTTTTACTCGEGTCACCCCCCCGCGLCCCCGTCRTGTA

39 400 410 420 430 440 450 460 q70 480 490 500 510 520

|

TCTCTCTCGACCGGGTGTGTTTCTATGCGCGTGACACCGTTGCTACTGCTGCTGCTTRTTGATGCGTGTCTCTGATCGCATARCTGACAGCTTCATCARCAGTGTARCGATCTTACGGARGAAGATTCTC
TCTCTCTCGACCGGETGTGTTTCTATGCGCETGACACCGTTECTACTGCTGCTGCTTETTGATGCGTGTCTCTGATCGCATARCTGACAGCTTCATCARCAGTGTARCGATCTTACGGARGAAGATTCTC
TCTCTCTCGACCGGETGTGTTTCTATGCGCETGACACCGT TECTACTGCTGCTGCTTGTTGATGCGTGTCTCTGATCGCATARCTGACAGCTTCATCARCAGTGTARCGATCTTACGGARGAAGATTCTC

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

|

TTTCAGGTATCACCACGCAGARGTCTCTCTCCGCTCCTCCCACGCT TATCARGACCTCCCCTTCTCTCCTTGCCGTCTCGAGCACTTCCACGATGAT TGARCARGATGGAT TGCACGCAGGT TCTCCGGC
TTTCAGGTATCACCACGCAGARGTCTCTCTCCGCTCCTCCCACGCTTATCARGACCTCCCCTTCTCTCCTTGCCGTCTCGAGCACTTCCACGATGAT TGARCARGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGE
TTTCAGGTATCACCACGCAGARGTCTCTCTCCGCTCCTCCCACGCTTATCARGACCTCCCCTTCTCTCCTTGCCGTCTCGAGCACTTCCACGATGATTGARCAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGE

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780
| 1
CGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGECTATGACTGGGCACARCAGACARTCGGCTGCTCTGATGCCECCGTGTTCCGECTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCARGACCGACCTGTCCGRTGEC
CGCTTGGETGGAGAGGCTATTCGECTATGACTGGECACARCAGACARTCGGCTGCTCTGATGCCECCGTGTTCCGECTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCARGACCGACCTGTCCGETGEC
CGCTTGGETGGAGAGGC TATTCGECTATGACTGGGECACARCAGACARTCGECTGCTCTGATGCCECCGTGT TCCGECTGTCAGCGCAGGGGLGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGRTGLC

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 830 900 910
1 1
CTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTEGC TEGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGECTCGACGT TGTCACTGAAGCGGGARGEGACTGGL TGCTAT TGEGCGAAGTGCCEGGGL
CTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGC TEGCCACGACGGGELGTTCCTTGCGCAGC TGTGCTCGACGT TGTCACTGAARGCGGGARGEGAC TGGC TGCTAT TGGGCGARGTGCCEGGGL
CTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTEGCCACGACGGGLGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGARGEGGGARGEGACTGGCTGCTATTGEGCGARGTGCCEGGGE

911 920 930 940 950 960 70 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

1
AGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAARGTATCCATCATGGCTGATGCARTGCGECGGETGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCARGCGARACATCGCATCGAGCG
AGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGARRGTATCCATCATGGCTGATGCARTGCGECGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCARGCGARACATCGCATCGAGCG
AGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGARAGTATCCATCATGRCTGATGCARTGCGECGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCARGCGARACATCGCATCGAGCG

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
1 1
AGCACGTACTCGGATGGARGCCGRTCTTGTCGATCAGGATGATCTGEACGAAGAGCATCAGGGGC TCGCGCCAGCCGARCTGTTCGCCAGGL TCARGGCGCGCATRCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTG

AGCACGTACTCGEATGGARGCCGETCTTGTCGATCAGGATGATC TGGACGARGAGCATCAGGGGC TCGCGCCAGCCGARCTGT TCGCCAGGL TCARGGCGCGCATECCCGACGGCGAGGATCTCGTCETG
RAGCACGTACTCGEATGGAAGCCGETCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGARGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGC TCARGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCRTG

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
1 1

ACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGARTATCATGGTGGARRATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGL TGGETGTGECGEACCECTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGLTG
RACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGARTATCATGGTGGARRATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGLTGGGTGTGGCGEACCECTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGLTG
ACCCATGRCGATGCCTRCTTGCCGARTATCATGGTGGAARATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGE TGGGTGTGRCGEACCGCTATCAGGACATARCGTTGGCTACCCGTGATATTGETG

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 1
AAGAGCTTGGCGGCEARTGEGCTEACCGCTTCCTCGTECTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCECAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGARGCAGCACCACCCCTGEGAGC

AAGAGCT TGGCGECGARTGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGAT TCRCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGARGCAGCACCACCCCTGEGAGL
RAAGAGCTTGGCGECGARTGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCRCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGARGCAGCACCACCCCTGEGAGE

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
| 1

ATCACCGCACTTGARCTTAGATCCCTCCTTGCTCCCCTCTTCTCGCCGECACGLGCTTGTCGGCTGCGECTCCCGLTGCARTGAGGTCARGTGL TGCCTCACCGCTTGCGGAGGAAGGEGARGGGECAGE
ATCACCGCACTTGARCTTAGATCCCTCCTTRCTCCCCTCTTCTCGCCGGCACGCGCTTGTCGGCTGCGECTCCCGLTGCARTGAGGTCARGTGLTGCCTCACCGLTTGCGGAGGAAGGGGARGGGECAGG
ATCACCGCACTTGARCTTAGATCCCTCCTTECTCCCCTCTTCTCGCCGECACGCGCTTGTCGGCTGCGECTCCCGCTGCARTEAGGTCARGTGCTGCCTCACCGCTTGCEGAGGAAGGEGARGGGECAGG

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
1 1
TGAGTTGGCCATCGACCCGCCCCECGTGCGACACTGGCGGTAGCGGAARGARRGGGGECCGARACGAGACACTCGCTCCARARTGTGACGGTGATCTCEGTGETGTGCCTCGGCTGCGTACGCARTGCGT

TGAGTTGGCCATCGACCCGCCCCECGTGCGACACTGGCGGTAGCGGARAGARAGGEGGCCGARACGAGACACTCGCTCCARRATGTGACGGTGATCTCGGTGGTGTGCCTCGGCTGCGTACGCARTGCGT
TGAGTTGGCCATCGACCCGCCCCECGTGCGACACTGGCGG TAGCGGARAGARRGGEGECCGAAARCGAGACACTCGCTCCARRRTGTGACGGTGATCTCGGTGGTGTGLCTCGGCTGCGTACGCARTGCGT

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1730 1780 1790 1800 1810 1820
| 1

GCACCCTCCATGGGGTACARARARARAGACGGGCARCATATCGCGT TCCGTCGCGGGTCAGCT TCCCARAT TTGATGCATCCATCTCTCTCCGCAGCGCGCGTGT TGCATGCATGTCTTCGTGTGTGTGT
GCACCCTCCATGGGGTACARARARARAGACGGGCARCATATCGCGTTCCGTCGLGGGTCAGCTTCCCARATTTGATGCATCCATCTCTCTCCGCAGCGCGCGTGTTGCATGCATGTCTTCGTGTGTGTGT
GCACCCTCCATGGGGTACARARARARAGACEGGCAACATATCGCGTTCCGTCGLGGGTCAGCTTCCCARATTTGATGCATCCATCTCTCTCCGCAGCGCGCGTGTTGCATGCATGTCTTCGTGTGTGTGT

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950
1

|

GTGTGCGTGTGCGCAGTGARGGTCTTCGTGAGATGCGAGGGGTGTTGCGGTATTTCARCCCANAGGAGC GAGAGAGAGGGAAGGGGGCGCTCGCCATARACAGCGCAGCARACAGGTCGAC
GTGTGCGTGTGCGCAGTGARGGTCTTCGTGAGATGECGAGGGETGTTGCGGTATTTCARCCCARAGGAGE GAGAGAGAGGGAAGGGEGGCGCTCGCCATARACAGCGCAGCARACAGGTCGACAATCACTAG
GTGTGCGTGTGCGCAGTGAAGGTCTTCGTGAGATECGAGGGETGTTGCEGTATTTCAACCL GCTCGCCATAAACAGCGCAGCAAACAGGTCGAC, oy v v ss s

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 202022
I I

TGARTTCECGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGEAGAGC TCCCARCGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATT
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ANEXO Il

Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do cassete 5’Kh1::HYG::3’Kh1l com

sequéncia consenso obtida a partir do sequenciamento.

CassebeHYG
ConsensoHYG
Consensus

CasseteHYG
ConsensoHYG
Consensus

CasseteHYG
ConsensoHYG
Consensus

CasseteHYG
ConsensoHYG
Consensus

CasseteHYG
ConsensoHYG
Consensus

CassebeHYG
ConsensoHYG
Consensus

CasseteHYG
ConsensoHYG
Consensus

CasseteHYG
ConsensolYG
Consensus

CasseteHYG
ConsensoHYG
Consensus

CasseteHYG
ConsensoHYG
Consensus

CasseteHYG
ConsensoHYG
Consensus

CasseteHYG
ConsensoHYG
Consensus

CasseteHYG
ConsensolYG
Consensus

CasseteHYG
ConsensoHYG
Consensus

CasseteHYG
ConsensoHYG
Consensus

CasseteHYG
ConsensoHYG
Consensus

CasseteHYG
ConsensoHYG
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 a0 90 100 110 120 130
1 1

TCTAGAGTATCGTCCGAGTTCCCTTTCGTTCCTCCCTTRGGETGCACCTGCGTGTTTGCCTTTAGCGAGTACAT TTGCGCTGTCACGCCTCGCTGCAT
CCCEGCCECCATGGCEGECGCGEGAATTCGATTTCTAGAGTATCGTCCGAGT TCCCTTTCGTTCCTCCCTTGGETGCACCTGCGTGT TTGCCTT TAGCGAGTACATTTGCGCTGTCACGCCTCGCTGCAT
sssssssssssssssssssssssssssssssss ICTAGAGTATCGTCCGAGTTCCCTTTCGTTCCTCCCTTGGGTGCACCTGCGTGTTTGCCTTTAGCGAGTACATTTGCGCTGTCACGCCTCGCTGCAT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

CTGCCCCTGTCTCTCCAGAAT TEGGGCGGAGCCTCTGAGTACCTGCGTGTGGAGTCAGACAGCCCCTTTTCTCCTCCCCCATCCGLCACTCCCTCATATGCCGTCTATCGCTTTTACTTCGCCTTTCTGGE
CTGCCCCTGTCTCTCCAGAATTEGGGCGGAGCCTCTGAGTACCTGCGTGTGGAGTCAGACAGCCCCTTTTCTCCTCCCCCATCCGCCACTCCCTCATATGCCGTCTATCGCTTTTACTTCGLCTTTCTGE
CTGCCCCTGTCTCTCCAGAATTEGGGCGGAGCCTCTGAGTACCTGCGTGTGGAGTCAGACAGCCCCTTTTCTCCTCCCCCATCCGCCACTCCCTCATATGCCGTCTATCGCTTTTACTTCGLCTTTCTGE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
TITCCTTTGCGCTCCTTCGTTTTTTTCTATGCATCTCCGGTGTGTCGCTGTCGTCTCCCTCGCACTCTCCCGTCCTTTTACTCGCGTCACCCCCCCGCGECCCCGTCGTGTATCTCTCTCGACCGEGTGT
TITCCTTTGCGCTCCTTCGTTTTTTTCTATGCATCTCCGGTGTGTCGCTGTCRTCTCCCTCGCACTCTCCCGTCCTTTTACTCGCGTCACCCCCCCGCGECCCCGTCGTGTATCTCTCTCGACCGEGTGT
TITCCTTTGCECTCCTTCGTTTTTTTCTATGCATCTCCGGTGTETCGCTGTCGTCTCCCTCGCACTCTCCCGTCCTTTTACTCGCGTCACCCCCCCGCGCCCCCGTCGTGTATCTCTCTCGACCGEGTGT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
1 1
GTTTCTATGCGCGTGACACCGTTGCTACTECTGCTGCTTGT TGATGCGTGTCTCTGATCGCATARCTGACAGCTTCATCARCAGTGTARCGATCTTACGGARGAAGATTCTCTTTCAGGTATCACCACGC
GTTTCTATGCGECGTGACACCGTTGCTACTECTGCTGCTTGT TGATGCGTGTCTCTGATCECATARCTGACAGCTTCATCARCAGTGTARCGATCTTACGEARGARGATTCTCTTTCAGGTATCACCACGC
GTTTCTATGCGCGTGACACCGTTGCTACTECTGCTGCTTGT TGATGCGTGTCTCTGATCGCATARCTGACAGCTTCATCARCAGTGTAACGATCTTACGGARGARGATTCTCTTTCAGGTATCACCACGC

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
1 1
AGARGTCTCTCTCCGCTCCTCCCACGCTTATCARGACCTCCCCTTCTCTCCTTGCCGTCTCGAGCACTTCCACGATGARARAGCCTGARCTCACCGCGACGTCTGTCGAGARGTTTCTGATCGARRAGTT
AGARGTCTCTCTCCGCTCCTCCCACGCTTATCARGACCTCCCCTTCTCTCCTTGCCGTCTCGAGCACT TCCACGATGARARAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGTCGAGARGT TTCTGATCGARAAGTT
AGARGTCTCTCTCCGCTCCTCCCACGCTTATCARGACCTCCCCTTCTCTCCTTGCCGTCTCGAGCACTTCCACGATGARARAGCCTGAACTCACCGCGACGTCTGTCGAGAAGTTTCTGATCGARARGTT

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

CGACAGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCGARGARTCTCGTGCT TTCAGCT TCGATGTAGGAGGGCGTEGATATGTCCTGCGGGTARATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACARAGATCGTTAT
CGACAGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCGARGARTCTCGTGLTTTCAGCT TCGATGTAGGAGGGCGTGGATATGTCCTGCGGGTARATAGC TGCGCCGATGGTTTCTACARRGATCGTTAT
CGACAGCGTCTCCGACCTGATGCAGCTCTCGGAGGGCGARGAATCTCGTGCTTTCAGCTTCGATGTAGGAGGGCGTGGATATGTCCTGLGGGTARATAGCTGCGCCGATGGTTTCTACAARGATCGTTAT

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 830 900 910
GTTTATCGGCACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCGAT TCCGGAAGTGCTTGACAT TGEGGART TCAGCGAGAGCC TGACCTATTGCATCTCCCGLCGTGCACAGGGTGTCACGT TGCARGACCTGCCTGAAR
GTTTATCGGCACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGAAGTGCTTGACATTGEGGARTTCAGCGAGAGCC TGACCTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGTGTCACGTTGCARGACCTGCCTGARR
GTTTATCGGCACTTTGCATCGGCCGCGCTCCCGATTCCGGARGTGCTTGACATTGEGGART TCAGCEAGAGCCTGACCTATTGCATCTCCCGCCGTGCACAGGGTGTCACGTTGCARGACCTGCCTGARR

911 920 930 940 950 960 70 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

CCGAACTGCCCGCTGTTCTGCAGCCGGTCECGGAGGCCATGGATGLCGATCGCTGCEGCCEATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCATTCGGACCGCARGGARTCGGTCAATACACTACATGGCGTGA
CCGAACTGCCCGCTGTTCTGCAGCCGGTCECGGAGGCCATGGATGCGATCGCTGCEGCCEATCTTAGCCAGACGAGCGGGTTCGGCCCATTCEGACCGCARGGARTCGGTCARTACACTACATGGCGTGA
CCGARCTGCCCGCTGTTCTGCABCCGGTCECGGAGGCCATGEATGCGATCGCTGCEGCCEATCTTAGCCAGACGAGCGRGTTCAGCCCATTCRGACCGCARGGARTCGGTCAATACACTACATGGCGTGA

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
1 1
TTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTGGCAARCTGT TATGGACGACACCGTCAGTGCGTCCGTCGCGCAGGCTCTCGATGAGCTGATECTTTGGGCCGAGGACTGCCCCGARGTCLGG

TTITCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTGGCARACTGT TATGGACGACACCGTCAGTGCRTCCGTCGCECAGGCTCTCGATGAGL TGATGCTTTRGECCGAGGACTGCCCCGARGTCCGG
TTTCATATGCGCGATTGCTGATCCCCATGTGTATCACTGGCARRCTGT TATGGACGACACCGTCAGTGCETCCGTCGCECAGGCTCTCGATGAGC TGATGCTTTEGECCGAGGACTGCCCCGARGTCCGG

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
1 1

CACCTCGTGCACGCGGATTTCGECTCCARCARTGTCCTGACGGACAATGGCCGCATARCAGCEGTCATTRACTGEGAGCGAGGCGATGTTCGGEGATTCCCARTACGAGGTCGCCAACATCTTCTTCTGGA
CACCTCGTGCACGCGGATTTCGECTCCARCARTGTCC TGACGGACAAT GGCCGCATARCAGCEGTCAT TGAC TEGAGCGAGGCGATGT TCGGEGATTCCCARTACGAGGTCGCCAACATCTTCTTCTGGA
CACCTCGTGCACGCGGATTTCGECTCCARCARTGTCCTGACGGACARTGGCCGCATARCAGCEGTCATTGAC TEGAGCGAGGCGATGTTCGGEGATTCCCARTACGAGGTCGCCAACATCTTCTTCTGGA

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 1

GGCCGTGETTGEGCTTGTATGGAGCAGCAGACGCGC TACT TCGAGCGGAGGCATCCEGAGC T TECAGEATCGCCGECGECTCCGGECGTATATGCTCCGCATTGGTCT TGACCARCTCTATCAGAGCTTGGT
GGCCGTGETTGEGCTTGTATGGAGCAGCAGACGCGC TACTTCGAGCGGAGGCATCCEGAGL T TECAGEATCGCCGCGECTCCGGECGTATATGCTCCGCATTGGTCTTGACCARCTCTATCAGAGCTTGET
GGCCGTGETTEGCTTGTATGGAGCAGCAGACGCGCTACTTCGAGCGGAGGCATCCEGAGLTTECAGEATCGCCGCGECTCCGGECGTATATGCTCCGCATTGGTCTTGACCARCTCTATCAGAGCTTGET

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

TGACGGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCGATGCGACGCAATCGTCCGATCCGEAGCCGGEACTETCGGGCGTACACARATCGCCCGCAGAAGCGCGECCGTCTGGACCGATGGCTRTGTA
TGACGGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCGATGCGACGCAATCGTCCGATCCGEAGCCGGGACTRTCGGGCGTACACARATCGCCCGCAGAAGCGCGGCCGTCTGGACCGATGGCTRTGTA
TGACGGCAATTTCGATGATGCAGCTTGGGCGCAGGGTCGATGCGACGCAATCGTCCGATCCGEAGCCGGEACTETCEGGCGTACACARATCGCCCGCAGAAGCGCGECCGTCTGGACCGATGGCTETGTA

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690

GARGTACTCGCCGATAGTGGARRCAGACGCCCCAGCACTCGTCCGGGATCATCAGATCCCCATCATCGATGAGAAGCAGCACCACCCCTGGGAGCATCACCGCACTTGARCTTAGATCCCTCCTTRLTCC
GARGTACTCGCCGATAGTGGARACAGACGCCCCAGCACTCGTCCGGGATCATCAGATCCCCATCATCGATGAGAAGCAGCACCACCCCTGGGAGCATCACCGCACTTGARCTTAGATCCCTCCTTECTCC
GAAGTACTCGCCGATAGTGGARACAGACGCCCCAGCACTCGTCCGGGATCATCAGATCCCCATCATCGATGAGAAGCAGCACCACCCCTGGGAGCATCACCGCACTTGARCTTAGATCCCTCCTTRCTCC

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
1 1
CCTCTTCTCGCCGGCACGCGCTTGTCGGCTGCGGCTCCCGCTGCARTGAGGTCARGTGCTGCCTCACCGCTTGCGGAGGARGGGGARGGGGCAGGTGAGT TGGCCATCGACCCGCCCCGCGTGCGACACT

CCTCTTCTCGCCGGCACGCGCTTGTCGGCTGCGGCTCCCGCTGCARTGAGRTCARGTGCTGCCTCACCGLTTGCGGAGEARGGGGARGGGECAGGTGAGT TRGCCATCGACCCGCCCCRCGTGCGACACT
CCTCTTCTCGCCGGCACGCGCTTGTCGGCTGCGGCTCCCGCTGCARTGAGETCARGTGCTGCCTCACCGLTTGCGGAGEARGGGGARGEGECAGG TGAGT TRGCCATCGACCCGCCCCGCGTGCGACACT

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950
1 1

GECGGTAGE CGARACGAGACACTCGCTCCARARTGTGACGETGATCTCGETEGTGTGCCTCRGCTGCGTACGCARTGCGTGCACCCTCCATGGGGTACARARARARAGACGGGCA
GECGGTAGCGGARAGARAGGGGECCGARACGAGACACTCGCTCCARARTGTGACGGE TGATCTCGG TEGTGTRCCTCGGCTRCGTACGCARTGCGTGCACCCTCCATGGGETACARARARARAGACGGECA
GECGGTAGCGGAAAGAARGGGGECCGARACGAGACACTCGCTCCARARTGTGACGGTGATCTCGGTGGTGTGCCTCGGCTGCGTACGCARTGCGTGCACCCTCCATGGGGTACARARARARAGACGGECA

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080

ACATATCGCGTTCCGTCGCGGGTCAGCT TCCCARATTTGATGCATCCATCTCTCTCCGCAGCECGCETGTTGCATGCATGTCTTCRTGTGTGTGTGTGTGCGTGTGCGCAGTGAAGGTCTTCGTGAGATG
ACATATCGCGTTCCGTCGCGGGTCAGCTTCCCARATTTGATGCATCCATCTCTCTCCGCAGCECGCETGTTGCATGCATGTCTTCGTGTGTGTGTGTGTECGTGTGCGCAGTGAAGGTCTTCGTGAGATG
ACATATCGCGTTCCGTCGCGGGTCAGCTTCCCARATTTGATGCATCCATCTCTCTCCGCAGCECGCETGTTGCATGCATGTCTTCRTGTGTGTGTGTGTECGTGTGCGCAGTGARGGTCTTCGTGAGATG

2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2110 2180 2190 2199
1 1
CGAGGGGTGTTGCGGTATTTCARCCE GCTCGCCATARACAGCGCAGCAARCAGGTCGAC

CGAGGGGTGTTGCGGTATTTCARCCE GCTCGCCATARACAGCGCAGCAAACAGGTCGARATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCCGGGAGCA
CGAGGGGTGTTGCGGTATTTCARCCE GCTCECCATARACAGCGCAGCARACAGETCGAA, oveerersrerressrarreserarreseres
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ANEXO IV

Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do gene Khl com sequéncia

consenso obtida a partir do sequenciamento.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1 1

kharonl TCTAGARTGACGCAGGARACCTCCCCTCAGCGCARCAGCGAGCCGECAGGCATTTCGCCTCGCCARCGCG
Khlclonel ACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGARTTCACTAGTGATTTCTAGAATGACGCAGGARACCTCCCCTCAGCGCARCAGCGAGCCGGCAGGCATTTCGCCTCGCCAACGEG
CONSEnSUS  ...vevveserersesererssssresssserassssarsssssarssserererseseslCIHGAATGACGCAGGARACCTCCCCTCAGCECARCAGEGAGCCGECAGGCATTTCGCCTCGCCARCGLG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |

kharonl CCAGARAGARCCGCAGCGGCGAGARCGCCGCGCGCGTTATCATGGGCTTGGATCTGGCGAGCGATAGCGCCGAGCGGCGCCCGARCCCCGGCCGTCAGCACTGCGCCCCTCCTCGCARCARCTTCAGCTC
Khilclonel CCAGARAGARCCGCAGCGGCGAGARCGCCGCGCGCGTTATCATGGGCTTGGATCTGGCGAGCGATAGCGCCGAGCGGCGCCCGARCCCCGGCCGTCAGCACTGCGCCCCTCCTCGCARCARCTTCAGETC
Consensus CCAGARAGARCCGCAGCGGCGAGAACGCCGCGCGCGTTATCATGGGCTTGGATCTGGCGAGCGATAGCGECCGAGCGGCGCCCGARCCCCGGCCGTCAGCACTGCGCCCCTCCTCGCARCARCTTCAGETC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I I

Kharonl TCCGAGAGAGTTCTTCGCCGGTCCCAGCCATCCACCGCGCATGTTTACGGGCATTCGCCGCTATCCCARCTGTARCCGTGACTCGGTAGEGACARTGCTGACGEATGAGTACTTCATGACGAGCTGTGAC
Khlclonel TCCGAGAGAGTTCTTCGCCGGTCCCAGCCATCCACCGCGCATGTTTACGGGCATTCGCCGCTATCCCARCTGTARCCETGACTCGGTAGGGACARTGCTGACGGATGAGTACTTCATGACGAGCTGTGAC
Consensus TCCGAGAGAGTTCTTCGCCGGTCCCAGCCATCCACCGCGCATGTTTACGGGCATTCGCCGCTATCCCARCTGTARCCGTGACTCGGTAGGGACARTGCTGACGGATGAGTACTTCATGACGAGCTGTGAC

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

1 1

Kharonl GACTCTTCCATCACCGGTCGCAGCGGGGECGCGCTEA GTCTTCGCGCAGCCTCATGTATGCTGCCAGTGGEGCC TACGGCACTCAGGCCAAGCGTGECGAGGGCACGT CCCGCCAGARGAAGG
Khlclonel GACTCTTCCATCACCGGTCGCAGCGGGGGCGCGCTGAGGAGAGCGTCTTCGCGCAGCCTCATGTATGCTGCCAGTGGEGCCTACGGCACTCAGGCCARGCGTGGCGAGGGCACGTCCCGCCAGARGARGG
Consensus GACTCTTCCATCACCGGTCGCAGCGGGGECGCGCTGAGGAGAGCGTCTTCGCGCAGCCTCATGTATGCTGCCAGTGGEGCCTACGGCACTCAGGCCARGCGTGECGAGGGCACGTCCCGCCAGARGARGG

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

| |

kharonl CTCGCARGCGGGGCGGCTCTATAAACGGCGCCACAGCGCTGCTTCGCTGCCGCGACGGCCTCACARACARCTGCATCGTCACGGCACCGGAGGCACCCTGGCGCTGCGGCGTGAAGATTACGCACCCGCA
Khiclonel CTCGCARGCGGGGCGGCTCTATAAACGGCGCCACAGCGCTGCTTCGCTGCCGCGACGGCCTCACARACARCTGCATCGTCACGGCACCGGAGGCACCCTGGCGCTGCGGCGTGAAGATTACGCACCCGCA
Consensus CTCGCAAGCGGGGCEGCTCTATARACGGCGCCACAGCGCTGCTTCGCTGCCGCGACGGCCTCACARACAACTGCATCGTCACGGCACCGGAGGCACCCTGGCGCTECGGCGTGAAGATTACGCACCCGCA

651 660 670 680 630 700 710 720 730 740 750 760 770 780

| |

Kharonl GGGTGCAATGGAGGCGCCTTACTTCGAGEACARCGATCCGCGCCCGCCACGCGACGCCCCTCCGGTGACCGGCAAGCGCCACGTTCCGCCGCCGCACARGGACGCEAAGATGTTCGGCCAGGTTCCTCCG
Khlclonel GGGTGCARTGGAGGCGCCTTACTTCGAGGACAACGATCCGCGCCCGCCACGCGACGCCCCTCCGGTGACCGGCAAGCECCACGT TCCGCCGCCGCACARGGACGCGARGATGTTCGGCCAGGTTCCTCCG
Consensus GGGTGCARTGGAGGCGCCTTACTTCGAGGACARCGATCCGCGCCCGCCACGCGACGCCCCTCCGGTGACCGGCAAGCECCACGT TCCGCCGCCGCACARGGACGCEARGATGTTCGGCCAGGTTCCTCCG

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

| |

Kharonl CCGCAGGAGGGCGAGGAGGATCTGTTCCAGAGCACGCTGCCGCCGTGCCACARGACGTCTAACARGGCGARCGAGTCTGY TGATGTGCTGARCCTGCACAGC TACACCGCGGATGAGC TCAACGAGARGC
Khlclonel CCGCAGGAGGGCGAGGAGGATCTGTTCCAGAGCACGCTGCCGCCGTGCCACARGACGTCTARCARGGCGARCGAGTCTGTTGATGTGCTGARCCTGCACAGC TACACCGCGGATGAGC TCARCGAGARGC
Consensus CCGCAGGAGGGCGAGGAGGATCTGTTCCAGAGCACGCTGCCGCCGTGCCACARGACGTCTARCARGGCGAACGAGTCTGTTGATETGCTGARCCTGCACAGCTACACCGCGGATGAGCTCARCGAGARGC

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
I

1
kharonl CACAGCCGTTCARGCAGCTGGECCCCCGCARGTGCAGCGCCCCGGAGCTGCCGCCGAGGARGCCGCCTGTGATCARGCCCATCARCACCCCEGCGAAGCAGGAGCACGACGTGCTCGECACTGGLCGETG
Khlclonel CACAGCCGTTCARGCAGCTGGGCCCCCGCARGTGCAGCGCCCCGGAGCTGCCGCCGAGGARGCCGCCTGTGATCARGCCCATCARCACCCCGGCGARGCAGGAGCACGACGTGCTCGECACTGGCCGLTG
Consensus CACAGCCGTTCARGCAGCTGGECCCCCGCARGTGCAGCGCCCCGGAGCTGCCGCCGAGGARGCCGCCTETGATCARGCCCATCARCACCCCEGCGARGCAGGAGCACGACGTGCTCGECACTGGCCGLTG

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
| |

Kharonl GGGCTCCCCGGAGARGGAGCARCCCCGCGGCCTCGCCCGTGGCTTGTECCGCCCECCGCACGACACGGCGARTCTGTTCCACGGTGGCATGCCGCAGCCGGACGARAAGGCCGGCTCCACGTGTCCCCAR
Khlclonel GGGCTCCCCGGAGARGGAGCARCCCCGCGGCCTCGCCCGTRGLTTGTRCCGCCCRCCGCACGACACGGCGARTCTGTTCCACGGTGGCATGCCGCAGCCGGACGARAAGGCCGGCTCCACGTGTCCCCAR
C: GGGCTCCCC ARCCCCGECGGCCTCGLCCETGGCTTGTGCCGCCCGCCGCACGACACGGCGAATCTET TCCACGGTGGCATGCCGCAGCCGGACGARARGGCCEGCTCCACGTGTCCCCAR

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
| |

Kharonl GAGTCGGTTGGCAGCARAGGCGGCAGCT TGAGCECCCGCACGGATTCGCGCCAGCCCCGCGTGATCGACTCTCGCCGCACCGECAGCCGCAGCGGCAGTGTGAGCGCCCGCACAGATCAGGT TTACGCGA
Khlclonel GAGTCGGTTGGCAGCARAGGCGGCAGCT TGAGCGCCCGCACGGAT TCECGCCAGCCCCGCGTGATCGACTCTCGCCGCACCGECAGCCGCAGCGGCAGTGTGAGCGCCCGCACAGATCAGGT TTACGCGA
Consensus GAGTCGGTTGGCAGCARAGGCGGCAGCTTGAGCGCCCGCACGGATTCACGCCAGCCCCGCGTGATCGACTCTCGCCGCACCGGCAGCCGCAGCGGCAGTGTGAGCGCCCGCACAGATCAGGTTTACGCGA

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 1

Kharonl TCCAGGGTGAGCCTCACCGCGCCAGCAGCCCTGGCTCGCGCGTGGCTECGCGTCCATCCCGCCAGGTAGARGCTTACCATGT TGACAGCCGCAGCAGGAGCCCCARGARGCGCGAGGACCCCGTGTTCGA
Khlclonel TCCAGGGTGAGCCTCACCGCGCCAGCAGCCCTGGCTCGCGLGTGGCTECGCGTCCATCCCGCCAGGTAGARGCTTACCATGTTGACAGCCGCAGCAGGAGCCCCARGARGCGCGAGGACCCCGTRTTCGA
Consensus TCCAGGGTGAGCCTCACCGCGCCAGCAGCCCTGGCTCGCGCGTGGCTECGCGTCCATCCCGCCAGGTAGARGCTTACCATGTTGACAGCCGCAGCAGGAGCCCCARGARGCGCGAGGACCCCGTGTTCGA

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1430 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

| |

kharonl CGACAGCTACCGTCCACACAGETACCTGTTCARGARGARTGCCGGCARCCCGARTATCCTGCACTACTACGACCCCACCATCGACCCGATGCCGGCGGCGGCCCCGAAGCGCCCGATCCCGCGTTCARAC
Khilclonel CGACAGCTACCGTCCACACAGETACCTGTTCARGARGARTGCCGGCARCCCGARTATCCTGCACTACTACGACCCCACCATCGACCCGATGCCGGCGGCGGCCCCGAAGCGCCCGATCCCGCGTTCARAC
Consensus CGACAGCTACCGTCCACACAGGTACCTGTTCAAGARGARTGCCGGCARCCCGARTATCCTGCACTACTACGACCCCACCATCGACCCGATGCCGGCGGCGGCCCCGAAGCECCCGATCCCGCGTTCARAC

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
| I

Kharonl ATGGAGAGCARGCTCGACGACTTGAACACGCCGCAGGTCATCGGGARGGCCCGTEGTGAGTTCTACARAARCTCCCGTTCGAGCATTGCTTTARTTTARGTCGAC
Khlclonel ATGGAGAGCAAGCTCGACGACTTGAACACGCCGCAGGTCATCGGGARGGCCCGTEGTGAGTTCTACARAARCTCCCGTTCGAGCATTGCTTTARTTTARGTCGACARTCGAATTCCCGCGGCCGCCATGE
Consensus ATGGAGAGCARGCTCGACGACTTGARCACGCCGCAGGTCATCGGGARGGCCCGTERTGAGTTCTACAARARCTCCCGTTCGAGCATTGCTTTAATTTARGTCEAC.sasisissessstssessssasss

1691 17001704
=== +===1

Kharonl
Khlclonel CGGCCGGGAGCATG
Consensus  ...eceeneennn.
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ANEXO V

Busca por dominios da proteina Kharonl de L. infantum

& (& | @ Seguro | https//swissmodel.expasy.org/interactive/Cth4kr/templates/

i VILT - Villin-1 - Homao sapiens (Human) - VIL1 gene & prot
=

PN Bi0zENTRUM

Uneverutat Basel
e Contar for Matecula

. SWISS-MODEL

i= All Projects

Untitled Project created: today at 23:17
Summary Models E & X

Template Results o

Templates Sequence Similarity Alignment of Selected Templates More -

¢ MName ¢ Title: L] Coverage # |dentity & Method
-] Shb6.2.A  MNucleoporin NUP145 ] 28.00 X-ray, 1.34
=) Shbé.1.A4  Nucleoporin NUP145 | | 28.00 X-ray, 1.34
=) Jpbp.1.B Nucleoporin NUP116/MSP116 | | 2245 X-ray, 2.64
| =} Zan1.4  fragment of Nucleoporin NUPT116/MSP116 | ] 2245 NMR
O 3nkits  Villin-1 1 2667  X-ray, 1.6&
O twT1a vilin 1 2667  X-ray, 154
O B 1A  Vilin 1 2667  X-ray, 1.4&
U 21314 ABLIMZ protein | | 23.33 NMR
U 1gzp.1.A  dematin | 2333 NMR
U 1zv6.1.A EPB49 protein | | 23.33 NMR
[ 3p241.4 BFT-3 i 2400  X-ray, 1.8&
[ 3p242A BFT-3 i 2400  Xoray, 1.8R
[ 3p244A BFT-3 i 2400  Xoray, 1.8R

¢ Oligo State
maonomer
maonomer
hetero-oligemer
maonomer
monomer
monomer
monomer
monomer
monomer
monomer
monomer
monomer

monomer

Ligands
MNone
MNone
MNone
MNone
Mone
Mone
Mone
Mone
Mone
Mone

2uAZIY 1w ZNE
1 AZIY 1w ZNE

1xZN“

LOEE SRS S SR SR SR A S 4

Modelling Repository Documentation Login Create Account

Build Models €

Clear Selection
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