Universidade Federal de Minas Gerais
Faculdade de Farmacia

Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas

Carlos Rodolpho Ferreira Brasil

AVALIAGAO DE DIFERENTES PROTOCOLOS PARA EDIGAO GENICA PELA
METODOLOGIA CRISPR/CAS9 EM LEISHMANIA AMAZONENSIS

Belo Horizonte

2020



Carlos Rodolpho Ferreira Brasil

AVALIAGAO DE DIFERENTES PROTOCOLOS PARA EDIGAO GENICA PELA
METODOLOGIA CRISPR/CAS9 EM LEISHMANIA AMAZONENSIS

Dissertagdo apresentada ao
Programa de Pds-Graduagéao
em Ciéncias Farmacéuticas da
Faculdade de Farmacia da
UFMG como requisito parcial
para obtencdo do grau de
mestre em ciéncias
farmacéuticas.

Orientadora: Profa. Dra. Ana
Paula Salles Moura Fernandes

Belo Horizonte

2020



Brasil, Carlos Rodolpho Ferreira.
B823a Avaliacdo de diferentes protocolos para edicdo génica pela metodologia
CRISPR/Cas9 em Leishmania Amazonensis / Carlos
Rodolpho Ferreira Brasil. — 2020.
100 f. :il.
Orientadora: Ana Paula Salles Moura Fernandes.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Farmacia, Programa de Pds-Graduacao em Ciéncias
Farmacéuticas.

1. Leishmania — Teses. 2. Leishmania amazonensis — Teses. 3. Nocaute
génico — Teses. 4. Transportador de miltefosina — Teses. |. Fernandes,
Ana Paula Salles Moura. Il. Universidade Federal de Minas Gerais.
Faculdade de Farmdcia. Ill. Titulo.

CDD: 616.9364

Elaborado por Aline Guimardes Amorim — CRB-6/2292



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS Pa

| }

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS I ? '
FOLHA DE APROVACAO

AVALIAGAO DE DIFERENTES PROTOCOLOS PARA EDIGAO GENICA PELA
METODOLOGIA CRISPR/CAS9 EM LEISHMANIA AMAZONENSIS

CARLOS RODOLPHO FERREIRA BRASIL

Dissertagdo submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
P6s-Graduagio em CIENCIAS FARMA(;EUTICAS, como requisito para obtengdo do grau de
Mestre em CIENCIAS FARMACEUTICAS, 4rea de concentragdo CIENCIAS
FARMACEUTICAS.

Aprovada em 28 de fevereiro de 2020, pela banca constituida pelos membros:

Prof(a).lna Paula Salles Moura Fernandes - Orientador

UFMG

Proffa). Silvane Maria Fonseca I\M‘
FIOCRUZ

Prof(a). Erich Birelli Tahara
Universidade Federal de Minas Gerais

Belo Horizonte, 28 de fevereiro de 2020.




AGRADECIMENTOS

A Deus pela forga e protecdo conferidas ao longo do caminho.

A Professora Doutora Ana Paula Fernandes, por sempre ter acreditado em mim
dando-me a oportunidade de realizar este projeto. Muito obrigado pela liberdade e
confianga conferidas, pelos aprendizados, discussdes produtivas e crescimento

imensuravel.

Aos colegas do laboratério de Biologia Molecular, pela convivéncia e auxilio durante a
confecgdo do trabalho. Agradecimento especial ao mestrando Tiago Ricotta, pelos
auxilios de todos os dias, especialmente com os experimentos de infecgdo de
macrofagos; a doutoranda Tatiane Souto, pelos ensinamentos e trabalho conjunto nos
projetos de CRISPR e ao graduando Mateus Cosso por nunca hesitar em ajudar. Um
agradecimento mais que especial a graduanda Julia Reis, por todos os dias de ajuda,
pelos cuidados com as “criancas”, pela companhia durantes as incontaveis PCRs e
geéis, pelo bom humor por toda a duragdo dos interminaveis experimentos, pelas
inesqueciveis risadas e, principalmente, pelo estimulo diario de continuar com o

trabalho, sempre aprendendo mais e compartilhando o conhecimento.

Aos antigos membros do laboratério, que estiveram presentes durante parte do projeto
e sempre auxiliaram, cada um a sua maneira. Em especial, um agradecimento ao
graduando Breno Goston e ao mestrando Mateus Sa, pelas discussdes sempre
produtivas, forca conferida para continuidade do trabalho e incontaveis momentos de
descontracdo. Um muito obrigado a Mestre Jéssica Gardone, pelos ensinamentos,
principalmente no inicio do projeto, e por sempre estar disposta a ajudar. Um obrigado
especial a Mestre Suellen Martins, por todo o auxilio e descontracdo durante os

preparos das aulas praticas.

A Professora Doutora Santuza Teixeira, por todos os ensinamentos, visdo critica,
sugestdes ao longo do trabalho, discussdes construtivas e por sempre abrir a portas.
Um agradecimento especial aos membros do laboratério de Biologia molecular de

tripanosomatideos, em especial as Doutoras Gabriela Burle e Viviane Grazielle, por



toda a paciéncia e ensinamentos sobre biologia molecular e ao Doutor Edson Oliveira,

pelos ensinamentos em Bioinformatica.

Ao INCTV, pelas contribuicbes ao trabalho, em especial pelo sequenciamento do
genoma de Leishmania amazonensis PH8, em andamento. Aos membros do CT
vacinas, por sempre terem sido receptivos e dispostos a ajudar durante as minhas
visitas ao longo do projeto, em especial a Dra. Natalia Salazar, pelos ensinamentos
sobre purificagcdo de proteinas recombinantes e principalmente pelo auxilio com a

inducgao e purificagdo de SaCas9.

A todos os meus amigos, pelos diversos momentos de descontragao, divertimento e

extravasamento, contribuindo indiretamente para o bom rendimento do trabalho.

A todos os mestres que me marcaram ao longo dessa jornada além de me estimular
cada vez mais a seguir o caminho da docéncia. Em especial aos Professores Odilon

Rosa, Ricardo André, Juliano Zaparolli, Evandro Ferreira e José Luis dos Reis.

Aos meus familiares, pelo apoio incondicional. Em especial ao meu pai Nelson, minha
mae Andréa, minha irma Amanda e minha avé Angela que sempre acreditaram que
em mim, sendo compreensivos e pacientes nos momentos dificeis além de nunca

deixarem de me incentivar.

Um agradecimento em especial aos ausentes, minha avo Leda Prados, meu avd
Nelson Brasil e meu padrinho Carlos Abdala, que infelizmente ndo puderam ver o final
desse trabalho, mas sempre se sentiram orgulhosos pelo meu empenho para a

realizacdo do mesmo. Vocés sempre foram modelos a serem seguidos por mim.



RESUMO
O sistema CRISPR/Cas9 tem sido considerado uma ferramenta revolucionaria para edigcao
génica em varios organismos. Os knockouts e knock-ins gerados por CRISPR/Cas9 permitem
melhor entendimento dos impactos celulares, metabdlicos e estruturais causados pela adigao
ou remog¢ao de algum componente, podendo resultar em avangos no desenvolvimento de
vacinas, diagnostico ou intervencbes terapéuticas. CRISPR/Cas9 ja foi aplicado para
diferentes espécies de parasitos do género Leishmania, mas n&o para Leishmania
amazonensis, um dos agentes etiolégicos mais importantes de leishmaniose tegumentar. No
presente trabalho, testamos diferentes protocolos de CRISPR/Cas9 para induzir o knockout
no Transportador de Miltefosina (TM) de L. amazonensis como prova de conceito. A
expressao da Cas9 de Streptococcus pyogenes (SpCas9) com a transfeccdo de dois
plasmideos: pLDCN, um vetor epissomal e pPRM006, que possui bracos de homologia com
sequéncias de UTR de genes de beta-tubulina, promovendo recombinacdo homodloga e
integracdo no genoma. Uma sequéncia doadora contendo trés codons de terminacéo in
tandem, um sitio de restricao para Hindlll e bragcos de homologia de 30pb foram, também,
dados as células transfectadas para guiar o reparo da quebra da dupla fita de DNA por
homologia. Alternativamente, expressamos em Escherichia coli a Cas9 de Staphylococcus
aureus (SaCas9) e confirmamos sua atividade in vitro. Formas promastigotas foram
transfectadas com o complexo ribonucleoproteico SaCas9 recombinante e um SgRNA. Foi
constatada edicdo génica de TM em parasitos transfectados com pLDCN e RNA guia
transcrito in vitro, delineado para essa espécie, apesar das limitagdes associadas ao genoma
de L. amazonensis disponivel, assim como para SaCas9 recombinante. Parasitos
transfectados com pRMO006 perderam a resisténcia a higromicina e nao foram editados. A
cepa gerada com SaCas9 recombinante se mostrou aproximadamente 6 vezes mais
resistente que os parasitos selvagens a miltefosina. Avaliamos ainda a infectividade de
parasitos mutantes para macrofagos da medula éssea de camundongos. No entanto, nao foi
observada diferenga significativa nas taxas de infecgdo, quando comparados aos parasitas
wild type. Em conjunto, nossos resultados demonstraram a possibilidade de edigdo do
genoma de L. amazonensis por diferentes protocolos de CRISPR/Cas9, que podem ainda ser
otimizados. Os parasitos resistentes a miltefosina podem agora ser melhor caracterizados em

relagédo a alteragdes fenotipicas decorrentes da edigdo do gene TM.

Palavras-chave: CRISPR/Cas9; Leishmania; Leishmania amazonensis; knockout génico;

transportador de miltefosina.



ABSTRACT
The CRISPR/Cas9 system has been considered as a revolutionary tool to promote gene
edition in a wide array of organisms. The knockouts and knock-ins generated by CRISPR/Cas9
allow better understanding of cellular, metabolic or structural impacts caused by addition or
removal of some component, which may result in advances related to vaccine development,
diagnostic or therapeutic interventions. CRISPR/Cas9 has already been applied in different
studies for different Leishmania species, but not to Leishmania amazonensis, one of the most
important etiologic agents of tegumentary leishmaniasis. In the present work, we tested
different CRISPR/Cas9 protocols to introduce knockout on L. amazonensis Miltefosine
Transporter (MT) as a proof of concept. The expression of Streptococcus pyogenes Cas9
(SpCas9) was obtained by transfection with two plasmids: pLDCN, which is an epissomal
vector and pRMO006, which contains homology arms with beta-tubulin UTR sequences,
promoting homologous recombination, and integration to the genome. A Donor sequence
containing three stop codons in tandem as well as a restriction site for Hindlll and 30bp
homology arms was also given to the transfected cells to guide the double strand break repair
though homology. Alternatively, we expressed Staphylococcus aureus Cas9 (SaCas9) on
Escherichia coli and assorted its activity in vitro. Promastigotes were transfected with a
ribonucleoprotein complex of the recombinant SaCas9 and a SgRNA. MT edition was
confirmed on parasites transfected with pLDCN and an in vitro transcribed SgRNA, designed
to this species, despite the limitations associated with the current L. amazonensis genome
sequence available, and as well as with recombinant SaCas9. Parasites previously transfected
with pRMO0O06 lost their resistance to higromicine and weren’t edited. The cell line generated
using recombinant SaCas9 showed to be approximately 6 times more resistant to miltefosine
than its wild type counterpart. We evaluated the infectivity of this mutant cell line to bone
marrow derivated macrophages. However, no significant difference was observed when
comparing it to wild types. Together, our results showed the possibility of genome editing in L.
amazonensis with different protocols of CRISPR/Cas9, which may still be optimized. The
miltefosine resistant parasites may now be better characterized regarding the phenotypic

changes related to the MT gene edition.

Keywords: CRISPR/Cas9; Leishmania; Leishmania amazonensis; genetic knockout;

miltefosine transporter.
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INTRODUGAO

1.1 Leishmanioses

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), as leishmanioses sao
um grupo de doengas causadas por parasitas protozoarios de mais de 20
espécies do género Leishmania (Ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae). Esse grupo de enfermidades pode ser classificado como
um grave problema de saude publica no ambito mundial, dada a sua ampla

distribuicdo, como ilustrado na Figura 1, elevada mortalidade e morbidade em

suas diferentes formas clinicas.

_ Nimero de novos casos de Leishmaniose visceral
& — = = o T reportados, 2018

1000
I 500- 999
i B 100- 499 Nenhum caso autoctone reportado
B <100 [ Sem dados
Mo [] W&o aplicavel
o
k
Ve
B Nimero de novos casos de Leishmaniose tegumentar
reportados, 2018
5000
I 1000 4999
B 100- 989 Nenhum caso autoctone reportado
T <100 | Sem dados
[ ] Néo aplicavel
°
o
°
LI

Figura 1: Endemicidade das formas visceral (A) e tegumentar (B) da Leishmaniose pelo mundo —
Adaptado de OMS, 2018

Segundo a OMS, em 2014, mais de 90% dos novos casos reportados foram

oriundos de seis paises: Brasil, Etidpia, india, Somalia, Suddo e Sud&o do Sul. Na
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américa latina, uma das principais regides endémicas de leishmaniose, o Brasil ganha
ainda mais destaque. O 6° informe de leishmanioses publicado pela organizagao pan-
americana de saude em fevereiro de 2018 revela que 96% dos casos de leishmaniose
visceral na regido, ocorreram no Brasil e que, desde 2012, o numero de &bitos por
essa enfermidade vem aumentando. A taxa de letalidade da doencga é de 7,9%, no

continente sul americano, sendo a mais elevada do mundo.

Apesar dos numeros ainda alarmantes, € demonstrada uma tendéncia a
melhoria da situacdo no continente: O numero de casos de leishmaniose cutanea e
mucosa reduziu significativamente em 2016 (50000 casos) em comparagdo ao seu
pico em 2005 (70000 casos) assim como os casos de leishmaniose visceral
(principalmente representados pelos casos em territorio brasileiro) que reduziram para

3500 casos em 2016 quando comparados aos 4000 casos em 2011.

Ainda assim, cada vez mais atencao tem sido dada a essa enfermidade devido
a incidéncia diferenciada que essa tém apresentado. Diversos novos casos vém
sendo reportados em regides consideradas ndo endémicas, e esses tém sido
associados, juntamente as melhorias a termos de diagndstico e cobertura, ao
aparecimento de parasitos resistentes aos tratamentos disponiveis, alteragbes em
fluxos migratdrios e adaptagdes dos vetores as areas urbanizadas (ANVERSA et al,
2017).

1.1.1 Ciclo de vida de Leishmania

A infecgao pelo parasito se da, na grande maioria dos casos, a partir do repasto
sanguineo de fémeas dos hospedeiros invertebrados (Ordem Diptera, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, géneros Phlebotomus, no velho mundo e
Lutzomyia, no novo mundo) infectadas. As leishmanias, em forma promastigota
metaciclica, s&o regurgitadas na pele do hospedeiro vertebrado e invadem ou sao
fagocitadas por neutréfilos e macréfagos do mesmo. Dentro dessas células, os
parasitos sdo capazes de se transformar em suas formas amastigotas progredindo a
replicacéo e infeccdo de novas células. Macréfagos parasitados podem ser ingeridos
por outros flebotomineos em novo repasto sanguineo, e no inseto vetor retornam a
forma promastigota dando continuidade ao ciclo do parasita (Figura 2). Algumas

outras formas de transmissao ja foram reportadas em casos de leishmaniose visceral,
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incluindo transmissdo congénita e associada a transfusdo sanguinea e
compartilhamento de seringas (ANVERSA et al, 2017).

Segundo Murray, 2005; A sintomatologia apresentada pelo paciente depende
de inumeros fatores, incluindo aqueles inerentes ao parasita (infectividade,
patogenicidade, viruléncia) ou ao paciente (idade, estado nutricional, susceptibilidade
a infecgao, estado imunoldgico). As variagdes ainda se dao regionalmente, ja que as
especies de Leishmania assim como de insetos vetores sdo variaveis nas regioes
endémicas. Segundo Anversa, 2017; mais de 50 espécies de Leishmania ja foram
identificadas, sendo 21 de relevancia médica. Os hospedeiros vertebrados podem ser
diversos grupos de mamiferos: Marsupiais, roedores, primatas e canideos. Dessa
forma, os caes mostram-se como principal reservatério da doenga dada sua grande
abundancia em ambientes urbanos. Na tabela 1 estdo descritas as principais espécies
de Leishmania encontradas no Brasil, assim como as formas clinicas normalmente

associadas a elas.
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Figura 2: Ciclo de vida de Leishmania sp. Adaptado de Anversa et al 2017.
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Tabela 1: Espécies de Leishmania presentes no Brasil e suas formas clinicas

associadas. *

Leishmaniose tegumentar Leishmaniose
visceral
Cuténea Cuténea Mucosa Cutanea
localizada disseminada Difusa
L.(V) brasiliensis L.(V) brasiliensis L.(V) brasiliensis L.(L) amazonensis L.(L) infantum (chagasi)
L.(V) guyanensis L.(L) amazonensis L.(L) amazonensis
L.(L) amazonensis L.(V) guyanensis
L.(V) lainsoni**
L.(V)naiffi**
L.(V)shawi**
L.(V)lindenbergi**

Adaptado de Anversa et al 2017* Espécies menos frequentes **

As principais formas de leishmaniose descritas sdo as formas tegumentar e
visceral (Kala-azar), que sao assim caracterizadas pelos sinais e sintomas
apresentados pelo individuo infectado. As leishmanioses tegumentares podem ser
divididas em formas cutdneas e mucosas, levando-se em consideracgao,
principalmente, a regido onde o repasto sanguineo ocorreu e o consequente
desenvolvimento de sintomas. Individuos acometidos pela forma cutédnea da doenca
apresentam lesao patognoménica, normalmente no local onde foi realizado o repasto
sanguineo pelo inseto vetor. A forma mucosa ocorre com mais frequéncia devido a
disseminagao do parasito e seu tropismo pelas regides de mucosas. Essa forma da
doencga cursa com grande inflamagao na regido mucosa levando em varios casos a
ulceracdes e desfiguracbes das regides acometidas. A Leishmaniose visceral é
considerada a manifestagcdo mais grave da enfermidade, podendo a mesma ser mortal
para o paciente se nao for tratada. Sua sintomatologia associada consiste de febre
intensa, palidez, hepatoesplenomegalia com consequentes anemia, trombocitopenia

e leucopenia.

1.1.2 Leishmania amazonensis

As espécies de Leishmania dividem-se em dois subgéneros principais:
Leishmania e Viannia. O primeiro, com representantes tanto no novo mundo como no
velho mundo tem seu desenvolvimento no inseto vetor principalmente na porgao

anterior do trato digestério do mesmo. O segundo, limitado ao novo mundo,
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desenvolve-se na porgao posterior do trato digestorio dos flebotomineos (LAINSON et
al, 1987; TORRES-GUERRERO et al, 2017).

A espécie Leishmania (Leishmania) amazonensis apresenta grande
importancia epidemioloégica no continente sul-americano, em especial no Brasil, sendo
responsavel por mais de 8% dos casos de leishmanioses reportados nas regides norte
e nordeste do pais (VALDIVIA et al, 2017). As infecgdes por essa espécie estao
normalmente associadas ao vetor Bichromomyia flaviscutellata, (ANDRADE et al,
2009). As manifestacdes clinicas causadas por L. amazonensis sao variaveis,
podendo se apresentar, na forma cutanea localizada e, principalmente, na forma
cutanea difusa, caracterizada por diversas lesdes nao ulceradas, de bordas altas,
repletas de parasitos, por todo o tegumento do individuo acometido (Figura 3) que em
geral, ndo responde ao tratamento (OLIVEIRA, L. G. 2018; SILVEIRA et al, 2004). Ha
ainda a sugestao de que essa espécie possa causar a forma mais grave e fatal da
doencga, a leishmaniose visceral (BARRAL et al, 1991; TORRES-GUERRERO et al,
2017).

Figura 3: Leishmaniose cutanea difusa causada por Leishmania amazonensis. Adaptado de Torres-
Guerrero 2017.
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1.1.3 Profilaxia e tratamento

As medidas profilaticas recomendadas para o controle das leishmanioses séo
simples e relativamente limitadas. Devido a inexisténcia até o momento de uma vacina
efetiva para uso humano, as medidas concentram-se no controle de vetores, com
conscientizagdo da populagdo principalmente nas regides endémicas, uso de
inseticidas e roupas longas, quando aplicavel. Outras medidas importantes sdo o
tratamento precoce de pacientes infectados e reservatérios animais, como forma de
minimizar a disseminagao dos agentes etioldgicos e assim evitar continuagao do ciclo

de vida dos mesmos.

O tratamento das leishmanioses mostra-se como um grande desafio ha
décadas. Isso se deve a diversos fatores ja que a natureza das manifestagdes desse
grupo de enfermidades € muito variavel. O sucesso do tratamento depende de
diversos fatores, sendo esses relacionados tanto ao paciente (resposta imunoldgica,
imunocompeténcia, fatores genéticos), quanto aos parasitos (espécie infectante,
manifestagéo clinica, resisténcia e susceptibilidade as drogas disponiveis) (ANVERSA
et al, 2017; WHO, 2019; CDC 2019).

Devido a esses fatores, existem diversos protocolos para o tratamento das
leishmanioses. Esses, variam quanto as drogas envolvidas, em regime de
monoterapia e/ou associadas e posologia. Nesse sentido, é importante ainda levar em
consideragao que nem todos esses regimes séo aplicaveis a todos os casos, € 0s
tratamentos acabam por variar entre regides. Dessa forma, as Leishmanioses séo
doencas trataveis e curaveis, respeitando-se a espécie envolvida, regidao geografica e

caracteristicas do paciente acometido.

De uma forma geral, os medicamentos mais utilizados sao os antimoniais
pentavalentes. Esse grupo de drogas é a primeira escolha no tratamento das
leishmanioses, demonstrando em diversos estudos efetividade proxima a 90%
(ANVERSA et al, 2017; MURRAY et al, 2005; TORRES-GUERRERO et al, 2017). Os
principais problemas relacionados ao uso dessas medicagbes associam-se aos
diversos efeitos adversos desencadeados pelo seu uso, destacando-se alteracdes
hepaticas e cardiacas, que em determinados casos culminam com a interrup¢ao do
tratamento (ANVERSA et al, 2017; TORRES-GUERRERQO et al, 2017). Os principais
representantes dessa classe sao o stiboglucanato de sdédio (Pentosan®) e o
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antimoniato de N-metilgucamina (Glucantime®), sendo esse distribuido no Brasil
apenas pelo ministério da saude (ANVERSA et al, 2017).

Apesar de serem utilizados ha décadas, o mecanismo de ac&do dos antimoniais
pentavalentes ainda € desconhecido. Sdo propostos, principalmente, dois modelos
explicativos para essa acéo (figura 4). Esses baseiam-se na possibilidade de que os
antimoniais tanto possam ter efeitos leishmanicidas em sua estrutura pentavalente,
que estaria associada a alteragdes no metabolismo de purinas, ou que 0s mesmos
sejam reduzidos a forma trivalente, que seria potencialmente mais toxica para os
parasitos, podendo estar relacionado a maior susceptibilidade das leishmanias a
stress oxidativo ou alteragcées a nivel de expressao génica. Diferentes efeitos séo
associados a cada forma, e nao se descarta a hipotese de que os efeitos desse

farmaco se deem por mais de uma via de agédo (FREZARD et a/,2009).

A segunda linha de tratamento é composta da anfotericina B e pentamidina. O
primeiro, normalmente utilizado para tratamento de infecgbes fungicas, demonstra
atividade leishmanicida comparavel a dos agentes antimoniais. Entretanto, dispde
também de ampla gama de efeitos adversos e um fator complicador atrelado a sua
via de administragdo, intravenosa, que restringe a aplicagdo do mesmo ao ambito
hospitalar. Em 1997, uma nova formulacdo lipossomal foi disponibilizada,
demonstrando significante diminui¢do dos efeitos adversos, dada melhor distribuicdo
no organismo. Seu alto custo, e via de administragcdo também intravenosa acabam
por limitar a utilizacdo dessa forma farmacéutica (ANVERSA et al, 2017; MURRAY et
al, 2005). A pentamidina, por sua vez, apresenta-se como outra alternativa efetiva ao
uso dos antimoniais, porém, assim como a anfotericina B, apresenta uma série de
efeitos adversos, limitando seu uso baseado no histérico e resposta do paciente.
Reporta-se ainda a rapida emergéncia de resisténcia parasitica a essa droga,
restringindo ainda mais sua utilizagdo (ANVERSA et al, 2017; SAMPAIO, G. 2013).
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Figura 4: Mecanismo de agao dos antimoniais pentavalentes. Adaptado de Frezard et al 2009.

Diversas outras drogas podem ser utilizadas como alternativas para
tratamentos pontuais: cetoconazol, rifampicina, paramomicina. Em 2002, a
miltefosina, uma droga originalmente utilizada como quimioterapico, comegou a ser
utilizada na india para o tratamento de leishmaniose visceral. Essa, demonstrou-se
eficaz, pratica, dada sua administracdo oral e demonstrou significativa menor

ocorréncia de efeitos adversos, limitando-se a vomito e diarreia.

1.1.4 Miltefosina e seu transportador

Miltefosina (hexadecilfosfocolina) € um farmaco, originalmente utilizado como
agente antitumoral, utilizado de forma oral para o tratamento de leishmaniose visceral
desde 2002 e para leishmaniose cutanea desde 2005 (SUNDAR, S et al, 2012;
SEIFERT, K et al, 2007, DEEP et al, 2018). A farmacoterapia com miltefosina &
considerada bem tolerada, devido a reduzida quantidade de efeitos adversos
observados, o que é bastante vantajoso quando comparado as demais alternativas
para o tratamento de leishmanioses, além da praticidade inerente a administragao da
mesma (DORLO et al, 2012).
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Figura 5: Estrutura quimica da miltefosina. Adaptado de PubChem.

No Brasil, o uso de miltefosina foi aprovado para tratamento de leishmaniose
visceral canina, a partir da norma técnica 11/2016, onde o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento permitiu o registro do medicamento Milteforan®. Essa
medida, juntamente com o descrito na portaria interministerial n® 1426 de 11 de julho
de 2008, que define a possibilidade de utilizacido de farmacos para tratamento de
leishmaniose canina desde que os mesmos nado sejam utilizados para tratamento
humano, legaliza, pela primeira vez, a utilizacao da miltefosina no territério nacional.
A partir da portaria n® 56, de 30 de outubro de 2018, a miltefosina foi incorporada a
primeira linha de tratamento para a leishmaniose tegumentar no sistema unico de
saude. Apesar de se tratar do mesmo principio ativo, e, portanto, ir contra a portaria
n°® 1426, o relatério de recomendacdo da comissdo nacional de incorporagédo de
tecnologias no sus (n° 365, de outubro/2018) relata ndo haver nenhuma restrigcao
quanto ao uso do Milteforan® para o tratamento de leishmaniose visceral canina. Isso
se da por nao haver risco da geragao de cepas resistentes a miltefosina dado que as
espécies de Leishamania spp. sao diferentes entre a leishmaniose tegumentar

humana e a leishmaniose visceral canina.

Seu mecanismo de agao ainda nao é totalmente elucidado, porém, é proposto
que a mesma possa exercer efeito citotdxico nas células, principalmente por meio de
dois modos de acao: Inibicdo da atividade da citocromo-c oxidase mitocondrial,

levando as células a um estado similar ao de apoptose e inibigcdo da proteina cinase
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b, relacionada a sinalizagdes intracelulares envolvidas na regulagcado da multiplicagcao
celular (DRUGBANK, acesso em novembro 2019; DORLO et al, 2012). Outros
mecanismos de agao para a miltefosina foram propostos, sugerindo ainda a
possibilidade de que os efeitos da droga se manifestem por mais de uma via (Figura
6).

Alguns estudos demonstraram diferencas de susceptibilidade desse farmaco
em diferentes espécies de leishmania, sobretudo quando comparadas as espécies do
velho mundo (mais sensiveis) com as do novo mundo (mais resistentes) (MORAIS-
TEIXEIRA et al, 2011). Dessa forma, a avaliagao de eficacia para as espécies locais
assim como a determinagdo do melhor regime terapéutico, dadas as variagdes

interespécies, sdo fundamentais para o sucesso do tratamento em cada regiao.

Apesar das vantagens associadas a utilizagao desse farmaco, alguns trabalhos
vém demonstrando o declinio da efetividade do uso de miltefosina no tratamento da
leishmaniose, culminando com recidivas clinicas e o aparecimento de cepas de
parasitos resistentes a ela (DEEP et al, 2017; SUNDAR et al, 2012).
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O transportador de miltefosina € uma proteina transmembrana que possui um
dominio ATPase, de modo que sua atividade de transporte de fosfolipidios esta
acoplada a atividade catalitica de moléculas de ATP. E classificado como uma
ATPase tipo P, possuindo a caracteristica de se auto-fosforilar em uma regido com
um residuo de aspartato conservado, promovendo mudangas conformacionais em sua
estrutura. Dessa forma, ATPases tipo P interconvertem-se em duas estruturas,

denominadas E1 e E2 (Figura 7).

Em 2003, Pérez-Victoria et al demonstraram que uma cepa de L. donovani 15
vezes mais resistente a miltefosina apresentava menor capacidade de internalizar a
droga quando comparado ao grupo selvagem. A ligagdo do composto a membrana
plasmatica e o efluxo da droga se mostram similares entre ambas as cepas. Foi
também observado que a linhagem resistente ndo se mostrava receptiva a outros
compostos fosfolipidicos de cadeia curta, com estrutura similar a miltefosina. O
somatorio desses achados sugere de que a entrada dessa substancia se dé por uma
proteina transportadora responsavel pelo influxo de fosfolipidios e que esse processo
seja dependente de ATP. Em 2006, o mesmo grupo demonstrou que essa proteina,
que passou a ser denominada Transportador de Miltefosina de Leishmania donovani
(LAMT no inglés), atuaria em conjunto com uma subunidade denominada LdRos3, e
que ambas as proteinas sao dependentes entre si tanto para correta localizagao na
membrana plasmatica do parasito como para sua atividade de flipase para
translocacao de fosfolipidios. Achados similares foram descritos em 2016 para L.
infantum por Mondelaers et al. Fernandez-Prada et al em 2016 demonstraram ainda
a possibilidade da emergéncia de resisténcia cruzada ao tratamento conjunto de
miltefosina e anfotericina B, uma combinacdo frequentemente usada para o
tratamento de leishmaniose visceral. O trabalho apresenta resultados que sugerem
que ambas as drogas podem levar a alteragées no transportador de miltefosina, e

assim, por mecanismos diferentes, podem induzir resisténcia a ambas as drogas.

Em 2017, Deep et al compararam cepas pré-tratamento, recidivas clinicas pos
tratamento com miltefosina e cepas com resisténcia adquirida a droga pela
metodologia de stepwise. O trabalho revelou que os parasitos resistentes a miltefosina
demonstraram um perfil mais infectivo, revelado pelos ensaios de metaciclogénese,
infeccdo de macréfagos e resisténcia a stress oxidativo. Em 2018, os autores

demonstraram que a super-expressao de uma proteina precursora de lipase foi capaz
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de promover resisténcia a miltefosina e gerar um fenétipo parecido com as cepas do

trabalho anterior, se mostrando mais infectivas.
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Figura 7: Estrutura das ATPases tipo P. As ATPases tipo P sdo transportadores transmembrana cujo
transporte encontra-se associado a hidrélise de moléculas de ATP. A partir dessa interagao, a estrutura

do transportador altera-se, possibilitando o transporte. Adaptado de Berg. et al, 2012.

Os trabalhos de Zhang e Mathlashewski (2015, 2017) utilizaram da metodologia
de CRISPR/Cas9 para induzir knockout génico no transportador de miltefosina de L.
donovani. Os autores puderam observar a aquisicao de resisténcia pelos parasitos,
sem aparentes implicagées no desenvolvimento ou morfologia dos mesmos. Nao
foram avaliadas, entretanto, outras alteragdes fenotipicas decorrentes da alteracao

gendmica.
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1.1.5 Aspectos moleculares e expressao génica em Leishmania

O controle da expressdo génica em parasitos da familia trypanosomatidae
diferencia-se dos demais eucariotos, dado a distancia evolutiva entre os mesmos
(TEIXEIRA, 1998).

Os RNAs mensageiros (MRNAs) de eucariotos superiores séo transcritos
individualmente em unidades imaturas individuais, a partir de cada gene,
classificadas, portanto, como monocistrénicas. Essas possuem porgdes
codificadoras, exons, e por¢cdes nao codificadoras, introns, e sofrem processamentos
poOs transcricionais, do tipo “cis-splicing” para dar origem a molécula de mRNA
madura.

Para tripanosomatideos, entretanto, ha diferencas marcantes nesse processo.
Os genes sao transcritos em conjuntos, estando sujeitos a um unico promotor para
todos (transcrigao policistronica). Esses sao posteriormente processados em mRNAs
individuais, porém nao existem regides intronicas nos mesmos, de modo que as
reacgdes de processamento do mesmo ndo ocorrem por cis-splicing, mas sim por trans-
splicing. (TEIXEIRA, 1998; CLAYTON, 2007). Esse mecanismo ocorre a partir da
adicdo de uma estrutura de 39 nucleotideos, contendo uma guanidina metilada na
extremidade, chamado Splice Leader (SL) ou mini-exon, a partir de uma reacao de
transesterificagdo a extremidade 5 no mRNA. A regido intergénica presente entre
cada unidade de RNA monocistrénico a ser formada coordena essa reagao, a partir
de sinalizagdes presentes na mesma. Um par Dinucleotideo “AG” posterior a uma
regiao de polipirimidina upstream da regiao codificadora é utilizada pelo SL como sitio
aceptor, promovendo a insergdo da mesma, com estrutura “cap” fundamental para
traducao na ponta, e consequentemente formagao de unidade monocistrénica.

De maneira coordenada, ha a poliadenilacédo da por¢ado 3° do mRNA. Essa
também é dependente do sitio aceptor do SL, estando localizada 100-300pb upstream
do sitio referente ao gene localizado downstream no pré-mRNA. Dessa forma, a
formacdo do mRNA monocistronico maduro € um processo de adi¢gdes concomitantes
em ambas as extremidades, coordenado e dependente das estruturas adjacentes
(TEIXEIRA, 1998; CLAYTON, 2007).

Tripanosomatideos sdo caracterizados por possuirem diferentes formas de
vida, e, dessa forma, a expressao génica necessita ser diferenciada para adaptagao
de cada uma dessas. Aceita-se que de forma geral, as formas nao replicativas

possuem transcricao diminuida de maneira global, e ndo ha evidencias de regulagao
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diferencial de genes individuais ou conjuntos de genes. Somando-se ao fato da
existéncia de poucos fatores regulatérios de transcricdo no genoma desses seres,
sugere-se que a regulacao da expressao dos mesmos se dé a nivel pos transcricional.
(CLAYTON 2007).

1.2Sistema CRISPR/Cas9

O sistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) foi originalmente descrito como uma forma primitiva de sistema imune
adaptativo bacteriano em resposta a acidos nucleicos invasores, geralmente
associados a virus. Em 1987, Ishino et al, ao estudar a funcionalidade do gene iap
(codificador de uma protease capaz de converter isoenzimas de fosfatase alcalina)
em Escherichia coli, observaram um agrupamento incomum de pares de bases na
regidao 3’ flanqueadora desse gene. Essa regidao, composta por cinco sequéncias de
29 pares de bases com grande homologia entre si espagadas por sequéncias de 32
pares de bases variaveis, ndo teve fungdo biolégica atribuida pelos autores.

Entretanto, esta foi a primeira descri¢ao do locus CRISPR em bactérias.

O sistema CRISPR ¢ altamente adaptavel e herdavel, demonstrando-se uma
importante forma de protecdo de bactérias contra a acdo de bacteridfagos
(HRYHOROWICZ, M et al, 2017). Para correto funcionamento desse sistema, trés
elementos sdo considerados primordiais: A proteina associada ao CRISPR 9 (Cas9),
que possui dois dominios responsaveis por agao nuclease, o RNA CRISPR (crRNA),
oriundo das sequéncias de DNA adquiridas do material genético que previamente
entrou em contato com a bactéria, e 0 RNA de transativacao (tracrRNA), responsavel
pela maturagdo do crRNA e ancoramento do complexo proteico (HRYHOROWICZ, M
etal,2017; CUIL, Y., YU, L., 2016).

O mecanismo de acdo do sistema bacteriano € composto por trés etapas:
Aquisicao, biogénese e interferéncia (Figura 8). A etapa de aquisicdo ocorre no
primeiro contato da bactéria com o material genético desconhecido. Esse DNA é
identificado a partir de sequéncias PAM (Protospacer Adjacent Motifs) (compreendem
pequenas sequéncias predeterminada de nucleotideos que variam de acordo com a
espécie bacteriana), processado por nucleases associadas ao CRISPR (culminando
em sequéncias menores), e posterior incorporagao dessas sequéncias no locus
CRISPR do DNA da bactéria. Esses fragmentos de DNA sdo chamados
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protoespagadores, e sao alocados no /ocus alternadamente a pequenas sequéncias

palindrébmicas repetidas.

Para a etapa de biogénese, o locus de DNA CRISPR ¢é transcrito, formando o
chamado pre-crRNA. O processamento dessa fita longa culmina com a produgao de
diversas fitas maduras de crRNA. Essa sequéncia associa-se ao tracrRNA e a Cas9,

formando o complexo ribonucleoproteico responsavel pela atividade imunoldgica.

A etapa de interferéncia se da a partir de um novo contato da espécie
bacteriana com o DNA viral. A sequéncia PAM ¢ identificada pelo complexo proteico
CRISPR/Cas9 e o crRNA associado serve como um guia para o DNA alvo, dada sua
homologia. A ligagédo entre o crRNA e o DNA alvo ativa o complexo proteico, que a
partir dos dominios nuclease presentes na proteina Cas9, promove rompimento da
dupla fita do DNA invasor, inativando-o (HRYHOROWICZ, M et al, 2017).
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Figura 8: Funcionamento do sistema CRISPR/Cas9 em bactérias. Adaptado de Hryhorowicz, M et al,
2017.
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Dada a especificidade com que o complexo CRISPR/Cas9 consegue
reconhecer sequéncias de DNA alvo e promover sua clivagem, grande interesse se
manifesta acerca da possibilidade de utilizacdo dessa ferramenta para a manipulacao
génica. Em 2012, Jinek et al, trouxeram grandes contribuicdes a causa ao relatar pela
primeira vez o uso do sistema CRISPR/Cas9 para induzir quebras em dupla fita de
DNA em plasmideos e pequenas sequéncias de DNA in vitro. Além disso, 0 mesmo
trabalho demonstrou a possibilidade de uso de uma sequéncia de RNA quimérica,
fundindo as sequéncias do RNA de transativacédo e o RNA guia especifico em uma
unica molécula. Diversos trabalhos, como os de Cong et al, 2013, e Mali et al, 2013,
foram publicados na sequéncia, demonstrando o uso dessa ferramenta para a
alteracao de material genético em células de mamiferos e humanos, respectivamente.
A possibilidade de produgdo de RNAs guias que substituam o crRNA permite a
escolha de outras sequéncias alvo, desde que se tenha conhecimento dessa
sequéncia de interesse. Os avangos no sequenciamento genético de diversos
organismos vao ao encontro dessa tecnologia emergente, possibilitando a

manipulagéo genética em diversos organismos.

Em termos de edigdo génica, outra etapa deve ser levada em consideragao.
Ap0ds a quebra gerada na dupla fita de DNA pelo sistema CRISPR/Cas9, mecanismos
celulares de reparo ao DNA entram em acdo. Esses mecanismos podem ser
explorados para guiar um reparo induzido e promover a alteragdo desejada. Os
principais métodos de reparo incluem o reparo direcionado por homologia, que pode
ser guiado no sistema de edigao génica fornecendo um doador que possua homologia
as regides onde houve a quebra na fita, o reparo por jungao de pontas ndo homologas,
que é uma forma de reparo associada a diversos erros no local de quebra da fita e o
reparo mediado por micro-homologia, que se da por regides de homologia proximas

as quebras da fita (Figura 9).
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Métodos para reparo de rompimento na dupla fita

Reparo direcionado por Juncéo de extremidades ﬂquerg:gad::rxtremldades
nemeRg RachamRiogas microhomologia
Flanco com grande homologia Microhomologia (5-25 pb)

+ Template de reparo Sem template de

reparo reseccéo das extremidades
l — —
— l I —
anelamento das
— extremidades e sintese de
DMA preenche os "gaps"
NN
Reparo sem erros baseado em e
homologia com sequéncia Reparo propenso a Reparo com delecdes entre
flanqueadora LIS . microhomologias
inserces/delecbes Uma regido de microhomologia é

aleatdrias retida

Figura 9: Tipos de reparo de DNA. Adaptado de Gearing, M.

Para se ter o sistema CRISPR/Cas9 funcional, sdo necessarios, portanto, dois
elementos: A proteina Cas9 funcional e um single guide RNA quimérico especifico
para a regido onde deseja-se promover a edigdo. Adicionalmente, sequéncias
doadoras homoélogas a regido de quebra da dupla fita podem também se mostrar
necessarias dependendo da estratégia selecionada. Desse modo, diversos protocolos

se desenvolveram para possibilitar a entrega desses materiais as células em estudo.

Para a proteina, trés possibilidades se apresentam, com diferentes
abordagens: Primeiramente, ha a possibilidade de fornecimento da proteina de forma
direta. Essa estratégia elimina a necessidade de transcrigdo, tradugdo e qualquer
processamento relacionado a sintese da mesma. Dessa forma, essa estratégia se
mostra eficiente no sentido de que a edicdo génica se processa mais rapidamente
quando comparado as outras possibilidades. Adicionalmente, a proteina tem vida util
limitada, o que se mostra estratégico, ja que, dessa forma, ela apresenta menor
potencial para geragdo de efeitos off-target. As principais limitagcbes do uso da
proteina diretamente se mostram no a&mbito in vivo. A mesma €& capaz de induzir

respostas imunoldgicas celulares e humorais, reduzindo drasticamente sua eficacia.
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A distribuicdo da mesma também se demonstra como um fator complicador, dada a
carga e tamanho da proteina. Por ultimo, o processo de produgao e purificagdo da
mesma também limita a possibilidade de utilizagdo desta, ja que requer para tal um

sistema com custos significativos (ZHANG et al, 2019).

Outra possibilidade para fornecer a proteina as células € o uso de sequéncias
de DNA que codifiqguem Cas9, na forma de plasmideos, por exemplo. As dificuldades
associadas a esse método nao sao muito diferentes as anteriores. Ha grande
dificuldade em obter-se eficiéncia em ceder DNA para o nucleo das células alvo, e por
vezes, esse processo mostra-se citotoxico. Além disso, a estratégia por uso do DNA
requer maior tempo para o aparecimento de alteracbes génicas além da expressao,
pela propria célula, de Cas9, que propicia efeitos off-target a longo prazo. (ZHANG et
al, 2019). O intermediario a esses dois protocolos € a utilizagdo de mRNA para Cas9,
induzindo sua tradugdo no grupo celular de interesse. Essa estratégia possui
vantagens sobre o uso de DNA (inicio de atividade mais rapido, menor efeito a longo
prazo e eliminacao da necessidade de atingir o nucleo celular) e menores dificuldades
quando comparada ao uso da proteina pronta. Suas principais limitacdes estao
relacionadas a instabilidade das moléculas de RNA e aos cuidados necessarios em
sua manipulacdo. A tabela 2 e a figura 10 sintetizam essa comparagédo entre os
métodos. A escolha do protocolo de utilizagdo varia dependendo da finalidade e

otimizag¢des para os protocolos vem sendo propostas continuamente.

Assim como para a proteina, para o SQRNA também ha diferentes protocolos
para fornecer o material as células alvo. Para o caso de uso da proteina integra,
promove-se a formacao do ribonucleocomplexo, ao incubar a proteina com o RNA
quimérico, e o fornecimento de ambos os compostos ocorre simultaneamente. Esse
processo pode ser vantajoso, além das vantagens do uso da proteina diretamente,
pelo fato de realizar-se apenas uma etapa de fornecimento as células alvo. As outras
possibilidades sao o fornecimento do SgRNA transcrito previamente in vitro, ou de
sequéncias de DNA, plasmidiais por exemplo, para sintese dos guias pelas proprias
células. Diferentes trabalhos demonstram a viabilidade de ambos os protocolos
(ZHANG e MATLASHEWSKI, 2015; BENEKE et al, 2017).

Tabela 2: Estratégias para fornecimento de proteina Cas9 as células alvo.
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DNA MRNA Proteina

Transcri¢ao no Sim Nao Nao
nucleo
Traducgao no Sim Sim Nao
citoplasma
Produto final Sim Sim Sim
funcionando no
nucleo
Tempo para inicio >8H 4-6H 3H
da atividade*
Estabilidade Ampla Boa (mediante Ruim

adaptacdes no

mRNA)
Duragao de 1 Semana Dias 24-48H
atividade
Risco de Sim Nao Nao
integragéo
Efeitos off-target Alto risco Baixo risco Baixo risco

Adaptado de Zhang et al,2019. Pés transfecgao*

mRNA DNA Proteina
WVAAA g‘n ). -
—_—

D
Entrega sistémica

Vaso "
Macrofago Nuclease Erutrbcnto

Extravasamento g

Matriz extracelular

l‘\

N / \\
oy W
Proteina o oll
- e 1\
il o
| l
o[
— i’ IF /

Traducao DNA

o, L

q:‘ﬁ
7 N/
Transcrigéo / \{.-

)

Nucleo

Figura 10: Estratégias para fornecimento de proteina Cas9 as células alvo. Adaptado de Zhang et al,

2019.
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O sistema CRISPR/Cas9 apresenta-se, portanto, como uma importante
alternativa aos sistemas de edigao genética previamente disponiveis. Este se mostra
mais simples e viavel em termos econémicos e de tempo, dada a simplicidade atrelada
ao mesmo. Outra vantagem significante € a possibilidade de edi¢ées simultdneas em
mais de um gene, anteriormente impossivel com as ferramentas disponiveis
(HRYHOROWICZ et al, 2017). Além da possibilidade de uso como ferramenta para
edicdo génica, outros usos vém sendo derivados do sistema em questédo, adaptando
a proteina Cas9 para outras funcdes. Alteragdes nos sitios de atividade nuclease da
proteina Cas9, com formacgao de dCas9 (deadCas9), associagao da mesma a fatores
de transcrigao e repressao, associagao com dominios trocadores de nucleotideos ou
acetiltransferases sédo algumas das estratégias utilizadas para estudos de expresséo
génica e epigenética (HRYHOROWICZ et al, 2017; ZHANG et al, 2019). Outras
proteinas Cas vem sendo exploradas de outras formas, demonstrando outros
potenciais do sistema CRISPR. O uso de Cas13, por exemplo, uma proteina capaz
de reconhecer sequéncias de RNA especificas e promover o corte inespecifico e
colateral de outras sequéncias de RNAs permitiu o desenvolvimento do sistema
SHERLOCK por Zhang e colaboradores como um potencial kit diagnostico para
alguns virus (GOOTENBERG et al, 2017). Alguns dos usos do sistema CRISPR estéo

representados na figura 11.
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Figura 11: Possibilidades de uso do sistema CRISPR. Adaptador de Knott, G.; Doudna, J. 2018.
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1.2.1 CRISPR/Cas9 em tripanosomatideos

Alguns estudos para a aplicacdo do sistema CRISPR/Cas9 em diferentes
espécies de Leishmania ja foram publicados demonstrando a validade para aplicagéo
do sistema nesse grupo de organismos. Em 2015, Sollelis et al, foram responsaveis
pelo primeiro trabalho com esse grupo de organismos, promovendo o0 knockout em
Leishmania major, de trés genes da proteina paraflagellar rod-2, organizados in
tandem no cromossomo 16. O grupo utilizou um plasmideo , pTCAS9, para induzir a
expressao constitutiva de Cas9 nesses organismos, e um plasmideo, pLS7, para a
expressdao de SgRNA in vivo. Este possuia ainda sequéncias homélogas a regiao
onde foi designado o corte pela Cas9, interespagadas por gene de resisténcia a
puromicina. Os resultados do grupo revelaram o sucesso na obtencéo de parasitos
knockout para os genes da proteina paraflagelar rod-2 a partir de analises por PCR,
FISH, western blot e imunofluorescéncia. Adicionalmente, foi realizado
sequenciamento completo de clones knockout e parasitos wild type para avaliagao de
efeitos off target decorrentes do uso do sistema. Os resultados estavam de acordo

com o previsto, demonstrando a especificidade dessa ferramenta.

No mesmo ano, Zhang e Matlashewski induziram o knockout do gene da
proteina transportadora de miltefosina em Leishmania donovani utilizando um
plasmideo para a expressdo de Cas9 e plasmideos para a expressao dos guias in
vivo pelos parasitos. Esse trabalho ainda demonstrou a precisao da ferramenta a
termos de favorecer o reparo mediado por sequéncia homologa, permitindo ainda a
insercao de sequéncias no genoma editado. Em 2017, os autores apresentaram novos
resultados, demonstrando refinamento da metodologia além de demonstrar
funcionalidade da mesma para as espécies L. mexicana e L. major. No mesmo ano,
Beneke et al apresentaram um novo protocolo para o fornecimento dos RNAs guia, a
partir da expressado da T7 RNApolimerase e transfeccdo das sequéncias de DNA
usadas em transcri¢cdes in vitro para promover sintese de SgRNAs in vivo. Além disso,
o trabalho ainda apresenta uma nova ferramenta online para desenho dos RNAs guia
além de diversos plasmideos para a rapida geragdo de DNAs direcionados a
inser¢cdes de tags fluorescentes, knock-ins e outras modificagdes (disponiveis em

Leishgedit.net).

Peng et al, publicaram, em 2015, o primeiro trabalho de CRISPR/Cas9

envolvendo Trypanosoma cruzi. Os autores transfectaram parasitos, cepa CL, com
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plasmideos para expressao de Cas9 e de proteina fluorescente verde (eGFP).
Posteriormente, SgQRNAs, previamente transcritos in vitro, para interrupgdo do gene
de eGFP foram dados aos parasitos com posterior avaliacdo de fluorescéncia. A partir
do segundo dia poés-transfeccado foi possivel observar diminuigdo dos niveis de
fluorescéncia com acentuagao desse perfil até o quinto dia. Posteriormente, os
autores demonstraram a viabilidade do protocolo para indugao de alteragdo em genes
enddégenos. Ensaios revelaram alteragdes funcionais na edicdo de genes de alfa-
tubulina, histidina amoénia-liase e um transportador de acidos graxos. Outros
resultados importantes do trabalho sugerem que a via de reparo mediado por micro-
homologia (MMEJ) parece ser a via favorecida em T. cruzi. Burle-Caldas et al em 2018
demonstrou a possibilidade de utilizacdo da proteina recombinante SaCas9 para
induzir knockout do gene GP72 em cruzi O mesmo resultado foi obtido com a
utilizacado de Cas9 expressa constitutivamente pelos parasitos. Esses trabalhos
abriram possibilidade para estudos mais profundos, a partir da realizagdo de
knockouts e knock-ins direcionados a elucidar melhor o mecanismo fisiopatolégico das
leishmanioses e doenga de chagas, assim como abrindo fronteiras para a identificagao

de novos alvos farmacoldgicos para tratamento e profilaxia dessas enfermidades.

JUSTIFICATIVA
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Dada a relevancia epidemiologica das leishmanioses, a escassez de
ferramentas para seu controle, tanto no contexto mundial quanto local, e de dados sobre a
funcionalidade de genes descritos a nivel gendémico, estudos para elucidagdo dos
mecanismos fisiopatoldgicos da enfermidade assim como a busca por novos alvos
farmacolégicos para tratamento e profilaxia da infecgdo tornam-se imprescindiveis. A
emergéncia da resisténcia a miltefosina, unico farmaco de administragdo oral aprovado
para uso em humanos para tratamento de leishmaniose visceral e tegumentar, € uma
realidade, e & extremamente relevante, especialmente em regides onde os antimoniais
pentavalentes ja se mostram ineficientes. A técnica revolucionaria de CRISPR/Cas9 foi
adaptada para edicdo génica em Leishmania, e permite alteragdes de forma precisa e
rapida, se tornando uma ferramenta moderna para avaliagdo de genes associados ao ciclo
celular, expressao génica ou a viruléncia em Leishmania, os quais sao potenciais alvos
para desenvolvimento de farmacos, melhor conhecimento sobre mecanismos de
resisténcia ao tratamento, assim como para a potencial obtengédo de parasitos atenuados
para a formulagdo de uma estratégia vacinal para a leishmaniose. No entanto, face a
limitagbes, tais como uma versdo confiavel do genoma, estudos empregando
CRISPR/Cas9 com a espécie L. amazonensis sao ainda escassos, embora essa espécie
seja um dos principais agentes etioldgicos das leishmanioses no nhovo mundo e apresenta
mecanismos de viruléncia, interagcdo com o sistema imune do hospedeiro e resisténcia aos
farmacos, significativamente distintos daqueles apresentados por outras espécies. Assim,
nesse estudo nos dedicamos a avaliar em que extensao, protocolos de edigdo génica por
CRISPR/Cas9, ja descritos para outras espécies de Leishmania, sao efeitivos em produzir
knockout no gene do transportador de miltefosina, como prova de conceito, em L.

amazonensis.

OBJETIVOS
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Objetivo Geral: Avaliar diferentes sistemas de edi¢gao génica por CRISPR/Cas9 em

Leishmania amazonensis empregando como prova de conceito a edigdo do gene da

proteina transportadora de miltefosina.

Objetivos Especificos:

1.

Gerar parasitos capazes de expressar transientemente o sistema

CRISPR/Cas9 via plasmideo epissomal.

. Gerar parasitos capazes de expressar constitutivamente o sistema

CRISPR/Cas9 via plasmideo integrativo.

. Produzir Cas9 recombinante e testar sua atividade in vitro e para edi¢gao génica

em L. amazonensis.

Validar o sistema de edigdo génica para a espécie em estudo realizando um
knockout descrito na literatura para outras espécies de Leishmania (Proteina
transportadora de miltefosina).

Determinar a IC50 para miltefosina dos parasitos mutantes para o transportador
de miltefosina

Avaliar o fendtipo dos parasitos mutantes quanto a sua infectividade para

macrofagos murinos

MATERIAIS E METODOS



39

Culturas celulares

As formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonenesis (cepa
IFLA/BR/67/PH8) foram cultivadas em meio 199 (Gibco) suplementado com adenina
10mmol.L' (Sigma Aldrich), hepes pH 7,5 1mol.L"' (LGC Biotecnologia), hemina
0,25% (Sigma Aldrich), biotina 0,1% (Sigma Aldrich) e soro fetal bovino 10% (SFB)
(Gibco), a 26°C, em incubadora de demanda de oxigénio bioquimico (BOD). As
culturas foram acompanhadas diariamente sendo realizados repiques uma a duas
vezes por semana mediante necessidade, respeitando o crescimento e recuperacao
da cultura a partir de cada insergao e tratamento. Adicdes de geneticina (Gibco) (5,8
Mg/mL), higromicina B (Invitrogen- Thermo Fisher) (6,04 ug/mL), e miltefosina
(Cayman Chemical Company) (42,52 pMol/mL) ao meio de cultura foram realizadas

quando aplicavel em concentracéo definida apos ensaio para determinagao de 1C50.

Plasmideos, RNAs guias, sequéncias doadoras e primers

O plasmideo “pRM006” (Figura 12), contendo a sequéncia para a expressao
da proteina Cas9 de Streptococcus pyogenes, foi cedido pela Dra. Eva Gluenz
(University of Oxford, Oxford, Reino Unido). O plasmideo “pLDCN” (Figura 13),
contendo a mesma sequéncia, foi cedido pelo Dr. Greg Matlashewski (McGill
University, Quebec, Canada). As sequéncias de RNA guia foram transcritas in vitro,
como descrito posteriormente, a partir de um DNA molde desenhado tendo em vista
as estratégias de bioinformatica e produzidos pela Sintese-Brasil, representante da
Integrated DNA Technologies (IDT). Os primers para reagédo em cadeia da polimerase
(PCR) e as sequéncias doadoras foram desenhadas tendo em vista a estratégia em

questao e foram produzidos pela Sintese-Brasil, representante da IDT.
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Figura 12: Plasmideo pRMO0O06, para expressao constitutiva de SpCas9 em diferentes espécies de
Leishmania. O plasmideo em questdo possui gene de resisténcia para higromicina, sendo esse
antibiético utilizado para selecionar populagao transfectada. O plasmideo funciona com uma estratégia
integrativa, sendo que, ao ser linearizado com o uso de endonuclease Pacl, 0 mesmo possui dois
bragos flanqueando a sequéncia codificadora de SpCas9 com as regides 3’ e 5’UTR do gene de Beta-
tubulina de L. major. Em caso de homologia entre o fragmento transfectado e a regido ortéloga no

organismo alvo, o fragmento se integra no DNA a partir de recombinagdo homdloga.
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Figura 13: Plasmideo pLDCN, para expressdo transiente de SpCas9 em diferentes espécies de
Leishmania. @) plasmideo em questao possui gene de resisténcia para
neomicina/kanamicina/geneticina, sendo qualquer um desses antibidticos utilizado para selecionar
populagao transfectada. O plasmideo funciona de maneira epissomal, possuindo sitios promotores para
diferentes RNApolimerases, podendo ser utilizado para sintese dos SQRNAs na propria cultura celular

expressando SpCas9 a partir de clonagens prévias dessas sequéncias no proprio plasmideo.

Transfeccao de Leishmania amazonensis com o plasmideo pRM006 para
expressao constitutiva de Cas9

Previamente, 25 ug de DNA plasmidial pPRM006 foram submetidos a digestao
com 30 unidades de enzima de restricdo Pacl (New England Biolabs) e NEBuffer 3.1
(New England Biolabs), por 16 horas a 37°C. Os produtos da digestdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,7% para confirmar a linearizagdo do

mesmo.

Formas promastigotas (8 x 107), em fase log tardia de crescimento foram
centrifugadas a 1540 x g, por 10 minutos a 4°C e ressuspensas em 160uL de tampéo
de eletroporagédo Th-BSF (NaPO4, CaClz, KCI, hepes), como descrito por Burkard et
al 2011. DNA plasmidial (10 pg) linearizado foi preparado com tampao de
eletroporagao em volume final de 20uL. Os 20uL de suspensdo de DNA plasmidial
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foram adicionados de 80uL de suspensao celular e alocados em uma cuveta de
eletroporagao Gene Pulser 0,2 cm (BioRad) e a mesma foi submetida a dois pulsos
em programa de eletroporagdo X-001 do equipamento Amaxa nucleofactor Il (Lonza
Biotechnologies). Apos o choque, o conteudo da cuveta foi adicionado a garrafa de
cultura contendo 5SmL de meio 199 suplementado com 10% de SFB. 20 pyL de tampéo
de eletroporagdo foram adicionados aos 80uL restantes de suspensao celular e

submetidos ao mesmo procedimento como controle.

Passadas 48 horas da transfecgédo, quantidades previamente definidas de
higromicina B (Invitrogen- Thermo Fisher) (6,04 ug/ml) foram adicionadas a ambas as
culturas celulares e ambas foram observadas diariamente em microscopio até ser

observada selec¢ao de parasitos resistentes no grupo receptor do plasmideo.

Transfeccao de parasitos expressando Cas9 transientemente via plasmideo
pLDCN com SgRNA e sequéncia doadora

4.107 parasitos na forma promastigota, em fase log de crescimento, foram
centrifugados a 1540 xg por 10 minutos a 4°C. O pellet celular foi ressuspenso em
80uL de Buffer Tb-BSF.

20 ug de SgRNAs previamente transcritos e purificados foram adicionados a
1uMol de solucéo de oligonucleotideo referente a sequéncia doadora para direcionar

o reparo homologo e Buffer Tb-BSF para volume final de 20uL.

A solugao mix de acidos nucleicos e a suspensao celular foram misturadas e
alocados em cuveta 2cm Gene Pulser (BioRad) e submetidas a dois protocolos X-001
no equipamento Amaxa Nucleofactor Il (Lonza Biotechnologies). Apds o choque, 0s
conteudos da cuveta foram passados a uma garrafa de cultura contendo meio 199
suplementado com 10% de SFB. Mesma quantidade de parasitos foi transfectada com

20ul de tampéao Tb-BSF como controle.

Passadas 48 horas da transfeccdo, quantidades previamente definidas de
miltefosina (42,52 uMol/mL) foram adicionadas as garrafas de cultura e ambas foram
observadas diariamente em microscopio até ser observada a selegcdo de parasitos
resistentes no grupo que recebeu os SgRNAs.
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Anadlise da expressao de proteina Cas9 de Streptococcus pyogenes por
parasitos L. amazonensis transfectados com plasmideos pLDCN e pRM006
Formas promastigotas (4.107) de Leishmania amazonensis, previamente
transfectadas com plasmideos para expressédo de Cas9 de Streptococcus pyogenes
(PLDCN e pRMO006) em fase log tardia de crescimento foram submetidas a
centrifugacédo a 1540 xg por 10 minutos a 4°C e o pellet celular resultante foi
ressuspendido em 400uL de tamp&o de lise celular (5mM Tris-HCL pH 8,0; 15mM
NaCl;0,1% NP-40; 0,05 deoxicolato de sodio, 0,01%SDS; Mix inibidor de protease 5%
(Sigma Aldrich)), de forma a obter extrato proteico de 1.10° parasitos/uL. As amostras
foi adicionado tampao de amostra de proteinas (62,5 mM Tris-HCL pH 6,8; 10% de
glicerol; 2% SDS; 5% B-Mercaptoetanol; 0,002% de azul de bromofenol) em proporgéo

1:4 (Tampao:Amostra) e submetidas a aquecimento a 100°C por 10 minutos.

Os extratos gerados foram submetidos a eletroforese de gel de poliacrilamida
10%, 100V, por 70 minutos, corados com solugdo de comassie blue (Sigma Aldrich)
(Comassie Blue 2,5g/L, acido acético 7%, metanol 50%) por 1 hora e analisados

quanto a sua qualidade em GelDoc EZ Documentation System (BioRad).

Os mesmos foram posteriormente submetidos a nova eletroforese em gel de
poliacrilamida 10%, 100V, 70 minutos e transferidos a membrana de nitrocelulose
(Amersham Protan 0,45um — GE Healthcare) por 1 hora a 350 mA utilizando tampéo
de transferéncia (25mM Tris-HCI, 192 mM glicina, 20% (v/v) metanol). Posteriormente
a membrana foi incubada com solugéo de bloqueio (PBS1x, Tween 20 0,1%, Leite em
po6 desnatado 5%) por 1 hora. A membrana € posteriormente lavada com solugéo de
PBS 1x Tween 20 0,1% 3 vezes, 5 minutos cada lavagem e incubada com anticorpo
primario anti-Cas9, cedido pela professora Santuza Teixeira, (diluido 1:1000 em
solugao de bloqueio com 3% de leite desnatado em pd) por 16 horas a 4°C. A
membrana foi novamente lavada 3 vezes e incubada com anticorpo secundario anti-
IgG mouse associado a peroxidase (Diluido 1:3000 em solugéo de bloqueio) por uma
hora a temperatura ambiente. Por fim, a membrana foi incubada com solugéo
reveladora do Kit ECL-Plus (GE Healthcare), expostas contra filme de raio X
(Hyperfilm ECL, GE Healthcare) e reveladas utilizando revelador e fixador Kodak,

seguindo as instrugdes do fabricante.
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Ensaio de viabilidade cellular via MTT para determinagdao de metade da
concentragao inibitéria maxima (IC50)

De modo a estabelecer a quantidade de droga suficiente para selecionar
populagdo com resisténcia adquirida a higromicina, geneticina e miltefosina, via
aquisicao de gene de resisténcia em plasmideos ou knockout induzido, formas
promastigotas de L. amazonensis PH8 foram submetidas a ensaio de viabilidade
celular por MTT, como descrito por Dutta, et al, 2005, com adaptagcdes, como

demonstrado na figura 14.
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Figura 14: Representagédo esquematica do protocolo de diluicdo seriada de drogas para avaliagdo de
viabilidade celular utilizando o ensaio de MTT

Formas promastigotas (2.10°), fase logaritmica de crescimento, foram
submetidas a centrifugagcdo 2000 xg por 10 minutos a 4°C. O sedimento foi
ressuspenso em 10mL de meio de cultura 199 suplementado com 10% de soro fetal
bovino. Esse volume foi posteriormente distribuido em 11 tubos eppendorf de
capacidade 2mL da seguinte forma: No primeiro tubo foram adicionados volumes
correspondentes as concentragdes a serem testadas das drogas geneticina (3,2 uL
de solugdo 50mg/mL), higromicina (6,4 uL de solugdo 50mg/mL) e miltefosina (8,65
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ML de solugao 37mMol/mL) e quantidades suficientes para 1600 pL de cultura. Nos 10
outros tubos foram adicionados 800 pL de cultura, de modo que um desses sera
utilizado como controle positivo e nao fara parte da diluigao seriada. 800 uL do primeiro
tubo sdo entdo homogeneizados com o material do tubo 2 e desses, 800 yL séo
homogeneizados com o material do tubo 3, sucessivamente até o decimo tubo,
promovendo diluicdo (1:2) na concentragcao de droga entre os tubos. Preparou-se um

tubo extra apenas com 800 pL de meio de cultura como controle negativo.

Plaquearam-se 200uL de cada tubo em placa de 96 pogos em triplicata, de
modo a conter 4.10% parasitos por pogo mais quantidades decrescentes de droga.
Apos plagueamento, a placa foi devidamente vedada com parafilm e alocada em BOD
a 26°C. Aguardou-se periodo de incubagao de 48-72 horas, dependendo do tempo de

acao da droga.

Para aferir a viabilidade celular apds periodo de agao da droga, adicionou-se a
cada po¢o, 50 uL de solugédo 2ug/uL de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl) -
2,5-difeniltetrzolio) (Sigma Aldrich) e encubou-se a placa a 37°C ao abrigo de luz.
Centrifugou-se a placa a 2000 rpm por 5 minutos, desprezou-se o sobrenadante e
resuspendeu-se o sedimento de formazan resultante com 200uL de solugao de
Dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck-Milipore) e procedeu-se a leitura da absorbancia
resultante em comprimento de onda de 495 nm em leitor de ELISA (BioRad,
Richmond, Ca. USA). A partir dos valores obtidos para os controles, foi possivel
estabelecer a porcentagem de sobrevida dos parasitos em cada pogo a partir da
exposicao a concentragdes decrescentes da droga. Os valores de concentragao da
droga (em Logz) foram plotados contra a % de sobrevida dos parasitos no programa

Graphpad Prism 5, utilizando a fungcao Sigmoide para obter o valor de IC50.

Analises bioinformaticas

As analises bioinformaticas foram processadas a partir dos materiais
disponiveis relacionadas ao genoma de L. amazonensis. Pelo fato de esse nao estar
totalmente sequenciado e anotado, as informacdes disponiveis em bases de dados
(tritrypdb.org; Ige.ibi.unicamp.br) foram associadas as disponiveis para outras
especies, principalmente Leishmania mexicana, dada a proximidade genética entre as

especies.
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As analises basearam-se na avaliagdo da sequéncia de tubulina para esse
organismo, prevendo possivel homologia para inser¢cao de plasmideo integrativo
“‘pPRMO006”, e, principalmente, avaliagdo da sequéncia do gene codificador da proteina
transportadora de miltefosina, de modo a identificar as possiveis sequéncias guia para
inducdo de knockout, avaliagao de sitios de restricdo para validar a estratégia de
confirmagao do mesmo e desenho dos primers para reagdo em cadeia da polimerase.
As principais ferramentas utilizadas foram as pesquisas de ortdlogos com
alinhamentos das diferentes sequéncias utilizando o MUItiple Sequence Comparision
by Log-Expectation (MUSCLE - disponivel em

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/), Basic Local Alignment Search Tool

(BLAST) nas bases de dados e para avaliagdo dos primers desenhados (Disponivel

em https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/) e digestdes in silico para previséo

dos produtos das diferentes digestbes realizadas (disponivel em
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/index.php).

Desenho dos SgRNAs e sequéncias doadoras

Para desenho do SgRNAs, foi utilizada a ferramenta disponivel na base de
dados tritrypdb.net, Eukaryotic Pathogen CRISPR guide RNA/DNA Design Tool
(EuPaGDT, disponivel em http://grna.cteqd.uga.edu/). Para tal, foi utilizada a

sequéncia do gene codificador do transportador de miltefosina de L. mexicana
(U1103) (LmxM.13.1530), dada a disponibilidade desse genoma para procura de off
targets e a semelhanga com o gene disponivel para amazonensis. Os guias foram
filtrados para o uso com SpCas9, motivo PAM “NGG”, e a estratégia de reparo por
sequéncia doadora homologa foi desenhada com bragos contendo 30 nucleotideos
de homologia a partir do sitio de quebra da dupla fita, planejando a insergao de trés
stop codons (TAG) in tandem, e a insercao de sitio de restricdo para Hindlll (AAGCTT)
dada a auséncia desse sitio nesse gene em L. amazonensis. Os guias foram
disponibilizados pela ferramenta e listados levando em consideragao os scores
definidos pelo programa. A selecdo dos mesmos se deu pela posicao no gene, sendo
posicdes proximas a metade do mesmo preferidas. As sequéncias selecionadas foram
entdo analisadas quanto a sua viabilidade para utilizagdo em L. amazonensis,
avaliando a conservagao da regido escolhida e manutencao do motivo PAM nessa

outra espécie.


https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/index.php
http://grna.ctegd.uga.edu/
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Definidas as sequéncias dos SgRNAs, os mesmos foram adaptados a
estratégia utilizada para sintese dos mesmos, desenhando por fim uma sequéncia de
DNA, para ser utilizada como primer, contendo o sitio de ancoragem para a T7 RNA
polimerase, sequéncia promotora para a mesma, sequéncia especifica a ser utilizada
como guia pela Cas9 (20pb) e sequéncia referente a scaffold da Cas9 para sintese do

SgRNA quimérico.

Sintese dos SgRNAs

Para sintese dos SgRNAs, foram utilizados, inicialmente, os oligonucleotideos
previamente desenhados, contendo sitios necessarios a agao da T7 RNA polimerase,
sequéncia especifica responsavel por guiar a Cas9 ao sitio de corte e parte da
sequéncia do scaffold da Cas9. Esses, foram utilizados como primer forward em
reacao em cadeia da polimerase, utilizando plasmideo pAc-SgRNA-Cas9 (Figura 15)
como template de DNA, o mesmo possuindo sequéncia completa do scaffold de Cas9,
possibilitando sintese do RNA quimérico. Os primers utilizados para a reagao estao
dispostos no ANEXO A. A reacgao foi processada utilizando 20ng de DNA molde, 4 uL
de tampao 5x GoTaq (Promega); 4nMol de desoxiribonucleotideos fosfatados (ANTP),
10 pMol de primers forward e reverse, 0,25 U de GoTaq DNA polimerase (Promega)
e agua DNAse/RNAse free (IDT), quantidade suficiente para volume de reacao de 20

ML. As condigdes utilizadas na PCR encontram-se descritas na tabela 3.

Tabela 3: Condi¢cdes de PCR para geracao de templates de DNA para transcrigao in
vitro dos SgRNAs.

Ciclos Tempo Temperatura
1x 1 minuto 95°C
30 segundos 95°C
30x 30 segundos 60°C
3:40 minutos 72°C
1Xx 10:00 minutos 72°C
1x infinito 4°C

Os produtos resultantes da PCR foram submetidos a purificagéo utilizando kit
Nucleospin Gel and PCR cleanup (Macherey-Nagel), conforme instrugbes do

fabricante. Os produtos foram submetidos a gel de agarose 1%.
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Figura 15: Plasmideo pAc-SgRNA-Cas9, utilizado como template para a sintese dos SgQRNAs. O vetor
em questao é utilizado na PCR como molde para amplificagdo do scaffold de Cas9. Primers contendo
regido especifica para os SgJRNAs e regides complementares a esse plasmideo sdo sintetizados e
utilizados na reacéo, promovendo a formacéo de oligonucleotideos a serem utilizados posteriormente

na transcrigao in vitro.

Depois de purificados, os oligonucleotideos foram utilizados para sintese dos
SgRNAs in vitro, utilizando Kit MEGAshortscript TM T7 (Thermo Fischer Scientific,
USA), seguindo as instrucbes do fabricante. Os transcritos foram posteriormente
purificados utilizando Kit MEGAclear (Thermo Fischer Scientific, USA), promovendo
precipitacdo dos demais conteiidos com mistura de fenol acido:Cloroférmio:Alcool
isoamilico (25:24:1), precipitagdo do RNA com alcool 95° RNAse free (Merck) e
ressuspensdao em agua RNAse free. Os produtos purificados foram posteriormente
quantificados em Nanodrop e submetidos a gel de agarose 1,2% em condi¢des
desnaturantes. O gel foi preparado utilizando 0,6g de agarose e 47,5 mL de tampao
MOPS (4,185g MOPS (Sigma Aldrich), 3 M acetato de sddio, EDTA 0,5 M, pH 8,0,
agua RNAse Free quantidade suficiente para 1 L). Apds dissolugcdo da agarose por
aquecimento, foram adicionados 2,5mL de formaldeido e a solug¢ado foi colocada em
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suporte para polimerizagdo. 1uL de amostra de RNA foi preparado junto a 5uL de
tampao de amostra para RNA (contido no Kit) e 9uL de agua RNAse free, aquecida
por 10 minutos a 65°C, adicionadas 20ug/mL de brometo de etideo e aplicadas no gel.
A eletroforese procedeu a 100V por 45 minutos e o gel foi posteriormente analisado

em aparelho fotodocumentador (GEL LOGIC 1500 Imaging System).

Extracao de DNA plasmidial

Para extracao de DNA plasmidial, Bactérias quimiocompetentes Escherichia
coli cepa XL1-Blue, previamente transformada com plasmideo para expressao de
Cas9 pRMO006, cedidas pela Dra. Gabriela Burle-Caldas, foram inoculadas em 50mL
de meio de cultura Luria-Bertani (triptona, NaCl, extrato de levedura, ampicilina 500
Mg/mL) e deixadas a 37°C sob agitagao por 16 horas para crescimento. Atingida
densidade dtica 6tima (0,4<x<0,6), as células foram submetidas a extragdao de DNA
plasmidial com kit Quiagen Spin Miniprep (Quiagen) seguindo as instru¢des do

fabricante.

Os mesmos foram ainda submetidos a protocolo de purificagdo mediante
adicdo de 10% do volume em acetato de sédio 3M e 2 volumes de etanol 100%
resfriado para precipitacdo dos conteudos de DNA na amostra. A amostra foi
posteriormente ressuspensa em volume adequado de agua nucleasse free (Integrated

DNA Technologies) e armazenada a -20°C para uso a curto prazo.

Os produtos gerados foram posteriormente dosados em Nanodrop e avaliados

em gel de agarose (0,7%) para confirmagao da qualidade da extracao.

Extracdo de DNA gendémico

Para extragdo de DNA gendmico, 1.108 leishmanias em forma promastigota em
fase logaritmica de crescimento foram submetidas a protocolo de extracdo de DNA
genbmico do Kit genomicPrep Mini Spin (GE Healthcare) conforme indicado pelo

fabricante.

Os produtos obtidos foram dosados em Nanodrop e posteriormente utilizados
em reagcao em cadeia da polimerase para amplificagdo especifica do gene do
transportador de miltefosina.
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Reagoes de PCR para amplificagao de fragmento contemplando regiao de corte
do gene codificador da proteina transportadora de miltefosina induzido por
proteina SaCas9

Para amplificagdo de fragmento contido no gene codificador da proteina
transportadora de miltefosina por PCR, foram empregados primers forward e reverse
(Anexo A) previamente desenhados. A reacado foi processada utilizando DNA
genbmico de parasitos wild type e parasitos previamente transfectados com o
complexo ribonucleoproteico (SaCas9 + SgRNA) e selecionados na presenca de
miltefosina. Para a reacao foram utilizados 20 ng de DNA molde, 4 uL de tampao 5x
GoTaq (Promega); 4nMol de desoxiribonucleotideos fosfatados (dNTP), 10 pMol de
primers forward e reverse, 0,25 U de GoTag DNA polimerase (Promega) e agua
DNAse/RNAse free (IDT), quantidade suficiente para volume de reagdo de 20 uL. As
amostras foram preparadas e prontamente colocadas em termociclador Verit Termal
Cycler 96 well (Applied Biosystems, Califérnia, USA). As condigdes utilizadas na PCR
encontram-se descritas na tabela 4. Apds termino da reacdo, as amostras foram
adicionadas de 1,0pg/mL de brometo de etideo e quantidade suficiente de tamp&o de
amostra, submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,7%, 100 V por 60 minutos,
utilizando tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE)(Tris- 40mM, acido Acético 20mM, EDTA

1mM) e avaliadas em GelDoc EZ Documentation System (BioRad).

Tabela 4: Condi¢cdes de PCR para amplificagdo de fragmento contido no gene do TM.

Ciclos Tempo Temperatura
1x 1 minuto 95°C
30 segundos 95°C
30x 30 segundos 68°C
3:40 minutos 72°C
1x 10:00 minutos 72°C
1x infinito 4°C

Digestao dos produtos de PCR para confirmagao da edi¢ao genética
Os produtos resultantes das PCRs (20uL) foram submetidos a digestao

enzimatica com 10 Unidades de endonuclease Xhol, 3 yL de NEBuffer 3:1(10x) e agua
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nuclease free (IDT) em quantidades suficientes para reagao de 30 puL. Amplificado de
PCR de mesmo gene (TM) em Leishmania infantum com knockout e reparo por
homologia inserindo sitio de restricdo para Xhol, previamente confirmado por nosso
grupo, foi submetido a mesmo procedimento de modo a ser utilizado como controle
positivo da digestdo. As reagdes foram incubadas em banho maria a 37°C, por 16
horas, adicionadas a quantidade suficiente de tampao de amostra, 1,0 ug/mL de
brometo de etideo e submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,7%, 100V por 60
minutos, com tampao TAE com posterior avaliagdo em GelDoc EZ Documentation
System (BioRad).

Indugao e purificagcao de SaCas9

De modo a obter quantidades suficientes e funcionais de Cas9 de
Staphylococcus aureus (SaCas9), uma aliquota de bactérias Escherichia coli cepa
rosetta-gami2, foi descongelada e colocada em contato com 15 ng de DNA plasmidial
de vetor p6xHisSaCas. A mistura foi submetida a banho seco a 42°C por 90 segundos
para transformacdo do material genético. 20 mL de meio LB agar (NacCl, triptona,
extrato de levedura, agar bacteriolégico) foram plaqueados e adicionados de 20 uL de
solugdes 1ug/uL de clorafenicol e ampicilina para sele¢cao de bactérias aceptoras do
plasmideo. A suspensao transformada, foi adicionado 1 mL de meio LB e a mistura foi
deixada sob agitacao por 60 minutos. 100 uL da mesma foram entao espalhados, com

alca de Drigalski na placa de cultura e incubada a 37°C por 16 horas.

No dia seguinte, quatro pré-indculos foram preparados da seguinte forma: Uma
colbnia isolada da placa de cultura foi retirada com auxilio de uma ponteira estéril e
adicionada a 20mL de meio LB, em tubo falcon de 50mL, com 20ug de clorafenicol e
ampicilina. A mistura foi incubada a 37°C por 5 minutos, homogeneizada e separada
em quatro tubos falcon, alocando 5mL em cada. Os pré-inéculos foram entdo deixados
por 16 horas em Agitador, a 37°C, 180 RPM.

No dia seguinte, cada um dos pré-indculos foi vertido em 500 mL de meio LB,
preparado de mesma forma, e alocados em agitador a 37°, 180 RPM. Apds 4 horas,
a densidade optica foi medida, demonstrando crescimento adequado das células
(0,4< DO <0,6). Procedeu-se, portanto, ao inicio da indugéo de expressao da proteina

recombinante. 500 pyL de solugdo 1 mM de Isopropil-beta-D-1-Tiogalactopiranosida
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(IPTG) foi adicionado a cada um dos inéculos e incubado a 18°C por 24 horas em
agitador a 180 RPM.

Passado o periodo de indugao, as suspensodes celulares foram submetidas a
centrifugacédo a 8000 RPM para obtengao apenas das células. Cada pellet formado foi
ressuspendido utilizando 40mL de tampao de ligacédo (fosfato 20mM, NaCl 0,5M,
imidazol 30mM) e 800ul de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF-Sigma Aldrich) 100mM
e posteriormente submetido a lise mecéanica pelo equipamento Emulsiflex (ATA
Scientific), seguindo as instru¢gdes de uso do fabricante. Os produtos gerados foram
submetidos a centrifugacdo a 40000xg,30 minutos, 4°C em centrifuga de alta

performance e a fracado soluvel foi recolhida.

Procedeu-se entdo a purificagdo da proteina de interesse a partir do sistema
de cromatografia liquida AKTAprime (GE Healthcare), seguindo os protocolos
descritos pelo fabricante. Foi utilizado para tal, uma coluna de niquel, utilizada
unicamente para purificacdo dessa proteina, previamente estripada, hidratada e
recuperada com solucdo de sulfato de niquel como indicado pelo fabricante. As
amostras foram submetidas ao equipamento, com coleta posterior de amostra
flowthrough. Posteriormente a coluna foi submetida a eluicdo com tampao de eluigao
rico em imidazol (fosfato 20mM, NaCl 0,5M, imidazol 500mM) e as fracdes com
maiores quantidades de proteina, como indicadas pelo equipamento, foram coletadas
e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, 100V, 70 minutos e coradas
por solugdo de Comassie Blue para analise. As fragdes mais concentradas foram
reunidas em tubo falcon de 50mL com filtro de 50 Kda (Amicon - MerckMilipore) e
submetidas a nova centrifugagao a 4000xg, 4°C por 20 minutos. A amostra retida, rica
em SaCas9 purificada, foi recuperada e submetida a doseamento por método de

Bradford, utilizando o kit Bio-Rad Protein Assay, seguindo as instru¢des do fabricante.

Teste de atividade de SaCas9 in vitro

Para atestar a atividade nuclease da proteina SaCas9 recém purificada,
procedeu-se a ensaio de digestao in vitro. Para tal, um amplificado de PCR gerado a
partir da regido codificadora do gene GP72 de T. cruzi foi utilizado como DNA molde
e um SgRNA desenhado para promover corte nesse gene foi utilizado em associacao
a proteina SaCas9. Tanto o amplificado de PCR quanto o SQRNA foram gentilmente

cedidos pela Dra. Gabriela Burle-Caldas, do Laboratério de Genética de
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Tripanossomatideos (ICB-UFMG). A metodologia foi seguida como descrito
previamente (Burle-Caldas et al 2017). 12 ug de SaCas9 purificada foram incubados
com 18 ug de SgRNA, 8 uL de Cas9 Buffer (20 mM HEPES pH 7,5, 150 mM KCI, 10
mM MgClz, 0,5 mM DTT), 2 uyg de DNA molde e agua nucleasse free (IDT) quantidade
suficiente para reacao de 20 pL. Uma SaCas9 de lote anterior e atividade previamente
confirmada foi utilizada como controle positivo, sendo outra reagdo preparada da
mesma forma em paralelo. A reagdo de digestao foi incubada em estufa a 37°C por
135 minutos e posteriormente submetida a eletroforese em gel de agarose 1%, 100
V, 45 min e o gel foi posteriormente avaliado em aparelho fotodocumentador (GEL
LOGIC 1500 Imaging System).

Transfeccao de L. amazonensis Wild type com complexo ribonucleoproteico
composto por proteina SaCas9 recombinante e SgRNA especifico para o
transportador de Miltefosina

Formas promastigotas (4.10°), em fase log de crescimento, foram centrifugados
a 1540 xg por 10 minutos a 4°C. O pellet celular foi ressuspenso em 70uL de Buffer
Tb-BSF.

SaCas9 (15 pg) e 20 ug de SgRNAs, previamente transcritos e purificados,
foram incubados com 10 pyL de Buffer Tb-BSF 3X por 10 minutos a temperatura
ambiente e posteriormente 10 minutos a 37°C em banho seco de modo a formar o
complexo ribonucleoproteico. Foram adicionados a essa mistura, 1uMol de solugao
de oligonucleotideos referente a sequéncia doadora para direcionar o reparo

homdlogo e agua nuclease free para volume final de 30pL.

A solugdo mix de acidos nucleicos e complexo ribonucleoproteico e a
suspensao celular foram misturadas e alocados em cuveta 2cm Gene Pulser (BioRad)
e submetidas a dois protocolos X-001 no equipamento Amaxa Nucleofactor Il (Lonza
Biotechnologies). Apés o choque, os conteudos da cuveta foram passados a uma
garrafa de cultura contendo meio 199 suplementado com 10% de SFB. Mesma
quantidade de parasitos wild type foi transfectada com 30uL de tampao Tb-BSF como

controle.

Passadas 48 horas da transfeccdo, quantidades previamente definidas de

miltefosina (42,52 uMol/mL) foram adicionadas as garrafas de cultura e ambas foram
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observadas diariamente em microscopio até ser observada a selecdo de parasitos

resistentes no grupo que recebeu os SgRNAs.

Obtencao de macroéfagos derivados de medula 6ssea (BMDM-Bone marrow
derivated macrophages) e infecgao por L. amazonensis

Macréfagos derivados de medula 6ssea foram obtidos como descrito por
Oliveira (2018). Camundongos BALB/c foram eutanasiados por deslocamento de
coluna cervical, e posteriormente seus fémures e tibias foram dissecados
assepticamente. Todos os ossos foram embebidos em alcool 70°GL e posteriormente
lavados com PBS 1X. As extremidades Osseas foram retiradas e a parte central foi
lavada com meio DMEM suplementado com 10% de SFB com auxilio de uma seringa
de insulina, para obtencao dos conteudos medulares. Os conteudos foram alocados
em tubo falcon e submetidos a centrifugagdo por 1200 RPM, 8 minutos, 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet celular foi ressuspenso em meio DMEM
completo para diferenciagdo celular (suplementado com 10% de SFB, 1% de L-
glutamina, 100U/mL de penicilina G e 20% de sobrenadante de cultura celular L929)
e alocado em garrafas de cultura e incubadas a 37°C em atmosfera controlada com
5% de CO2. Apds 48 horas de cultivo, mais 20 mL de meio DMEM completo foram

adicionados as garrafas de cultura.

Apos 7 dias, as células diferenciadas devem ser retiradas da garrafa. Para tal,
foram realizadas sucessivas lavagens das paredes da garrafa com PBS 1X assim
como destacamento mecanico das células com auxilio de rodo celular (Cell Scraper,
24cm, TPP - Techno Plastic Products). Os sobrenadantes coletados foram recolhidos
e submetidos a centrifugacao por 1500 RPM, 10 minutos, 4°C e os pellets formados
foram ressuspensos em 5 mL de meio DMEM completo. Uma aliquota da suspenséao
celular foi retirada para avaliagao de viabilidade celular em microscopio por coloragao
com azul de trypan. As células foram contadas em cdmara de Neubauer e 1.10°
macrofagos foram plagueados em Chamber Slide (Lab-Tek), sendo colocados a 37°C,

5% de CO:2 por 2 horas para fixagao.

Para avaliar a infecgdo, 5.10° parasitos (5:1), em forma promastigota, fase
estacionaria de crescimento, foram incubadas por diferentes tempos (3,6,24,48 e 72
horas) com os macrofagos fixados. Para cada poco, foi aguardado o tempo previsto

de infecgcao e posteriormente, foram retirados os sobrenadantes, contendo as células
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nao internalizadas. Para avaliagcdo da porcentagem de macrofagos infectados, os
pocos da chamber slide foram submetidos a coloragéo por pandtico rapido (Laborclin,
Pinhais, Parana, Brasil), seguindo as instrugdes do fornecedor. Os pogos entédo foram
contados em microscopio otico Olympus BX50 (Olympus, Center Valley, PA, USA).
Foram contabilizados 300 macréfagos por pogo, com avaliagdo de numero de células
infectadas e quantidade de parasitos por célula. A analise estatistica dos dados se

deu por teste pareado t-student.

RESULTADOS

Avaliacao da expressao de SpCas9 por Leishmania amazonensis PH8
transfectada com plasmideo epissomal pLDCN

O vetor epissomal pLDCN, para expressao de Cas9 de Streptococcus
pyogenes teve sua identidade previamente confirmada por meio de reagdes de
digestao (SOUTO, 2019), e posteriormente foi empregado para a transfeccao de L.

amazonensis PH8. Para a selecao de parasitos capazes de produzir SpCas9, foi
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utilizado o antibidtico geneticina, cujo relativo gene de resisténcia encontra-se no vetor
de expressao. Dessa forma, foi necessario primeiramente delimitar o valor de 1C50
dessa droga para a cepa em questao. A figura 16 demonstra o comportamento de L.
amazonensis PH8 frente a concentragcdes de G418 decrescentes em ensaio de
viabilidade celular com MTT. E possivel observar o comportamento em curva sigmoide
esperado para essa analise. A quantidade suficiente para induzir a morte de 50%
dessa populagédo foi obtida a partir desses dados (1,45 +- 1,15 pg/mL).
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Figura 16: Determinag&o da IC50 de geneticina para L. amazonensis PH8 por ensaio de MTT. Formas
promastigotas de L. amazonensis PH8 foram expostas a diferentes concentragcbes de G418 e a
viabilidade celular foi determinada apds 72 horas. Determinagéo da concentragao inibitéria de 50% da
populacgéo foi calculada utilizando o software GraphPad prism 5.

Uma vez definido o valor correspondente a IC50 dessa substancia para essa
cepa (1,45 ug/mL de cultura), foi considerada a utilizacdo de quantidade quatro vezes

maior de geneticina para promover a selegédo de populagao resistente (5,8 ug/mL).

Ap0s transfecgao e selegdo com 4x o valor da IC50 para geneticina, foi avaliada
a expressao de SpCas9. Para isso, procedeu-se a obtencao de extrato proteico total
dessa cepa e de controles. A avaliagdo da qualidade dos extratos proteicos de L.
amazonensis PH8 wild type, da mesma cepa transfectada com plasmideo pLDCN e
de L. infantum PP75 transfectada com plasmideo pRMO006, controle positivo para

expressao de Cas9 encontra-se no anexo B dessa dissertacdo. Os extratos foram
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entdo submetidos a Western blot para avaliagdo da expressao especifica de Cas9,

com anticorpo anti-Cas9 (Figura 17).

Considerando o resultado positivo para expressdao de SpCas9, com peso
molecular (160 Kda), a cepa transfectada foi considerada apta para os experimentos
posteriores de edigdo com SgRNAs para indugéo de knockout do gene codificador da

proteina transportadora de miltefosina.

250 Kda
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Figura 17: Avaliagdo da expressédo de Cas9 por L. amazonensis tranfectada com o plasmidio pLDCN.
Formas promastigotas de L. amazonensis PH8, previamente transfectadas com plasmideo pLDCN para
expressao de Cas9, foram lisadas para obtengéo de extrato proteico total. Esse foi submetido a ensaio de
western blot, utilizando anticorpo anti-Cas9 para atestar a presenga da proteina (3). Parasitas wild type
foram utilizados como controle negativo (1) e L. infantum pRMO006 (2) foram utilizados como controle

positivo.

Geracao de parasitos capazes de expressar Cas9 de Streptococcus pyogenes a
partir de um plasmideo integrativo (pRMO006)

Alternativamente ao plasmideo epissomal (pLDCN), procedemos a geragao de
parasitos capazes de expressar a proteina Cas9 por meio de plasmideo integrativo
(PRMO006), almejando posteriormente avaliar se ha diferencga relativa a eficiéncia entre
as estratégias. A estratégia formulada para uso desse plasmideo consiste em
promover a insercdo da sequéncia codificadora da proteina Cas9 de Streptococcus

pyogenes no locus de beta-tubulina de diferentes espécies de Leishmania.
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O plasmideo pRM006 contém sequéncia codificadora para gene de resisténcia
a higromicina, e dessa forma, foi necessario estabelecer, primeiramente, a 1C50
relativa a esse antibidtico para L. amazonensis PH8. Dessa forma, formas
promastigotas dessa cepa foram submetidas a ensaio de viabilidade celular por MTT
ap6s incubagdo com quantidades decrescentes de higromicina B. A figura 18
demonstra o comportamento da cepa submetida a esse ensaio. E possivel observar
o comportamento esperado, a partir do qual foi possivel extrapolar o valor relativo a
quantidade de higromicina suficiente para promover a morte de 50% da populagao,

estabelecendo o valor de IC50 para essa cepa (1,51 +- 1,27 ug/mL).
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Figura 18: Determinacao da IC50 de higromicina para L. amazonensis PH8 por ensaio de MTT. Formas
promastigotas de L. amazonensis PH8 foram expostas a diferentes concentracées de higromicina e a
viabilidade celular foi determinada apds 72 horas. O valor referente a concentragéo inibitéria de 50%

da populagéo foi determinado utilizando o software GraphPad prism 5.

Para obtencdo dos parasitos expressando Cas9 de forma constitutiva, o
plasmideo pRMOO0G6 foi extraido de E.coli e, posteriormente, submetido a digestdo com
endonuclease de restricdo Pacl. O plasmideo pRM006 possui dois sitios de restricao
para a enzima Pacl, e, portanto, a reacdo de digestdo promove a formacgao de dois
fragmentos distintos. O fragmento maior, 8944 pares de base, além de possuir a
sequéncia codificadora do gene de resisténcia a higromicina, possui sequéncia

codificadora da proteina Cas9, sendo essas flanqueadas pelas regides 5’ e 3° UTR de
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genes de Beta-tubulina de Leishmania major Friedlin. A transfecgdo com o fragmento
maior promove a inser¢cao da sequéncia codificadora para Cas9 em sitio de beta-
tubulina de diferentes espécies de Leishmania mediante recombinagdo homodloga. A
figura 19 ilustra a digestao realizada com Pacl, a qual gerou apenas dois fragmentos

em tamanhos esperados (8944 e 2626).

12Kpb

3 Kpb

pRMOOG

11.572 bp

Figura 19: Digestao do plasmideo pRMO006 com enzima Pacl. A) Para utilizacdo de forma integrativa,
o plasmideo pRMO006 (11.572 pb) (1) foi submetido a digestdo com enzima de restricdo Pacl e o produto
obtido (2) foi posteriormente submetido a eletroforese em gel de agarose. B) O plasmideo possui dois
sitios de restricdo para Pacl (831 e 9775), de modo que sua digestdo promove a formacao de dois

fragmentos (8944 pb em verde e 2626 pb em preto).

Uma vez que a regiao de beta-tublina presente no pRM006 é proveniente do
genoma de L. major, procedeu-se a realizagao de analises bioinformaticas para prever
a possibilidade de homologia e de recombinacdo homologa ocorrer em L.
amazonensis. Para tal, foram utilizados os dados disponiveis no sequenciamento do
genoma de L. amazonensis fornecido pela UNICAMP (disponivel em
Ige.ibi.unicamp.br). Esses dados, entretanto, ndo se mostram completos e
devidamente anotados, de modo que as analises possibilitaram a identificacdo de
sequéncia apenas sugestiva de beta-tubulina em meio aos Scaffolds disponiveis na
base de dados. Esses dados, entretanto, sao relativos a regido codificadora desse
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gene, ndo as UTRs. Desse modo, as analises demonstraram-se insuficientes para
garantir a existéncia de homologia entre as regides desejadas no genoma de L. major
e L. amazonensis. Apesar disso, a demonstracao da utilizacdo desse plasmideo para
Leishmania mexicana, uma espécie muito proxima a L. amazonensis, pelo trabalho
de Beneke e colaboradores (2017), nos deu suporte para o prosseguimento dos
experimentos e a realizagao da transfecgdo. As analises utilizando a base de dados
tritryp demonstraram que a sequéncia inserida no plasmideo referente a porgao 5’ de
beta-tubulina das 16 cdpias de beta-tubulina de L. major Friedlin possui 81% de
similaridades com regido ortéloga, que precede o gene LmxM. 32.0792 (beta-
tubulina), em L. mexicana. Essa nao demonstrou hit significante para L. amazonensis.
Para a porgédo 3’, a mesma analise demonstrou 86% de similaridade com a regiao
posterior a0 mesmo gene previamente citado, e para L. amazonensis, uma regiao,

nao anotada, foi identificada, possuindo os mesmos 86% de similaridade.

Formas promastigotas de L. amazonensis foram entdo submetidas a protocolo
de transfeccao com plasmideo pRMO006 linearizado. Apds dois dias os parasitos
transfectados foram submetidos a selecdo com higromicina B em concentragao
relativa a 4x a IC50 definida para a cepa em questdo. Apds tratamento com o
antibiotico, foi possivel observar selecdo de parasitos resistentes. Esses foram
submetidos a lise para obtencao de extrato proteico para posterior confirmacao da
expressao de SpCas9 por ensaio de western blot. Os géis de poliacrilamida utilizados
para teste do extrato proteico encontram-se disponiveis no anexo B. Ja a figura 20
demonstra o resultado da analise de western blot com anticorpo especifico anti-Cas9.
Observa-se a presenca de reatividade com proteina de 160 KDa, com peso molecular
esperado para Cas9, na cepa transfectada, assim como no controle positivo,
correspondendo a cepa PH8 previamente transfectada com o plasmideo epissomal,

mas nao no controle negativo (PH8 nao transfectada).
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Figura 20: Avaliagdo da expressao de Cas9 por L. amazonensis tranfectada com o plasmideo pRMOO06.
Formas promastigotas de L. amazonensis PH8, previamente transfectadas com plasmideo pRM006
para expressao de Cas9, foram lisadas para obtengéo de extrato proteico total. Esse foi submetido a
ensaio de western blot, utilizando anticorpo anti-Cas9 para atestar a presenca da proteina (3). Parasitas
wild type foram utilizados como controle negativo (2) e L. amazonensis previamente transfectada com

plasmideo pLDCN (1) foram utilizados como controle positivo.

Analise bioinformatica da sequéncia do gene codificador da proteina
transportadora de miltefosina e desenho das sequéncias de RNA guia

A partir da confirmagao da expressao de proteina Cas9 por ambas as cepas
transfectadas com os diferentes plasmideos (pLDCN e pRMO006), procedeu-se a
analise da sequéncia codificadora do gene do transportador de miltefosina (TM), a fim

de estabelecer as melhores sequéncias guias para indugéo desse knockout.

Inicialmente, procedeu-se a realizagdo de BLAST utilizando a base de dados
fornecida pela UNICAMP referente ao sequenciamento de L. amazonensis para busca
de sequéncia referente ao gene do transportador. Essa busca, entretanto, nao
retornou resultados satisfatorios pois o genoma esta incompleto, fragmentado e nao
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tem anotagdes adequadas, fazendo com que fosse necessario a utilizacdo de outras
ferramentas. Partindo-se do gene utilizado por Zhang e Matlashewski,
LdBPK_131590.1, o transportador de miltefosina no organismo Leishmania donovani,
procedemos a pesquisa por ortdlogos, ou seja, genes geneticamente relacionados a
esse em outros organismos geneticamente préximos. Foram identificados por meio
dessa analise, o gene ortélogo em L. mexicana, LmxM.13.1530, que possivelmente
apresentaria-se como um bom modelo para ser utilizado como preditor para L.
amazonensis, € uma sequéncia isolada da CDS (regido codificadora - coding

sequence) referente ao ortélogo em L. amazonensis, LAMA_000208300.

Cabe ressaltar que, uma vez que o sequenciamento do genoma de L.
amazonensis esta incompleto, pesquisadores do Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia em Vacinas (INCTV) decidiram investir no sequenciamento do genoma
dessa espécie, empregando plataformas lllumina e PACBIO (Resultados ainda n&o
publicados). A sequéncia disponivel na base de dados foi entdo comparada com os
dados referentes a esse sequenciamento. Os resultados da analise demonstram que
ha apenas um match significativo no genoma que apresenta 100% de homologia a
sequéncia depositada no tritryp, garantindo que a utilizagdo da mesma realmente
reflete a sequéncia original para a cepa PH8. Adicionalmente, foi confirmado que a
sequéncia em questao se localiza na fita reversa do cromossomo 13, assim como as
sequéncias ortélogas em L. infantum, L. donovani e L. mexicana. A sequéncia foi,
portanto, utilizada para o delineamento dos RNAs guias. Adicionalmente, foi utilizada
sequéncia do ortélogo em L. mexicana, devido a similaridade entre as espécies (99%
de identidades entre os ortdlogos) e a necessidade de organismo de referéncia para

predicdo de off-targets na selegao de sequéncias guias.

Para desenho das sequéncias guias, foi utilizada a ferramenta online disponivel
pela base de dados do tritryp, o EuPaGDT (Eukaryotic Pathogen CRISPR guide
RNA/DNA Design Tool), utilizando SpCas9 (PAM Motif NGG) para localizagdo dos
guias para a Cas9 referente a Sterptococcus pyogenes, e utilizando o organismo L.
mexicana (MHOMGT2001U1103 — TriTrypDB-28) como organismo de referéncia para
pesquisa de off-targets. A sequéncia utilizada como template foi a do gene relativo a
L. mexicana, LmxM.13.1530 e a inser¢cao realizada na sequéncia doadora foi
TAGATAGATAGAAGCTT, referente a trés stop-codons in tandem e o sitio de

restricdo para a endonuclease Hindlll. A figura 21 demonstra de forma esquematica
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a estratégia utilizada. Foram utilizadas as duas sequéncias de maior score calculado
pela ferramenta, que se localizavam em regido mais central do gene, de modo a ser
mais provavel de gerar knockout génico com menores possibilidades de formagéo de
uma proteina truncada, mas ainda funcional. Ambas foram posteriormente avaliadas
quanto a viabilidade para o ortélogo em L. amazonensis, de forma que ambas
apresentaram 100% de homologia entre as duas espécies e, portanto, demonstram-

se como um guia valido.

1 2518-2537 3315

CCGCGGTTCAAACACCTGCGCCG

GCCCTCGCCGCCGACTACGCGATTCCGCGGAAGCTTTAGATAGATAGTTCAAACACCTGCGCCGCCTATGCGCGGTG

Figura 21: Representacdo da estratégia de knockout do TM para L. amazonensis. O gene do
transportador de miltefosina de L. amazonensis PH8 (3315pb) foi submetido a andlise por ferramenta
de desenho de SgRNAs EuPaGDT. As sequéncias de maior score, definidas pelo software, foram
selecionadas (verde) e avaliadas quanto a sua validade para essa espécie. A sequéncia doadora,
responsavel por direcionar o reparo do corte da dupla fita por reparo homodlogo direcionado, foi
projetada para conter sequéncia relativa a sitio de restrigdo para endonuclease Hindlll (vermelho), para
ser utilizada posteriormente para confirmagao do knockout e trés stop codons in tandem, cobrindo os 3
frames de leitura (azul). Essa sequéncia possui ainda bragos de homologia de 30 pb, de modo a

direcionar o mecanismo de reparo celular.

Sintese dos SgRNAs para geragcao de mutantes do TM por parasitos
expressando Spcas9

As sequéncias selecionadas para agirem como guias foram adicionadas de
sequéncias complementares, relativas a posterior etapa de transcrigao in vitro (sitio
para ligacdo da T7 RNA polimerase, promotor da T7, etc) e sintetizadas na forma de
oligonucleotideos. Esses foram utilizados como primers forward em uma PCR, tendo
como DNA molde o plasmideo pAC-sgRNA-Cas9, que contém o scaffold da sequéncia
da proteina SpCas9, como descrito por Burle-Caldas, 2018. As sequéncias dos

primers utilizados encontram-se descritas no Anexo A e as condi¢gdes de PCR na
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tabela 3. A figura 22 demonstra os produtos obtidos com a PCR, em tamanho

esperado (87 pb) e a manutengido da integridade dos mesmos apds processo de

purificacao.

Figura 22: Sintese dos templates para produ¢do dos SgRNAs a partir de PCR. Primers contendo
sequéncia especifica para 0 SQRNA e por¢do complementar a plasmideo pAC-sgRNA-Cas9 foram
submetidos a PCR para geragéo de fragmento de DNA template para transcri¢do in vitro. A) Produtos
de PCR em tamanhos esperados (87pb) foram obtidos para ambos os guias para o transportador de
miltefosina (1 e 2). A amostra representada pelo guia presente na canaleta 1 n&do foi submetida a
purificacdo devido a presencga de amplificacdo na reagéo de controle negativo relativa a sua PCR. B)
Os produtos de PCR foram submetidos a purificagdo e seus produtos seriam submetidos a transcrigao

in vitro.

Os produtos gerados pelas reagdes de PCR foram posteriormente submetidos
a transcrigao in vitro para geragao dos SQRNAs a serem utilizados para promogéao de
knockout. Os produtos da transcrigdo foram analisados em gel de agarose 2% em
condi¢des desnaturantes. Com a observagao de apenas uma banda, referente ao
SgRNA transcrito e integro e consequente éxito no processo de transcricao, o SQRNA
foi considerado pronto para ser transfectado junto as cepas com expressdo de

SpCas9 de modo a induzir o knockout especifico do TM.

Geracgao de mutantes do transportador de miltefosina em parasitos expressando

SpCas9 transientemente
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Primeiramente, de modo a selecionar parasitos editados apdés transfec¢gao com
SgRNA, seria necessario tratamento da populacdo com quantidade suficiente de
miltefosina para promog¢ao de morte de parasitos sensiveis a essa substancia. Dessa
forma, foi determinada a sensibilidade de parasitos L. amazonensis PH8 a esse
farmaco por meio de ensaio de viabilidade celular por MTT. A figura 23 demonstra o
comportamento dessa populagao frente a quantidades decrescentes de miltefosina.
O comportamento demonstrado pela cepa seguiu o padrdo esperado e a IC50 foi

determinada em 10,63 pMol/mL.
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Figura 23: Determinagéo da IC50 de miltefosina para L. amazonensis PH8 por ensaio de MTT. Formas
promastigotas de L. amazonensis PH8 foram expostas a diferentes concentracbes de miltefosina e a
viabilidade celular foi determinada apds 72 horas. Determinagcéo da concentracao inibitéria de 50% da

populagao foi calculada utilizando o software GraphPad prism 5.

Formas promastigotas de L. amazonensis, em fase logaritmica de crescimento,
expressando transientemente SpCas9, por meio de plasmideo epissomal pLDCN
foram submetidas a procedimento de transfeccdo com SgRNAs para induzir o
Knockout do gene codificador da proteina transportadora de miltefosina.
Adicionalmente, no mesmo procedimento foram fornecidas as células um template de
DNA para direcionar o reparo na dupla fita por meio de homologia e assim promover
a insercao de trés codons de parada assim como um sitio de restricdo enzimatico. Os
parasitos foram permitidos se recuperar ao procedimento por 48 horas e foram
prontamente selecionados na presenca de 4 vezes a concentragao inibitéria 50 de
miltefosina (42,52 pMol/mL).
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Selecionada a populagao resistente, os mesmos foram submetidos a extragao
de DNA genbmico e esse foi utilizado como template em uma PCR, utilizando
iniciadores para amplificagcado de fragmento de 3200 pb contido na regido codificadora
do gene do transportador de miltefosina. Esse fragmento foi entdo submetido a
digestdo enzimatica com a endonuclease Hindlll, e os produtos gerados foram
analisados em gel de agarose. A figura 24 demonstra o resultado obtido com a
digest&o. E possivel observar que os parasitos transfectados com o SgRNA especifico
para induzir o knockout do gene do TM, tiveram o reparo da fita dupla de DNA guiado
pelo fragmento doador co-transfectado. Isso pode ser observado devido ao
aparecimento de 2 fragmentos (2947 e 745 pb) oriundos da digestdo com a
endonuclease Hindlll, sendo o sitio para essa reagao, inserido no momento do reparo.
Parasitos expressando Cas9 transientemente n&o transfectados com SgRNA foram
submetidos ao mesmo processo de modo a serem utilizados como controles. E
possivel observar que a digestao do fragmento amplificado a partir do DNA desse
grupo de parasitas gera apenas um fragmento, indicando ndo haver sitio para essa

endonuclease nesse fragmento de forma natural.
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Figura 24: Confirmagdo da geragdo de mutantes do gene codificador da proteina transportadora de
miltefosina por PCR, em parasitos com expressao transiente de SpCas9. Amplificagdo por PCR do
gene do transportador de miltefosina (3,2 Kpb), a partir de DNA gendmico foi feita e o produto foi
submetido a digestao enzimatica com Hindlll. Amostra Nao digerida (1) e digerida (2) de parasitos PH8
expressando SpCas9 transfectados com tampé&o de transfecgédo (Mock) foram utilizados como controle.
Amostra de parasitos transfectados com o SgRNA, selecionados na presenga de miltefosina, nao
digerida (3) e digerida (4) demonstram a insercdo precisa de um sitio de restricdo para Hindlll,

previamente ausente, dada a geracao de dois fragmentos (2497 e 745 pb) em posicao esperada.

Indugao e purificagao de SaCas9 recombinante

Alternativamente ao uso dos plasmideos para expressao de Cas9, avaliamos a
proteina Cas9 recombinante para a indugao de knockouts no gene do transportador
de miltefosina. Para tal, procedeu-se a indugao de producgao da proteina recombinante

para posterior transfeccdo da mesma e confirmagao da validade dessa estratégia.

Bactérias E.coli Rosetta-gami2 foram transformadas com plasmideo
p6xHisSaCas e posteriormente tiveram a produgcdo de proteina Cas9 de
Staphylococcus aureus recombinante induzida por IPTG. Apds a lise mecanica, o
extrato proteico foi submetido a purificagao, utilizando uma coluna preenchida com
sulfato de niquel, ja que a estrutura da proteina recombinante foi adicionada uma
cauda de poli-histidina, que possui afinidade pela coluna de niquel. A mesma foi

submetida posteriormente a eluicdo com quantidades crescentes de tampao contendo
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imidazol, substancia que compete com a histidina pelos sitios de ligagdo ao niquel,
promovendo assim eluigdo de fragbes, previamente acopladas a coluna
cromatografica, ricas na proteina recombinante produzida. De modo a confirmar o
conteudo das fragbes eluidas, as mesmas foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% e depois coradas com solugdo de Comassie Blue. As fracdes
identificadas tanto pelo software acoplado ao sistema cromatografico quanto pela
analise do gel, como ricas em proteina recombinante desejada foram juntadas e
submetidas a centrifugagcéo em tubo falcon acoplado com filtro de 50 Kda, de modo a
purificar a amostra. Ambos os resultados desses ensaios se encontram demonstrados
na figura 25. As amostras foram posteriormente submetidas a doseamento por ensaio

com reagente de Bradford, e alocadas a -80°C para posterior uso.
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Figura 25: Indugao e purificagao de SaCas9 recombinante. E. Coli Rosetta-Gami2 foram transformadas
com DNA plasmidial contendo a sequéncia do gene de SaCas9. Indugao foi realizada com IPTG por
24 horas/ 18°C. Células foram submetidas a lise mecanica. O extrato foi submetido a centrifugagdo em
alta velocidade (40.000 xg), e a proteina purificada em coluna de nickel. A) Gel de poliacrilamida para
avaliagdo dos produtos da extragdo. Amostras pré-coluna (1), flow-through (2) (pds-coluna) e fragdes
colhidas apos eluigdo pelo sistema AKTA-prime foram analisadas em gel de poliacrilamida 10%. B)
Fracdes ricas em SaCas9 (11,12,13 e 14) foram coletadas. A porgdo da amostra que nao passou pelo

filtro (1) foi armazenada e a porgao da amostra que passou pelo filtro (2) foi descartada.

Teste de atividade endonuclease de SaCas9 recombinante in vitro

Afim de testar a atividade da proteina SaCas9 recombinante produzida, uma
aliquota da mesma foi submetida a teste de atividade in vitro para confirmar a
capacidade da mesma de promover um corte em dupla fita de DNA quando guiada
por uma sequéncia de RNA guia. Para tal, a proteina recombinante foi incubada com
SgRNA desenhado para reconhecer e guiar o corte em regido codificadora do gene

GP72 de T. cruzi. O complexo ribonucleoproteico formado foi entdo incubado com um
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fragmento amplificado de PCR de regiao flanqueadora ao sitio de quebra planejado.
O produto resultante dessa reacao de digestao foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1%. A figura 26 demonstra a habilidade da proteina recém purificada em
promover a quebra do fragmento em questéo (1.7 Kpb) nos tamanhos previstos (1.1
e 0,6 Kpb), o que valida a sua utilizacdo para indugdo de edi¢gdes nas culturas

celulares a serem testadas.

1700 pb

1100 pb

Figura 26: Ensaio de atividade in vitro para proteina SaCas9. Um amplificado de PCR de 1,7Kpb do
gene GP72 de Trypanosoma cruzi (1) foi utilizado para aferir a atividade nuclease da SaCas9
recombinante. A proteina foi incubada por 30 minutos a 37°C com um SgRNA especifico para induzir
um corte na dupla fita do produto de PCR, gerando um fragmento de 1,1Kpb e um de 0,6Kpb (3). Uma
SaCas9 com atividade conhecida foi utilizada como controle (2). As bandas de baixo peso molecular
observadas nas canaletas onde houve encubagédo com o complexo ribonucleoproteico correspondem

aos RNAs utilizados como guia para indug¢ao de corte pela proteina.

Geracao de mutantes do transportador de miltefosina utilizando proteina
SaCas9 recombinante e SQRNA desenhado para L. infantum em L. amazonensis
Com a confirmacgao da atividade da SaCas9 recombinante produzida, a mesma

se mostrou apta para utilizagdo em ensaios de transfeccéo para inducao de edigdes
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em L. amazonensis. Dessa forma, procedemos a geragcdo de mutantes do TM em

cepa PH8 desse parasito.

O SgRNA utilizado nesse experimento havia sido desenhado, sintetizado,
purificado e transcrito como descrito previamente. O mesmo havia sido desenhado
para ser utilizado na indugédo de knockout no mesmo gene para parasitos da espécie
L. infantum. De modo a avaliar a viabilidade de utilizagdo do mesmo para L.
amazonensis, a sequéncia do RNA guia foi alinhada com o gene de L. amazonensis,
de modo a observar a homologia entre 0s mesmos assim como a preservagao do
motivo PAM (NNGRRT para Cas9 de Staphylococcus aureus). A analise,
representada esquematicamente pela Figura 27, demonstrou a presenca de um unico
par de base diferente entre a sequéncia do RNA guia e a regidao complementar no
gene de interesse, de modo que o “mismatch” encontrava-se 3 pares de base apds o
sitio de corte promovido pela nuclease. Além disso, outro “mismatch” foi observado
por um dos bragos de homologia da sequéncia doadora, no primeiro par de base da
extremidade 5'.

L. infantum MT
1pb 2676 2696 3294 pb

GTCGGCTTCTCGGGGCTAACACTCT

GTCGGCTTCTCGGGGCTAACACTC

1pb 3315 pb

2676 2696

Figura 27: Analise de viabilidade de utilizacdo do SgRNA desenhado para promover knockout em L.
infantum em L. amazonensis. A sequéncia do SgRNA previamente desenhado e utilizado com sucesso

para L. infantum foi analisada contra o gene ortélogo em L. amazonensis. A analise permitiu observar
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que o SgRNA em questdo (azul), encontra-se em regido conservada entre as espécies, sendo
observado apenas um par de base diferente (vermelho). A analise ainda dos pares de bases referentes

a sequéncia doadora (verde) revelou mais um ‘mismatch” na porcao final da sequéncia.

Dessa forma, tanto o RNA guia quanto a sequéncia doadora foram
considerados, de maneira arbitraria, homologos o suficiente da sequéncia de L.
amazonensis para que fosse tentada a indugdo de edicdo genética utilizando o

mesmo. A figura 28 demonstra de forma esquematica a estratégia utilizada.

1 2676-2696 3315

GTCGGCTTCTCGGGGCTAACHENURINEENCTCGAGTAGATAGATAGC EEEICEAIEEIEABEIECTACAACGTCCTG

Figura 28: Utilizagcdo de SgRNA desenhado para L. infantum para induzir alteragdo genética em L.
amazonensis. Sequéncia guia (vermelho) para indugédo de quebra da dupla fita em regido central da
regido codificadora do gene alvo. Adicionalmente, sequéncia doadora composta por bragos de 30 pb
de homologia com a regido onde foi induzido o corte, trés stop cédons in tandem (azul) e sitio de

restricdo para Xhol(verde).

Procedeu-se entdo a transfecgdo de formas promastigotas, wild type, desse
parasito com o complexo ribonucleoproteico, contendo SgRNA desenhado para
promover corte na regido codificadora do gene do TM. Adicionalmente, sequéncias
doadoras contendo trés codons de terminacao in tandem, um sitio de restricdo para a
endonuclease Xhol e bragos de homologia correspondentes a regido de corte foram
transfectados a essas células. Apods 48 h do procedimento de transfeccao, procedeu-
se a selecao de populagao resistente utilizando concentracao previamente definida de
miltefosina. Observado crescimento celular no grupo transfectado, os parasitos foram
submetidos a extracdo de DNA gendmico. Esse DNA gendmico foi utilizado como
template em uma PCR para amplificagcado de fragmento de 3,2 Kb, correspondente a
regido codificadora do gene do transportador de miltefosina. Com o intuito de
confirmar a edigao genética, o fragmento obtido na PCR foi submetido a digestdo com

endonuclease de restricao Xhol. A figura 29 demonstra o resultado obtido com a
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digestao, avaliado em gel de agarose. Por possuir naturalmente um sitio de digestao
para Xhol no gene do TM, L. amazonensis wild type, ao ser submetida a digestdo com
essa endonuclease, culmina com a geracdo de dois fragmentos de digestéo
(diferentemente de L. infantum, que ndo possui sitio de digestdo para essa enzima
nesse gene). Parasitos com edi¢gao promovida como previsto, apresentam um sitio de
restricdo adicional pela sequéncia doadora, culminando com a formacao de trés

fragmentos.

3000 pb T : 2705 pb
2500 pb ' 2136 pb
2000 pb
586 pb
520 pb

500 pb

Figura 29: Confirmagao da geragdo de mutantes do gene codificador da proteina transportadora de
miltefosina gerado por proteina SaCas9 recombinante e SgRNA especifico para o gene do
transportador de miltefosina por PCR. DNA gendmico de formas promastigotas de L. amazonensis PH8
foi extraido e submetido a amplificagdo por PCR do gene do transportador de miltefosina (3,2 Kpb),
seguido de digestdo enzimatica com Xhol. Amostra nao digerida (1) e digerida (2) de uma sequéncia
de DNA conhecida, contendo um sitio de digestdo para Xhol foi utilizado como controle da digestao.
Amostra nao digerida (3) e digerida (4) de parasitos Mock demonstram a existéncia de um sitio para
Xhol, a partir da formagéo de dois fragmentos (2705 e 520 pb) com a digestdo. Amostra ndo digerida
(5) e digerida (6) de parasitos mutantes possuem um sitio de digestdo extra inserido pela sequéncia

doadora, portanto, sua digestado gera trés fragmentos (2136, 586,520 pb).

Determinacgao de IC50 para miltefosina em parasitos knockout no TM induzido
por SaCas9 recombinante

Afim de iniciar a avaliagao das alteracdes fenotipicas geradas pela mutagao no
gene codificador do TM, formas promastigotas de L. amazonensis geneticamente
editadas com o uso de SaCas9 foram submetidas a novo ensaio de viabilidade celular

para observar o comportamento dessa cepa frente a diferentes concentracbes de
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miltefosina, assim como para estipular a nova IC50 dessa droga para a cepa mutante.
A figura 30 demonstra o comportamento exibido por esses parasitos no ensaio de
viabilidade por MTT. Pode-se observar com esse resultado notéria alteracao no perfil
de susceptibilidade dessa droga, como esperado, 0 que corrobora os dados ja
apresentados na literatura que referem o gene codificador do transportador de

miltefosina como um importante mecanismo de aquisicao de resisténcia a essa droga.
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Figura 30: Determinagao da IC50 de miltefosina para L. amazonensis PH8 KO, induzido por SaCas9
com SgRNA especifico para o transportador de miltefosina, por ensaio de MTT. Formas promastigotas
de L. amazonensis PH8 KO foram expostas a diferentes concentragdes de miltefosina e a viabilidade
foi determinada apds 72 horas. Determinacdo da concentracdo inibitéria de 50% da populagéo foi

calculada utilizando o software GraphPad prism 5.

Avaliacao da infecgcao de macréfagos derivados de medula 6ssea por parasitos
mutantes parao TM

Com o intuito de avaliar se as alteracbes no transportador de miltefosina
implicam em alteragdes de infectividade de parasitos transfectados, procedemos a
infeccdo de macrofagos derivados de medula éssea com parasitos mutantes para o

gene codificador da proteina transportadora de miltefosina pela utilizagdo de SaCas?9.

Como pode ser observado na figura 31, ndo houve diferenga significativa no
numero de macroéfagos infectados por parasitos de ambas as cepas € nem no numero
de parasitos por macrofago infectado. Esse resultado mostra-se diferente do resultado

obtido por Deep e colaboradores (2017) com isolados clinicos resistentes a miltefosina
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de L. donovani. Isso pode ser explicado pelas diferengas intraespecificas entre as
cepas e espécies utilizadas nos trabalhos, assim como ao fato de no presente trabalho
serem utilizadas cepas com uma unica alteragdo gendmica estabelecida, enquanto
que no trabalho de Deep, as cepas, por se tratarem de isolados clinicos podem
apresentar mais do que uma alteragao, sendo esse conjunto responsavel pelo perfil

mais infectivo observado.
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Figura 31: Avaliagdo do potencial infectivo de L. amazonensis mutante para o TM. Formas
promastigotas de L. amazonensis PH8 foram submetidas a protocolo para infecgdo de macréfagos a
fim de avaliar a possivel diferenga no perfil infectivo como consequéncia da edi¢gdo no gene do TM. A
infecgao foi avaliada quanto ao niumero de macréfagos infectados (A) e 0 nimero de leishmanias por
macrofago infectado (B). Nenhum dos parametros demonstrou diferencas estatisticamente significantes

entre os grupos.
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DISCUSSAO

Melhorias processuais envolvendo otimizacéo de protocolos, desenvolvimento
de novas estratégias, melhorias dos softwares para previsdo de RNAs guia e mesmo
formulacbes e kits comerciais para uso de Cas9 vém sendo pesquisadas e
introduzidas para maior eficiéncia e adequacao do sistema de CRISPR/Cas9, tipo II,
para edicdo génica desde sua adaptagédo pelos trabalhos pioneiros de Jinek, et al
(2012), Cong, et al (2013), e Mali, et al (2013).

O presente trabalho demonstrou a possibilidade de utilizacdo de diferentes
protocolos do sistema CRISPR/Cas9 do tipo Il para a indu¢gdo de mutagdées no gene
codificador da proteina transportadora de miltefosina para Leishmania amazonensis.
Dado que n&do ha ainda na literatura relatos de knockouts induzidos com essa
ferramenta para essa espécie, e ainda que as espécies de Leishmania apresentam
significativa variabilidade em seu genoma (SAMARASINGHE, et al, 2018;
LYPACZEWSKI, et al, 2018) esse trabalho mostra-se importante como forma de
estabelecer protocolos funcionais, possibilitando a realizagdo de outras edigcbes em
outros alvos génicos futuramente, assim como a avaliagdo do impacto da edigdo deste
gene nessa espécie. Espécies de Leishmania variam consideravelmente em sua
sensibilidade a diferentes farmacos e o entendimento dos mecanismos de resisténcia
envolvidos tem impactos para a abordagem terapéutica e descoberta de novos

farmacos, entre outros aspectos (CROFT et al, 2006).

Para otimizacdo do uso da ferramenta CRISPR/Cas9 para edigdo génica de
forma precisa e especifica de um dado alvo, € fundamental que seja avaliada e
minimizada a ocorréncia dos chamados off targets. Para que seja feita a comparagao
das sequéncias dos RNAS guias e donors com outras potenciais regides de homologia
no genoma e estabelecimento dos scores para selecdo dos mesmos, € ideal que o

genoma do organismo em questdo esteja disponivel e completo. Esse requisito
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encontra-se disponivel para as espécies L. braziliensis, L. infantum, L. mexicana, L.

donovani e L. major entre outras (https://tritrypdb.org/tritrypdb/). Embora tentativas de

sequenciamento e publicagdes relacionadas estejam disponiveis para L. amazonensis
(REAL et al, 2013), este n3o esta completo e apresenta deficiéncias de anotacdes. E
possivel antecipar que, com as perspectivas associadas ao uso com maior frequéncia
e refinamento da técnica de CRISPR/Cas9, cada vez mais dados referentes a
sequenciamentos de outras espécies serdo necessarios e possivelmente também
estardo disponiveis. Desta forma, por se tratar de uma espécie de grande relevancia,
o grupo de pesquisadores do INCTV investiu em sequenciar o genoma da cepa PH8
de L. amazonensis, por lllumina e PACBIO. As sequéncias e informacdes adquiridas

ainda estdo em processamento de bioinformatica.

Nao obstante a escassez de dados confiaveis para o genoma de L.
amazonensis, esse aspecto ndo impediu que avangos fossem alcangados em relagao
a avaliacao de diferentes protocolos, plasmideos e outras informagdes que ja haviam
sido descritos para outras espécies de Leishmania (pLDCN - ZHANG e
MATLASHEWSKI 2015 e pRMO06-BENEKE et al, 2017) ou T. cruzi (SaCas9 -
BURLE-CALDAS et al, 2018), ao longo desse trabalho. A utilizacdo das ferramentas
e dados preliminares disponiveis, associadas a comparagdes com organismos
geneticamente proximos a L. amazonensis, como L. mexicana (REAL et al, 2013),
permitiram a evolugcdo das analises, desenho dos RNAs guia e confirmagao com

sucesso de alteragao no alvo.

Ressalta-se que ndo foram observadas alteragdes de ordem morfolégica ou
nas taxas de multiplicagdo e curvas de crescimento nos organismos alvo. Entretanto,
€ possivel que todos os efeitos off-target ndo tenham sido previstos, ndo sendo
possivel afirmar que outras alteragdes nao tenham sido geradas nos parasitos em
questdo. Acreditamos que ainda assim, esse trabalho demonstra a possibilidade de
utilizagcdo do sistema de edi¢cdo genética em organismos em situacao similar a L.
amazonensis, de modo que os resultados obtidos podem mostrar-se satisfatorios,
mesmo que a nivel preliminar, respeitando as limitagdes associadas. Certamente, na
medida em que o genoma completo de L. amazonensis estiver disponivel, esses

resultados poderao ampliar a analise funcional e potenciais aplicagcbes da mesma.


https://tritrypdb.org/tritrypdb/
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Foram utilizados nesse trabalho, dois plasmideos para a expressao de Cas9
de S. pyogenes, assim como a utilizagao de Cas9 recombinante de S. aureus. Vale
ressaltar que a atividade nuclease de ambas as proteinas é comparavel, como
descrito por Burle-Caldas et al, 2018, e, portanto, as mesmas diferem apenas pelo

motivo PAM identificado, o que somente altera a sequéncia dos RNAs guias.

A SaCas9 recombinante foi testada in vitro, qualitativamente, quanto a sua
atividade como nuclease e mostrou-se efetiva em gerar quebra especifica na dupla
fita de DNA, promovendo a formagéo de fragmentos de tamanho esperado, apesar de
o DNA utilizado para esse ensaio nao ter se apresentado totalmente digerido ao fim
da reacao. Isso possivelmente se deu por uso de excesso de material genético para
0 ensaio ou menor tempo de incubagao do que o necessario para catalisar a reagao,
para tal quantidade de reagentes, uma vez que n&do houve determinagcéo quantitativa
prévia das propor¢cées de enzima e DNA gendmico. Ainda assim, a proteina foi

considerada apta para uso.

A validagao da utilizagdo de cada uma das estratégias e sua disponibilidade
para um dado organismo demonstra-se importante, dadas as diferentes
particularidades associadas as mesmas. Teoricamente, sendo a eficiéncia de edi¢cao
comparavel entre as proteinas utilizadas, o uso da proteina recombinante pode ser
uma melhor opg¢do para indugdo de knockouts génicos, dependendo do objetivo e
circunstancias do ensaio. Isso se deve a curta meia vida associada a utilizacdo da
mesma, o0 que estaria correlacionado com a minimizagao da possibilidade de efeitos
off-target. Além disso, ndo seria utilizado um marcador de resisténcia a antibiéticos
nessa estratégia, o que seria importante por minimizar alteragées no organismo
estudado, mantendo o seu background o mais préximo possivel do encontrado na
natureza. Desse modo, essa metodologia € mais indicada para se ter controle fino

sobre as alteragdes induzidas.

Embora ja existam produtos disponiveis no mercado, optou-se neste estudo,
por producao da SaCas9 a partir de um gene sintético. A produgao e purificagdo, em
pequena escala da proteina se mostrou relativamente simples e com bom rendimento
(aproximadamente 8mg/mL), uma vez que a proteina € soluvel e foi purificada com

niveis elevados de pureza.
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Vale ressaltar que a utilizagao da proteina recombinante, implica na formagao
prévia, in vitro, do complexo ribonucleoproteico, ou seja, é necessaria a producéao in
vitro dos RNAs guias. No entanto, esse processo permite que células wild type sejam
submetidas a um unico procedimento de transfeccdo para geragdo de células

mutantes.

A expressao in vivo de Cas9 mostra-se como uma alternativa ao uso da
proteina recombinante, nos casos de construgdes ja disponiveis e dependendo do
objetivo. Além disso, é possivel fazer uso de outras estratégias para fornecimento de
SgRNAs para os grupos celulares alvo, sem depender exclusivamente da produgéo
in vitro dos RNAs. Exemplos seriam o uso de um vetor para expressao in vivo dos
SgRNAs, como descrito por Zhang e Matlashewski (2015), o uso de um vetor para
expressao concomitante de Cas9 e dos SgRNAs, como descrito por Zhang et al
(2017), ou 0 uso de um vetor para expressao de T7 RNA polimerase, com transfecgéo
posterior de oligonucleotideos precursores do SQRNA e consequente sintese in vivo
dos mesmos. A permanente, ou longa expressao de Cas9, entretanto, pode ser fator
determinante ao induzir alteragdes indesejadas nesse grupo celular, sendo a principal
limitagdo de seu uso (ZHANG et al, 2019).

Expressao de Cas9 por longos periodos, assim como a utilizagdo de SgRNAs
de baixo score pode culminar com alteragbes genéticas em locus diferentes do
desejado, com implicagdes significativas. Para estudos de funcdo génica, é ideal
garantir que as alteragdes induzidas sejam decorrentes apenas do alvo de estudo,
promovendo, assim, dados mais concretos sobre a funcionalidade do gene estudado
nas condi¢cdes avaliadas. Para a produc¢ao de cepas vacinais, 0 mesmo principio &
valido. Pretende-se que o organismo atenuado seja o mais proximo possivel dos
organismos encontrados na natureza, diferindo-se apenas pela mutagdo pontual
pretendida. Nao é recomendado, nesses casos, portanto, a utilizacdo de plasmideos
para expressao de Cas9 com o intuito de producao dessas cepas. Além da producéo
constante da nuclease, que demandaria diversas passagens in vitro para perda do
plasmideo, a inser¢gdo de gene de resisténcia a antibiético também pode ser fator
responsavel por alteragbes fenotipicas indesejaveis para a mesma. Enfatiza-se,
portanto, que a estratégia a ser utilizada para indugédo de alteragbes génicas varia
para cada estudo, sendo determinantes as avaliagdes de diversos fatores como:

Disponibilidade de ferramentas para o organismo em questdo, disponibilidade de
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ferramentas para produgdo de RNAs guia, finalidade da edi¢cdo e caracteristicas

especificas do organismo trabalhado.

Leishmania sp. sao células consideradas de dificil transfec¢cao (KELLER et al,
2018). Portanto, a estratégia adotada para o fornecimento dos materiais genéticos as
células utilizadas nesse trabalho foi a eletroporacdo, que apesar de ter se mostrado
funcional, culmina com grande morte celular, reduzindo, portanto, a eficiéncia. Seria
de grande utilidade para a continuagao de trabalhos com esses grupos celulares,
assim como para outras células de dificil transfec¢do, a otimizagao de protocolos
diferentes para fornecimento desses materiais as células alvo. Keller e colaboradores
(2014), demonstraram a possibilidade de promover a transduc¢do de proteinas em
Leishmania tarentolae, com a utilizagao de peptideos penetradores de células (Cell-
Penetratin Peptides- CPP). Os mesmos autores, em 2018, reportaram dificuldades
para uso da mesma metodologia com intuito de transfectar material plasmidial na
mesma especie. Apesar de se tratar de uma espécie diferente, pertencente a outro
subgénero, esse trabalho incita a busca por formas mais efetivas de realizagdo desse
transporte, de modo a facilitar e melhorar a eficiéncia e a simplificagdo dos

procedimentos envolvidos.

A expressdao de proteina SpCas9 por grupos celulares previamente
transfectados com os vetores pLDCN e pRMO006 foi constatada por metodologia de
western blot. O resultado obtido para as células aceptoras do plasmideo pLDCN
demonstrou a presenca de diversas bandas reativas ao anticorpo especifico anti-
Cas9. Esse resultado, também observado para parasitos L. infantum no trabalho de
Souto, 2019, pode possivelmente resultar de uma super-expressao da proteina e/ou
degradacdo da mesma. Isso se daria, devido a grande quantidade de copias do
plasmideo epissomal por célula, o que pode implicar em maior estabilidade da

expressao de Cas9 por essas células.

Ao contrario, o resultado obtido para a expressao de Cas9 pelo grupo aceptor
do plasmideo pRM006 apresentou-se como uma banda unica. Por se tratar de um
plasmideo integrativo, desenhado para promover a recombinagdo homoéloga com a
regiao codificadora do gene de beta-tubulina, os grupos celulares que receberam esse
plasmideo podem possuir numero de copias limitado em cada célula, e,

consequentemente, menor expressao dessa proteina. Vale ainda ressaltar que o
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numero de copias do gene de beta-tubulina é variavel entre as diferentes espécies de
Leishmania (JACKSON et al, 2006), e, dessa forma, o potencial para recombinagao
homologa e consequente expressdao do gene de interesse pode variar entre as
mesmas. Para aprimoramento dessa estratégia, seria interessante, assim que as
sequéncias UTR, flanqueadoras do /ocus de beta-tubulina estejam disponiveis, a partir
do genoma completo de L. amazonensis, modificar a sequéncia presente no

plasmideo pRMO006, para promover a integracdo mais especifica nesse locus.

A cepa transfectada com plasmideo pRMO0O06 no presente trabalho perdeu
rapidamente (3-5 passagens in vitro) a habilidade de expressar Cas9 e a sobrevida
sob pressdo com higromicina B. Transfecgdo com o mesmo SgRNA utilizado com
sucesso para a cepa com plasmideo pLDCN foi realizada, porém, sem obtencao de
parasitos knockout (resultados ndo demonstrados). A cepa com plasmideo epissomal,
submetida aos mesmos tratamentos, e passada 20-25 vezes in vitro na auséncia de
pressdao de antibidtico, manteve a expressdao de Cas9, possibilitando o
prosseguimento dos experimentos. Como nao ha certeza com relagdo ao numero de
copias e sequéncia das regides UTR relativas a beta-tubulina em L. amazonensis,
pode-se supor que a perda do plasmideo pelos parasitos em questdo possa ter
ocorrido por nao ter havido integragao do fragmento no locus esperado, manutengéo
do plasmideo na forma epissomal em baixo numero de copias ou evento de
recombinacdo apods integracdo. Os resultados positivos na analise por western blot
podem ter sido decorrentes de uma pequena fragcdo de plasmideos nao linearizados
que possa ter sido transfectado concomitantemente aos fragmentos lineares, ja que
nao houve purificacdo do fragmento linearizado, apés digestdo com Pacl. Um aspecto
importante para maior conhecimento da aplicabilidade dos diferentes protocolos de
edicdo génica, relaciona-se a estabilidade da expressdo de Cas9, se transitoria,
persistente, ou em quanto tempo ela pode ser perdida na auséncia de pressao
seletiva. A partir das diferencas observadas, almejamos, posteriormente, dar
continuidade aos estudos, de modo a prover melhor entendimento do fenémeno
observado. Esse, caso confirmado, pode se mostrar importante por promover uma

estratégia para expressao transitoria de Cas9 em L. amazonensis.

O alvo selecionado como prova de conceito para edicdo génica em L.
amazonensis foi o gene codificador da proteina transportadora de miltefosina, uma

ATPse transmembrana do tipo E1/E2. Essa proteina, capaz de promover o influxo de
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fosfolipides para o meio intracelular é responsavel também por promover a entrada
do farmaco miltefosina para o interior dos parasitos. Alteragdes na sequéncia desse
gene sao tidos como o principal mecanismo pelo qual diferentes espécies de
Leishmania se tornam resistentes ao tratamento com essa substancia (DEEP et al,
2017; PEREZ-VICTORIA et al, 2006). Assim, ao promover uma alteracéo direcionada
na sequéncia codificadora desse gene e induzindo um reparo controlado, é possivel
tornar cepas sensiveis, resistentes a miltefosina (ZHANG e MATLASHEWSKI, 2015).

Dessa forma, o gene do TM foi escolhido como alvo tanto por promover um
fendtipo de facil confirmacdo de mutagcdo, sem depender da insercdo de genes
marcadores, aditivos fluorescentes ou outras estratégias comumente utilizadas,
quanto por ter sido o alvo do trabalho de Zhang e Matlashewski (2015), se mostrando
uma prova de conceito ideal para validagao do sistema, para um organismo sem

relatos prévios de knockouts induzidos por essa metodologia.

Os parasitos que apresentavam expressao transiente de SpCas9 a partir do
plasmideo pLDCN foram entdo submetidos a transfecgdo com SgRNAs, desenhados
para L. amazonensis, previamente transcritos in vitro e, posteriormente, selecionados
na presenca de miltefosina para obtencdo de populagdo mutante para esse gene.
Optamos pela estratégia de transfecgdo com SgRNA e donor, devido a experiéncia
prévia do grupo indicando maior rapidez na sele¢cao dos parasitos apos transfecgéo e
pela facilidade de avaliar em nivel molecular, pela digestdo enzimatica, a presencga da
sequéncia editada. As analises moleculares realizadas demonstraram que a
populacdo exposta ao SgQRNA em questdo e sequéncia doadora, para promover
reparo homélogo do dano na dupla fita de DNA, apresentou edicdo do gene TM,
contendo sitio de restricao para Hindlll no produto amplificado de seu genoma. Os
fragmentos gerados, com tamanhos esperados, demonstram sucesso na insergao de
sequéncia de restricdo no gene em questao e em posi¢ao pré-definida, promovendo

a edigcado génica como esperado.

Para transfecgdo com SaCas9 recombinante, foi utilizado um SgRNA ja
disponivel no laboratério, previamente transcrito in vitro, tendo como alvo o
transportador de miltefosina de L. infantum. Considerando as possiveis diferengas de
sequéncia entre os ortdlogos de L. amazonensis e L. infantum, foi conduzida analise

bioinformatica para confirmar a viabilidade de uso do RNA guia em questao,
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demonstrando que 0 mesmo possuia homologia a mesma regidao em L. amazonensis,
diferindo em apenas um par de bases. Apos amplificagdo do fragmento
correspondente a regido codificadora do gene do transportador de miltefosina, e
digestdo enzimatica com endonuclease Xhol, observou-se a adicdo de um sitio de
restricdo no TM, o qual é inexistente nas células controle. Dessa forma, foi confirmada
a edigao génica precisa no locus desejado, gerando a insercao de parte da sequéncia

doadora em posic¢ao prevista.

Além da demonstragdo a nivel molecular da edicao génica do TM de L.
amazonensis por meio de diferentes estratégias, foram realizadas analises fenotipicas
dos parasitos editados. Inicialmente, foi avaliada a sensibilidade dos mesmos a
miltefosina apds mutacgao induzido pela proteina recombinante. O resultado do ensaio
demonstrou diminui¢ao significativa na sensibilidade desse grupo de parasitos ao
farmaco em questdo (6 vezes). Esse achado esta de acordo com os trabalhos de
Pérez-Victoria (2003) e Zhang e Matlashewski (2015), que relatam que alteragbes na
sequéncia desse gene sao um fator determinante para o aparecimento de resisténcia

a miltefosina.

Trabalhos recentes demonstram que L. donovani resistente a miltefosina tem
alteracbes concomitantes em seu perfil de viruléncia (DEEP et al, 2017 e 2018). De
maneira complementar, o trabalho de Bockstal e colaboradores (2019), demonstra
que parasitos L. infantum que apresentam defeitos no gene do transportador de
miltefosina demonstram infectividade reduzida a vetores flebotomineos. Face a essa
potencial associagao, conduzimos um ensaio de infecgdo de macrofagos com a cepa
geneticamente editada. Os resultados ndo demonstraram diferengas significativas nas
taxas de infeccdo ou no numero de parasitos por célula quando comparados o grupo
mutante e o grupo selvagem. Assim, os parasitos resistentes ndo foram mais
infectivos. Esse resultado mostra-se diferente do observado por Deep e colaboradores
(2017). Entretanto, diversos fatores podem explicar os diferentes perfis observados.
Além das variagdes entre as espécies, ja que o trabalho de Deep foi realizado com L.
donovani, a cepa utilizada no trabalho € um isolado clinico, submetido a outras
possiveis pressdes seletivas concomitantes e independentes que afetam a viruléncia.
E possivel, portanto, que as alteragées na infectividade observadas sejam decorrentes
de outro fator e ndo somente dos mecanismos de resisténcia a miltefosina. Embora

esforco tenha sido realizado para evitar alteragbes off-target, vale ainda ressaltar que
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as mesmas nao podem ser descartadas, face as limitagdes metodoldgicas do nosso
trabalho, podendo interferir no fenétipo observado para a cepa mutante. Cabe ainda
ressaltar que apesar de ter por intencao a aquisicdo de parasitos knockouts para o
gene do transportador de miltefosina, os experimentos realizados nesse trabalho
foram feitos com uma populagao selecionada na presenca de miltefosina, mas sem
obtencao de clones confirmadamente mutantes. Dessa maneira, € possivel que se
trate de uma populacdo de parasitos mistos e, consequentemente, a presenca de
individuos ndo mutantes pode culminar com a observag¢ao de um fenétipo atenuado
ao esperado para uma populacéo totalmente knockout. E importante, portanto, para
prosseguimento dos experimentos, a obtencdo de clones mutantes para se eliminar

essa possivel variagao.

Apesar dos achados iniciais indicarem a nao existéncia de efeitos sobre a
infectividade desses parasitos, outras investigagcdes devem ser feitas para obter uma
conclusdo mais robusta. Desse modo, pretende-se avaliar o possivel aumento de
metaciclogénese para esses parasitos, sendo esse outro fator associado a
infectividade e que se mostrou alterado na cepa estudada por Deep e colaboradores.
Além disso, por ser o TM um transportador de fosfolipides (Pérez-Victoria et al, 2003),
pretendemos avaliar os indices de exposicao de fosfatidilserina na membrana celular,
um componente associado a infectividade dado o mecanismo de mimetismo
apoptético (WANDERLEY e BARCINSKI, 2010). Estudo recente de nosso grupo, em
que foram mapeadas alteracbes por meio de analises metaboldmicas em L.
amazonensis (CREPALDI et al, 2019), demonstrou importante associagdo entre
exposicao de fosfatidilserina e perda de viruléncia por passagens sucessivas em
cultura. Dessa forma, guardamos como perspectiva a possibilidade de investigar a
exposicao de fosfatidilserina, por citometria de fluxo, e concomitantemente, alteragdes
no metabolismo de fosfolipides, por meio de cromatografia gasosa e espectrometria

de massas.

Nao obstante a auséncia de alteragdes na infeccdo em macréfagos, ha
possibilidade que as mesmas ocorram durante a infecg¢ao in vivo. Assim, pretendemos
avaliar esse aspecto em modelo in vivo, mensurando a carga parasitaria,
desenvolvimento de lesdo e outros parametros. Ainda como perspectiva, pretendemos

realizar transfecgdes utilizando os SQRNAs com os trés modelos para compara-los,
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em um mesmo ensaio quanto a eficiéncia de edi¢gdo gerada, partindo-se de numero

celular igual e contabilizando os parasitos alterados.

Considerando os resultados alcancados nesse estudo, e com a conclusdo das
analises do genoma de L. amazonensis, abre-se um amplo caminho para que novas
edicbes possam ser planejadas para essa importante espécie, de modo a ampliar o
estudo de diferentes genes, suas fungbes e seu impacto para novas abordagens

terapéuticas e vacinas.
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CONCLUSOES

Com o presente trabalho foi possivel demonstrar a efetividade para geracao
controlada e especifica de mutagdes génicas em L. amazonensis, empregando
transfecgdo com plasmideo epissomal, para expressao de SpCas9, ou proteina
SaCas9 recombinante. Os parasitos gerados nao demonstraram alteragbes
fenotipicas aparentes, exceto pela comprovada resisténcia a miltefosina, ausente

previamente as alteracdes induzidas.
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ANEXO A: Iniciadores utilizados no trabalho

Reacdes de PCR com plasmideo pAC-SgRNA-Cas9 para sintese dos SgRNAs:
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Primer forward para sintese de SQRNA-A:
5’GGAGGCCGGAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCAAGAACATCAC
CGTGTCGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG 3’

Primer forward para sintese de SQRNA-B:
5’GGAGGCCGGAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCGGCGCAGGTGT
TTGAACCG GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG &

Primer reverse universal:

5 TTCACCGGGCTCAGCCACGAAAAAA 3

Sequéncia doadora referente ao SQRNA-A:
5GTTAGCTTCCACAAGAACATCACCGTGTCGTAGATAGATAGAAGCTTGTGGTG

CAGTTCATCTTTGCCTTCTACGTC &

Sequéncia doadora referente ao SQRNA-B:
3'CACCGCGCATAGGCGGCGCAGGTGTTTGAACTATCTATCTAAAGCTTCCGCG
GAATCGCGTAGTCGGCGGCGAGGGC 5

Primers para amplificagao de regiao presente na CDS do transportador de miltefosina:
Primer Forward:
5CGCAAGTGCCTTCCCACCAGAATC 3’

Primer Reverse:

5’GTC GCG CAG GGT AGG GAAGAG G &

ANEXO B: Géis teste para avaliagao da qualidade dos extratos proteicos
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Figura 1: Extrato proteico total de Leishmania Amazonensis PH8. A) A fim de confirmar a
expressao de Cas9 pela cepa transfectada com plasmideo pLDCN, foram gerados extratos
proteicos totais de L. amazonensis PH8 transfectada para posterior avaliagdo por western
blot. L. amazonensis wild type foi utilizada como controle negativo e L. infantum PP75 com
expressdo de Cas9 confirmada previamente foi utilizada como controle positivo. B)

Clareamento do background do gel para melhor observacao das bandas.
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Figura 2: Extrato proteico total de Leishmania Amazonensis PH8. A) A fim de confirmar a
expressao de Cas9 pela cepa transfectada com plasmideo pRM006, foram gerados extratos
proteicos totais de L. amazonensis PH8 transfectada para posterior avaliagdo por western
blot. L. amazonensis wild type foi utilizada como controle negativo e L. amazonensis PH8 com
expressdo de Cas9 confirmada previamente foi utilizada como controle positivo. B)

Clareamento do background do gel para melhor observagao das bandas.

ANEXO C: Gene do transportador de miltefosina de L. amazonensis

>LAMA 000208300 | Leishmania amazonensis MHOM/BR/71973/M2269 | Phospholipid-
translocating ATPase N-terminal/E1-E2 ATPase/Cation transport ATPase (P-



type) /Phospholipid-translocating P-type ATPase C-terminal,
KE391201.1 reverse | (geneStart+0 to geneEnd+0)| length=3315

ATGCCCAATCAACCGGCGTGTTGGCGCAAGTGCCTTCCCACCAGAATCCTCCCAGGCAAG
CTCTCTAAGTCCTTCTGCTGTTTTAGCGCAGAGGCGGACGTGGACGAGGATGACGAGGTG
ATCGTGTACTTTAACAACCCAGAGGCGAACGCGCAGTTCAAGTACCCGTCGAACTTTATT
CGCACCTCCAAGTACTCGCTCATTTCCTTTCTCCCACTCAGCCTCCTGTTCGAGTTCAGG
AAGGTGAGTAATTTGTACTTCCTCATCAACGTCATATTCAGCCTCATCCCGGGTGTGTCT
CCGCTGAATCCGGCGACATCGATTGCGCCGCTGTCCTTCGTGCTCCTGGTGGCAATCATC
AAGGAGGCTGTGGAGGACATCAAGCGACATCGGGCCGATAACCGTGCCAACTCGGTTTTA
ACGCAGGTAGTGCGAAAAGGCAAGCTCGTCTCGGTGCACAGCAAGGACATCCACCCTGGT
GACGTCGTACGTATCAAGAACAGTGAGGAGGTGCACGCCGATGTCGTCATGCTCTCCTCG
TCCCTCGAGGAGGGACAGGCCTTTATAGACACGTGCAACCTGGACGGCGAGTCGAACCTG
AAGCCACGCAGGGCTTTGGAAGTGACCTGGGGCCTCTGCAAAATTGAGACAATCATGAAT
ACCACAGCTGTGTTGCACACGAGCAAGCCAGACCCAGGGTTGCTGTCGTGGACGGGGCTG
TTGGAGATCAATGGCGAGGAGCACGCACTCTCGCTGGACCAGTTCCTGTATCGCGGCTGC
GTGTTACGCAACACGGACTGGGCGTGGGGCATGATTGCCTACGCAGGTGTCGACACGAAG
CTGTTCCGAAACTTGAAGCCAAAACCGCCAAAGTCGTCGAACCTCGACCGCAAGCTGAAC
TACTTTATCATAGCCATCCTCATATTCCAGAACATCATGCTCTTCATCTTAGCCTCCATG
GCAGTGTGGTGGAACAACAAGTACAAGGAAACGCCTTACCTCCGCTTCTTTATCAACAGC
CGCCAGAACATAACGCTGTGGGGGTACCGTTACTTGAGCTATTTCATTTTGCTGAGCTAC
TGCGTGCCCATCTCGCTGTTCGTCACGATTGAGGTATGCAAGGTGATCCAGGCGCAGTGG
ATGCGGGTGGACTGCCTCATGATGGAGTACATGAACAACCGCTGGCGGCACTGCCAGCCG
AACACGTCGAACCTCAACGAGCAGCTGGGAATGGTGCGCTTCATCTTCAGCGACAAAACT
GGGACGTTGACAGAGAACGTCATGAAGTTCAAGCAAGGCGACGCTCTCGGCATTCCGATC
GAGGCCGACAGCCTGGACAAATGCATCGTGCAGCTGCGCAAGGAGACCGAGTCGAAGAGG
CTAGGCCCGCTGCAGGAGTACTTTCTCGCGTTGGCCTTGTGCAACACGGTTCAGCCCTTC
AAGGACGACACGGATGGCCTCAGTGTCATCTACGAAGGCAGCTCCCCAGACGAGGTGGCG
CTGGTCGAGACCGCTGCTGCTGTCGGCTATCGCCTCATCAACCGTACGACAAAGTCCATC
ACGCTCCTCCTGCAGAATGATACGCGTAAGGTGTACAACATCCTCGCCACACTGGAGTTC
ACGCCGGACCGCAAGATGATGAGCATCATCGTCGAGGACAGCGACACCAAACAAATTATG
CTATACAATAAGGGGGCCGACAGCTTCATCAGGCCGCAGCTGAGCCGCGCCCCGGATGTG
CAAGAACACATAGAAAGTGTTGACATCCCTCTGACGGAGATGTCCTCGTCGGGGCTCCGC
ACACTGCTGGTGTGCGCCAAGGACATCACACGCCGCCAGTTCGACCTGTGGTACGAGAAG
TTCGTCGAGGTCGGCAAGTCTCTGCACAACCGCAGCTCCAAGATTGATAAAGTCTGCTTA
GAGATGGAGCAAGACATGCGGCTCGTCGGCGCCACCGCCATCGAGGACAAGCTGCAAGAC
GAGGTGCCTGAGACACTGTCGTTTTTCTTGAACGCCGGTGTGATCATTTGGATGCTCACT
GGCGACAAGCGCGAGACTGCCGTGACGATCGCTGCAACGTCGACCCTGTGCGACCCGLCGC
AACGACTTCATCGACCACGTCGACATTGGCCATCTGAATCCATCGGACCCCAAGGCGATT
GAGCGCGTAGGGCGCGACCTCGACGTGGTGGAGCAGCACATCGCGCTCAAGGGGACCCAC
AAGGAGCGGCGCTGCACCTTGGTCATCGACGGCCCGGCGCTGAACATCTCGATGGAGCAC
TACTTTAACCAGTTCCTGCGCATCTCCCATCAGTTAAACTCCGCCGTCTGCTGTCGTCTC
ACGCCGATCCAGAAGGCAAGCGTCGTTCGCATGTTCCAGAAGTCAACCGGTAAGACAGCG
CTGGCCATCGGTGACGGCGCCAACGACGTGTCCATGATCCGGGAGGGACGTGTGGGCGTG
GGCATTATTGGGGTGGAAGGTGCTCATGCCGCCCTCGCCGCCGACTACGCGATTCCGCGG
TTCAAACACCTGCGCCGCCTATGCGCGGTGCATGGGCGCTACTCGCTCTTCCGAAACGCC
AGCTGCATTCTGGTTAGCTTCCACAAGAACATCACCGTGTCGGTGGTGCAGTTCATCTTT
GCCTTCTACGTCGGCTTCTCGGGGCTAACACTCTTTGATGGGTGGATGCTGACCTTCTAC
AACGTCCTGATGACAAGTGTTCCACCCTTCTTCATGGGCATATTCGATAAGGACCTCCCC
GAAGAGGCCCTGCTGGAGCGGCCGAAGCTGTACACACCGTTGTCGCATGGCGAGTACTTT
AACGTGGCGACGCTTCTGCGGTGGTTCGCCGAATCACTAATAACAGCATTGATTCTCTTC
TACGCTGCTTATCCGACATTGGTCCATCAAGACGGTTCCCATCAACGCTACACTGGCGCT
GAGACCGGCACGCTCGTGTTCAGCGGCTTGATCCTCGTCATTCAAACTCGCTTCGCCCTG
CAGATCCGCTACTGGCAGTGGCTGCAAGTTTTCGGCATGGTGATGGCACTGTCTTTCTTC
CTGTTGTTGTTTCTCGTCTACTCCGCCATTCCCTCGATCTTCAGTGACACGAATTTCTAC
TACCAAGCCTTCGACCTGATGTCGACCGCCAAATACTGGTTCTTCCTGCTCCTCTACGTT
GGTATCGAGTTGGCGGCCGTACTCGGTTTCATAGTGTTCCAGAAGAGCCTCTTCCCTACC
CTGCGCGACGTCGCGGAGCGACAGCACGCCCTTCAAAAGAGTGGGCGGCGGAGGAGATCG
CTCGATAGTGCATAG

putative

genomic

ANEXO D: Alinhamento dos genes TM de L. amazonensis e L. infantum

LAMA 000208300 ATGCCCAATCAACCGGCGTGTTGGCGCAAGTGCCTTCCCACCAGAATCCTCCCAGGCAAG
LINF 130020800 ATGCCCAACCAACCGCCGTGTTGGCGCAAGTGCCTTTCCACCAGAATCTTCCCAGACAAG
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hhkhkhkhkhhk Khhkhkkhhk hAhAhAhAhAhAhkAkhAhhhk *AhkAhkhAkkhkhAhk *AkhkAhk *hkk*

CTCTCTAAGTCCTTCTGCTGTTTTAGCGCAGAGGCGGACGTGGACGAGGATGACGAGGTG
CTCTCCAAGTCCTTCTGCTGCTTTAGCGCAGAGGCGGACGTGGACGAGGATGATGAGGTG

Khkhkhhk KAkAAAAAAAAKAKA AAhAAAAAANA NI A KA NI KA A I A KA KA R I AKRA KAk Ak K

ATCGTGTACTTTAACAACCCAGAGGCGAACGCGCAGTTCAAGTACCCGTCGAACTTTATT
ATCGTGTACCTTAACGACCCCGAGTTGAACGCGCAGTTTAATTATCCGTCGAACTTCATT

kkkhkhkkhkhkkk Khkkhkk Khkkk KKhk kkkhkhkhkkhkkhkhkkhkhkk Kk Kk FhkkAhkkhkkhkk*x KKk*

CGCACCTCCAAGTACTCGCTCATTTCCTTTCTCCCACTCAGCCTCCTGTTCGAGTTCAGG
CGTACCTCCAAGTACACACTCATCTCCTTCCTCCCACTCAGCCTCCTGTTGGAGTTCAAA

Kk AAKAAAA A AKX A A, Kk Ak hkhkk KAk hkhkk Ahkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkk Kk kkkk k%

AAGGTGAGTAATTTGTACTTCCTCATCAACGTCATATTCAGCCTCATCCCGGGTGTGTCT
AAGGTGAGTAATTTGTATTTCCTCATGAACGTCATATTCAGCCTCATCCCAGGTGTGTCC

KA AKAA KA A A A A A A A A, A A A A A A, Ak A A A A A A Ak Ak kA kA Ak hk, Ak kkkkk

CCGCTGAATCCGGCGACATCGATTGCGCCGCTGTCCTTCGTGCTCCTGGTGGCAATCATC
CCGCTAAGTCCGGCGACCTCGATTGCGCCGCTGTCCTTTGTGCTCATCGTGGCACTCATC

KAk Ak Ak kA AA A A A A A hh Ahkhk A Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk *hkhkhkhkk * *kkkhkkk *kkk%

AAGGAGGCTGTGGAGGACATCAAGCGACATCGGGCCGATAACCGTGCCAACTCGGTTTTA
AAAGAGGGGGTGGAGGACATCAAGCGACATCAGGCCGACAACCGCGCCAACTCGATTTTA

* Kk kK kK KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A, Ak hkhkhkk kA hkkkk ,hkhkkhkhkhkkk *kkk%k

ACGCAGGTAGTGCGAAAAGGCAAGCTCGTCTCGGTGCACAGCAAGGACATCCACCCTGGT
GTGCAGGTACTGCGAAACGGCAAGCTCGTCTCGGTGCACAGCAAGGACATCCACCCTGGT

khkkhkhkkk hhkkhkkkhk hhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkkkkhkkkkkkk

GACGTCGTACGTATCAAGAACAGTGAGGAGGTGCACGCCGATGTCGTCATGCTCTCCTCG
GACGTCATGCGTATCAAGAACGGCGAGGAGGTGCGCGCCGATGTCGTCATGCTCGCCTCG

KAk Ak Ak k AAA A A A kA kA kA hkhkh K K hkhkhkhkhkhkhkhkh ,hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkx *kkkx%

TCCCTCGAGGAGGGACAGGCCTTTATAGACACGTGCAACCTGGACGGCGAGTCGAACCTG
TCCGTCGAGGAAGGACAGGCATTTATAGACACATGTAACCTGGACGGCGAGACGAACCTG

Kkhkk AAkA A A Ak AhkAhAhkhkhh KAhkhkhkhkhkhkhkhkhkk *k ,hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkx *hkhkhkkkx%x

AAGCCACGCAGGGCTTTGGAAGTGACCTGGGGCCTCTGCAAAATTGAGACAATCATGAAT
AAGTCACGCAAGGCTCTGGAAGCCACCTGGGCGCTCTGCGAAGTCGAGGCAATCATGAAT

*hkk kkkkkk kkkk kkkkkk * ok ok ok ok ok k khkkkkhkk kk ok kkk kkkkkkkkkkk

ACCACAGCTGTGTTGCACACGAGCAAGCCAGACCCAGGGTTGCTGTCGTGGACGGGGCTG
AGCACAGCCGTACTGCACACGAGCAAGCCAGACCCAGGGTTGCTGTCGTGGGCAGGGCTG

* kkkkkk kK khkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkkhkk * K*kkkkk

TTGGAGATCAATGGCGAGGAGCACGCACTCTCGCTGGACCAGTTCCTGTATCGCGGCTGC
TTGGAAATCAATGGCGAGGAGCACGCTCTCTCGCTGAACCAGTTCCTGTATCGCGGCTGC

khkkhkkhkk hhkkkkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhhkkhkhkh hhkkhkkhhkhkkhkhkhk hhkkhhkkhhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

GTGTTACGCAACACGGACTGGGCGTGGGGCATGATTGCCTACGCAGGTGTCGACACGAAG
GTGTTACGCAACACGGACTGGGTGTGGGGCATGGTTGCCTACGCAGGGGTCGACACGAAG

khkkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkkhkhkhkhkkhhkkhkkhkhkh hhkkhkhkhkkhkkhkhkhkhk hhkhkkhkhhkhkkhkhkkhhkkhkhk Khkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

CTGTTCCGAAACTTGAAGCCAAAACCGCCAAAGTCGTCGAACCTCGACCGCAAGCTGAAC
CTGTTCCGAAACTTGAAGCCAAAACCGCCAAAGTCGTCGAACCTCGACCGCAAGCTGAAC

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

TACTTTATCATAGCCATCCTCATATTCCAGAACATCATGCTCTTCATCTTAGCCTCCATG
TACTTTATCATAGCCATCCTCATATTCCAGAACATCATGCTCTTCATCTTAGCCTCCATG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A A A* KKk

GCAGTGTGGTGGAACAACAAGTACAAGGAAACGCCTTACCTCCGCTTCTTTATCAACAGC
GCAGTGTGGTGGAACAGCAAGTACCGGGAAACGCCCTACCTCCGCTTCTTTATCAGCTTT

B R R S R R R S R I S S S

CGCCAGAACATAACGCTGTGGGGGTACCGTTACTTGAGCTATTTCATTTTGCTGAGCTAC
CGCAAGAACGTAACTCTGTGGGGATACCGTTACTTGAGTTACTTCATTTTGCTGAGCTAC

KAk KKK AK KAAAKk KAAKAAAA A, K A A A A A A A A,k *kk hAhkhkhkhkhkhk kA kA kA k kA kA k kK k

TGCGTGCCCATCTCGCTGTTCGTCACGATTGAGGTATGCAAGGTGATCCAGGCGCAGTGG
TGCGTGCCCATCTCGCTGTTCATCACGATTGAAGTGTGCAAAGTGGTCCAGGCGCAGTGG

KA KA A A A A A A A A A A AR AR A A, Ak kA Ak kA Ak Ak Ak khkk K,k k K,k hkhkhkhkhkhkhkkkkk*k

ATGCGGGTGGACTGCCTCATGATGGAGTACATGAACAACCGCTGGCGGCACTGCCAGCCG
ATGCGGGTGGACTGCCTCATGATGGAGTACATGAGCAACCGCTGGCGGCACTGCCAGCCG
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E T R R

AACACGTCGAACCTCAACGAGCAGCTGGGAATGGTGCGCTTCATCTTCAGCGACAAAACT
AACACGTCGAACCTCAACGAGCAGCTAGCAATGGTGCGCTTCATCTTCAGCGACAAAACT

E R R e R

GGGACGTTGACAGAGAACGTCATGAAGTTCAAGCAAGGCGACGCTCTCGGCATTCCGATC
GGGACGTTGACAGAGAACGTCATGAAGTTCAAGCTAGGCGACGCTCTCGGTAATCCGATC

E R R b S N S

GAGGCCGACAGCCTGGACAAATGCATCGTGCAGCTGCGCAAGGAGACCGAGTCGAAGAGG
GACGCCGACAATCTGGACGAGTGCATCGCGCAGCTGCGCAAGGAGGCCGAGTCGAAGGGG

Kk KAk kK kKK KA KKK, k AA A A A A, AA Ak A A A Ak A Ak Ak kA hkhkkk kA kkkkkkkkk* %%

CTAGGCCCGCTGCAGGAGTACTTTCTCGCGTTGGCCTTGTGCAACACGGTTCAGCCCTTC
CTAGGCCCGCTGCAAGAGTACTTTCTCGCGCTGGCCCTGTGCAACACGGTTCAGCCCTTC

KA AAAAAA A A A A A, AA A A A A A A A A A A A, Ak hhkkh Ak kA kA Ak kA kA kA kA k kK k

AAGGACGACACGGATGGCCTCAGTGTCATCTACGAAGGCAGCTCCCCAGACGAGGTGGCG
AAGGACGACACGGATGACTTGGGTGTTGTCTACGAAGGCAGCTCCCCAGACGAGGTGGCG

KAk Ak Ak Ak Ak Ak Ak kkkkkk* * * * kK K R R R R R R

CTGGTCGAGACCGCTGCTGCTGTCGGCTATCGCCTCATCAACCGTACGACAAAGTCCATC
CTGGTCGAGACCGCTGCTGCTGTCGGCTATCGCCTCATCAGCCGTACGACAAAGTCCATC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak kA Ak Ak kA hkhkhk Ak kkk kA kA kA kA kk ok ok k%

ACGCTCCTCCTGCAGAATGATACGCGTAAGGTGTACAACATCCTCGCCACACTGGAGTTC
ACGCTACTCCTGCACGATGGGACGCGCAAGGTATACAACATCCTCGCCACACTGGAGTTC

Kk hkhkkk KAk kkkkk Kk * * x KAk Ak Ak Ahkhkhkk Ahk Ak hkhkhkhkhkhk kA kA kA k kA kA kA kkkkk k%

ACGCCGGACCGCAAGATGATGAGCATCATCGTCGAGGACAGCGACACCAAACAAATTATG
ACGCCGGACCGCAAGATGATGAGCATCATCGTCGAGGACAGCGACACCAAAAAAATTACG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak kA kA Ak Ak kA Ak kA kA kA kA kk Ak kkkkx X%

CTATACAATAAGGGGGCCGACAGCTTCATCAGGCCGCAGCTGAGCCGCGCCCCGGATGTG
CTGTACAATAAGGGGGCCGACAGTTTCATCAGGCCGCAGCTGAGCCGCGCCCCGGATGTG

Kk AR A A A A A A A A A A A A A A A A A kA Ak kA Ak Ak kA Ak kA Ak Ak kA Ak kA Ak kA Ak kk ok ok k%

CAAGAACACATAGAAAGTGTTGACATCCCTCTGACGGAGATGTCCTCGTCGGGGCTCCGC
CAGGGGCACATCGAAAATGTCGAGATCCCTCTGACGGAAATGTCCTCGTCGGGGCTCCGC

** ok khkkkhkk khkkk kkk kk kkkkkkkkkkkkkk kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

ACACTGCTGGTGTGCGCCAAGGACATCACACGCCGCCAGTTCGACCTGTGGTACGAGAAG
ACGCTGCTTGTGTGCGCCAAGGATATCACACGGCGCCAGTTCGACCCATGGTTCGAGAAG

khk kkkkk kkkkkkkkhkkhkhkkk khkkkkkkk kkkkkkkkkkkkk *kkk  kkkkkkk

TTCGTCGAGGTCGGCAAGTCTCTGCACAACCGCAGCTCCAAGATTGATAAAGTCTGCTTA
TTCGTCGAAGCCGGCAAGTCCCTGCACAACCGCAGCTCCAATATTGATAAAGTCTGCTTA

khkkkkkkhkk Kk khkkkkkkhkkhkk hhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhk hhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

GAGATGGAGCAAGACATGCGGCTCGTCGGCGCCACCGCCATCGAGGACAAGCTGCAAGAC
GAGATGGAGCAAGATATGCGGCTCGTCGGTGCCACCGCTATCGAGGACAAGCTGCAAGAC

khkkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhk hhkkhkhkhkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkh hhkkhkkhkhkhkhkhk Khhkkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

GAGGTGCCTGAGACACTGTCGTTTTTCTTGAACGCCGGTGTGATCATTTGGATGCTCACT
GAGGTCCCTGAGACACTGTCCTTCTTCTTGAGCGCCGGTGTAATCATTTGGATGCTCACT

khkkkhkk hhkkkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhk hkhk hhkkkkhkkhkk hhkkkkkhkkhkkhkk khkkkhkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

GGCGACAAGCGCGAGACTGCCGTGACGATCGCTGCAACGTCGACCCTGTGCGACCCGCGC
GGCGACAAGCGCGAGACCGCCGTGACGATCGCTGCAACGTCGACCCTGTGCGACCCGCGC

KAKAKAKAKAKAAKAKAAAAAK A, A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak A Ak A A A Ak Kk

AACGACTTCATCGACCACGTCGACATTGGCCATCTGAATCCATCGGACCCCAAGGCGATT
AACGACTTCATCGACCACATCGACATTGGTCATCTGAATTCATCGGATCCCAAGGCGATT

KAKAKAKAKAKAAAKAAAAAA K A, KA A A A, A, A hkhh A hh, Ak hkhkhkhkk dAhkkkkkkkk kK

GAGCGCGTAGGGCGCGACCTCGACGTGGTGGAGCAGCACATCGCGCTCAAGGGGACCCAC
GAGCGCGTAGGGCGCGACCTCGAAGTGGTGGAGCAGCACATCGCGCTCAAGGGGACCCAC

KAKAKAKAKAKAAAKAKAKAAAAAAAAAA A, A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak A Ak kA kA h kKK

AAGGAGCGGCGCTGCACCTTGGTCATCGACGGCCCGGCGCTGAACATCTCGATGGAGCAC
AAGGAGCGGCGCTGCACCTTGGTCATCGACGGCCCAGCGCTGAACATCGCAATGGAGCAC

B R R R R R R R R R R R R R S L S S 3

TACTTTAACCAGTTCCTGCGCATCTCCCATCAGTTAAACTCCGCCGTCTGCTGTCGTCTC
TACTTTGACCAGTTCCTGCGCCTCTCCCATCAGGTCAACTCCGCCGTCTGCTGTCGTCTC

KAKAKAAK KAAKAAAAAAAAAA A, A A A A A A A, & A hk A hA kA hA A A hAhA A Ak A A A A A A* KKk
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ACGCCGATCCAGAAGGCAAGCGTCGTTCGCATGTTCCAGAAGTCAACCGGTAAGACAGCG
ACGCCGATCCAGAAGGCAACCGTCGTTCGCATGTTCCAGAAGTCAACCGGTAAGACAGCG

KAAA A A A A A A A A A A A A A, A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak kA Ak Ak Ak Ak Ak kkkkk

CTGGCCATCGGTGACGGCGCCAACGACGTGTCCATGATCCGGGAGGGACGTGTGGGCGTG
CTGGCCATCGGTGACGGCGCCAACGACGTGTCCATGATCCGGGAGGGGCGTGTGGGCGTG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A,, Ak kA kA kk kK k

GGCATTATTGGGGTGGAAGGTGCTCATGCCGCCCTCGCCGCCGACTACGCGATTCCGCGG
GGCATTATTGGGCTGGAAGGTGCACACGCCGCCCTCGCCGCCGACTACGCGATTCCGCGG

KAAA A A A A A AA K, KA A A A A A A, Ak Ak A Ak A A A A A A Ak Ak kA Ak Ak Ak kA kA k kK k

TTCAAACACCTGCGCCGCCTATGCGCGGTGCATGGGCGCTACTCGCTCTTCCGAAACGCC
TTCAAGCACCTGCGCCGCCTATGCGCGGTGCATGGCCGCTACTCGCTCTTCCGCAACGCC

KAAAK AAAAAAA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A, Ak kA kA kA kA kA kA kk* Ak kkkk

AGCTGCATTCTGGTTAGCTTCCACAAGAACATCACCGTGTCGGTGGTGCAGTTCATCTTT
AGCTGCATTCTGGTTAGCTTCCACAAGAACATTACTGTGTCGGTGGTGCAGTTCATCTTC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A kA ko k Ak kk kA Ak kA kA kA kk ok ok k&

GCCTTCTACGTCGGCTTCTCGGGGCTAACACTCTTTGATGGGTGGATGCTGACCTTCTAC
GCCTTCTACGTCGGCTTCTCGGGGCTAACACTCTTTGATGGATGGATGCTGACCTTCTAC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak kA kA Ak Ak kA Ak hkhk Ak hkkkk kA kA Ak kk ok ok k%

AACGTCCTGATGACAAGTGTTCCACCCTTCTTCATGGGCATATTCGATAAGGACCTCCCC
AACGTCCTTCTAACAAGTATCCCACCCTTCTTCATGGGCATATTCGATAAGGACCTCCCC

* ok kK kK kK Kk kA A A AKk ok AA A A A A A A A A Ak Ak Ak khkkhkhkhkkkk kA Ak kA Ak kk ok ok k%

GAAGAGGCCCTGCTGGAGCGGCCGAAGCTGTACACACCGTTGTCGCATGGCGAGTACTTT
GAAGATGCCCTGCTGGAGCGGCCGAAGCTGTACACACCGTTGTCGCATGGCGAGTACTTT

KA KA, Ak A A A A A A A A A A A A Ak Ak kA kA Ak kA kA Ak Ak Ak Ak kA Ak Ak kA kA kA k ok ok kK%

AACGTGGCGACGCTTCTGCGGTGGTTCGCCGAATCACTAATAACAGCATTGATTCTCTTC
AACCTGGCGACGCTTCTGCGGTGGTTCGTCGAATCACTAACAACAGCGGTGATCCTCTTC

R R R R S I SR R e e S i S KkKkkKk Kk kKkkK

TACGCTGCTTATCCGACATTGGTCCATCAAGACGGTTCCCATCAACGCTACACTGGCGCT
TATGCTGCTTACCCGACATTGATCCGTCAAGACGGTTCCCATCAGCGCTACACCGGCGGC

KKk KKK KAKAKAAKN KAAKAAAKAAAK, K hk*k K A A A A A A A A, h,, K,k hkhkhkhkkk, *)k%k%

GAGACCGGCACGCTCGTGTTCAGCGGCTTGATCCTCGTCATTCAAACTCGCTTCGCCCTG
GAGACCGGCACGCTCGTGTTCAGCGGCTTGATCCTCGTCATTCAAACTCGCTTCATCCTG

R R R R R R R R R R S S * Kk kK

CAGATCCGCTACTGGCAGTGGCTGCAAGTTTTCGGCATGGTGATGGCACTGTCTTTCTTC
CAGATCCGCTACTGGCAGTGGCTGCAGGTGTTTGGCATGGCGATGTCGATTTTTCTCTTT

KAKKAKAKAKAKAKAAKAKAAKAAAA A A A A KA, h ), K%k *%k * )k) k) k%% **k%x*% * * kK kK Kk kK

CTGTTGTTGTTTCTCGTCTACTCCGCCATTCCCTCGATCTTCAGTGACACGAATTTCTAC
CTGTTGTTGTTTCTCGTCTACTCCGCCATTCCCTCAGTCTTCAGTGACACGAATTTCTAC

R R R R R R R R R R R R I

TACCAAGCCTTCGACCTGATGTCGACCGCCAAATACTGGTTCTTCCTGCTCCTCTACGTT
TACCAAGCCTTCGATCTCATGTCGACCGCCAAGTACTGGTTTTTCCTGCTCCTCTACGTT

KAKKAKAKAKAKAAKAKAKAAKX Kk KAAAKAAAAAAAA A A, K Ak Ak hk Ak hkhk kA hk kA A Ak kA A A, kK

GGTATCGAGTTGGCGGCCGTACTCGGTTTCATAGTGTTCCAGAAGAGCCTCTTCCCTACC
GGCACCGAGGTGGTGGTCGTACTCGGCGTCATGACGTTCCAGAAGAACCTCTTCCCTACC

kK kK kkkKk Kkkk Kk KkhkkkkkkkK * Kk kK R R S

CTGCGCGACGTCGCGGAGCGACAGCACGCCCTTCAAAAGAGTGGGCGGCGGAGGAGATCG
CTGCGCGACGTCGCGGAGCGACAGTACGCTGTTCAAAACGGTGGAAAGCTGTGA--————

R R R R R S S S Kk Kk kKKK * Kk kK * Kk Kk K

CTCGATAGTGCATAG
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