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Resumo

A resisténcia ao antiménio em Leishmania spp. esta associada com o aumento
dos niveis de tripanotiona e outros tidis, e isso, esta relacionado com o
aumento da expressao das enzimas das vias de sintese e reducdo da
tripanotiona. Neste estudo, analise do nivel de expressdao de ODC, GCS, TryS
e TR nas linhagens de L. guyanensis, L. braziliensis, L. amazonensis e L.
infantum (sin. L. chagasi) selvagens e resistentes ao antiménio trivalente
(Sblll), mostrou que a expressdo dessas enzimas varia entre as espécies
analisadas e que, L. guyanensis resistente ao Sblll, foi a Unica espécie que
apresentou aumento de expressdao para todas as enzimas avaliadas.
Posteriormente, para melhor caracterizar o papel dessas enzimas na
resisténcia ao Sblll, realizamos ensaios de transfeccdo de linhagens de L.
guyanensis, L. braziliensis e L. infantum com construgdes contendo os genes
odc, gcs, trys e tr. Observamos o envolvimento da superexpressao das
enzimas ODC ou GCS na protecdo contra o Sblll nas linhagens de L.
guyanensis e L. braziliensis, mas nao em L. infantum. A inibicao farmacolégica
de ODC e GCS com os inibidores especificos DFMO e BSO, respectivamente,
sensibilizou as linhagens de L. guyanensis que superexpressam essas enzimas
ao Sblll, confirmando a importancia de ODC e GCS na resisténcia de L.
guyanensis ao Sblll. O tratamento desses parasitos com BSO aumentou o
efeito leishmanicida do Sblll. L. braziliensis superexpressora de TryS ficou mais
susceptivel ao Sblll e nenhuma alteragdo significativa foi observada em
linhagens de L. guyanensis e L. infantum superexpressoras de TryS. Por outro
lado, a superexpressdo de TR aumentou a resisténcia ao Sblll em um dos
clones de L. braziliensis analisados e nos dois clones de L. infantum. Nenhuma
alteracao no fenétipo ao Sblll foi observada nos parasitos de L. guyanensis
superexpressores de TR. A expressao de enzimas da via de sintese e reducgao
da tripanotiona e de enzimas da via antioxidante foram avaliadas nas linhagens
de L. braziliensis e L. infantum superexpressoras de TryS ou TR. A
superexpressao dessas enzimas € capaz de alterar a expressao de outras
enzimas associadas e, dessa forma, regular o metabolismo desses parasitos.
Dentre os resultados obtidos, observamos que em L. braziliensis superpressora
de TS ocorreu diminuicdo na expressao da TR e vice-versa, mostrando um
mecanismo de co-regulacdo entre TryS e TR. Nossos dados confirmam o
carater complexo e multifatorial do fendtipo de resisténcia ao antiménio em
Leishmania spp. e ele varia entre as espécies do parasito analisadas.

Palavras-chave: Leishmania spp., Resisténcia ao Antiménio, Ornitina
Decarboxilase, Gama-Glutamilcisteina Sintetase, Tripanotiona Sintetase,
Tripanotiona Redutase



Abstract

Antimony resistance in Leishmania spp. is associated with increased thiols
levels, including trypanothione. This increase in thiol levels is related to
increased levels of enzymes from trypanothione synthesis and reduction
pathways. In this study, the analysis of the expression level of ODC, GCS, TryS
and TR in L. guyanensis, L. braziliensis, L. amazonensis and L. infantum (syn.
L. chagasi) wild-type and trivalent antimony (Sblll)-resistant lines, showed
different patterns of expression for these enzymes in the analyzed species. L.
guyanensis Sblll-resistant line was the only line that presented increased
expression levels for all four enzymes analyzed. Besides, in order to better
characterize the role of these enzymes in the Sblll-resistance, transfection
assays using constructs containing odc, gcs, trys or tr genes were performed in
L. guyanensis, L. braziliensis and L. infantum wild-type lines. ODC or GCS
overexpression protects L. guyanensis and L. braziliensis, but not L. infantum
against Sblll. Pharmacological inhibition of ODC and GCS with specific
inhibitors DFMO and BSO, respectively, sensitized L. guyanensis lines that
overexpress these enzymes to Sblll. These results confirm the importance of
ODC and GCS enzymes in the Sblll-resistance in L. guyanensis. The BSO
increased the antileishmanial effect of Sblll in L. guyanensis lines. The TryS
overexpression in L. braziliensis sensitized these lines to Sblll, but none
significative change in susceptibility to Sblll was observed in L. guyanensis and
L. infantum lines orverexpressing TryS. On the other hand, the overexpression
of TR increased the Sblll-resistance in one of clones of L. braziliensis and in
both clones of L. infantum. No alteration was observed in the Sblll-susceptibility
phenotype of L. guyanensis lines overexpressing TR. The expression of
enzymes from trypanothione synthesis and reduction pathways and from
antioxidant pathways was evaluated in L. braziliensis and L. infantum
overexpressing TryS or TR. The overexpression of TryS or TR alters the
expression level of other enzymes from the pathways analyzed regulating the
metabolism these parasites. One of the results obtained showed that the TryS
overexpression in L. braziliensis reduces the expression of TR, and vice-versa,
showing a co-regulation mechanism between TryS and TR. Our data confirm
the complexity and multifactorial behavior of antimony-resistance phenotype in
Leishmania spp., and it varies among the species of parasite analyzed.

Key-words: Leishmania spp., Antimony-resistance, Ornithine Decarboxylase,
Gamma-Glutamylcysteine Syntethase, Trypanothione Syntethase,
Trypanothione Reductase
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ADP - Adenosina Difosfato

Ag — Prata

AmB — Anfotericina B

AMP — Ampicilina

ANOVA - Analise de Variancia

Anti-LdODC - Anticorpo contra proteina recombinante ODC de L. donovani

Anti-LgGCS — Anticorpo contra proteina recombinante GCS de L. guyanensis

APS - Persulfato de Amonio

APx — Ascorbato peroxidase

AQP1 — Aquagliceroporina 1

agp1 — gene que codifica a Aquagliceroporina 1

Aslll — Arsénio trivalente



ATP — Adenosina Trifosfato

Au — Ouro

AUG - codon de iniciagao e cédon da Metionina

BLAST —do inglés, Basic Local Aligment Search Tool

BSD - Blasticidina

bsd — gene que codifica a enzima blasticidina S-deaminase

BSO — Butionina Sulfoximina

Ca*" — Célcio

CaCl; — Cloreto de Calcio

Cad — cadaverina

Cbp80/20 — complexo nuclear de ligacao de cap, do inglés, nuclear cap-binding
protein complex

CDC - do inglés, Center for Disease Control and Prevention

CIAP - Fosfatase Alcalina do inglés, Alkaline Phosphatase Calf Intestinal

Complexo Sb-TS — Complexo antimdnio-tripanotiona

Cys — cisteina

CYS2 - regiao intergénica do gene Cisteina Protease-2 de L. mexicana

dATP — Deoxiadenosina Trifosfato, do inglés, deoxyadenosine triphosphate

dcAdoMet — Adenosilmetionina descarboxilada

DFMO - a-difluorometilornitina

DHA - hidroascorbato

DMSO - Dimetilsulféxido

DNA — Acido Desoxiribonucléico

DNAse — enzima que degrada DNA

dNTP — Desoxirribonucleotideos Fosfatados (A-adenina, T-timina, G-guanina,
C-citosina)

DTNB - Acido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzéico)

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

elF4A — fator de iniciagdo da transcricdo de eucariotos — 4A do inglés,
eukaryotic initiation factor-42

elF4E - fator de iniciacdo da transcricdo de eucariotos — 4E do inglés,
eukaryotic initiation factor-4E



elF4F — fator de iniciagdo da transcricdo de eucariotos — 4G do inglés,
eukaryotic initiation factor-4G

elF4G — fator de iniciacdo da transcricao de eucariotos — 4G do inglés,
eukaryotic initiation factor-4G

EUA - Estados Unidos da Amética, do inglés, United States of America

FAD - dinucleétido de flavina e adenina, do inglés, flavin adenine dinucleotide

Fw — iniciador senso, do inglés, forward

GCS — Gama-Glutamilcisteina Sintetase

gcs — gene que codifica a Gama-Glutamilcisteina Sintetase

GCS.C - iniciador para a amplificar a sequéncia génica completa de GCS

GCS.P - iniciador para a amplificar a sequéncia génica parcial de GCS

GDP — Guanosindifosfato

GENE.C - iniciador para a amplificar a sequéncia génica completa

GENE.P - iniciador para a amplificar a sequéncia génica parcial

Gly — Glicina

GPxA - glutationa peroxidase-like A

GPxB - glutationa peroxidase-like B

GR - Glutationa Redutase

GS - Glutationa Sintetase

GSH - Glutationa

GspS — Glutationilespermidina Sintetase

GSSG - glutationa oxidada

GTP - Trifosfato de Guanosina

h — hora

H,0O, — Peréxido de Hidrogénio

HEPES — Acido 4-(2-Hidroxietil)piperazina-1-etanosulfénico

His — Histidina

HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana (Human Imunodeficient Virus)

HLPC - Cromatografia Liquida de Alta Performace, do inglés, High
Performance Liquide Chromatography

Hsp — Proteina de Choque Térmico, do inglés, Heat Shock Proteins

Hsp 70 — proteina de choque térmico 70, do inglés, Heat Shock Protein 70

Hsp 83 — proteina de choque térmico 83, do inglés, Heat Shock Protein 83



IC — Intervalo de Confianca

ICs0 — concentragao inibitéria de 50 % do crescimento

IgG — Imuniglobulina G

IPTG - isopropiltiogalactosideo do inglés,
thiogalactopyranoside

K;HPO,4 — Fosfato de Potassio Dibasico

kb — kilobases

KCI — Cloreto de Potassio

kDa — kiloDalton

kDNA — DNA mitocondrial

Kg — kilograma

KH,PO4 — Fosfato Monopotassico

isopropyl-beta-D-

KMP11 - proteina de membrana dos kinetoplastideos-11, do inglés,

Kinetoplastid membrane protein 11
L-AmB — Amb lipossomal
LaSbR — L. amazonensis resistente ao Sblll
LaWT — L. amazonensis selvagem
LB — meio Luria-Bertani
LbGCS - L. braziliensis superexpressando GCS
LbODC - L. braziliensis superexpressando ODC
LbSbR — L. braziliensis resistente ao Sblll
LbTR — L. braziliensis superexpressando TR
LbTryS — L. braziliensis superexpressando TryS
LBWT — L. braziliensis selvagem
L-cys — L-cisteina
LgGCS - L. guyanensis superexpressando GCS
L-glu — L-glutamato
LgODC - L. guyanensis superexpressando ODC
LgSbR — L. guyanensis resistente ao Sblll
LgTR — L. guyanensis superexpressando TR
LgTryS — L. guyanensis superexpressando TryS
LgWT — L. guyanensis selvagem

LIGCS - L. infantum (sin. L. chagasi) superexpressando GCS



LiODC - L. infantum (sin. L. chagasi) superexpressando ODC

LiSbR — L. infantum (sin. L. chagasi) resistente ao Sblll

LITR = L. infantum (sin. L. chagasi) superexpressando TR

LiTryS — L. infantum (sin. L. chagasi) superexpressando TryS

LT — L. infantum (sin. L. chagasi) selvagem

LPG1 - regiao intergénica do gene Lipofosfoglicano-1 de L. major

M — molar

M13 — Iniciador Universal

M199 — meio de cultivo de Leishmania

MDR1 — proteina de resisténcia a multiplas drogas 1 , do inglés, multidrug
resistance protein 1

MDR3 - do inglés, multidrug resistance protein 3

mg — miligramas

MgCl; — Cloreto de Magnésio

MgSO,4 — Sulfato de Magnésio

min — minuto (s)

mL — mililitros

mM — milimolar

MOCK - controle de transfecg¢éao transfectado com pIR1-BSD

MRNA — RNA mensageiro

MRPA - do inglés, Multidrug Resistance Protein 3

mrpa — gene que codifica a proteina MRPA

n.d — ndo demonstrado

N.s. — Nao significante

N> — nitrogénio

Na;HPO, — Fosfato de Sddio Dibasico

NaCl — Cloreto de Sédio

NADPH - Fosfato de Dinucleétido de Nicotinamida e Adenina, do inglés,
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

NaOH - Hidroxido de Sodio

ND — NanoDrop

ng — nanogramas

nm — nanémetros



°C — graus Celsius

OD - Densidade Optica

odc — gene que codifica a enzima Ornitina Decarboxilase

odc — gene que codifica a Ornitina Decarboxilase

ODC - Ornitina Decarboxilase

ODC.C - iniciador para a amplificar a sequéncia génica completa de ODC
ODC.P —iniciador para a amplificar a sequéncia génica parcial de ODC
ORF - fases abertas de leitura, do inglés, Open Reading Frames

ori — origem de replicagcao

Orn — ornitina

p/v — peso por volume

pb — pares de bases

pBSIl SK — regiao do plasmideo BlueScript Il SK

PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase, do inglés, Polymerase Chain

Reaction

PDTIS-CPqRR — Rede de Plataformas Tecnoldgicas do Centro de Pesquisas

René Rachou
PE — Tampao de Lavagem com Etanol
Pgp — Fosfosglicoproteina de Membrana, do inglés Phosphoglycoprotein
pH — Potencial de Hidrogénio

pIR1-BSD — plasmideo de transfeccao de Leishmania

pIR1-LbTR — plasmideo de expressdao de Leishmania com a sequéncia

codificantes de tr

pIR1-LgGCS - plasmideo de expressdo de Leishmania com a sequéncia

codificantes de gcs

pIR1-LgODC - plasmideo de expressdao de Leishmania com a sequéncia

codificantes de odc

pIR1-LITRYS - plasmideo de expressdo de Leishmania com a sequéncia

codificantes de trys

pmoles — Picomoles

PSG — Gel secretados de promastigotas, do inglés - promastigote secretory gel

Put — Putrescina

QG - Tampao de Solubilizagao e Ligagao



RNA — Acido Ribonucléico

RNAI — RNA interferéncia

RNApIl — RNA polimerase Il

RNAse — enzima que degrada acido ribonucléico

ROS - Espécies Reativas de Oxigénio, do inglés, Reactive Oxygen Species

RPM — Rotagées por Minuto

RT-PCR — PCR em tempo real

Rv — Iniciador Antisense, do inglés, reverse

Sb — Antiménio

Sblll — Antiménio Trivalente

SbR - linhagem resistentes ao Sblll

SbV — Antiménio Pentavalente

SDS - Dodecil Sulfato de Sédio

seg — Segundos

SFB — Soro Fetal Bovino

SFM - células do sistema fagocitario mononuclear

sin. — sinbnimo

SL — spliced leader

SOD-A - Ferro Superéxido Dismutases — A , do inglés, [lron-superoxide
Dismutase-A

Spd — Espermidina

spp. — espécie

SSU — Subunidade Menor do RNA Ribossomal

T(SH)2 — Tripanotiona Reduzida

TBE — tampao Tri-Borato-EDTA

TBS-T — tampéao Tri-Borato-EDTA com Tween 20

TDR1 — Redutase Dependente de Tiol, do inglés, Thiol-Dependent Reductase

TEMED — N,N,N’,N’-tetrametil-etilenodiamina

THP-1 — do inglés, Cell Line Human Leukemic Monocyte

TOP 10 F’ — Linhagem de Bactéria

fr — gene que codifica a Tripanotiona Redutase

TR — Tripanotiona Redutase

TR.C - iniciador para a amplificar a sequéncia génica completa de TR



TR.P —iniciador para a amplificar a sequéncia génica parcial de TR
Tris — Tris(hidroximetil)aminometano

Tris-HCI — Tris(hidroximetil)Jaminometano Hidroclorido

Tris-SO4 — Tris(hidroximetil)Jaminometano Sulfato

trys — gene que codifica a Tripanotiona Sintetase

TryS — Tripanotiona Sintetase

TryS.C — iniciador para a amplificar a sequéncia génica completa de TryS
TryS.P — iniciador para a amplificar a sequéncia génica parcial de TryS
TS, - Tripanotiona Oxidada

TXN — triparedoxina

TXNPx — triparedoxina peroxidase

U — unidade

USA - Estados Unidos da América, do inglés, United States of America
V — voltagem

v/v — volume por volume

WHO - Organizacao Mundial da Saude, do inglés, World Health Organization
WT - linhagem selvagem

X —vezes

xg — gravidade

X-Gal — 5-bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-galactopiranosideo

A — alfa (letra do alfabeto grego)

B — beta (letra do alfabeto grego)

Yy — gama (letra do alfabeto grego)

MF — microfarads

Mg — microgramas
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1 Introducao

1.1 Epidemiologia

As Leishmanioses sdo um complexo de doencas que se encontram entre as
seis doencgas infecciosas mais importantes do mundo. Elas afetam cerca de 1,3
milhées de pessoas anualmente. Desses casos, entre 700 mil e um milhdo séo
devido a leishmaniose cutdnea e 200 a 300 mil a leishmaniose visceral. As
Leishmanioses estao presentes em 98 paises nos cinco continentes (WHO, 2017). A
leishmaniose cutdnea € mais amplamente distribuida, sendo os 10 paises que
possuem o maior numero de casos: Afeganistdo, Argélia, Coldmbia, Brasil, Iran,
Siria, Etiépia, Sudao do Norte, Costa Rica e Peru, que juntos contam com 70 a 75 %
dos casos no mundo (ALVAR et al., 2012). Para a leishmaniose visceral, mais de 90
% dos casos reportados se concentram em apenas cinco paises: Brasil, Etidpia,
india, Sud&o do Sul e Sudao (Figura 1 — A e B). Somente nesses paises, existem
cerca de 310 milhées de pessoas sob risco de infecdo. A leishmaniose visceral é
responsavel anualmente pela morte de 20.000 a 30.000 pessoas em todo o mundo
(WHO, 2017).
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Figura 1 — Numero de casos de Leishmaniose Visceral (A) e Leishmaniose Cutanea (B) no mundo

(2015). Fonte: WHO, 2017.

O Brasil € um pais que se encontra dentre os paises com maior nimero de

casos tanto para a leishmaniose cutanea quanto para a visceral (ALVAR et al.,,

2012). No Brasil, ambas as formas de leishmaniose apresentam ampla distribuicao

com registro de casos em todos os estados brasileiros. De 2003 a 2013 foram

registrados em todo o pais 38.501 casos de leishmaniose visceral e 257.005 casos
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de leishmaniose cutanea. Em Minas Gerais, no mesmo periodo, foram registrados
4676 e 15.788 casos de leishmaniose visceral e cutanea, respectivamente
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015). A leishmaniose mucocutinea possui uma
frequéncia de 0,4 % nos casos de leishmaniose cutanea da regido sudeste, 1,4 %
dos casos da regido central e 2,7 % dos casos da regido nordeste (GOTO,;
LINDOSO, 2010). Para a leishmaniose visceral, a maioria dos casos registrados
entre 1984 e 2002 ocorreu nos estados da Bahia, Ceara, Maranhao e Piaui. O
Nordeste, na década de 90, era a regiao brasileira que registrava 90 % dos casos de
leishmaniose visceral no Brasil, no entanto, entre 2000 e 2002, o numero de casos
caiu para 77 % do total de casos registrados no pais (MINISTERIO DA SAUDE,
2014). Em todo o Brasil, de 2003 a 2013 foram registradas 2.641 mortes em
decorréncia da leishmaniose visceral, o que equivale a quase 7 % do total de casos
registrados para a doenga no mesmo periodo (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Em
comparacao a outros paises endémicos para leishmaniose visceral, o Brasil € o que
apresenta a maior ocorréncia de ébitos por nimero de casos, uma vez que o registro
do numero de mortes associados a essa doenga parece ser subestimado em todo o
mundo (ALVAR et al., 2012).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (2010), a pobreza é um
fator que aumenta grandemente o risco de infecg¢éao por Leishmania spp. Isso porque
préximo as residéncias de areas pobres nao existem condi¢gbes sanitarias
adequadas devido a falta de gestdo de residuos, coleta de lixo, e a presenca de
esgoto a céu-aberto. Tudo isso propicia 0 aumento das areas de reproducao dos
fleb6tomos, assim como seu facil acesso aos hospedeiros vertebrados devido a sua

proximidade as residéncias.

1.2 Agente Etioldégico

Os agentes etiologicos das Leishmanioses sao protozoarios parasitos
pertencentes ao género Leishmania. Atualmente sao conhecidas mais de 21
espécies potencialmente capazes de infectar o homem (WHO, 2015). No Novo

Mundo s&o conhecidas 11 espécies capazes de causar a leishmaniose cuténea e
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apenas uma causando leishmaniose visceral (MINISTERIO DA SAUDE, 2010, 2014)
(Tabela 1).

Esses parasitos sado pertencentes ao Filo Kinetoplastida, a Ordem
Trypanosomatida, a familia Trypanosomatidae (GROBBEN, 1905) e ao Género
Leishmania (ROSS, 1903). Essas espécies podem ser subdividas em dois sub-
géneros: L. (Leishmania) e L. (Viannia). Essa classificagdo separa os dois
subgéneros de acordo com o local do fleb6tomo no qual o parasito se desenvolve,
ou seja, parasitos pertencentes ao subgénero L. (Leishmania) se desenvolvem no
intestino anterior e médio, enquanto que, parasitos do subgénero L. (Viannia) se
desenvolvem no intestino posterior (LAINSON; SHAW, 1987). Essa sub-divisao
também esta associada com a distribuicado geografica dessas espécies, sendo que
parasitos pertencentes ao sub-género Viannia compde apenas espécies do Novo
Mundo e o subgénero Leishmania possui espécies tanto Velho quanto do Novo
Mundo (SHAW, 1994). Esses dois subgéneros podem ainda ser separados por meio
de marcadores moleculares como, por exemplo, o gene do mini-éxon (SL, spliced
leader), envolvido no processo de trans-splicing em Leishmania spp. A amplificacao
de regides conservadas desse gene geraram fragmentos de diferentes tamanhos
para cada subgénero (Viannia e Leishmania), e também, foram capazes de separar
com sucesso espécies do subgénero Leishmania do Novo e do Velho Mundo
(MARFURT et al., 2003). (Tabela 1).
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Tabela 1 — Espécies de Leishmania capazes de infectar humanos.

Subgénero L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
L. major
L. tropica
Velho Mundo L. donovani L. killickia
L. infantum L. aethiopica
L. infantum

L. braziliensis
L. guyanensis

L. infantum L. panamensis
Novo LL m?:lcafm L. shawi L. braziliensis
, . pifanoia . .
Mundo L. infantum . lonsi L. naiffi L. panamensis
.LveneZL;e er.lSIS L lainsoni L. guyanensis
- garmhamia L. lindenbergi
L. amazonensis L. peruviana

L. colombiensis

Principal Viscerotropica Dermotropica Dermotropica Mucotroépica

Tropismo

Fonte: WHO, 2010. (Traduzida e Adaptada).

No Velho Mundo a leishmaniose visceral é causada por parasitos do
complexo L. donovani e L. infantum. Os casos de leishmaniose visceral do Novo
Mundo resultam da transmissdo zoonética de parasitos da espécie de Leishmania
(Leishmania) infantum (sin. L. chagasi) (WHO, 2010). Os caes sao os principais
reservatérios e podem facilmente atrair o vetor, promovendo a manutencao do ciclo
e a transmissao em ambiente doméstico (MORENO; ALVAR, 2002).

Durante muito tempo, acreditou-se que L. chagasi era uma espécie distinta de
L. infanfum do Velho Mundo. Porém, diferentes abordagens moleculares falharam
em distinguir esses parasitos em nivel de espécie (STEVERDING, 2017). Dessa
forma, L. chagasi e L. infantum sdo a mesma espécie e, seguindo-se a “ordem de
prioridade” da taxonomia, o primeiro nome prevalece, sendo ambas denominadas
como L. infantum (DANTAS-TORRES, 2006). Dantas-Torres (2006) ainda sugere
que a denominacéao L. chagasi seja colocada entre parénteses apos L. infantum com
o intuito de se referir a area de isolamento do parasito (DANTAS-TORRES, 2006).
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A leishmaniose cutanea € complexa, devido a grande variagao intra- e inter-
especifica dos ciclos de transmissao dos hospedeiros que servem como reservatoério
da doenca, dos vetores, das manifestagcdes clinicas, da resposta a quimioterapia e a
grande quantidade de espécies de Leishmania em circulagao na mesma area
geografica. A associagado de todos esses fatores torna dificil a definicdo especifica
sobre os dados da epidemiologia e ocorréncia da leishmaniose cutanea no Novo
Mundo (REITHINGER et al., 2007). Das 11 espécies de Leishmania causadoras da
forma cutanea presentes no Novo Mundo, sete foram identificadas causando a
doenca no Brasil. Dessas sete, seis delas pertencentes ao subgénero Viannia e uma
ao subgénero Leishmania. As trés espécies com maior importancia epidemiolégica
no Brasil sdo: L. braziliensis, L. guyanensis e L. amazonensis (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010). Em Minas Gerais e em Belo Horizonte, L. braziliensis € a espécie
predominante nos casos reportados de leishmaniose cutanea (PASSOS et al,
1999).

As estratégias de controle para as Leishmanioses englobam o controle de
vetores e reservatérios, o uso de materiais impregnados com inseticidas e
tratamento dos doentes (CHAPPUIS et al.,, 2007). No Brasil € recomendada a
eutanasia de caes infectados, como método de controle de reservatorios
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

1.3 Ciclo de Vida e Biologia de Leishmania spp.

Os tripanossomatideos sao caracterizados principalmente pela presenca de
uma mitocondria Unica e ramificada, na qual esta situado o cinetoplasto que fica
préximo a base do flagelo que contém o kDNA (DNA mitocondrial). O kDNA é
composto por sequéncias repetidas de DNA organizadas em uma rede de DNAs
circulares grandes (maxi-circulos) e pequenos (mini-circulos) (SIMPSON, 1987,
SHAPIRO; ENGLUND, 1995). Assim como o DNA mitocondrial de outros eucariotos,
os maxi-circulos codificam sequencias do RNA ribossomal e de proteinas envolvidas
no transporte de elétrons (ciclo de Krebs) e na fosforilagdo oxidativa (SIMPSON,
1987).
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Estes parasitos apresentam ciclo de vida heteroxénico com duas principais
formas de vida distintas: a forma amastigota e a forma promastigota (Figura2 — A, B
e C), sendo por isso classificado como dimorficos. As formas amastigotas sao
parasitos intracelulares que infectam células do sistema fagocitario mononuclear de
vertebrados, como macréfagos. Elas possuem a forma arredondada, sdo menores
do que as formas promastigotas, imoveis e possuem apenas um flagelo rudimentar
interno. As formas promastigotas sao alongadas e méveis, detentoras de um unico

flagelo e encontram-se no hospedeiro invertebrado (MICHALICK, 2005).

Figura 2 — Morfologia de Leishmania spp. (A) Microscopia optica de formas amastigotas
intracelulares dentro de macrofagos. (B) desenho esquematico da morfologia de amastigotas (a
esquerda) e promastigotas (a direita) e (C) Microscopia optica de formas promastigotas. Fonte: (A)
http://www fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?infoid=315&sid=32, (B)
http://lwww.dbbm.fiocruz.br/tropical/leishman/leishext/html/morfologia.htm e (©)
http://1.bp.blogspot.com/_8xg6npjRLj8/SyLe9UwrVFI/AAAAAAAAASY/RWq_ZeZdFmY/w1200-h630-
p-k-no-nu/Leishmania2.jpg .

Os parasitos do género Leishmania sao transmitidos por fleb6tomos do
género Phlebotomus e Lutzomyia, no Velho e no Novo Mundo respectivamente
(REITHINGER et al., 2007). No Brasil, as principais espécies envolvidas na
transmisséo da leishmaniose cutanea séao Lutzomyia flaviscutellata, L. whitmani, L.
umbratilis, L. intermedia, L. wellcome e, L. migonei e, na transmissao da L. infantum
(sin. L. chagasi) apenas duas espécies foram descritas: L. longipalpis e L. cruzi,
sendo a primeira a mais encontrada (MINISTERIO DA SAUDE, 2010, 2014).

No ciclo de vida desses parasitos quando flebétomos fémea fazem o repasto

sanguineo, e durante a alimentacdo passam as formas infectantes (promastigotas
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metaciclicos) de Leishmania para o hospedeiro vertebrado. Essa passagem
acontece devido a obstrucdo da valvula estomodeal do intestino ocasionada pela
secrecdo de um gel (PSG - do inglés promastigote secretory gel) pelas formas
leptomonadas, precursora da forma infectante (BATES, 2007). Durante a
alimentacao, essa obstrucao forca o flebétomo regurgitar os parasitos infectivos que
entdo ganham a corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado. Uma vez na corrente
sanguinea, esses parasitos, por intermédio de seus flagelos, vao interagir com
células do sistema fagocitario mononuclear (SFM) como macréfagos, neutréfilos e
células dendriticas sendo, em seguida, internalizadas para o interior de vacuolos
parasitéfagos (LIEVIN-LE MOAL; LOISEAU, 2015). A transformacédo para a forma
amastigota é associada a temperatura elevada (37 °C humano), ao pH acido (pH
5.5) do vacuolo parasitéfago e outros tipos de sinais, como por exemplo, sinais de
estresse (SPATH et al., 2015). Apds a transformacdo, esses parasitos s&o
disseminados para o meio extracelular (extrusao) por meio de bolhas originadas por
zeiose e que possuem componetes da membrana do fagolisossomo (REAL et al.,
2014). Essas bolhas recheadas de amastigotas sao entao internalizadas por
macréfagos vizinhos € uma nova rodada de replicacao e extrusao se inicia (REAL et
al., 2014). Para que o ciclo passe para o hospedeiro invertebrado € necessario que
um flebétomo se alimente do sangue de hospedeiros vertebrados infectados. Nesta
etapa, as formas amastigotas localizadas dentro dos macréfagos ou livres no
sangue sao entdo ingeridas e encaminhadas ao intestino do inseto. Os parasitos da
forma amastigota irdo se diferenciar para a forma promastigota prociclica, que nao é
infectiva ao hospedeiro vertebrado. Estas formas migram para a parte anterior do
intestino do fleb6tomo onde se diferenciam em promastigotas metaciclicas que séo
as formas infectivas para o hospedeiro vertebrado, por meio de um processo
denominado metaciclogénese (GOSSAGE et al., 2003). Essas formas irdo causar
obstrucao obrigando o fleb6tomo a regurgita-las em um novo hospedeiro no préximo

repasto sanguineo (Figura 3).
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Figura 3 — Ciclo Biolégico de Leishmania spp. Em vermelho: Parte do ciclo que acontece no
fleb6tomo. Em azul: Parte do ciclo que acontece no hospedeiro vertebrado. Os numeros indicam e
ordenam a sequéncia do desenvolvimento a partir da inoculacéo de Leishmania spp. no hospedeiro
vertebrado. Fonte: Center of Disease Control and Prevention — CDC (2015) (Traduzido).

Apesar de morfologicamente distintas e o ambiente no qual cada uma das
formas sobrevive serem diferentes, analises comparando as duas formas de vida de
L. major, mostrou que mais de 94 % dos genes sdo expressos em ambas as formas
do parasito (LEIFSO et al., 2007). A analise comparativa do protema de L. infantum
mostrou que 72 % das proteinas identificadas sdo constitutivamente expressas em
ambas as formas, havendo apenas 20 % de proteinas com maior nivel de expressao
em promastigotas e 8 % em amastigotas (LEIFSO et al., 2007). Ja as analises de
microarranjo de DNA das formas promastigotas e amastigotas de L. major e L.
infantum, mostraram que entre 91 e 93 %, respectivamente, dos genes expressos
ndo sao significativamente modulados quando comparada a expressdo génica

dessas duas formas evolutivas da mesma espécie (ROCHETTE et al., 2008). Esse
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estudo também mostrou que quando os padrées de expressao entre uma ou outro
estagio de vidaeram comparados entre as duas espécies, L. major e L. infantum,
uma diferenca significativa na expressao de mRNA era observada. Isso pode estar
relacionado ao diferente tropismo dos parasitos (ROCHETTE et al., 2008). Um
estudo de diferenciacao de promastigota para amastigota em L. donovani, mostrou
que durante a diferenciagdo modificacbes pos-traducionais como fosforilagao,
metilacao, acetilacao e glicosilagao de proteinas acontecem (MORALES et al., 2008,
ROSENZWEIG et al., 2008), indicando que tais modificagbes tenham importancia
no desenvolvimento intracelular.

Apesar do ciclo acima representar a transmissao apenas entre flebétomo e
humanos, no Novo Mundo a transmissdo das leishmanioses é considerada
zoonotica, ou seja, o homem €& um hospedeiro acidental do ciclo. Assim, a
manuten¢ao do ciclo esta diretamente ligada a presenca de algum reservatério da
doenca. Esse reservatério ira manter a circulacao do parasito na natureza por um
determinado tempo e espaco (AGUILAR et al., 1989). Nos centros urbanos, os caes
tém sido apontados como os principais reservatérios dos agentes causadores da
leishmaniose visceral. Em todos os locais de registro da doenga humana, os caes
sdo encontrados infectados, e por isso, sdo considerados como o principal elo na
cadeia de transmissao da leishmaniose visceral (MELO, 2004). De acordo com o
Ministério da Saude (2014), a presenca de céaes infectados sempre precede a
infeccdo no homem, e que, cerca de 40 a 60 % dos caes infectados séo
assintomaticos para a doenca, dificultando o controle das areas de infeccao. Na
india, o ciclo das Leishmanioses & antroponético, sendo composto por vetor e
homem, sem a presenca de outro hospedeiro vertebrado como intermediario.
Nesses casos a transmissao da infeccao € mais ativa. Esse tipo de ciclo favorece o

aumento da resisténcia ao antiménio (SUNDAR, 2001).
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1.4 Manifestagoes Clinicas

As Leishmanioses possuem trés formas principais de apresentacdo da
doengca em humanos: leishmaniose cutanea, leishmaniose mucocutanea e
leishmaniose visceral (WHO, 2017).

A infecgdo pelos parasitos do género Leishmania pode nao ser aparente,
dando origem aos casos assintomaticos da doenca. Esses casos sé sao
diagnosticados quando o paciente aparentemente sadio obtém resultado positivo no
teste soroldgico. Porém, para serem considerados como assintomaticos esses
pacientes ndo podem possuir histérico de infeccdo por Leishmania spp. ou mesmo
cicatriz de lesdo cutanea ou mucosa (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

As lesbes apresentadas na manifestacao clinica da leishmaniose cuténea
podem ser unicas ou multiplas, dependendo do numero de picadas do fleb6tomo
infectado ou mesmo da disseminacgao local do parasito (GONTIJO; CARVALHO,
2003). O primeiro sinal da infeccao € devido ao aparecimento de um pequeno
eritema que se desenvolve em uma papula e, posteriormente, em um nddulo que
progressivamente se transforma em uma Ulcera caracteristica da leishmaniose
cutanea. O aparecimento e a evolucao das lesbes acontecem em um periodo que
pode variar de duas semanas a seis meses. Essas lesdes variam em severidade,
aparéncia clinica e tempo de cura. As lesbes causadas por L. braziliensis, L.
panamensis e L. tropica podem levar entre seis e 15 meses para a cura espontanea,
enquanto que as causadas por L. major de dois a seis meses e de trés a nove
meses para L. mexicana. A cura espontanea resulta em uma protecao para toda a
vida contra a leishmaniose que pode ou nao ser restrita a espécie que causou a
infeccdo (REITHINGER et al.,, 2007). Nos caes, as mudancas na derme incluem
dermatites exfoliativas, ulcerativas, nodulares e pustulares, que podem ou nao ser
provocadas por respostas inflamatérias a presenca do parasito na pele (BANETH et
al., 2008).

A leishmaniose mucocutanea ocorre depois do inicio da leishmaniose cutanea
e é caracterizada pela destruicdo das cavidades oral, nasal e faringea, evoluindo
para lesbes desfigurantes. Os sintomas iniciais séo inflamagao nasal e congestao,

mas ulceracdo e perfuragcbes no septo nasal podem acontecer lentamente. As
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lesbes podem aparecer na face, no palato mole, na faringe ou na laringe. Parasitos
da espécie L. braziliensis, sdo encontrados mais frequentemente causando esse tipo
de lesdo, porem L. panamensis, L. guyanensis, L. amazonensis e L. major também
podem ser encontradas como as causadoras da leishmaniose mucocutanea (GOTO;
LINDOSO, 2010).

A leishmaniose visceral é reconhecida por ser a forma mais severa e por levar
até 90 % dos pacientes a morte se nao tratada (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Os
pacientes com leishmaniose visceral apresentam sintomas e sinais de uma infeccao
sistémica persistente que incluem febre, fadiga, cansaco, perda de apetite e de
peso, além de invasao parasitaria no sangue e sistemas reticulo-endoteliais que se
caracterizam por linfonodos, figado e bagco aumentados (CHAPPUIS et al., 2007). O
aumento da ocorréncia das manifestagdes clinicas da leishmaniose visceral, além
estarem associada as condigdes imunoldgicas do hospedeiro, estdo também
associadas a ma nutricdo devido ao baixo consumo de alimentos com baixa
qualidade nutricional, incluindo baixa ingestao de ferro, vitamina A e zinco (WHO,
2010).

A leishmaniose visceral no cao é uma doenga multisisttmica na qual os
animais infectados podem apresentar uma série de manifestagbes clinicas que
variam desde sintomas generalizados (fraqueza, letargia, hipotrofia muscular, febre,
epistasia, mucosa palida, aumento dos linfonodos, hepatoesplenomegalia, inchaco
nas articulagdes, sintomas gastrointestinais ou neurologicos) a sintomas cutaneos e
mucocutaneos (dermatites: descamativa, ulcerativa, papular, nodular e/ou pustular;
lesdes nasais tipo lupus ou pénfigo, onicopatia (crescimento exagerado das unhas),
hiperceratose nasodigital) e sintomas oculares (lesbes nas palpebras, lesbes
conjuntivais difusas ou nodulares, lesbes na coérnea, ceratite nodular e
ceratoconjuntivite, leséo escleral, lesbées na Uvea e na orbita) (PALTRINIERI et al.,
2010).
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1.5 Tratamento

A Organizacao Mundial da Saude (2010) recomenda diferentes escolhas de
tratamento dependendo dos sintomas apresentados e das caracteristicas do
paciente e da doenca. As principais drogas indicadas para o tratamento das
leishmanioses sdo formulagbes com o antiménio pentavalente (SbV), a anfotericina
B (AmB) deoxicolato e em formulacao lipossomal, paramomicina, pentamidina e
mitelfosina. As formulagdes contendo SbV séo consideradas as drogas de primeira
escolha no tratamento tanto da leishmaniose cutédnea quanto da visceral (BERMAN,
1997). Nas regides hiperendémicas de Butdo, Nepal e india, a droga de primeira
escolha € a Anfotericina B lipossomal devido aos altos indices de resisténcia ao
tratamento com o antiménio (WHO, 2010, 2017). Na regiao hiperendémica de Bihar,
na india, a falha terapéutica no tratamento da leishmaniose visceral chega de 50 a
65 % de todos os pacientes tratados com SbV (SUNDAR, 2001).

1.5.1 Antimonio Pentavalente

Existem dois medicamentos que contém a forma pentavalente do antiménio
(Sb) em sua formulagcao, sdao o Glucantime® (antimoniato de N-metilglucamina) e o
Pentostam® (estibogluconato de sédio). No Brasil, apenas o Glucantime® esta
disponivel, e esta é considerada a droga de primeira escolha para o tratamento tanto
da leishmaniose visceral quanto da cutanea (RATH et al., 2003). Esse medicamento
€ distribuido em ampolas de 5 mL, contendo 405 mg de SbV. A dose recomendada
para o tratamento da leishmaniose cutanea localizada ou disseminada é de 10 a 20
mg de SbV kg/dia, sem ultrapassar o limite de duas a trés ampolas diarias,
sugerindo-se 15 mg de SbV kg/dia tanto para adultos quanto para criancas por 20
dias seguidos. Para as lesbes mucosas a dose recomendada é de 20 mg de SbV
por kg/dia durante 30 dias seguidos, sem extrapolar as dosagens anteriormente
citadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Para o tratamento da leishmaniose
visceral, uma dose de 20 mg de SbV kg/dia com tratamento entre 20 e 40 dias com
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o limite de duas — trés ampolas por dia, € o recomendado e apresenta bons indices
de cura (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Para todos os tratamentos citados, as
injecbes do Glucantime® devem ser feitas por via intravenosa ou intramuscular. As
taxas de cura no tratamento da leishmaniose visceral com SbV ao redor do mundo
sdo maiores do que 90 % (WHO, 2010).

A utilizacdo do Glucantime® nao deve ser feito por gestantes, e ha restricées
quanto ao uso por pacientes com menos de dois anos e mais de 45 anos,
portadores de cardiopatias, nefropatias, hepatopatias e doengas de Chagas, sendo
normalmente recomendada a utilizagcdo da segunda droga de escolha, a Anfotericina
B (CHAPPUIS et al., 2007, MINISTERIO DA SAUDE, 2010, 2014).

Mesmo sendo a droga utilizada no tratamento clinico, o SbV possui diversas
limitagdes como efeitos colaterais, necessidade de administragéo diaria e resisténcia
ao medicamento. Dentre os efeitos colaterais do tratamento com SbV a anorexia,
vémito, nauseas, mialgia, artralgia, dor de cabeca, paladar metalico e letargia sédo
frequentes (OLIVEIRA et al.,, 2011). Devido a essa grande quantidade de efeitos
colaterais, as drogas que possuem o antimdénio como principio ativo s&o
consideradas altamente toxicas (CHAPPUIS et al., 2007).

1.5.2 Anfotericina B

A AmB é um potente antifungico que, desde 1959, teve sua utilizagdo também
recomendada para o tratamento das leishmanioses. Apesar dos bons resultados
obtidos com o tratamento, esse medicamento €& altamente toxico sendo a
nefrotoxidade seu efeito toxico mais grave (GOLENSER; DOMB, 2006). Para reduzir
a toxicidade e aumentar o efeito terapéutico da AmB, trés formulag¢des lipossomais
foram desenvolvidas: o complexo lipidico de AmB (ABLC), a AmB lipossomal (L-
AmB) e AmB em dispersao coloidal (ABCD) (HAMILL, 2013). As trés formulagcbes
apresentam diferentes farmaco-cinéticas, mas todas reduziram significativamente os
efeitos nefrotoxicos quando comparadas a AmB deoxicolato (HAMILL, 2013). Porém,
o alto custo, em relacdo ao custo do tratamento com compostos antimoniais, € um

limitante para sua ampla utilizacao (SINGH et al., 2012).
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O mecanismo de acdo da AmB contra Leishmania spp. € o mesmo observado
nos fungos. A AmB se liga ao ergosterol presente ha membrana celular do parasito,
0 que leva a formacado de agregados que criam canais transmembrana. Esses
canais alteram a permeabilidade da membrana a cations, moléculas de agua e
glicose, alterando, consequentemente, o equilibrio osmético do parasito, o levando a
perder ions de magnésio e potassio e, finalmente, a morte (KAUR; RAJPUT, 2014).
No entanto, embora tenha menor afinidade, a AmB ainda é capaz de ligar ao
colesterol das células dos hospedeiros vertebrados, e isso, € o principal fator
responsavel pela sua toxicidade (LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009).

Resisténcia a AmB em isolados de campo sao raras, apesar de pacientes
com co-infeccado de leishmaniose visceral e HIV possuirem uma grande taxa de
recaidas, resisténcia a AmB nao foi detectada até o momento (KAUR; RAJPUT,
2014). Apenas em uma regido ndo endémica da india, foi identificado em um
paciente uma linhagem de L. donovani resistente a AmB (SRIVASTAVA et al,,
2011). Isso chama a atencao para um possivel surgimento de resisténcia com o uso
de AmB. A analise de um isolado clinico de L. donovani resistente a AmB, mostrou
que essa linhagem possuia uma maior fluidez da membrana, além da auséncia de
ergosterol, substituido por colesta-5,7,24-trien-33-ol com menos afinidade pela AmB
(MBONGO et al., 1998). Além disso, um aumento na expressdo de MDR1 e a
regulacdo da via metabdlica de tidis, indicam um aumento do efluxo da droga e da
detoxificagdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxigen

Species) produzidas pela AmB, respectivamente (PURKAIT et al., 2012).

1.5.3 Paramomicina

Esse medicamento € um antibiético aminoglicosidico com efeito bactericida e
leishmanicida. Seu uso como uma droga contra as leishmanioses foi iniciado em
2006, na forma de sulfato de paromomicina (WIWANITKIT, 2012). E um
medicamento de baixo custo, uma boa eficacia e um tempo curto de administracao,
porém, com o alto risco de gerar resisténcia com seu uso em monoterapia novas

formulacdes estdo sendo elaboradas (MOHAPATRA, 2014). Seus principais efeitos
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colaterais sdo formacgéao de eritema, dor, oedema (acumulo de liquido no intersticio e
nas cavidades do corpo) e ototoxicidade (dano aos sistemas coclear e/ou vestibular
resultante de exposicdo a substancias quimicas) (KAUR; RAJPUT, 2014). O
principal mecanismo de acdo da paromomicina € inibir a sintese de proteinas. Isso
ocorre porque ele interage com a subunidade 16S do RNA ribossomal impedindo a
tradugcao (WIWANITKIT, 2012).

1.5.4 Pentamidina

A pentamidina é uma diamina aromatica cujo exato mecanismo de acéo em
Leishmania spp. ainda € desconhecido. Porém, sabe-se que a pentamidina é capaz
de inibir atividade da S-adenosilmetionina decarboxilase, interferindo diretamente na
sintese de poliaminas. Além disso, ela atua reduzindo o potencial de membrana
devido ao seu acumulo na mitrocéndria do parasito (BASSELIN et al., 1996). A
pentamidina € altamente toxica e os pricipais efeitos adversos sao hipoglicemia,

nefrotoxicidade, hipotensao, entre outros (SINGH et al., 2012).

1.5.5 Miltefosina

Miltefosina pertence a classe da alquilfosfocolina, classe de compostos que
foram inicialmente usados para o tratamento de cancer, apesar dos estudos iniciais
indicarem uma boa atividade contra protozoarios (CROFT; ENGEL, 2006). Ela foi a
primeira droga de uso oral a apresentar uma taxa de cura em torno de 94 % das
leishmanioses em paises do Velho Mundo (SUNDAR et al., 2002). No entanto,
testes in vitro usando miltefosina, mostraram que essa droga & cerca de 20 vezes
mais ativa contra as espécies de Leishmania do Velho Mundo do que contra as
principais espécies de Leishmania do Novo Mundo (MORAIS-TEIXEIRA et al.,
2011). Isso limita o uso dessa droga devido a baixa eficacia in vitro, porém testes in

vivo necessitam ser realizados para comprovar a eficiéncia reduzida nessa
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condicdo. Os estudos que investigaram o modo de acao da miltefosina mostraram
que a atividade contra Leishmania spp. e células neoplasicas sao muito similares e
estdo associados a inducao de apoptose e disturbios nas vias de sinalizagao celular
dependente de lipidios (DORLO et al., 2012). Recentemente no Brasil, a miltefosina
(Milteforan™) foi liberada para tratamento de caes com leishmaniose (MINISTERIO
DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABRASTECIMENTO, 2016). Essa nota técnica
destaca que a liberacao foi fundamentada no fato de a mitelfosina ndo ser usada no
tratamento da leishmaniose humana no Brasil, e ndo apresentar eficacia suficiente
para ser incorporada ao protocolo terapéutico da leishmaniose visceral para
humanos no pais (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABRASTECIMENTO, 2016). Apesar de nao se tratar de uma acgao de saude publica,
uma vez que o tratamento é de escolha do proprietario (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABRASTECIMENTO, 2016), essa medida pode
contribuir para a reducao da eutanasia de animais infectados e na reducédo do
numero de reservatérios, além disso, nao oferece risco para o desenvolvimento de

resisténcia no tratamento de humanos.

1.6 Mecanismos de A¢ao do Antimoénio Trivalente (Sbllil)

Apesar do uso extensivo e longo dos compostos de antiménio no tratamento
das Leishmanioses, seu mecanismo de agao ainda nao é completamente entendido
(Figura 4). Sabe-se que a forma pentavalente € a forma administrada nos pacientes
com a doencga, no entanto, para ter acao leishmanicida, esse composto precisa ser
reduzido para a sua forma trivalente (Sblll) (SHAKED-MISHAN et al., 2001). Tanto
as formas promastigotas quanto as formas amastigotas sdo capazes de acumular
SbV e Sblll no seu compartimento intracelular (BROCHU et al., 2003). Ha evidéncias
que a reducao a forma trivalente pode acontecer tanto no macréfago (SERENO et
al.,, 1998) quanto dentro do préprio parasito (SHAKED-MISHAN et al., 2001).
Recentemente, foi descrito que a reducao pode ser realizada, dentro do parasito, por
meio da enzima Redutase Dependente de Tiol (TDR1 — do inglés, Thiol-Dependent
Reductase) (FYFE et al.,, 2012). A enzima antimoniato redutase (ACR2) também
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atua na reducgéo enzimatica de SbV (ZHOU et al., 2004). Estudos sobre a reducao
nao-enzimatica sdo menos definitivos, mas sabe-se que esse tipo de reducao pode
ocorrer com o auxilio de tripanotiona (T(SH),;) no parasito e, com o auxilio de
cisteina e cisteina-glicina nos compartimentos acidos das células de mamiferos
(FERREIRA et al., 2003).

O transporte de SbV e Sblll sao feitos por diferentes vias (BROCHU et al.,
2003), no entanto, ainda nado é conhecido o mecanismo pelo qual o SbV é
transportado para o meio intracelular (FREZARD et al., 2014). O transporte de Sblll
para o interior de Leishmania spp. € realizado pela proteina de membrana
Aquagliceroporina 1 (AQP1) (GOURBAL et al., 2004).

Estando no ambiente intracelular, o Sblll pode atuar no parasito de diversas
formas. E certo que ndo existe apenas um mecanismo de acgdo para explicar a
toxicidade do Sblll, e sim, um conjunto de alteragbes que sao responsaveis por
culminar na morte do parasito. O Sblll, além de inibir a acao da tripanotiona redutase
(TR) (CUNNIGHAM; FAIRLAMB, 1995), enzima envolvida na reciclagem de T(SH).,
reduz os niveis de tidis ndo protéicos (cisteina, glutationa (GSH) e T(SH),) no citosol
pela inducdo do efluxo dessas moléculas (WYLLIE et al., 2004). Essa interferéncia
do Sblll no metabolismo da tripanotiona reduz amplamente a capacidade de
protecdo do parasito contra o estresse oxidativo. Esse estresse € um dos
mecanismos usados pelas células do sistema monofagocitario do hospedeiro
vertebrado para eliminar microorganismos (STAFFORD et al., 2002).

O Sb também é capaz de inibir a via da glicélise e a oxidacao dos acidos
graxos (BERMAN et al., 1987), o que reduz a fosforilagdo de ADP e GDP em ATP e
GTP, respectivamente, ocasionando um decréscimo na sintese de proteinas, RNA e
DNA, tanto nas formas promastigotas quanto nas formas amastigotas de L.
mexicana (BERMAN et al., 1985). Morte celular programada semelhante a apoptose
foi descrita como decorréncia do tratamento com Sblll (SUDHANDIRAN; SHAHA,
2003). Formas amastigotas de L. donovani tratadas com Sblll apresentaram
degradacdo de DNA e exposicdo de fosfatidilserina, eventos esses que foram
precedidos pela redugao do potencial de membrana e pelo aumento da sintese de
ROS (SUDHANDIRAN; SHAHA, 2003). O aumento de ROS levou ao aumento da
entrada de calcio (Ca?*) no parasito (SUDHANDIRAN; SHAHA, 2003). A participa¢ao
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do Ca®" é conhecidamente um evento associado a morte celular por apoptose em
Leishmania (MOREIRA et al., 1996). Corroborando a relacdo de Ca®** com morte do
similar a apoptose em Leishmania, formas promastigotas de L. donovani tratadas
com Sblll mostraram aumento do influxo de Ca**, devido ao aumento de ROS, que
culminou com morte do tipo-apoptotica nao correspondente a via classica de
apoptose mediada por caspases (MUKHERJEE et al., 2002).

O arsénio na sua forma trivalente (Aslll) € um metal que mostrou resisténcia
cruzada ao Sblll tanto in vitro (DEY et al., 1994) quanto in vivo (PERRY et al., 2013).
No entanto, os seus mecanismos de agao parecem nao ser completamente
similares, apesar de ambos serem capazes de diminuir o potencial de membrana, os
niveis de ATP, desregular a fungado mitocondrial e mudar a morfologia das formas
promastigotas (MEHTA; SHAHA, 2006). Esses eventos ocasionados por Aslll e
Sblll, levam a um grande aumento da produgcdo de ROS, no entanto, apenas Sblll
reduz os niveis de GSH e a suplementacdao do meio de cultura com GSH é capaz
de proteger os parasitos da morte apenas contra essa droga. Adicionalmente, o
aumento dos niveis de Ca®" & observado apenas nos parasitos tratados com Aslll e
nao com Sblll (MEHTA; SHAHA, 2008). No entanto, o aumento dos niveis de Ca* ja
foi observado em Leishmania spp. em resposta a presenga de antiménio (MOREIRA
et al., 1996, MUKHERJEE et al., 2002, SUDHANDIRAN; SHAHA, 2003).

1.7 Mecanismos de Resisténcia de Leishmania spp. ao Antiménio

Assim como o modo de ag¢do do Sb em Leishmania spp., 0S mecanismos de
resisténcia sdo complexos, variados e envolvem diferentes vias moleculares no
parasito. Alguns mecanismos de resisténcia sao propostos, porém acredita-se que a
resisténcia ao Sb nao seja fruto de um uUnico mecanismo e sim da interacao de
varios deles, o que contribui para que a resisténcia em Leishmania spp. seja
multifatorial (KAUR; RAJPUT, 2014) (Figura 4). Além disso, os mecanismos de
resisténcia podem nao ser universais para todas as espécies de Leishmania.

A amplificacdo génica é uma estratégia utilizada por Leishmania spp. para
aumentar os niveis de determinado produto envolvido nos mecanismos de

resisténcia. A amplificagcdo do gene da mrpa, um transportador do tipo ABC, foi
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observada em diversos estudos com espécies de Leishmania resistentes ao Sb
(GRONDIN et al.,, 1997, MOREIRA et al., 2013). Esse transportador propicia a
retirada do Sb ligado a ti6is (complexo Sb-tiol) do ambiente intracelular para um
compartimento intravesicular préximo a bolsa flagelar que ainda nao foi descrito
(LEGARE et al., 2001). Em linhagens de L. guyanensis e L. amazonensis resistentes
ao Sblll, nao foi observada amplificacdo génica do gene mrpa, porém os transcritos
desse gene foram encontrados aumentados, assim como a expressao da
fosfoglicoproteina de membrana (do inglés Phosphoglycoprotein, Pgp) (MOREIRA et
al., 2013). Em outra linhagem de L. amazonensis, selecionada in vitro para
resisténcia ao Sblll, a amplificagcdo génica do gene mrpa foi observada (DO MONTE-
NETO et al., 2011). Outro mecanismo de resisténcia € a diminuicao da entrada de
Sblll no parasito associada a delecao do gene que codifica para a AQP1 (GOURBAL
et al., 2004). Em L. guyanensis resistente ao Sblll, o gene da aquagliceroporina 1
(agp1) foi deletado (MONTE-NETO et al., 2015). Redugao na expressao da proteina
de membrana AQP1 também foi observado em L. guyanensis e L. amazonensis
resistente ao Sblll (MOREIRA et al., 2013).

A reducao do SbV para a forma ativa da droga Sblll € necessaria, e, em L.
donovani resistente ao Sb, a reducdo de SbV em Sblll é deficiente, indicando a
diminuicdo da redugdo como um mecanismo de resisténcia ao Sb (SHAKED-
MISHAN et al., 2001).

Como o modo de agédo do Sb também inclui o disturbio no balango redox do
parasito devido ao aumento da producdo de ROS e a inibicdo da tripanotiona
redutase (WYLLIE et al., 2004), o aumento da expressao de enzimas e moléculas
envolvidas na defesa antioxidante do parasito € também considerado como
mecanismo de resisténcia ao Sb. O aumento dos niveis de tripanotiona, uma
molécula unica em tripanossomatideos envolvida na defesa antioxidante, foi
observada em diversos estudos com Leishmania spp. resistente ao Sb
(MUKHOPADHYAY et al., 1996; HAIMEUR et al., 2000; MANDAL et al., 2007;
MITTAL et al., 2007; MUKHOPADHYAY et al., 2011, RAI et al., 2013). Esse aumento
foi associado ao aumento da expressédo de algumas enzimas da via de sintese da
tripanotiona como a gama-glutamilcisteina sintetase (GCS) (GRONDIN et al., 1997,
TORRES et al., 2010), da ornitina decarboxilase (ODC) (HAIMEUR et al., 1999,
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SINGH et al.,, 2007) e da glutationa sintetase (GUIMOND et al., 2003). Outras
enzimas associadas ao metabolismo antioxidante, como a triparedoxina peroxidase,
enzima responsavel por hidrolisar as moléculas de peroxido de hidrogénio (H.0,) em
agua, foi encontrada superexpressa em L. braziliensis e L. infantum (sin. L. chagasi)
resistentes ao Sblll, e com os niveis de mMRNA aumentados em L. braziliensis
resistente ao Sblll (ANDRADE; MURTA, 2014). Analise protebmica mostrou que a
triparodoxina peroxidase também foi mais expressa nas linhagens de L. braziliensis
e L. infantum resistente ao Sblll (MATRANGOLO et al., 2013).

Outras enzimas que apresentam as mais diversas fungcbées em Leishmania
spp., como proteinas de choque térmico, Hsp 70, Hsp 83 e proteina de membrana
dos kinetoplastideos-11 (KMP11), foram associadas a resisténcia ao Sb (EL FADILI
et al., 2009, MATRANGOLO et al., 2013). Alteragcdes no metabolismo de parasitos
resistentes como a variagdo na composicao de lipidios, a diminuicado da expressao
de calcinerina, o aumento dos niveis glicoconjugados de superficie, entre outros,
foram observados (KAUR; RAJPUT, 2014). No entanto, foram poucos os estudos
que investigaram esses genes e moléculas associados a resisténcia.

O transportador de membrana ABCI4 pertence a familia dos transportadores
ABC de Leishmania e esta localizado nas membranas plasmaticas e mitocondriais
(LEPROHON et al., 2006). Esse transportador conferiu resisténcia ao antiménio em
L. major por intermediar a extrusdo desse metal conjugado a tripanotiona
(MANZANO et al., 2013)
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Figura 4 — Mecanismos de acgdo e resisténcia ao Sb em Leishmania spp. Em azul: indicados os
mecanismos de acdo do Sb em parasitos susceptiveis. Em vermelho: os principais mecanismos de
resisténcia adquiridos por Leishmania spp. ao Sb. Ativacido: a convesio de SbV em Sblll é inibida
nos parasitos resistentes. Diminuicdo da Absorgdo: diminuicdo da express&o de aquagliceroporina 1
(AQP1) reduz a absorcao de Sblll nos parasitos resistentes. Conjugacado e Sequestro: Niveis de tiois
aumentados (cisteina, glutationa (GSH) e ftripanotiona (T(SH),) e poliaminas) e a formagéo do
complexo antiménio-tiél (Sb-TS) que pode ser sequestrado pela MRPA ou para fora do parasito por
um transportador desconhecido. Fonte: Kaur; Rajput, 2014 (Modificado e Traduzido).

1.8 Via de Sintese e Redugao da Tripanotiona e Metabolismo Antioxidante

A tripanotiona &€ um ditiol sintetizado a partir da conjugacdo de duas
moléculas de glutationa e uma de espermidina (FAIRLAMB, 1985). E uma molécula
unica em tripanossomatideos e ocupa papel central no metabolismo antioxidante.
Inicialmente, as moléculas do sistema de defesa antioxidante, ja caracterizadas em
mamiferos, como a glutationa redutase e tioredoxina peroxidase, nado foram
encontradas em tripanossomatideos. A tripanotiona foi descoberta em 1985 por
Fairlamb e colaboradores (1985), sendo identificada como o principal tiol de baixa

massa molecular presente em tripanossomatideos (FAIRLAMB et al.,, 1985). Esse
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tiol atua juntamente com a tripanotiona redutase e a triparedoxina peroxidase, que
juntos, formam um eficiente sistema de defesa antioxidante nesse grupo de
organismos (MANTA et al., 2013).

O metabolismo antioxidante & essencial para a sobrevivéncia e também para a
diferenciacao de promastigota metaciclico para forma amastigota, que ocorre dentro
do vacuolo parasitéfago de macréfagos. O bom funcionamento dessa via é
essencial, uma vez que macréfagos induzem extresse oxidativo, pela liberacao de
ROS e espécies reativas de nitrogénio no vacuolo parasitéfago, como forma de
eliminar os parasitos (STAFFORD et al, 2002). Durante o processo de
diferenciacdo, uma das principais vias cujos genes sao modulados em nivel
transcricional e pés-transcricional é justamente a via da tripanotiona (MANTA et al.,
2013).

A via de sintese da tripanotiona é constituida por duas outras vias: a via de
sintese da glutationa, que origina a glutationa (GSH) e a via de sintese das
poliaminas, que gera a espermidina (Spd) (Figura 7). A via de sintese da glutationa é
semelhante aquela presente em mamiferos. Ela é composta por duas enzimas, a
Gama-Glutamilcisteina Sintetase (GCS) e a Glutationa Sintetase. A primeira, a GCS,
€ considerada a enzima limitante do processo uma vez que ela € inibida pelo
produto final da via a GSH. Sintese da GSH se inicia pela acdo da enzima GCS faz
a ligacao entre L-cisteina e L-glutamato para formar y-glutamilcisteina, em uma
reacdo dependente de ATP (MEISTER; ANDERSON, 1983). A ligacdo peptidica
entre essas duas moléculas é realizada através do grupo y-carboxil do L-glutamato.
Isso é importante na reciclagem da y-glutamilcisteina pela y-glutamiltranspeptidase,
proteina de membrana, que reconhece especificamente essa ligagdo. Assim, GSH é
resistente a degradacéo intracelular (LU, 2000). A y-glutamilcisteina € ligada a uma
molécula de L-glicina pela segunda enzima da via, a glutationa sintetase, dando
origem a GSH. A GSH é um tripeptideo, y-glutamilcisteinaglicina, que sera unida a
Spd para dar origem a tripanotiona (Figura 7) (MANTA et al., 2013).

Os produtos da via de sintese das poliaminas nos tripanossomatideos sao
diferentes dos obtidos da via apresentada nos mamiferos. Em tripanossomatideos,
apenas putrescina e espermidina sao sintetizados, e nao ha producao de espermina,

devido a auséncia da enzima espermina sintase (ILARI et al., 2015). A putrescina é
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sintetizada pela agcdo da ornitina decarboxilase (ODC) que catalisa a
decarboxilizacdo de L-ornitina. A S-adenosilmetionina decarboxilase atua na
decarboxilizacdo de S-adenosilmetionina em S-adenosilmetiona decarboxilada e um
grupo amino propil. Este grupo sera unido a putrescina pela espermidina sintase
para formar a Spd. Entre os tripanossomatideos parasitos, apenas T. brucei e
Leishmania spp. sao capazes de sintetizar putrescina. T. cruzi tem que obter a
putrescina de forma auxotrofica, uma vez que nao possui a enzima ODC (Figura 7)
(BIRKHOLTZ et al., 2011).

A tripanotiona (Figura 6) €& sintetizada por uma ligase monomérica
dependente de ATP, a Tripanotiona Sintetase (TryS), em uma reacao que acontece
em duas etapas. Na primeira, ha a juncao de uma molécula de GSH e uma de Spd,
formando o produto intermediario, glutationilespermidina. A segunda etapa consiste
na ligacao do intermediario da primeira reagao, a glutationilespermidina, com mais
uma molécula de glutationa. A TryS ainda possui um dominio amidase que catalisa a
hidrolise de T(SH), em GSH e Spd, sendo importante para manter a homeostase de
T(SH)2 (MANTA et al., 2013).

A tripanotiona é o mais poderoso agente redutor em tripanossomatideos
quando comparado aos outros tidis disponiveis (glutationilespermidina, GSH e
ovotiol) (KRAUTH-SIEGEL; COMINI, 2008). Essa molécula é oxidada e retorna a
sua forma reduzida pela acdo da flavoenzima Tripanotiona Redutase que usa uma
molécula de NADPH no processo (TAYLOR et al., 1994). Essa enzima realizada
funcao similar da glutationa redutase de mamiferos, no entanto, é especifica para
tripanotiona enquanto a de mamiferos para GSH (KRAUTH-SIEGEL; COMINI,
2008).
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Figura 5 — Estrutura quimica da tripanotiona na sua forma reduzida. As regiées marcadas indicam
nos circulos pretos com SH, os tidis. Em vermelho a parte correspondente a espermidina. Em preto
as partes correspondentes as moléculas de glutationa. Fonte: Krauth-Siegel e Comini, 2008
(Traduzido).

O poder de reducao da tripanotiona é utilizado como combustivel de varias
funcdes celulares como a neutralizacao de radicais, a redugao de biomoléculas e
diferentes tipos de dissulfidos em proteinas e compostos de baixo peso molecular,
entre outras (MANTA et al., 2013). Dessa forma, a tripanotiona atua como o principal
doador de elétrons para a redugao de metabdlitos oxidados como os envolvidos no
sistema de defesa antioxidante como as enzimas e moléculas relacionadas
funcionalmente: hidroascorbato (DHA)/ascorbato peroxidase (APx), triparedoxina
(TXN)/triparedoxina peroxidase (TXNPx), TXN/glutationa peroxidase-like A (GPxA),
glutationa oxidada (GSSG)/glutationa peroxidase-like B (GPxB). As moléculas DHA,
TXN e GSSG atuam como intermediarios que transferem os elétrons obtidos da
tripanotiona para as enzimas que detoxificam ROS e espécies reativas de nitrogénio:
a APx, a TXNPx, a GPxA e a GPxB (Figura 7).
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Figura 6 — Metabolismo da tripanotiona (T(SH),) de tripanossomatideos. T(SH), & sintetizada pela
Tripanotiona Sintetase (TryS) a partir de duas moléculas de glutationa (GSH) e uma de espermidina
(Spd). GSH ¢ sintetizada pela acao sequencial de Gama-Glutamilcisteina Sintetase (GCS), que liga o
glitamato (Glu) e cisteina (Cys) para produzir y-glutamilcisteina (cEC), e Glutationa Sintetase (GS),
que liga cEC e glicine (Gly) para produzir GSH. Seis moléculas de ATP s&o consumidas por mol de
T(SH), sintetizada. Spmd pode ser sintetizada de novo pela espermidina sintase (SpdS) a partir de
putrescina (Put) e S-adenosilmetionina descarboxilada (dAdoMet). dAdoMet é sintetizada a partir de
S-adenosilmetiona (AdoMet) pela S-adenosilmetionina descarboxilase (AdoMetDC). AdoMet é
sintetizada pela S-Adenosilmetionona Sintetase (AdoMetS). Em T. brucei e Leishmania, Put pode ser
sintetizada de novo pela Ornitina Decarboxilase (ODC); Leishmania também pode absorver Put do
meio usando transportadores de diamine. No sistema antioxidante, T(SH), atua como o principal
doador de elétrons para a reducdo de metabdlitos (dehidroascorbato, DHA; glutationa oxidada,
GSSG) e pequenos ditiéis protéicos (glutaredoxinas e triparedoxina (TXN), que transfere elétrons
para uma variedade de sistemas de enzimas antioxidantes tais como Ascorbato Peroxidase (Apx),
Triparedoxina Peroxidase (TXNPx), Glutationa Peroxidase-like A e B (GPxA and GPxB) e tiol-
transferase tripanotiona-glutationa (p52). Tripanotiona oxidada (TS;) é regenerada pela Tripanotione
Redutase (TR), consumindo NADPH. Asteriscos indicam enzimas que foram geneticamente
manipuladas em T. brucei e Leishmania. Fonte: OLIN-SANDOVAL et al., 2012 (Modificada).
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1.8.1 Ornitina Decarboxilase (ODC)

A ornitina decarboxilase é a primeira enzima reguladora da via das poliaminas
(COLOTI; ILARI, 2011). A suplementacao de putrescina e Spd inibiu a atividade de
ODC de L. donovani sem prejudicar o crescimento da cultura (MUKHOPADHYAY;
MADHUBALA, 1995), mostrando que os niveis de poliaminas podem regular a
atividade dessa enzima. No genoma de L. donovani, L. braziliensis e L. infantum a
ODC é encontrada em cépia Unica no cromossomo 12 (tritrypdb.org). A ODC de L.
major, L. donovani e L. infantum possue cerca de 90 % de similaridade, quando
comparadas entre si, enquanto a comparacdo da ODC e L. major e L. braziliensis
mostra apenas 70 % de similaridade entre elas (COLOTTI; ILARI, 2011).

A cristalizagdo da estrutura da ODC de humano mostrou que esta enzima é
dimérica, na qual cada dominio da regidao N-terminal é formado por um motivo
estrutural barril-ap e cada dominio da regido C-terminal forma uma folha-B, que é
muito semelhante a estrutura da ODC de T. brucei (ALMRUD et al., 2000). Os sitios
ativos se encontram na interface dos dimeros, entre o dominio N-terminal de um
mondmero e o dominio C-terminal do outro. Os residuos envolvidos na atividade
decarboxilase estdo no dominio N-terminal e os residuos que interagem com o
substrato no dominio C-terminal do outro dimero (KERN et al., 1999).

A ODC ¢é considerada uma enzima essencial em Leishmania spp. apesar
desses parasitos serem auxotréficos para poliaminas. Isso porque, na auséncia de
sintese de novo de poliaminas, apenas suplementacdo externa pode recuperar o
crescimento e a infectividade dos parasitos (BOITZ et al., 2009). A inibicdo de ODC
com o inibidor especifico DFMO foi capaz de inibir o crescimento de formas
promastigotas de L. donovani e de L. infantum. Quando usado in vivo o DFMO foi
capaz de reduzir os numeros de parasitos no figado e bago de camundongos
infectados com L. donovani e L. infantum, porém seu efeito foi limitado (BIRKHOLTZ
et al, 2011). Possivelmente, devido a localizacdo intracelular das formas
amastigotas de Leishmania spp., uma quantidade insuficiente de DFMO entrou em
contato com os parasitos, tornando o tratamento com esse inibidor ineficiente
(OLENYIK et al., 2011). Para T. brucei, o tratamento in vivo com DFMO foi efetivo ao
curar camundongos da infecdo (BACCHI et al., 1980). Desde 1990, o DFMO na
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forma de Eflornitina € usado no segundo estagio de tratamento de T. b. gambiense
(MALVY; CHAPPUIS, 2011). A efetividade desse inibidor contra T. brucei pode ser
explicado pelos seguintes fatores: 1) sendo o DFMO um inibidor irreversivel e o
turnover de ODC no parasito muito lento, a rapida reposicao da ODC em mamiferos
ndo confere os danos causados pelo inibidor no hospedeiro, 2) na corrente
sanguinea, local onde o parasito vive, ha pouca quantidade de poliaminas, tornando
a reposicao pela captacao insuficiente, 3) no sangue, os parasitos estao diretamente
expostos ao DFMO, diferentemente dos parasitos intracelulares, como a Leishmania
(BIKHOLTZ et al., 2011).

1.8.2 Gama-Glutamilcisteina Sintetase (GCS)

O gene da gama-glutamilcisteina sintetase responsavel pela sintese de gama-
glutamilcisteina €& encontrado em coépia Unica no genoma de L. tarentolae
(GRONDIN et al., 1997). No genoma de L. infantum a GCS também possui uma
cdpia e esta localizada na regiao subtelomérica do cromossomo 18 (MUKHERJEE et
al., 2009, 2011). A sequéncia codificadora desse gene para L. braziliensis M2904
(LbrM.18.1700) apresenta 2067 pb e 688 aminoacidos em sua sequéncia proteica
predita, dando origem a uma proteina de aproximadamente 78 kDa.
Funcionalmente, a GCS de T. cruzi juntamente com a tripanotiona sintetase, sao as
principais responsaveis pelo controle do fluxo da via de sintese da tripanotiona e do
nivel celular dessa molécula (OLIN-SANDOVAL et al.,, 2012). Essa enzima em T.
cruzi e T. brucei sao inibidas por glutationa (GSH), assim como a enzima correlata
de mamiferos (LUEDER; PHILLIPS, 1996, OLIN-SANDOVAL et al., 2012).

A estrutura de GCS em mamiferos consiste em uma subunidade catalitica
maior (70 kDa) e uma subunidade menor regulatéria (30 kDa). Funcionalmente, a
subunidade catalitica, mesmo separada da regulatéria, mantém toda a atividade
catalitica inclusive o efeito inibitério (feedback negativo) exercido por GSH. Ja a
subunidade regulatéria modula a atividade catalitica aumentando a afinidade por L-
glutamato e reduzindo a afinidade por GSH (LU, 2000). A GCS de T. brucei, nao
possui a subunidade regulatéria menor e também nao necessita dela para exibir

uma alta afinidade ao L-glutamato. No entanto, na sequéncia de aminoacidos de
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GCS de T. brucei ha uma insercao de 60 aminoacidos na posicao 242 que pode ser
a responsavel por exercer o papel regulatério da subunidade menor (LUEDER,;
PHILLIPS, 1996).

A GCS é um gene essencial em L. infantum, uma vez que todas as tentativas
em gerar um mutante nulo falharam (MUKHERJEE et al., 2009). A geracado desse
mutante so6 foi possivel com a adicao de uma coépia epissomal do gene. A delecao
de uma das copias além de reduzir pela metade os niveis de GSH e T(SH),, também
deixou linhagens de L. infantum mais sensiveis os estresse oxidativo causado por
H,0, e ao tratamento com SbV (MUKHERJEE et al., 2009). Em T. brucei, esse gene
também é essencial, visto que o silenciamento de GCS por RNAI, culminou na morte
dos parasitos entre quatro a seis dias apdés a inducdo. O silenciamento também
reduziu os niveis de GSH e T(SH), nesses parasitos (HUYNH et a., 2003). O fato da
inibicdo da expressao de GCS por nocaute e RNAI em L. infantum e T. brucei,
respectivamente, terem culminado na reducédo dos tidis dos parasitos, demonstra
que GCS é também uma das principais enzimas responsaveis tanto pelo controle do
fluxo da via quanto dos niveis de T(SH), intracelular nesses parasitos. Ainda nesses
parasitos, a adicdo de GSH no meio foi capaz de preveni-los da morte e também de
recuperar os niveis de T(SH), (HUYNH et a., 2003, MUKHERJEE et al., 2009). A
inibicado de GCS de L. donovani com o inibidor butionina sulfoximina (BSO) mostrou
uma reducao de 50 % na infectividade desses parasitos em macréfagos (KAPOOR
et al., 2000). O tratamento de T. brucei com BSO resultou na morte do parasito que
nao foi evitada pela adicdo de GSH, sugerindo que esse inibidor possui mais de um

alvo intracelular nesses parasitos (HUYNH et al., 2003).

1.8.3 Tripanotiona Sintetase (TryS)

A Tripanotiona Sintetase € uma enzima citosélica responsavel pela sintese da
tripanotiona (N",N8-bis(glutationil)spermidina) e do intermediario
glutationilespermidina  (MANTA et al.,, 2013). Essa enzima €& dunica em
tripanossomatideos, nado possuindo correspondente no genoma do hospedeiro
mamifero (ILARI et al., 2017). O gene da TryS se localiza no cromossomo 27. A
sequéncia codificadora desse gene para L. braziliensis M2904 (LbrM.27.2010)
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apresenta 1959 pb e 652 aminoacidos em sua sequéncia protéica predita, dando
origem a uma proteina de aproximadamente 74 kDa (tritrypdb.org). Em algumas
espécies de tripanossomatideos ainda ha outra enzima, a Glutationilespermidina
Sintetase (GspS), que é capaz de sintetizar o intermediario glutationilespermidina,
mas nao tripanotiona. A enzima GspS possui similaridade de sequencia de cerca 29
% com TryS (comparativo entre GspS e TryS de L. infantum) (SOUSA et al., 2014).
Ja comparacgdes entre sequéncias de TryS de tripanossomatideos demonstrou que a
TryS de L. major possui uma proximidade com Critidia fascilulata (89 % de
similaridade e 77 % de identidade), T. brucei e T. cruzi (ambos com
aproximadamente 72 % de similaridade e 57 % de identidade) (OZA et al., 2005). Ja
a TryS de L. infantum compartilha alta identidade com L. donovani (99,4 %), L. major
(78,5 %), C. fasciculata (61,1 %) e T. brucei (58,9 %) (SOUSA et al., 2014).

A estrutura cristalografica da TryS de L. major revelou dois dominios
cataliticos: o dominio N-terminal que € um dominio amidase, similar a uma cisteino
protease classica, e o dominio C-terminal, que € um dominio sintetase com sitio
para ligacdo de ATP (FYFE et al., 2008). A modelagem de substratos em cada um
dos dois dominios cataliticos demonstrou que a TryS pode catalizar quarto reag¢des
diferentes, atuando, desta forma, como: glutationilespermidina sintetase,
glutationilespermidina amidase, tripanotiona sintetase e tripanotiona amidase (FYFE
et al., 2008).

A sintese de tripanotiona € realizada em duas etapas: primeiramente ha a
producao do intermediario glutationilespermidina, que consiste em uma molécula de
GSH ligada a uma Spem, e em seguida, a esse composto intermediario, &
adicionado outra GSH e a formacgao da T(SH), é concluida (MANTA et al., 2013).
Como ja descrito, a regulagdo da sintese e da concentracado da tripanotiona, é
realizada principalmente por GCS e TryS, nessa ordem de importancia, que
possuem coeficientes de controle de 0,58-0,7 e 0,49-0,58, respectivamente (OLIN-
SANDOVAL et al.,, 2012). Essas duas enzimas ainda s&o responsaveis pela

diminuicdo dos niveis de tripanotiona quando ha inibicdo de TryS em 63 %, ou

ainda, a inibicado de 50 % da atividade GCS e de TryS simultaneamente (OLIN-
SANDOVAL et al., 2012).
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Além de sua importante fungédo regulatéria, TryS é também uma enzima
essencial para a sobrevivéncia de Leishmania spp. Isso porque, a tentativa de gerar
um parasito com duplo nocaute para TryS em L. infantum sé foi possivel com a
complementagdo de uma cépia extracromossomal deste gene (SOUSA et al., 2014).
Em contraste, a delecédo dos dois alelos de GspS n&o gerou nenhum efeito negativo
no crescimento de formas promastigotas e amastigotas de L. infantum (SOUSA et
al., 2014). A inibicdo de TryS por meio de RNA de interferéncia (RNAi) também
demonstrou a essencialidade desse gene na viabilidade em T. brucei (COMINI et al.,
2004).

Todas as caracteristicas de TryS apresentadas, ou seja, estar presente
unicamente em tripanossomatideos; ser codificada por um Unico gene no genoma;
ser essencial; ser expressa em baixa abundancia e nao possuir by-pass alternativo,
tornam TryS um dos melhores alvos para o desenvolvimento de drogas da via de
biossintese da tripanotiona (ILARI et al., 2017). Nesse sentido, varios estudos
tentam buscar inibidores para a TryS que sejam eficientes e funcionais nas TryS das
varias espécies de tripanossomatideos (TORRIE et al., 2009, BENITEZ et al., 2016).

1.8.4 Tripanotiona Redutase (TR)

A flavoenzima oxiredutase Tripanotiona Redutase (TR) atua de forma a
retornar a tripanotiona que foi oxidada nos processos de detoxificacdo de ROS para
a sua forma reduzida utilizando NADPH como fonte de elétrons (MANTA et al.,
2013). Essa enzima nao possui correspondente no genoma de mamiferos e o
sistema Tripanotiona/TR presente em tripanossomatideos €& substituido por
GSH/glutationa redutase (GR) no hospedeiro humano (ILARI et al.,, 2017). Em
termos de sequéncia, TR de T. congolense compartilha 38 e 41 % de similaridade de
sequéncia com GR de E. coli e humano, respectivamente (SHAMES et al., 1988). A
similaridade da sequéncia obtida entre as TRs nos tripanossomatideos € bem alta,
estando entre 65 e 100 % (ILARI et al., 2017). Por exemplo, a sequéncia de TR de L.
donovani compartilha similaridade de 76 % com C. fasciculata, 67 % com T. cruzi, T.

congolense e T. brucei onde os residuos que reconhecem NADPH e FAD, e os
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residuos do sitio catalitico (aminoacidos 47-67) envolvidos na transferéncia de
elétrons de TR para tripanotiona estavam completamente conservados (TAYLOR et
al., 1994).

A TR de L. braziliensis (LbrM.05.0350) esta localizada no cromossomo 5 em
cdpia unica no genoma (tritrypdb.org). Nesta mesma espécie, o gene da TR possui
1.476 pb e proteina predita com 491 aminoacido e cerca de 53 kDa de massa
molecular. TR é considerada uma enzima essencial em L. donovani, uma vez que a
tentativa de deletar os dois alelos desse gene nao foi possivel porque uma terceira
cépia de TR era gerada como resultado de rearranjos genéticos envolvendo a
translocacao de uma regiao génica contendo a regido codificante de TR para um
outro cromossomo (DUMAS et al., 1997).

A estrutura de TR ativa &€ homodimérica (FAIRLAMB; CERAMI, 1992,
BAIOCCO et al., 2009) e cada monémero é composto por trés dominios, sendo eles,
um dominio de ligacao a FAD (residuos 1-160 e 289-360), um dominio de ligacao a
NADPH (residuos 161-289) e um dominio de interface (residuos 361-488). O sitio de
ligagao a tripanotiona é muito grande e coberto por residuos nao-polares em sua
maioria (BAIOCOO et al., 2009).

A reacao de reducado da tripanotiona oxidada se inicia apdés a ligacao de
NADPH, onde acontece a transferéncia dos elétrons a FAD e a redugdo dos
residuos da ponte dissulfero formado entre as cisteinas 52 e 57 (Cys-52-Cys-57). A
reducdo desses residuos ocorre pela formacdo de uma transferéncia de carga
transiente entre a flavina e o tiolato Cys-57. Em seguida, ap6s a entrada da
tripanotiona oxidada no sitio ativo de TR, Cys-52 que esta deprotonada pelo par
His461’-Glu466’, ataca nucleofilicamente a ponte dissulfeto na tripanotiona oxidada,
formando com ela um dissulfeto misto, que é resolvido pelo ataque de Cys-57 a Cys-
52. Por fim, a ponte dissulfeto Cys-57-Cys52 & novamente formada e a tripanotiona
reduzida é liberada (ILARI et al., 2017).

O Sblll, forma ativa do antimdnio contra Leishmania, descrito anteriormente, é
capaz de inibir TR (CUNNINGHAM; FAIRLAMB, 1995). A estrutura cristalizada de
TR complexada com Sblll, demonstrou que a inibicao de TR pelo Sblll ocorre
porque Sblll se liga ao sitio catalitico interrompe a ligacdo que ocorre entre a

His461’, os residuos Cys57-Cys52 e os atomos oxidados da tripanotiona oxidada,
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impedindo, desta forma a reducado da tripanotiona oxidada (BAIOCCO et al., 2009).
Outros metais, tais como, prata (Ag(l)) e ouro (Au(l)) também sao capazes de formar
complexos com TR em um mecanismo similar ao descrito para o Sblll (BAIOCCO et
al., 2011; ILARI et al., 2012).

Assim como a TryS, TR por ser uma enzima Unica em tripanossomatideos,
sem correspondente em humanos e por ter a fungdo essencial e insubstituivel,
também torna essa enzima um bom alvo para o desenvolvimento de drogas contra
as Leishmanioses. Varios inibidores de TR, pertencentes a diferentes classes e
atuando de diferentes formas na inibicdo dessa enzima, ja foram descritos. Porém,
somente um pequeno numero desses compostos descritos conseguem atingir a
inibicdo em concentragcdes submicromolares e de forma constante (ILARI et al.,
2017).

Todos os estudos realizados com as enzimas envolvidas no metabolismo
antioxidante de Leishmania spp. comprovam a importancia dessas enzimas para a
manutencao do equilibrio Redox desses parasitos. Além disso, as enzimas foco
desse estudo, ODC, GCS, TryS e TR foram associadas a resisténcia ao antimdnio
em varias linhagens de Leishmania spp., principalmente em espécies do Velho
Mundo. Assim, o envolvimento dessas enzimas na resisténcia ao antiménio precisa
ser melhor elucidado nas espécies de Leishmania do Novo Mundo. Outro ponto a
ser elucidado é como a superexpressao de TryS e TR de Leishmania spp pode
interferir e modular a expressao de enzimas da defesa antioxidande e enzimas da

via de sintese de tripanotiona.
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2 Justificativa

Apesar do tratamento das Leishmanioses com o antimdnio ser eficaz, ele é
extremamente téxico para os pacientes causando varios efeitos colaterais. Outro
fator que é preocupante séo os emergentes casos de resisténcia a esse farmaco. A
resisténcia ao tratamento com o antiménio tem sido relacionada a modificagdo da
expressao génica, até mesmo amplificacdo e delecdo dos genes de alguns
transportadores de membrana e também de proteinas e moléculas do metabolismo
antioxidante de Leishmania spp. Algumas dessas protéinas com expressao
modificada sdo enzimas da via de sintese e da redugéo da tripanotiona, que é a
principal molécula da defesa antioxidante desses parasitos. Além do papel central no
metabolismo do parasito, a tripanotiona é alvo da acao do antiménio e € comumente
encontrada em niveis aumentados nos parasitos resistentes a esse farmaco.
Estudos em espécies de Leishmania resistentes ao antiménio mostraram que a
Ornitina Decarboxilase (ODC), a Gama-glutamilcisteina Sintetase (GCS),
Tripanotiona Sintetase (TryS) e Tripanotiona Redutase (TR), enzimas foco desse
estudo, estao associadas ao fenétipo de resisténcia nesses parasitos. No entanto, a
maioria dos estudos foi realizada com espécies de Leishmania do Velho Mundo e
pouco se sabe a respeito da resisténcia nas espécies predominantes no Novo
Mundo. Além da participagao dessas enzimas na resisténcia ao antiménio, elas sao
metabolicamente importantes para a sobrevivéncia e viruléncia de Leishmania spp.
nos hospedeiros vertebrados. Dessa forma, o estudo de ODC, GCS, TryS e TR em
espécies do Novo Mundo pode elucidar a importancia dessas enzimas esses
parasitos e assim, fornecendo dados que confirmem se realmente elas sdo bons
alvos moleculares para a busca de novas drogas. O entendimento da participacao
nessas enzimas na resisténcia e suas relacdes de expressao e regulacado pode
também possibilitar a elaboracdo de estratégias para contornar a resisténcia ao
antimdénio, uma vez que esse medicamento continua a ser a droga de primeira

escolha na maioria dos paises onde a Leishmaniose esta presente.
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3 Objetivos

3.10bjetivo Geral

Avaliar a influéncia da superexpressado das enzimas Ornitina Decarboxilase
(ODC), Gama-Glutamilcisteina Sintetase (GCS), Tripanotiona Sintetase (TryS) e
Tripanotiona Redutase (TR) no fenétipo de resisténcia ao Sblll em Leishmania spp.

3.2 Objetivos Especificos

I.  Verificar os niveis de expressao de ODC, GCS, TryS e TR nas linhagens
de L. guyanensis, L. braziliensis, L. amazonensis e L. infantum (sin. L. chagasi)
selvagens e resistentes ao Sblll;

II.  Clonar a sequéncia codificante dos genes odc, gcs, trys e tr em vetor de
expressao plR1-BSD;

. Obter clones transfectados com os genes odc, gcs, ftrys e fr,
separadamente, em L. guyanensis, L. braziliensis e L. infantum;

V. Avaliar os niveis de expressado das enzimas ODC, GCS, TryS e TR nos
parasitos selvagens e transfectados;

V.  Analisar a susceptibilidade dos parasitos selvagens e transfectados com
0s genes odc, gcs, trys e tr ao antiménio trivalente (Sblll);

VI. Avaliar o efeito de DFMO e BSO, inibidores especificos de ODC e GCS,
respectivamente, no crescimento das linhagens selvagens e transfectadas com odc
e gcs de L. guyanensis e L. infantum;

VIl.  Verificar o efeito da inibicao farmacolégica de ODC e GCS no fenétipo de
resisténcia ao Sblll de linhagens de L. guyanensis selvagem e transfectada com odc
e gcs;

VIIl.  Analisar o perfil de expressdo de enzimas da via de sintese e redugao da
tripanotiona e da via antioxidante em amostras de L. braziliensis e L. infantum (sin.

L. chagasi) selvagens e superexpressoras de TryS e TR.
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4 Métodos

4.1 Obtencao das linhagens de Leishmania spp. e cultivo dos parasitos

Foram utilizadas quatro espécies de Leishmania selvagens e resistentes ao
antiménio trivalente: L. (V.) guyanensis (IUMB/BR/85/M9945), L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/75/2904), L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) e L. (L). infantum (sin.
L. chagasi) (MHOM/BR/74/PP75) (Tabela 2). As linhagens resistentes foram
previamente obtidas por selecao in vitro por pressao continua e crescente de Sblll
(LIARTE; MURTA, 2010). Os parasitos apresentaram indices de resisténcia de 4 a
20 vezes maior comparado aos seus respectivos pares sensiveis. Formas
promastigotas dessas espécies de Leishmania foram cultivadas a 26 °C em meio
M199 (Gibco) suplementado com 40 mM HEPES pH 7.4; 1 pg/mL biotina; 5 pg/mL
hemina; 2 ug/mL biopterina; 2 mM L-glutamina; 500 U penicilina; 50 pg/mL
estreptomicina e 10 % (v/v) de soro fetal bovino inativado. Todos os experimentos
foram realizados com os parasitos em fase exponencial de crescimento. Para a
contagem do numero de parasitos, os mesmos foram diluidos em Isoton Il Diluent
(Beckman Coulter™) e a contagem realizada em contador de particulas Z1 Coulter®
Particle Counter (Beckman Coulter™). A manutencao da cultura foi realizada através

de 2-3 repiques semanais com indculos médios de 1 x 10° parasitos/mL.

Tabela 2 - Susceptibilidade das linhagens de Leishmania selvagens e resistentes ao Sblll obtidas por
Liarte e Murta (2010).

. IC50+IC (uM) IC50+IC (UM) indice de
Espécie Cepa L
Linhagem Selvagem Linhagem Resistente  Resisténcia
L. (V.) guyanensis  \B/BR/85/M9945 0,09 + 0,04 1,64 +0,14 19
L. (V.) braziliensis ~ MHOM/BR/75/2904 0,15+ 0,15 3,040,113 20
L. (L) amazonensis  IFLA/BR/67/PH8 0,28 £+ 0,15 1,71 £ 0,11 6

L. (L.) infantum (sin.
MHOM/BR/74/PP75 0,33 + 0,09 1,40 + 0,04 4
L. chagasi)




68

4.2 Extracao de DNA gendomico

O DNA das formas promastigotas de Leishmania spp. foi extraido pelo
método fenol:cloroférmio, conforme descrito por Sambrook e Russel (2001). As
culturas de parasitos em fase exponencial de crescimento foram centrifugadas a 728
xg por 10 min a 4 °C e lavadas em PBS [NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na;HPO, 10
mM, KH,PO4 1,8 mM]. Os sedimentos contendo aproximadamente 2 x 10 parasitos
foram ressuspendidos em tampéao de extragcao [10 mM Tris-HCI; 25 mM EDTA, 150
mM NaCl e 0,5% SDS, pH 8,0] em um volume igual ao volume do sedimento. Em
seguida, foram adicionados a amostra 20 ug/mL de RNAse e elas foram incubadas
por 2 h a 37 °C. Posteriormente, Proteinase K (0,1 mg/mL) foi adicionada nas
amostras e elas foram incubadas por mais 1 h a 37 °C. Apés centrifugacao, a fase
aquosa foi transferida para novo tubo contendo 1/2 volume de Fenol e 1/2 volume de
cloroférmio-alcool Isoamilico (24:1). As amostras foram homogeniezadas e
centrifugadas. A fase aquosa foi transferida para novo tubo contendo acetato de
sédio 3 M, pH 5,2 (1/10 do volume) e 2,5 vezes o volume de etanol a precipitacao do
DNA foi realizada a 4 °C por 1 h. Posteriormente, o DNA foi lavado com etanol 70 %
e ressuspendido em agua livre de DNAse e RNAse. A concentracao de DNA foi
determinada por leitura em espectrofotbmetro Nanodrop (ND - 100

Spectrophotometer V 3.2). O DNA foi armazenado a 4 °C.

4.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction -
PCR)

A reacao da Cadeia da Polimerase foi utilizada para a amplificacéo da regiao
codificante completa dos genes odc, gcs, frys e fr, que correspondem aos
fragmentos de 1911, 2067, 1959 e 1457 pb, respectivamente. Esses genes
amplificados foram usados para a clonagem, em vetor comercial p-GEM T-easy e

em vetor de expressao em Leishmania pIR1-BSD, e nos ensaios de transfeccao em
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Leishmania spp. As sequéncias dos iniciadores utilizados neste estudo estao

descritas na Tabela 3.

Tabela 3 — Iniciadores usados na clonagem, no sequenciamento e na selegdo dos clones
transfectados com o marcador molecular que confere resisténcia a blasticidina (BSD).
Tamanho do
Gene Iniciadores Sequéncia dos iniciadores fras(mr)nto
p
ODC.C - Fw 5-TAGATCTCCACCATGATGAAGATGGTTACCGCC-3 1911
Ornitina
Decarboxilase | ODC.C-Rv 5-TTAGATCTCTATAAGGCAATAGAGCTCACC-3’
L. bl\fllazzg(")insis ODC.P-FW 5-CAGTCTGTCGTGCCGATGGA-3'
ODC.P - FW 5-CGTTCAGCAGGAGAAGCGTC-3’
Gama- GCS.C-Fw 5- TGGATCCCCACCATGGGTCTCTTGACAACTGG -3 0067
Glutamilcisteina | GCS.C-Rv | 5- ATGGATCCTTATGCGCTGCTCTCCTGTTTCTCAGC -3’
Sintetase
L. braziliensis GCS.P -Fw 5-GGTCAGCCACCCGTGTATCTA-3
M2904 GCS.P - Rv 5-GAGCTGGTCGTACACGTAGCG-3
TryS.C - Fw 5"-TAGATCTCCACCATGCCGTCTTTGGAACAC-3
Tripanotiona ) ] 1959
Sintetase TryS.C -Rv 5-TTAGATCTCCACCATGTCGTCTCTGCCGCG-3
L. ‘KZZ;”SZS"S TryS.P - Fw 5-ATCATCGATGATATTAACGTGGACG-3’
TryS.P - Rv 5-CCTCCCGGGCGGCATAATAG-3’
TryS.C - Fw 5-TAGATCTCCACCATGTCGTCTCTGCCGCG-3
Tripanotiona . . 1959
Sintetase TryS.C - Rv 5-TTAGATCTCCACCATGTCGTCTCTGCCGCG-3
L'jﬁ@ﬁgm TryS.P - Fw 5-TCGATGACATTGACGCGGACG-3'
TryS.P - Rv 5-TTCCAGTTCTCGCCCCGCTC-3&
TR.C - Fw 5"-TAGATCTCCACCATGCCCCGCGCGTACGACCT-3"
Tripanotiona : ] 1457
Redutase TR.C-Rv 5- TTAGATCTTCCAAATTACAGCTGAGTT-3
L. %azgiggsis TR.P - Fw 5-ATCTCGAGGTGCGCAAGAGCCTG-3’
TR.P -Rv 5°-TCGCCTCCAGCTGTTTCAT-3"
Resisténciaa | BSD-Fw 3-ATGGCCAAGCCTTTGTCTCA-3' 29
Blasticidina BSD — Rv 5-TTAGCCCTCCCACACATAACCAGAG-3'

Fw — Iniciador “forward” senso 5'.
Rv — Iniciador “reverse” antisenso 3’ (reverso e complementar).

Gene.C — Sequéncia Completa do gene (usado na clonagem, sequenciamento e selecéo de clones).

Gene.P — Sequéncia Parcial (usado para o sequenciamento).

Sequéncia sublinhada: AGATCT: sitio de restricdo de Bglll; GGATCC: sitio de restricado de BamHl.

Sequéncia negrito: CCACC: sequéncia de Kozak.
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Os iniciadores (Tabela 3) foram obtidos a partir da sequéncia nucleotidica
completa dos genes odc (LbrM.12.0300), gcs (LbrM.18.1700), trys (LbrM.27.2010) e
tr (LbrM.05.0350) de L. braziliensis M2904 e sequéncia de trys (Lind.27.1770) de L.
infantum JPCM5, obtidas de banco de dados (tritrypdb.org). As sequéncias dos
iniciadores dos genes completo (sequéncia codificante) foi adicionado, em suas
extremidades 5’, sequéncias correspondentes a enzima de restricao (indicadas por
sublinhado) BamHI (GGATCC) para iniciadores do gene gcs e Bglll (AGATCT) para
os iniciadores dos genes odc, frys e tr. Essas enzimas de restricido foram utilizadas
nos processos de clonagem e subclonagem (itens 4.6 e 4.8). A sequencia dos
iniciadores da regido senso (Fw) que foram utilizadas para amplificar o gene
completo de odc, gcs, trys e tr, foi adicionada a sequéncia de Kozak (CCACC),
importante para o inicio do processo de tradugdo nos parasitos transfectados
(KOZAK, 1990). As reacdes de PCR foram realizadas utilizando o Kit PCR Supermix
High Fidelity (INVITROGEN) de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante.
Resumidamente, a 9 uL do tampao de reacao [22 U/ml DNA polimerase misturados
em 66 mM Tris-SO4 (pH 9,1 a 25 °C), 19,8 mM (NH,4)2SO4, 2,2 mM MgSO,4, 220 uM
dNTP] foi adicionado 1 yL (10 pmoles) de cada um dos iniciadores e de 10-100 ng
de DNA genémico de Leishmania spp., extraido conforme descrito no item 4.2.

As reacbes foram realizadas no termociclador Veriti (Apllied Biosystems). O
programa de amplificacdo foi realizado conforme orientagcbes descritas pelo
fabricante, com excecdo da etapa de anelamento que foi ajustada para cada
conjunto de iniciador utilizado. Para a amplificacdo da sequéncia codificante
completa do gene odc, o programa utilizado foi: desnaturacdo a 94 °C por 5 min, 30
ciclos de amplificagado correspondendo: desnaturagéo 94 °C por 60 seg; anelamento
55 °C por 30 seg e extensdo 72 °C por 130 seg, e, ap6s os ciclos, o passo final de
extensao final de 72 °C por 5 min. Para a amplificacdo da sequéncia codificante
completa do gene gcs, o programa utilizado foi: desnaturacéo inicial de 94 °C por 5
min; 30 ciclos de amplificacdo compreendendo: desnaturacao 94 °C por 30 seg,
anelamento 60 °C por 2 min e extensdo a 72 °C por 120 seg e, apds os ciclos, a
extensao final a 72 °C por 5 min. Para a amplificacdo da sequéncia codificante
completa do gene frys, o programa utilizado foi: desnaturagao inicial a 94 °C por 2

min; 30 ciclos de amplificacao (desnaturacéo a 94 °C por 30 seg, anelamento 61°C
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por 30 seg e extensado a 72 °C por 120 seg) e extensao final a 72 °C por 5 min. Para
a amplificacdo da sequéncia codificante completa do gene tr, o programa utilizado
foi: desnaturacao inicial a 94 °C por 2 min; 30 ciclos de amplificacdo (desnaturacéo a
94 °C por 30 seg, anelamento 61 °C por 30 seg e extensédo a 72 °C por 90 seg) e
extensdo final a 72 °C por 5 min. Os produtos amplificados na PCR foram

armazenados a 4 °C até o uso.

4.4 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Para a analise do resultado da PCR, o DNA foi separado por eletroforese em
gel de agarose 1 % (p/v). Inicialmente a agarose foi fundida em tampao de corrida
TBE 1 X [9 mM de Tris, 2 mM de EDTA, 9 mM de acido bdérico] por aguecimento em
forno de microondas e a solugao resfriada foi colocada ao suporte de eletroforese
horizontal até sua polimerizacdo. Para a eletroforese, foi adicionado nas amostras
tampao de amostra 1 X contendo o intercalante de DNA GelRed® como fluoréforo.
O padrao de tamanho molecular de 1 kb DNA Ladder PLUS (INVITROGEN) foi
aplicado em cada corrida a concentracéo de 0,5 ug por canaleta. A visualizagéo das
bandas por fluorescéncia foi analisada no equipamento ImageQuant LAS 4000 (GE

Healthcare).

4.5 Purificagao do produto de PCR do gel de agarose

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR (item 4.3) foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose (item 4.4) e purificados usando o Kit QIAquick Gel
Extraction, de acordo com o protocolo do fabricante (QIAGEN). Resumidamente, o
fragmento de gel contendo o produto de PCR foi excisado do gel, colocado em um
tubo e entédo dissolvido em tampao QG aquecendo por 10 min a 50 °C. A mistura
contendo agarose e o produto de PCR foi entdo passada em coluna de silica por
centrifugacéao a 12.000 x g por 10 min. O produto de PCR aderido a coluna foi entéao

lavado com tampéo PE, que contém 80 % de volume de etanol, e em seguida, a
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coluna foi centrifugada a 12.000 x g por 1 min. Ao final, o DNA foi eluido em agua
livre de DNAse e RNAse. A concentracdo de DNA total foi determinada por

espectofotdmetro Nanodrop (ND — 1000 spectrophotometer V 3.2).

4.6 Preparacao de Células Calcio-Competentes

As bactérias Escherichia coli da linhagem TOP 10F’ foram preparadas para a
transformacao por choque térmico. Primeiramente, foi preparado um pré-inéculo, no
qual 50 uL das bactérias foram colocados em 5 mL de meio liquido Luria-Bertani
(LB) por 12h — 16 h a 37 °C, sob agitacdo a 200 RPM. Posteriormente, 1 mL do pré-
in6culo foi transferido para 100 mL de LB e submetido a agitagcdo constante a 200
RPM, até atingir a densidade 6ptica (OD) entre 0,4 e 0,6 na absorbancia de 600 nm,
gue acontece em aproximadamente 2 h de incubacao. Atingido este crescimento, as
bactérias foram incubadas no gelo por 10 min e, posteriormente, centrifugadas a
4.170 x g a 4 °C por 10 min. O sedimento foi ressuspendido em 50 mL de solugéo de
cloreto de calcio (100 mM CaCl;, 10 mM HEPES, pH 7,0) para lavagem e, em
seguida, centrifugado a 4.170 x g por 15 min. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspendido e lavado novamente com a solugcéao de cloreto de calcio,
seguido de centrifugacéo por 15 min. O sedimento foi novamente ressuspendidas
em 1 mL solugdo de cloreto de calcio contendo glicerol 10 %. As células foram

aliquotadas (60 pL/tubo) e armazenadas a -70 °C até o uso.

4.7 Clonagem em Vetor pGEM®-T Easy

Os genes purificados conforme descrito no item 4.5 foram inicialmente
submetidos a reacao de “TA-failing”. Essa reagao consiste em adicionar adeninas
nas extremidades 5 do gene previamente amplificado. Para 10 yL de reacéo, foi
adicionado 1 yL do tampao 10 X [200 mM Tris-HCI pH 8,4; 500 mM KCI], 15 mM
MgCl,, 2 mM de dATP, 6 pL do produto de PCR e 1 pL (5 U/ul) de TagPolymerase
(INVITROGEN). A reacao foi realizada a 70 °C por 30 min. Ap6s essa reacao os
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genes foram ligados em plasmideo de clonagem pGEM®-T Easy de acordo com o
protocolo do fabricante (PROMEGA). Resumidamente, em um tubo foram
adicionado 5 L do tampao 2 x, 3 pL do produto de PCR purificado, 1 yL da enzima
T4 DNA ligase e 1 uL do vetor de clonagem pGEM®-T Easy (50 ng) e a reagéo de
ligacdo permaneceu em temperatura ambiente por 1 h.

O plasmideo ja ligado a sequéncia alvo foi utilizado para transformacao em
bactérias calcio-competentes (item 4.6) por choque térmico. Para isso, uma aliquota
de 8 pL da reacgao de ligacao do gene ao vetor pPGEM®-T Easy foi incubada com as
células competentes por 30 min em gelo. Posteriormente, a amostra foi aquecida a
42 °C por 45 seg para o choque térmico. Em seguida, as amostras foram incubadas
em gelo por 2 min, e entao transferidos para 1 mL de meio LB sob agitacao (200
RPM) por 1 h a 37 °C. Ap6s esse tempo, as bactérias transformadas foram
centrifugadas a 12.000 x g por 30 seg, e o sedimento ressuspendido em 100 uL de
LB e plaqueado em meio LB sélido contendo 100 ug/mL de Ampicilina (AMP), 4 pL
de IPTG (Isopropylthio-B-D-Galactoside, 1 mM) e 40 pyL de X-Gal (5-Bromo-4-
Chloro-3-Indolyl-B-Galactosideo, 50 mg/mL). Apés incubacdo a 37 °C por 14 h, as
colénias brancas foram selecionadas e submetidas a PCR para confirmar a
presenca do gene de interesse, conforme descrito no item 4.3. As col6nias positivas
foram crescidas em meio LB com ampicilina (100 uyg/mL) durante 14 h e os
plasmideos foram purificados usando o Kit Miniprep (QIAGEN) de acordo com o
protocolo descrito pelo fabricante. Resumidamente, ao sedimento de bactérias foi
adicionado o tampao de ressuspensao e, em seguida, adicionado o tampao de lise.
Apo6s a homogeneizacao foi adicionado a amostra o tampao de neutralizagcdo. Em
seguida, a amostra foi centrifugada a 17,900 x g por 10 min. Posteriormente, o
sobrenadante foi passado em coluna de silica e novamente centrifugado nas
condi¢des previamente descritas. A coluna contendo os plasmideos acoplados foi
lavada e o DNA plasmidial foi eluido em agua livre de DNAse e RNAse. O plasmideo
purificado foi quantificado em espectrofotdbmetro Nanodrop (ND - 1000
spectrophotometer V 3.2). O plasmideo foi entdo submetido a digestdo com enzimas
de restricdo para a confirmagcdo da clonagem. A enzima BamHI (New England
BioLabs) foi usada para verificar a correta clonagem com o gene gcs no plasmideo e

a enzima de restricdo Bglll (New England BiolLabs) utilizada para verificar a
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clonagem com os genes odc, frys e tr. As col6nias positivas foram crescidas e

criopreservadas em glicerol 25 % e armazenadas em freezer -70 °C.

4.8 Sequenciamento

O sequenciamento dos plasmideos clonados com a sequéncia dos genes
utilizados nesse estudo (genes odc, gcs, trys e tr) foi realizado com o objetivo de
verificar a correta sequéncia nucleotidica do gene. Quatro clones de cada gene
foram sequenciados usando os iniciadores indicados na Tabela 3 e também os
iniciadores universais senso e antisenso M13 (reconhecem o plasmideo pGEMT-
easy). Os plasmideos purificados das col6nias selecionadas foram submetidos a
reacdo de sequenciamento realizada pela Plataforma de Sequenciamento do René
Rachou, pertencente a Rede de Plataformas Tecnolégicas do Centro de Pesquisas
René Rachou (PDTIS - CPgRR). O sequenciamento foi realizado pelo método de
Sanger (1975) utilizando o plasmideo contendo o gene gcs em equipamento ABI
3730 DNA Analyzer seguindo as orientagées do fabricante. Resumidamente, na
reacdo de sequenciamento foi adicionado entre 25 a 50 ng do plasmideo clonado
com um dos genes desse estudo, o tampao de reacao do kit BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing, 3,2, 5 pmol do iniciador, BigDye Terminator Cycle
Sequencing Standard (Applied Biosystems) e agua livre de DNAse e RNAse nos
volumes indicados pelo fabricante. O programa utilizado foi temperatura inicial de 96
° C por 1 min, alternando 35 ciclos de desnaturagcao a 96 °C por 15 seg, anelamento
em temperaturas crescentes a partir de 50 °C aumentando 1 °C por seg, seguido por
passo de extensdo a 60 °C por 4 min. Para a analise dos sequenciamentos foram
usados “softwares” livres ou ferramentas “online” de acesso gratuito: FlinchTV 1.4.0
(Geospiza) para visualizagdo dos picos, e exportacdo das sequencias em formato
FASTA, a ferramenta online BLAST - Basic Local Aligment Search Tool
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para busca rapida da sequencia correlata,
BioEdit para geragcdo da sequéncia consenso, o ExPASY Translate Tool
(http://web.expasy.org/translate/) para obter a sequéncia de aminoacidos das coldnia

sequenciadas a partir da sequéncia nucleotidica consenso obtida e, por fim, o
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MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) para o alinhamento multiplo das
sequéncias consenco contra as sequéncia referéncias depositadas no banco de
dados (tritrypdb.org). Foram utilizadas como sequéncia referéncia sequéncias de
odc de L. braziliensis M2904 (LbrM.12.0300) e L. panamensis L13
(LPAL13_120007700), e para analise de gcs sequéncias referéncia também de L.
braziliensis M2904 (LbrM.18.1700) e L. panamensis L13 (LPAL13_180019700)
foram utilizadas. As sequéncias referéncias para analisar o sequenciamento de trys
foram as sequéncias de L. braziliensis M2904 (LbrM.27.2010) e L. infantum JPCM5
(Lind.27.1770) e, para a analise do sequenciamento de fr, a sequéncia referéncia de
L. braziliensis M2904 (LbrM.05.0350) foi utilizada.

4.9 Subclonagem dos genes odc, gcs, trys e tr em Vetor de Expressao
pIR1-BSD

O vetor de transfeccao plR1-BSD foi gentiimente cedido pelo Dr. Stephen
Beverley (Washington University — EUA). Esse vetor de transfecgdo contém o gene
responsavel por conferir resisténcia a Blasticidina (BSD), que é a droga utilizada
para a selecao de parasitos transfectados. Os detalhes das sequéncias contidas no
vetor estao apresentadas na Figura 9, que esta, como exemplo, ligada a sequéncia

de gcs para demonstrar o local de ligagcao do inserto.
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Figura 7 — Plasmideo pIR1-BSD contendo a regido codificante do gene gama-glutamilcisteina
sintetase na posicdo senso (10.428 pb). As regides em azul indicam a pBSIl SK (regido do plasmideo
BlueScript Il SK com a regido codificante do gene da B-Lactamase (AMP)) e as regides intergénicas:
LPG1 (regido intergénica do gene Lipofosfoglicano-1 (LPG1) de L. major), CYS2 (regido intergénica
do gene Cisteina Protease-2 (CYS2) de L. mexicana, 1.7K. (regido intergénica do minicirculo de 1.7
Kb de L. major). Indicado com as setas vermelhas estdo os genes da gcs (GSH ORF), o gene da
blasticina-S desaminase (BSD), o gene da B-Lactamase (AMP) e as regides codificantes da
subunidade pequena do RNA ribossomal (L. major SSU) de L. major correspondente ao local de
integracdo do plasmideo no genoma de Leishmania spp.

Para subclonagem do gene da gcs no vetor de expressdo plR1-BSD, o
plasmideo contendo a sequéncia correta verificada pelo sequenciamento foi digerido
com BamHI (New England BiolLabs) e para os demais genes, odc, frys e fr, a
digestao foi realizada com Bglll (New England BiolLabs). Os fragmentos de 1911,
2067, 1959 e 1457 pb correspondente aos genes odc, gcs, frys e fr,
respectivamente, foram separados em gel de agarose 1 % (item 4.4) e purificados
conforme descrito no item 4.5. O vetor de transfecgdo também foi digerido com
BamHI para ser ligado ao gene gcs e, digerido com Bglll, quando ligado aos genes
odc ou trys ou tr. Em seguida, os plasmideos digeridos com BamHI ou Bglll foram
defosforilados utilizado a enzima Alkaline Phosphatase Calf Intestinal — CIAP
(PROMEGA), conforme protocolo recomendado pelo fabricante. Os vetores foram
entao precipitados com adigao de 3 volumes de etanol e 1:10 do volume de acetato

de sédio 3 M pH 5,2 (v/v). O processo de precipitacao foi realizado mantendo-se as



77

amostras por 30 min a -20 °C, sendo posteriormente centrifugadas a 15.000 x g por
10 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento contendo os
plasmideos defosforilados foram entdo lavados duas vezes com etanol 70 % e
centrifugados nas condi¢cdes descritas anteriormente. Apds a ultima lavagem, os
plasmideos defosforilados foram ressuspendidos em agua livre de DNAse e RNAse
e dosado em espectofotdmetro Nanodrop (ND — 1000 spectrophotometer V 3.2).
Posteriormente, os plasmideos defosforilados foram submetidos a reacao de ligacao
usando o Kit Rapid DNA Ligation (Roche), conforme protocolo descrito pelo
fabricante. Os plasmideos recombinantes foram utilizados em reacdo de
transformacao em bactérias calcio competentes por choque térmico, conforme
descrito no item 4.7. As col6nias selecionadas tiveram a subclonagem confirmada
por PCR, usando iniciadores especificos para o gene odc, gcs, trys e tr (item 4.3)
(Tabela 3) e digestdo com BamHI (gene gcs) ou Bglll (genes odc, ftrys e fr). As
colénias positivas foram crescidas em meio LB e os plasmideos purificados usando
o Kit Miniprep (QIAGEN) conforme descrito no item 4.7.

Para determinar a correta orientacdo do inserto (senso ou antisenso), o
plasmideo pIR1-BSD contendo a sequencia codificante dos genes odc ou tr (pIR1-
LgODC e pIR1-LbTR) foram digeridos com Sall (New England BiolLabs) a 37 °C
overnight. O plasmideo pIR1-BSD contendo a sequencia codificante dos genes gcs
ou trys (pIR1-LgGCS e pIR1-LITRYS) foram digeridos com Smal (New England
BioLabs) a 25 °C ovemight. Os fragmentos da digestao foram separados em gel de
agarose 1 % conforme descrito no item 4.4. Para cada reacado de digestao foram
adicionados 100 — 200 ng de plasmideo recombinante, 10 U da enzima Smal (gcs e
trys) ou Sall (odc e tr), tampao CutSmart® (para Sall) ou 1X NEBuffer 3.1 (para
Smal) (New England BiolLabs), diluidos a 1 X, 0,2 yL de BSA (10 mg/mL) e agua
livre de DNAse e RNAse. Apés a confirmacgao da correta orientacdo da insercao do
inserto (senso), as constru¢cdes obtidas com todos os genes (pIR1-LgODC, pIR1-
LgGCS, pIR1-LITRYS e pIR1-LbTR) e o plR1-BSD (sem inserto) foram digeridos
com Swal (New England BiolLabs) a 37 °C overnight. Apés a digestdo, os
plasmideos linearizados foram precipitados em etanol e acetato de sédio 3 M, pH

5,2 conforme descrito anteriormente, lavados e quantificados em espectofotémetro
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Nanodrop (ND — 1000 spectrophotometer V 3.2) e armazenados em freezer -20 °C

para serem posteriormente usado nos ensaios de transfecgao.

410 Transfecgao Estavel em Formas Promastigotas de Leishmania

spp-

Os ensaios de transfecgcao foram realizados segundo o protocolo descrito por
Robinson e Beverley (2003), que utiliza o método de eletroporacéo de alta voltagem.
Formas promastigotas de L. guyanensis , L. braziliensis e L. infantum, foram
crescidas conforme descrito no item 4.1 e transfectadas, independentemente, com
as construgbes com os genes de interesse (pIR1-LgODC, pIR1-LgGCS, pIR1-
LITRYS e plR1-LbTR) e, o vetor sem inserto (pIR1-BSD), sendo este ultimo usado
como controle da transfeccdo e do vetor (MOCK). Aproximadamente 2 x 10°
parasitos foram centrifugados a 2.000 x g por 10 min a 4 °C e o sedimento lavado
duas vezes e ressuspendido com tampéao Citomix [120 mM KCI; 0,15 mM CaCly; 10
mM K;HPOy4; 25 mM de HEPES; 2 mM EDTA e 5 mM MgCly; pH 7,6]. A suspensao
contendo os parasitos foi submetida a eletroporagdo com 10 ug do plasmideo
recombinante linearizado (item 4.9). Os parasitos foram eletroporados com 2 pulsos
de 1500 V e 25 pF, com intervalo de 10 seg entre eles utilizando equipamento
GenePulser XCell (BioRad). Em seguida, os parasitos foram incubados por 24 h com
10 mL de meio M199 (Gibco) (item 4.1). Apds o crescimento e reestabelecimento da
cultura, os parasitos transfectados foram centrifugados a 2.200 x g por 10 min a
temperatura ambiente e ressuspendido em 1 mL de meio M199. A cultura (200 pL)
foi plagueada em meio M199 (Gibco) agar semi-solido contendo a droga de selegcéo
blasticidina (BSD) a 10 pug/mL, e incubados a 26 °C por 15 — 20 dias. Ap6s o
crescimento, colénias individuais foram transferidas para 1 mL de meio M199
(Gibco) sem BSD em placa de 24 pocgos. Apds 3 — 7 dias de crescimento, 1 mL de
cada coldnia crescida foi transferida para garrafas de cultura (25 cm?) contendo 10
mL de meio M199 (Gibco) acrescido da droga de sele¢cao BSD (10 pg/mL).

Para confirmar a presengca da construgdo nos parasitos transfectados, os

clones selecionados foram crescidos e submetidos a extracdo do DNA gendmico
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pelo método fenol:cloroférmio:alcool isoamilico conforme descrito no item 4.2. O
DNA extraido dos parasitos transfectados foi quantificado em espectofotometro
Nanodrop (ND — 1000 spectrophotometer V 3.2) e submetido a reacao de PCR (item
4.3) com iniciadores especificos para o gene confere resisténcia a BSD (Tabela 3),
com o intuito de confirmar a presenca desse marcador de resisténcia, e
consequentemente, a presenca do plasmideo nos parasitos transfectados. Apés a
confirmacao, os parasitos transfectados foram criopreservados em solucdo de
congelamento [70 % meio M199 (Gibco), 20 % SFB, 10 % DMSO] e armazenados a
-70 °C.

411 Eletroforese de DNA em Gel de Poliacrilamida

Para analise do resultado da PCR do BSD (item 4.10), uma aliquota do
produto de reacdo foi homogeneizada em tampao de amostra 1 x [Azul de
Bromofenol 0,25 %, Xilenocianol 0,25 %, Glicerol 30 %] e em seguida submetida a
analise em gel de poliacrilamida a 6 %. O gel é constituido por uma solucao base [20
% de bis-acrilamida, 20 % de TBE 5 X, 60 % de agua destilada] na qual é adicionado
para a polimerizacao do gel 12,5 uL de persulfato de aménio (APS) 10 % e 1,25 yL
de TEMED (N, N, N’, N’ — tetrametil — etilenodiamina). Apds a eletroforese (Bio-Rad)
em voltagem fixa de 100 V, o gel foi incubado por 10 min em solugéo de fixagao [10
% etanol, 0,5 % de acido acético glacial]. Em seguida, o gel foi incubado em solugao
de nitrato de prata 0,2 % por 10 min e lavado duas vezes em agua por 2 min. Apos
as lavagens, o gel foi incubado em solucao de revelacao [0,75 M de NaOH, 0,1 M de
formaldeido] até a revelagédo das bandas. Apds o aparecimento das bandas, o gel foi
novamente incubado em solugéo de fixagdo para parar a reacao de revelagdo. A
imagem do gel foi capturada em equipamento /mageQuant LAS 4000 (GE

Healthcare).
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412 Extracao de Proteinas Totais

O sedimento contendo as formas promastigotas das diferentes amostras de
Leishmania spp. foram submetidas a extracdo de proteinas conforme protocolo
descrito por Steindel (1993). A cada 3 x 10® parasitos foram adicionados 200 pL de
Tampao de Lise pH 8,0 [50 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 % detergente
NONIDET P-40] contendo inibidores de proteases (Roche). As amostras foram
incubadas em gelo durante 10 min e as proteinas soluveis totais foram extraidas
submetendo os parasitos a lise por choque térmico (3 ciclos de congelamento —
usando nitrogénio liquido (N;) (-196°C) — e descongelamento — a 37 °C). Em
seguida, os parasitos lisados foram centrifugados a 12.000 x g por 10 mina 4 °C e o
sobrenadante contendo as proteinas sollveis totais foi transferido para um novo
tubo. As proteinas totais foram dosadas pelo método descrito por Bradford (1976),

aliquotadas e armazenadas a -70 °C para posterior uso.

413 Western Blot

A expressao das enzimas ODC, GCS, TRYS e TR nas linhagens susceptiveis
e resistentes ao Sblll (LIARTE; MURTA, 2010) das espécies L. guyanensis, L.
braziliensis, L. amazonensis e L. infantum, assim como as linhagens L. guyanensis,
L. braziliensis e L. infantum transfectadas com o vetor vazio pIR1-BSD e as
construgdes com os genes pIR1-LgODC, pIR1-LgGCS, pIR1-LITRYS e pIR1-LbTR
foram analisadas por Western Blot. Os anticorpos utilizados nesse estudo estado

listados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Relacao dos anticorpos utilizados nos ensaios de Western Blot.

Massa

Gene alvo I\I:I?)Izcet:‘l:r Antigeno de Prgcel;zid Uso C?::Jﬁgg;:e Origem
Cedido Dr. Buddy
ODC  70kDa L donovani  Coelho  1:500  4°C, overnight olman (Oregon
Health & Science
University, USA)
GCS 78 kDa L. guynensis Coelho 1:200 T.A., 2 horas

Produzido em

AdoMetS 43 kDa L. braziliensis Coelho 1:500 T.A., 2 horas .
nosso laboratério

SOD-A 26 kDa T. cruzi Coelho 1:500 4 °C, overnight
L. inf. : ° i
TryS 74 kDa infantum Mouse 1:1000 4 °C, overnight Cedido pelo Dr.
TR 53 kDa T. cruzi Coelho 1:1000 4 °C, overnight  Marcelo Comini
. ) . (Institut Pasteur
TXNPx 20 kDa T. brucei Coelho 1:2000 4 °C, overnight de Montevideo -
TXN 16 kDa T. brucei Coelho 1:2000 4 °C, overnight Uruguay)

Ferro Superovido Dismutase ~ A TryS — Trpanotions Sistase. TR ~ Tripanotiona Sitetase: TXNP ~ Trparedoxina
Peroxidase; TXN — Triparedoxina Peroxidase.

O perfil das proteinas totais extraidas (item 4.12) foi obtido por eletroforese
desnaturante em gel de poliacrilamida 12 % (Laemmli, 1970). Posteriormente, as
proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Trans-blof® Bio-Rad) a
100 V fixo por 2 h, em tampéao de transferéncia [25 mM Tris; 192 mM glicina; metanol
20 %] a 4 °C utilizando o sistema de transferéncia BIORAD. Apés a transferéncia, as
membranas foram incubadas em solugéo de bloqueio TBS-T [100 mM Tris-HCI; 1,5
M de NaCl pH 7,5 e 0,05 % Tween 20] acrescido de leite em p6 desnatado 5 % por 1
h a temperatura ambiente. Apds o bloqueio, as membranas foram lavadas por TBS-
T por 10 min. Em seguida, as membranas foram incubadas com o anticorpos
primarios (Tabela 4) nas condigbes e propor¢cdes apropriadas para cada anticorpo,
sempre sob agitagdo. Ao término da incubacdo, as membranas foram lavadas com
TBS-T por 30 min (3 lavagens de 10 min) e incubadas por 1 h com anticorpo
secundario anti-/gG (1:10.000) (GE Healthcare) de coelho ou mouse conjugados
com peroxidase. Os anticorpos secundarios foram diluidos em TBS-T acrescido com
leite em p6 desnatado a 3 %. Posteriormente, as membranas foram novamente
lavadas com TBS-T por 35 min (3 lavagens de 5 min e 2 lavagens de 10 min) e a
revelacao foi realizada pelo método quimioluminescente utilizando o Kit ECL Plus

Western Blotting Detection Reagents (Amersham), de acordo com o protocolo do
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fabricante. Para detecgdo da quimioluminescéncia e armazenamento das imagens
foi utilizado o equipamento ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare). A normalizacgéo,
quando realizada, utilizou-se o anticorpo primario monoclonal anti-a-tubulina de
camundongo (1:5.000) (Sigma®) e o anticorpo secundario conjugado anti-ligG de
camundongo marcado com peroxidase (1:10.000) (GE Healthcare). Na auséncia da
normalizacdo por a-tubulina, o gel de poliacrilamida usado na transferéncia foi
corado com Azul de Coomassie R-250 para controle da quantidade de proteina

adicionada.

414 Analise Densitomeétrica

A andlise densitométrica das bandas visualizadas nos ensaios de Western
Blot e capturadas pelo aparelho ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) foi realizada
pelo programa CP Atlas. Cada membrana foi analisada duas vezes e a média das

densitometrias utilizada para realizar os calculos das razdes.

415 Efeito dos inibidores DFMO e BSO no crescimento das formas

promastigotas de Leishmania spp.

Para verificar o efeito dos inibidores especificos DFMO e BSO inibidores das
enzimas ODC e GCS, respectivamente, no crescimento dos parasitos, formas
promastigotas de L. guyanensis e L. infantum selvagens e transfectados com os
genes odc e gcs foram incubados com diversas concentragcées desses inibidores e,
posteriormente & incubacdo, o crescimento da cultura foi avaliado. Para isso, 2 X 10°
parasitos/mL na forma promastigota foram semeados em placa de 24 pocgos
contendo concentragdes variadas dos inibidores, sempre em ftriplicata. As placas
foram mantidas a 26 °C por 48 h e o ICso foi determinado contando o numero de
parasitos crescidos na auséncia (controle) e na presenca de diferentes
concentragdes dos inibidores DFMO (5 a 100 uM) e BSO (1,25 a 20 mM). Para a
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contagem do numero de parasitos, os mesmos foram diluidos em /sofon Il Diluent
(Beckman Coulter™) e a contagem realizada em contador de particulas Z1 Coulter®
Particle Counter (Beckman Coulter™). Foram realizados dois experimentos
independentes, em triplicata, para cada inibidor nos ensaios com L. guyanensis.
Para L. infantum foi realizado apenas um experimento em ftriplicata para ambos
inibidores. O ICsq (concentracdo que inibe 50 % do crescimento dos parasitos) foi

determinado utilizando a equacao de interpolacao linear (HUBER; KOELLA, 1993).

4.16 Teste de Susceptibilidade dos Parasitos ao Shlll

As linhagens de L. guyanensis, L. braziliensis e L. infantum nao transfectadas
e transfectadas com o vetor sem inserto ou com as regides codificantes dos genes
odc, gcs, trys e tr, foram submetidos a analise de susceptibilidade ao Sblll.
Resumidamente, 2 x 10° parasitos/mL na formas promastigota foram semeados em
placa de 24 pocos, e entdo incubados com concentragdes crescentes de Sblll (1,17
e 1497,3 pM) por 48 h a 26 °C. O ICsy foi determinado contando o numero de
parasitos crescidos na auséncia (controle) e na presengca de diferentes
concentragcdes de Sblll. Para a contagem do numero de parasitos, 20 pyL de cultura
foram diluidos em 10 mL de solucédo Isoton I Diluent (Beckman Coulter™) e a
contagem realizada em contador de particulas Z1 Coulter® Particle Counter
(Beckman Coulter™). O calculo do ICs foi realizado utilizando a equagdo de Dose-
Resposta (inibicao) fornecida pelo programa GraphPad Prism 6. Foram realizados
no minimo 3 experimentos independentes, em triplicata, para cada espécie e gene

analisado.

417 Efeito dos inibidores DFMO e BSO no fenétipo de resisténcia e

sensibilidade ao Sblll

Com o intuito de avaliar o efeito dos inibidores DFMO e BSO no fenétipo de
resisténcia ao Sblll, formas promastigotas (2 x 10° parasitos/mL) de parasitos
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selvagens e transfectados com os genes odc e gcs de L. guyanensis foram
incubados ou ndo com esses inibidores, na concentracdo do ICs, obtida para a
linhagem selvagem: 50 uyM de DFMO ou 10 mM de BSO a 26 °C por 24 h.
Posteriormente foram adicionadas concentragbes crescente de Sblll (4,7 e 74,9 uM)
e os parasitos foram deixados por mais 24 h a 26 °C. Posteriormente, o crescimento
dos parasitos nas condi¢cdes supracitadas foi avaliado pela contagem do numero de
parasitos. Para isso, os mesmos foram diluidos em /Isofon Il Diluent (Beckman
Coulter™) e a contagem realizada em contador de particulas Z1 Coulter® Particle
Counter (Beckman Coulter™). Foram realizados no minimo trés experimentos

independentes, em triplicata, para cada espécie e gene analisado.

4.18 Ensaio de Susceptibilidade Com Doses Subletais de BSO e Shlll
em L. guyanensis selvagem e superexpressora de GCS

Para verificar o efeito aditivo de doses néo letais de BSO (5 mM para
linhagem selvagem e transfectada com GCS e 15 mM apenas para a linhagem
transfectada com GCS) e Sblll (9,3 pM) foram utilizadas nos ensaios de competicao.
Para isso, 2 x 10° parasitos/mL de formas promastigotas de L. guyanensis
(selvagem e superexpressora de GCS) foram semeados em placa de 24 pocos, e
entao incubados com BSO (5 mM ou 15 mM) ou Sblll (9,3 uM) ou combinac¢des de
BSO e Sblll. Os parasitos foram deixados por 48 h a 26 °C e o ICs foi determinado
pela contagem do numero de parasitos. Para isso, 20 yL de cultura foram diluidos
em 10 mL de solucdo Isoton Il Diluent (Beckman Coulter™) e a contagem realizada
em contador de particulas Z1 Coulter® Particle Counter (Beckman Coulter™). As
porcentagens relativas do crescimento foram obtidas e comparadas entre si por

meio do teste t de student utilizando o programa GraphPad Prism 6.
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419 Analises Estatisticas

Os experimentos foram analisados pelo programa GraphPad Prisma 6.
Inicialmente foi determinada se as amostras seguiam distribuicdo normal usando o
teste de Shapiro-Wilk. Os dados com distribuicdo normal foram analisados pelo teste
de ANOVA one-way e pos teste de Dunnett. O teste t de student também foi utilizado
para comparar os ICsy obtidos. Para todas as analises, valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. O I1Csp do Sblll foi calculado utilizando a
equacao de Dose-Resposta (inibicdo) do GrapPad Prism 6 e, no caso dos ensaios
com inibidores DFMO e BSO, o ICsy foi calculado por interpolagdo de linear de
dados (HUBER; KOELLA, 1993).
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5 Resultados

5.1 Analise da Expressao das Enzimas das Vias de Sintese e Redugao da
Tripanotiona em Populagées de Leishmania spp. Sensiveis e

Resistentes ao Sblll

Verificamos o nivel de expressao das enzimas Ornitina Decarboxilase (ODC),
Gama-glutamilcisteina Sintetase (GCS), Tripanotiona Sintetase (TryS) e Tripanotiona
Redutase (TR) em linhagens de Leishmania guyanensis, L. braziliensis, L.
amazonensis e L. infantum (sin. L. chagasi) selvagens (WT) e resistentes ao Sblll
(SbR) previamente obtidas por sele¢do in vitro continua e com concentragdes
crescente de Sblll (LIARTE; MURTA, 2010).

O anticorpo policlonal anti-LdODC reconheceu um polipeptideo de 70 kDa de
tamanho esperado nas linhagens resistentes ao Sblll de L. guyanensis (LgSbR) e L.
amazonensis (LaSbR) (Figura 10). Entretanto esse anticorpo nao reconheceu a
proteina de tamanho correspondente nos pares dessas linhagens selvagens (LgWT
e LaWT) impedindo uma analise densitométrica comparativa (Figura 10). Em L.
braziliensis, tanto para a linhagem selvagem (LbWT) quanto para a linhagem
resistente (LbSbR), nenhum polipeptideo de tamanho esperado foi reconhecido por
esse anticorpo nas condi¢cdes estabelecidas para este experimento. O gel de
proteina total corado com Azul de Coomassie demonstra que o conteudo protéico
dessas linhagens esta integro (Figura 10). O anticorpo anti-LdODC reconheceu um
polipeptideo de 70 kDa de tamanho esperado nas linhagens de L. infantum
selvagem (LMT) e resistente (LiISbR) ao Sblll. A comparacdo dos niveis de
expressdo usando o gel corado com Azul de Comassie como normalizador,
demonstrou que a expressdao de ODC em LiSbR esta cerca de 1,6 vezes diminuida
quando comparada com LIWT (Figura 10).
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Figura 8 — Nivel de expresséao de Ornitina Decarboxilase (ODC) em linhagens de L. guyanensis, L.
braziliensis, L. amazonensis e L. infantum (sin. L. chagasi) selvagens (WT) e resistentes ao Sblll
(SbR). As proteinas totais (20 ug) foram separadas em gel de policrilamida 12 %, transferidas para
membranas de nitrocelulose e incubadas com anticorpo anti-LdODC. A normalizacdo foi realizada
usando géis de proteina total (pds-transferéncia) corados com Azul de Coomassie R-250. As analises
de densitometria 6ptica das bandas foram realizadas em programa CP Atlas e os indices de
expressao estédo descritos na figura.

Analise da expressao da enzima GCS, mostrou que o anticorpo policlonal
anti-LgGCS reconheceu um polipeptideo de 78 kDa de tamanho esperado nas
linhagens analisadas (Figura 11). A expresséo da GCS na linhagem L. guyanensis
resistente (LgSbR) foi 4,5 vezes maior em relacdo a linhagem selvagem (LgWT)
(Figura 11). No entanto, L. braziliensis, nao apresentou nhenhuma diferenca quanto a
expressdo de GCS entre as linhagens selvagem (LbWT) e resistente (LbSbR)
(Figura 11). Ambas as linhagens resistentes de L. amazonensis e L. infantum,
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apresentaram reducao de 11 e 1,4 vezes, respectivamente, na expressdo de GCS

quando comparadas as suas respectivas linhagens selvagens (Figura 11).
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Figura 9 — Nivel de expressdo de Gama-Glutamilcisteina Sintetase (GCS) em L. guyanensis, L.
braziliensis, L. amazonensis e L. infantum (sin. L. chagasi) selvagens (WT) e resistentes ao Sblll
(SbR). As proteinas totais (20 pg) foram separadas em gel de policrilamida 12 %, transferidas para
membranas de nitrocelulose e incubadas com anticorpo anti-LgGCS. A normalizagdo foi realizada
usando géis de proteina total (pds-transferéncia) corados com Azul de Coomassie R-250. As analises
de densitometria éptica das bandas foram realizadas em programa CP Atlas e os indices de
expressao estdo descritos na figura.

O anticorpo policlonal anti-LiTryS reconheceu um polipeptideo de 74 kDa de
tamanho esperado em todas as linhagens analisadas (Figura 12). A expressao de

TryS nas linhagens de L. guyanensis, L. braziliensis e L. amazonensis resistentes ao
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Sblll apresentaram aumento de 1,8, 24 e 1,7 vezes, respectivamente, quando
comparados com a suas respectivas linhagens selvagens (Figura 12). Por outro
lado, a expressao de TryS foi similar entre as linhagens de L. infantum selvagem
(LMWVT) e resistente (LISbR) ao Sblll (Figura 12).
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Figura 10 — Nivel de expressao de Tripanotiona Sintetase (TryS) em L. guyanensis, L. braziliensis, L.
amazonensis e L. infantum (sin. L. chagasi) selvagens (WT) e resistentes ao Sblll (SbR). As proteinas
totais (20 pg) foram separadas em gel de policrilamida 12 %, transferidas para membranas de
nitrocelulose e incubadas com anticorpo anti-LiTryS. A normalizagéo foi realizada usando géis de
proteina total (pos-transferéncia) corados com Azul de Coomassie R-250. As analises de
densitometria 6ptica das bandas foram realizadas em programa CP Atlas e os indices de expressao
estéo descritos na figura.
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Ensaios de Western Blot usando o anticorpo policlonal anti-TcTR mostrou que
ele reconheceu polipeptideos de aproximadamente 53 kDa de tamanho esperado
em todas as linhagens analisadas (Figura 13). Pequenas variagbes no tamanho
desse polipeptideo foram observadas entre as linhagens, podendo estar relacionada
a alguma modificagdo pés-traducional, ou mesmo a expressao de alguma isoforma
de TR. A linhagem de L. guyanensis resistente ao Sblll (LgSbR) apresentou um
grande aumento de expressdao da TR de aproximadamente 400 vezes quando
comparado com a respectiva linhagem selvagem (Figura 13). Nenhuma diferenca na
expressdo da TR foi observada entre as linhagens selvagens e resistentes de L.

braziliensis, L. amazonensis e L. infantum (Figura 13).
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Figura 11 — Nivel de expressao de Tripanotiona Redutase (TR) em L. guyanensis, L. braziliensis, L.
amazonensis e L. infantum (sin. L. chagasi) selvagens (WT) e resistentes ao Sblll (SbR). As proteinas
totais (20 pg) foram separadas em gel de policrilamida 12 %, transferidas para membranas de
nitrocelulose e incubadas com anticorpo anti-TcTR. A normalizagédo foi realizada usando géis de
proteina total (pos-transferéncia) corados com Azul de Coomassie R-250. As analises de
densitometria 6ptica das bandas foram realizadas em programa CP Atlas e os indices de expressao
estao descritos na figura.
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Com o intuito de normalizar os dados de expressao obtidos, as membranas
foram incubadas com anticorpo anti-a-tubulina (Dados ndo mostrados). No entanto,
variagdes nos niveis de a-tubulina foram observadas entre as linhagens selvagens e
resistentes analisadas. Dessa forma, o gel de proteina totais corado com Azul de
Comassie R-250 foi usado para normalizar a quantidade de amostra utilizada.

A tabela 5 resume os dados obtidos pelas analises de Western Blot e nos
permite observar que a expressao de todas as enzimas analizadas ODC, GCS, TryS
e TR em L. guyanensis resistente ao Sblll estavam aumentadas quando comparada
com a linhagem selvagem. Esse resultado indica que esta linhagem de L.
guyanensis possui mecanismo de resisténcia ao Sblll intimamente associado ao
aumento da expressao de enzimas da via de sintese e de reducéo da tripanotiona.
Em LbSbR, foi observado aumento apenas em TryS, sugerindo a participacao dessa
enzima no fenétipo de resisténcia ao antiménio. L. amazonensis resistente ao Sblll,
apresentou resultados com variagdes na expressao, seja no aumento ou reducao da
expressao das enzimas analisadas. LaSbR apresentou aumento na expressao de
ODC e TryS e, diminuicao da expressao de GCS. L. infantum resistente apresentou
reducao da expressao de ODC e GCS e nenhuma alteragcédo na expressao de TryS e
TR.

Tabela 5 — Resumo da expressdo de enzimas da via de sintese e reducéo de tripanotiona em
linhagens selvagens e resistentes ao Sblll de Leishmania spp. do Novo Mundo.

oDC GCS TryS TR
LgSbR Aumento Aumento Aumento Aumento
LbhSbR n.d. Igual Aumento Igual
LaSbR Aumento Reducao Aumento Igual
LiSbR Reducao Reducao Igual Igual

n.d.=N&o Determinado

Dessa forma, uma vez determinados os perfis de expressdo dessas enzimas
nas linhagens selvagens e resistentes ao Sblll e tendo em maos as informagdes
sobre caracteristicas moleculares e a importancia epidemiolégica dessas espécies

no Brasil, nesse estudo foram escolhidas as espécies L. guyanensis, L. braziliensis e
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L. infantum para realizar a caracterizacao molecular e funcional de ODC, GCS, TryS
e TR.

5.2 Ornitina Decarboxilase (ODC)

5.2.1 Sequenciamento, Transfeccao Estavel e Selecao de Clones

Superexpressores de ODC

O gene que codifica a ODC (LbrM.12.0300) ja havia sido previamente clonado
no vetor de expressdao em Leishmania pIR1-BSD pelo aluno de mestrado Anténio
Phelipe Zéboli (Dissertacao, Zoboli, A. P., 2012). Assim, a construcao ja clonada foi
novamente sequenciada e utilizada nos procedimentos de transfecgdo. O
sequenciamento do gene odc clonado a partir do DNA gendmico de L. guyanensis,
mostrou identidade de 98 % e cobertura de 100 % para a sequencia nucleotidica
gquando comparada a sequencia de L. braziliensis M2904 (LbrM.12.0300) (Apéndice
), sendo essa diferenca devido ao polimorfismo de 31 nucleotideos (Tabela 6). A
sequéncia de ODC de L. guyanensis apresentou 99 % de identidade e 100 % de
cobertura quando comparada a sequencia nucleotidica de L. panamensis L13
(LPAL13_120007700) (Apéndice 3), sendo essa diferenca devido a 14 nucleotideos
diferentes (Tabela 6). As comparagdes envolvendo as trés espécies de Leishmania
foram realizadas com o intuito de verificar as diferengcas entre as sequéncias de
ODC destas espécies e também analisar os polimorfismos na sequéncia de ODC de
L. guyanensis, cujo genoma nao esta disponivel até o presente momento em banco
de dados. No entanto, o sequenciamento do genoma de L. guyanensis se encontra
em andamento e esta sendo realizado pelo Swiss Institute of Bioinformatics
desde 2014.

A sequéncia de aminoacidos gerada a partir da sequéncia nucleotidica de L.
guyanensis apresentou identidade e cobertura de 97 e 100 %, respectivamente,
quando comparada com as sequencia de L. braziliensis, apresentando 19

aminoacidos diferentes posicionados ao longo da cadeia polipeptidica (Tabela 6)
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(Apéndice Il). A sequéncia de aminoacidos de ODC de L. panamensis comparado
com ODC de L. guyanensis apresentou 99% de identidade e 100 % de cobertura
devido a diferenca de 9 aminoacidos (Tabela 6) (Apéndice IV). A espécie L.
guyanensis € filogeneticamente mais proxima de L. panamensis do que de L.
braziliensis, maior identidade entre as sequéncias

apresentando, portanto,

nucleotidicas e de aminoacidos de L. panamensis.

Tabela 6 — Identidade, cobertura e diferengas entre as sequéncias de nucleotideos e aminoacidos de
ODC de L. guayanensis quando comparada as sequéncias referéncias do Tritrypdb.org.

Sequéncias Referéncia (tritrypdb.org)

Sequéncia
Amplificada L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2904) L. panamensis (VMHOM/COL/81/L13)
Sequéncia nucleotidica Sequéncia de Sequéncia Sequéncia de
aminoacidos nucleotidica aminoacidos
Identidade 98% Identidade 97% Identidade 99% Identidade 99%
0,
Cobertura 100% Cobertura 100%  Cobertura 100% Cobertura 100%
Posigdo da Diferenga Posigdo da Diferenga Posigdo da Diferenga Posicao da Diferenca
Ornitina 113-912-1110=T por C _ . _ B _
Decarbosxilase 189-544-603=G por C 1328:; p?,;]é 304 1660;7656:%16(7)?TA por G 102=S por G
L. guyanesis 304-1664-1705=A por G 155 Aoy 1ot ot 159=A por S
(IUMB/BRIBS/M9 429-475-1843=G pot T b P 201=G por A
845) 464-1330-1508-1543-1841-1845—C por T 159-615=A por S 602=G por C 395=S por N
R C‘por G por 182=A por P 867-1184-1489=G por A 197D ‘I’) or N
B _ 201=G por A 969=C por A _
665-867-927-1 184-148:-1667-1779—G por 222-556G por D 1508-1659-A por T 555032 1\\/([ gg; E/
793-969=C por A 2;(;551(52 gs:g 555=E por G
1044=A por C 445-614=T por T
1343-1659=A por T 448D potr V
497=D por N
503=S por F
515=P por S
555=E por G
569=T por A

Abreviacdes da Sequéncia Nucleotidica: C=citosina; T=timina; A=adenina; G=guanina.

Abreviacbes da Sequéncia de Aminoacidos: G=glicina; A=alanina; L=leucina; V=valina; I=isoleucina; P=prolina; F=fenilanina;
S=serina; T=treonina; C=cisteina; Y=Tirosina; N=asparagina; Q=glutamina; D=4cido aspartico; E=acido glutamico; R=arginina;
K=lisina; H=histidina; W=triptofano; M=metionina.

Uma vez conferida a correta sequéncia do gene odc, o inserto referente a
esse gene foi ligado no plasmideo de transfec¢cdo em Leishmania pIR1-BSD e a
construcao plR1-LgODC foi obtida. Essa construgao foi linearizada usando a enzima
de restricao Swal e, em seguida, transfectada em formas promastigotas de LgWT,
LBWT e LIWT. Ap6s 24 horas, os parasitos foram plaqueados em meio M199 semi-

sélido contendo blasticidina (BSD) e os clones transfectados foram entao obtidos e
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avaliados. Foi também obtido, para todas as espécies, um parasito controle
transfectado contendo apenas o plasmideo sem o gene de interesse. Para confirmar
a presenca do plasmideo nos parasitos transfectados, PCR especifica para o gene
bsd (gene que codifica a enzima blasticidina S-deaminase, responsavel por inativar
a blasticidina) foi realizada. Os clones avaliados apresentaram uma banda de 399 pb
correspondente ao gene bsd (Figura 14).

LgBSD
LgODC c10
LgODC c23
LHODC cb
LHODC c8
LiBSD
LiODC c9
LiODC c14

Qo
Hy]
s
0
]
o

CP
CN

400

Figura 12 — Amplificagdo do gene bsd nos clones de L. guyanensis, L. braziliensis e L. infantum (sin.
L. chagasi) transfectados com pIR1-BSD ou pIR1-LgODC. Os produtos de PCR foram separados em
gel de policrilamida 6 % corado com nitrato de prata. Em todos os géis é possivel observar o
fragmento de 399 pb, indicando a presenca do gene que confere resisténcia a blasticidina. Como
controle positivo foi utilizado 10 ng de plasmideo pIR1-BSD purificado.

5.2.2 Nivel de Expressao de ODC nos Clones Transfectados

Os clones positivos para o marcador de selecao BSD foram submetidos a
ensaios de Western Blot para verificar se a transfeccao possibilitou o aumento de
expressado da enzima ODC nos clones selecionados. Dois clones transfectados de
cada espécie foram escolhidos para estudo e os resultados demonstraram aumento
da expressao dessa enzima nos clones quando comparados com as respectivas
linhagens selvagens nao transfectadas (Figura 15 A, B e C).

Os clones de L. guyanensis superexpressores de ODC, clones 10 (LgODC
c10) e clone 23 (LgODC c23) demonstraram um aumento de 1,7 vezes na
expressao de ODC quando comparados a linhagem selvagem (LgWT) e a linhagem
transfectada apenas com o plasmideo vazio (LgBSD) (Figura 15 A). Ja os clones de
L. braziliensis superexpressores de ODC, clones 6 (LbODC c6) e 8 (LbODC c8),
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apresentaram indices de expressao de 74,7 e 58,6 vezes maiores, respectivamente,
quando comparados a linhagem selvagem (Figura 15 B). Em L. infantum, foi
observado um aumento na expressao de ODC de 1,7 e 2,0 vezes para os clones 9
(LIODC c9) e 14 (LIODC c14), respectivamente, quando comparados aos controles
(LIT e LiBSD) (Figura 15 C).

Ao comparar os indices de aumento de expressao de ODC entre as espécies
transfectadas, verificamos que L. braziliensis apresentou indices de expressao
maiores (58,6 a 74,7 vezes) quando comparado com L. guyanensis e L. infantum
que apresentaram indices de expressao similares (1,7 a 2 vezes). Esse resultado
mostra que cada espécie de Leishmania modula de maneira diferencial a expressao
da enzima ODC.
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Figura 13 — Nivel de expresséo de Ornitina Decarboxilase em (A) L. guyanensis, (B) L. braziliensis e
(C) L. infantum (sin. L. chagasi). Nesses ensaios foram analizadas para todas as espécies, as
linhagens selvagens - (A) LgWT, (B) LbBWT e (C) LIWT, transfectadas com o vetor sem o inserto - (A)
LgBSD e (C) LiBSD, e transfectadas com o gene odc - (A) LgODC c10 e ¢c23; (B) LbODC c6 e c8 e
(C) LiODC c9 e c14. As proteinas totais (20 ou 40 ug) foram separadas em gel de poliacrilamida 12 %
e transferidas para membranas de nitrocelulose. Um polipeptideo de aproximadamente 70 kDa foi
reconhecido pelo anticorpo anti-LdODC em todas as amostras. A normalizacéo foi realizada para (A)
e (B) com o anticorpo anti-a-tubulina que reconhece um polipeptideo de 50 kDa e para (C) usando gel
de proteina total (pos-transferéncia) contendo 20 pg corado com Azul de Coomassie R-250. As
analises de densitometria éptica das bandas foram realizadas em programa CP Atlas.
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5.2.3 Efeito do Inibidor DFMO no Crescimento das Formas

Promastigotas de L. guyanensis e L. infantum

Com o intuito de verificar se a superexpressao de ODC obtida correspondia a
enzimas na forma ativa, analisamos o crescimento das linhagens de L. guyanensis e
L. infantum transfectadas com o gene odc na presenca de diferentes concentracdes
de a-difluorometilornitina (DFMO), um inibidor especifico de ODC (Figura 16 A e B).

Os resultados mostraram que o DFMO foi capaz de reduzir o crescimento de
todas as linhagens avaliadas. Porém, as linhagens superexpressoras de ODC foram
mais resistentes ao DFMO do que os seus respectivos pares selvagens (Figura 16 A
e B). Os valores de IC5 foram calculados utilizando a férmula de Interpolacao Linear
(HUBER; KOELLA, 1993). Observamos que o ICsp do DFMO para o clone
superexpressor de ODC LgODC ¢10 (109 uM) foi cerca de 2,0 vezes maior que o
ICs50 do DFMO para LgWT (49,25 uM) (Tabela 8).

Para L. infantum, no entanto, ndo foi possivel calcular o IC5p uma vez que
concentragcbes maiores desse inibidor precisam ser avaliadas. Ainda sim,
observamos que a superexpressdo de ODC na linhagem LiODC c9 forneceu certa
protecdo ao efeito do DFMO, demonstrada pela diferenga estatistica encontrada na
concentracao de 50 uM (Figura 16 B).
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Figura 14 — Curva de crescimento de (A) L. guyanensis selvagem (LgWT) e transfectada com o gene
odc (LgODC c10) e (B) L. infantum (sin. L. chagasi) selvagem (LMWT) e transfectada com o gene odc
(LiIODC c9) na presenga de DFMO. Os parasitos foram incubados com crescentes concentragdes de
DFMO (5 a 200 uM) por 48 h. O crescimento dos parasitos foi quantificado em contador de particulas
Z1 Coulter Counter. Os valores médios e o desvio padrao de (A) dois experimentos independentes e
(B) um experimento sdo demonstrados. Para analise estatistica foi utilizado o teste t de student
usando o programa GraphPad Prism 6.0. Asteriscos representados pelos valores de p: * p=0,0346;

*** p<0,001; **** p<0,0001.
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.24 Teste de Susceptibilidade ao Sblll em Linhagens

Superexpressoras de ODC

Uma vez confirmado que as linhagens transfectadas com o gene odc
superexpressam a enzima ODC ativa, os parasitos selvagens e superexpressores
foram submetidos a teste de susceptibilidade ao Sblll. Nesse ensaio, as linhagens
foram incubadas por 48 horas na presenca de diferentes concentracdes de Sblll.

Os clones superexpressores de ODC de L. guyanensis e L. braziliensis, foram
mais resistentes ao Sblll quando comparados as respectivas linhagens selvagens.
Essa resisténcia €& demonstrada pelo maior crescimento das linhagens
superexpressoras de ODC na presenca de Sblll quando comparada aos controles
(inhagens selvagens e transfectadas com o vetor vazio) (Figura 17 A e B). Os
clones de L. guyanensis superexpressores de ODC (LgODC ¢10 com ICs0 58,76 uM
e ¢23 com ICsg 55,21 uM) foram de 2,2 e 2,3 vezes mais resistentes ao Sblll do que
a respectiva linhagem selvagem (25,93 uM) (Tabela 7). L. braziliensis foi a espécie
mais sensivel ao Sblll. O ICs, obtido para a linhagem selvagem foi de 4,47 uM,
enquanto que os clones superexpressores para LbODC c6 e c8 apresentaram ICsg
de 10,9 e 6,6 uM, apresentando indices de resisténcia de 24 e 1,5 vezes,
respectivamente (Tabela 7). E importante salientar que os clones transfectados de L.
braziliensis mesmo apresentando grande aumento na expressdo de ODC (58,6 e
74,7 vezes), os indices de susceptibilidade ao Sblll foram similares aos obtidos para
L. guyanensis. Esse resultado demonstra que o parasito controla a expressao e
atividade da enzima conforme sua necessidade metabdlica.

A superexpressao de ODC em L. infantum nao foi capaz de modificar o
fendtipo de resisténcia ao Sblll nessa espécie, uma vez que o crescimento dos
parasitos na presenca de diferentes concentragées de Sblll foi similar para todas as
linhagens avaliadas (LT, LiBSD, LiIODC c9 e c14) (Figura 17 C). De todas as
espécies avaliadas, L. infantum foi a mais tolerante ao tratamento com Sbilll,
exibindo ICso de 272,9 uM para LIT, 268 uM para LiBSD, 262,5 uM para LiODC c9
e 262,4 uyM para LIODC c14 (Tabela 7). Em termos de comparagéao o ICs, do Sblll
para LIWT é 10,5 e 61 vezes maior do que os ICsg de Sblll para as espécies LgWT e

LbWT, respectivamente. Isso demonstra que L. infantum € mais tolerante ao Sblll.
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Figura 15 — Susceptibilidade de formas promastigotas de (A) L. guyanensis, (B) L. braziliensis e (C)
L. infantum (sin. L. chagasi) ao Sblll. Os ensaios foram realizados para todas as espécies usando as
linhagens selvagens - (A) LgWT, (B) LbBWT e (C) LIWT, transfectadas com o vetor sem o inserto - (A)
LgBSD e (C) LiBSD, e transfectadas com o gene odc - (A) LgODC ¢10 e ¢c23; (B) LbODC c6 e c8 e
(C) LiODC c9 e c14. Os parasitos foram incubados na presencga de Sblll (1,17 a 1497,3 uM) por 48
horas e as porcentagens do crescimento dos parasitos foram determinadas usando Z1 Coulter
Counter. Valores médios e desvio padrao de trés experimentos independentes estdo mostrados. ****
p<0,0001; *** p<0,001; * p<0,05.
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Tabela 7 - Caracterizagdo de linhagens selvagens (WT), superexpressoras de ODC de L.
guyanensis, L. braziliensis e L. infantum (sin. L. chagasi) em relacdo a expressdo de ODC e
susceptibilidade ao Sblll.

indice de aumento

. Indice de
Linhagem fe expressao 'Cso SBIIl (W) Teste t Resistencia
Western Blot (Intrevalo de Confianga)
(Clone/WT) (Clone/WT)
LgWT - 25,93 (24,45 to 27,51) - -
LgBSD 1,0 26,44 (25,08 to 27,86) N.s. p=0,3372 1,0
LgODC c10 1,7 58,76 (53,99 to 63,95) **  p=0,0014 2,2
LgODC c23 1,7 55,21 (52,16 to 58,44) **  p=0,0025 2,3
LOWT - 4,477 (4,142 to 4,840) - -
LbODC c6 >10 10,92 (9,885 to 12,06) > p=0,0012 2,4
LbODC c8 >10 6,634 (6,241 to 7,053) **  p=0,0048 1,5
LT - 272,9 (261,9 to 284,5) - -
LiBSD 1,0 268,0 (256,8 to 279,7) n.d. 1
LiODC c9 2,0 262,5 (249,1 to 276,6) n.d. 1
LiODC c14 2,2 262,4 (250,6 to 274,7) n.d. 1

N.s.= Né&o Significativo
n.d.=N&o Determinado

5.2.5 Teste de Susceptibilidade de Linhagens Superexpressoras de
ODC ao Sblll na Presenca do Inibidor DFMO

Para verificar se a inibicdo de ODC utilizando DFMO causava reversao do

fendtipo de resisténcia ao Sblll, avaliamos o crescimento de linhagens de L.

guyanensis selvagem e superexpressora de ODC previamente incubadas com

DFMO (24 horas) e posteriormente crescidas por mais 24 horas com diferentes

concentragdes de Sblll.

Os parasitos selvagens previamente tratados com DFMO (50 uM) tiveram

reducdo de 60 % no crescimento na auséncia de Sblll. Ja os parasitos

superexpressores de ODC (LgODC c¢10) apresentaram reducao de apenas 16 % no

crescimento apos esse tratamento (Figura 18).
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Figura 16 — Efeito do inibidor DFMO (50 uM) no crescimento de L. guyanensis selvagem (LgWT) e
transfectada com o gene odc (LgODC c10). Formas promastigotas de LgWT e de LgODC c3 foram
incubados ou ndo com DFMO (50 uM) por 48 h. Apds esse tempo, o crescimento dos parasitos foi
quantificado em contador de particulas Z1 Coulter Counter. Os valores médios e o desvio padrdo de
trés experimentos independentes sdo demonstrados.

Na presenca de Sblll e DFMO, o crescimento da linhagem selvagem (LgWT)
foi baixo, permanecendo em torno de 30 % independentemente da concentracao de
Sblll utilizada (Figura 19). Para LgODC c10 na presengca de DFMO, o aumento da
concentragdo de Sblll levou a um descréscimo sucessivo do crescimento desta
linhagem. No entanto, o superexpressor ainda obteve, em todos os pontos de Sblll
avaliados, um crescimento maior do que o da linhagem selvagem (Figura 19). Dessa
forma, o pré-tratamento com DFMO (50 pM) deixou LgWT 648 vezes mais sensivel
ao tratamento com Sblll e LgODC ¢10 ficou apenas 1,5 vezes mais sensivel a esse
composto (Tabela 8). Esse resultado confirma que o aumento na expressao de ODC
é diretamente associado ao fenoétipo de resisténcia ao Sblll em L. guyanensis.
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Figura 17 — Efeito do inibidor DFMO no fenétipo de resisténcia ao Sblll de L. guyanensis transfectada
com o gene odc. Formas promastigotas de LgWT e de LgODC c10 foram pré-incubados ou ndo com
DFMO (50 pM) por 24 h. Apos esse tempo, os parasitos foram incubados com crescentes
concentracdes de Sblll por mais 24 h (4,7 a 74,9 yM). O crescimento dos parasitos foi quantificado
em contador de particulas Z1 Coulter Counter. Os valores médios € o0 desvio padrdo de trés
experimentos independentes sdo demonstrados.

Tabela 8 — IC5, do DFMO e do Sblll em linhagens de L. guyanensis pré-tratadas ou ndo com DFMO.

ICso Indice de ICso Sblll (uM) na presenga indice de
.. ICso Sblll (uM)
Linhagem DFMO  resistencia de DFMO (50 uM) sensibilidade
24 h
LgWT 49,25 - 32,4 0,05 648

LgODC c10 109 2,2 78,4 50,9 1,5
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5.3 Gama-Glutamilcisteina Sintetase (GCS)

5.3.1 Amplificacdao, Sequenciamento, Transfeccido Estavel e Selecao

de Clones Superexpressores de GCS

Para amplificar a sequéncia codificante do gene gcs, foi utilizado como molde
o DNA genbmico de L. guyanensis. O fragmento amplificado do DNA de L.
guyanensis para o gene gcs foi demontrado por uma banda Uunica de
aproximadamente 2.000 pb, o que é condizente com o tamanho do fragmento
esperado (2067 pb) para o gene gcs de L. braziliensis M2904 e de L. panamensis
L13 (Figura 20).
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Figura 18 — Amplificacéo da regido codificante completa do gene da Gama-Glutamilcisteina Sintetase
a partir do DNA gendmico de L. %uyanensis M9945. Eletroforese em gel de agarose 1 % do produto
de PCR corado com GelRed”. Uma banda unica correspondendo ao gene da gcs com
aproximadamente 2067 pb pode ser observada. Padréo: Padréao de tamanho molecular 1 kb DNA
Ladder (Promega).

Posteriormente, o produto de amplificacao foi clonado no vetor pGEMT-easy
e, apo6s transformagdo em bactéria E. coli TOP10F, quatro colbénias foram
selecionadas para o sequenciamento. A analise das sequéncias nucleotidicas do

gene gcs mostrou que a coldnia selecionada apresentou 97 % de similaridade e 100
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% de cobertura em sua sequéncia nucleotidica quando comparada com a sequéncia
de L. braziliensis M2904 (LbrM.18.1700) (Apéndice V). Comparando a sequéncia de
aminoacidos, a sequéncia de L. guyanensis obteve 94 % de similaridade e 100 % de
cobertura em relacéo a sequéncia de L. braziliensis M2904 (Apéndice VI). Ao todo
foram obervados 60 nucleotideos e 39 aminoacidos diferentes na sequéncia de gcs
de L. guyanensis quando comparada a sequéncia de L. braziliensis (Tabela 9).

O alinhamento com a sequéncia nucleotidica e de aminoacidos do gene gcs
de L. panamensis L13 (LPAL13_180019700) mostrou para ambas sequéncias,
similaridade e cobertura de 99 e 100 %, respectivamente (Apéndice VII e VIII).
Essas diferencas estdo associadas as diferencas em 8 nucleotideos e 3
aminoacidos nas sequéncias de L. guyanensis em comparagao as sequéncias de L.
panamensis (Tabela 9).

Assim, as diferencas encontradas entre as sequéncias nucleotidicas e de

aminoacidos sao caracteristicas de L. guyanensis.
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Tabela 9 — Identidade, cobertura e diferengas entre as sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos de
GCS de L. guyanensis quando comparada as sequéncias referéncias do Tritrypdb.org.

Sequéncias Referéncia (tritrypdb.org)

Sequéncia
Amplificada L.braziliensis (MHOM/BR/75/M2904) L. panamensis (MHOM/COL/81/L13)
Sequéncia nucleotidica Sequéncia de Sequéncia Sequéncia de
aminoacidos nucleotidica aminoacidos
Identidade 97% Identidade 94% Identidade 99% Identidade 99%
Cobertura 100% Cobertura 100% Cobertura 100% Cobertura 100%
Posigdo da Diferenga Posigdo da Diferenga Posigdo da Diferenga Posicdo da Diferenga
24-81-698-792-1261=C por G 9=I por A 6-690=G por T 168=P por L
25-239-315-349-788-1161-1997=A por G 38=H por N 503=C por T 186=I por T
26-364-418-557-664-723-726-921-1400- 72=G por S 557-2061=T pot C 313=C por §
1651=T por C 80=K por R 843=A por G
45-262-863-899-1208-1601-1724=A por C 88-403=I por L 937=T por A
112-232-974=C por A 117=K por E 1332-2067=G por A
Gama- 214-659-772-794-834-1464-1507-1521=G 119=S por I
Glutamilcistei por A 122-604=W por R
na Sintetase 336-503-800-1146-1638-1950=C por T 140=F por L
L. guyanesis 356-690=G pot T 155=V por D
(ITUMB/BR/85/ 464-766-937-1438-1810-1998=T por A 168=P por L
M9945) 712-1368=T por G 186=I pot T
798-1011-1013=A por T 220=S por N
1851=G por C 222-551=C por R
233=T pot S
238=S por A
256-313=C por S
258=Apor T
263=E por G
265=C por Y
267=A por V
288-534=K por T
300=N por T
325=A por D
338=N por I
387=I por M
421=Q por E
456=D por E
467=M por T
480=S por T
488=M por |
503=V por I
575=E por A
666=N por R

Diferencas: posicdo na sequéncia (separadas por trago)=nucleotideo/aminiacido de L. braziliensis/L. panamensis POR
nucleotideo/aminiacido de L. guyanensis

Abreviactes da Sequéncia Nucleotidica: C=citosina; T=timina; A=adenina; G=guanina.

Abreviacdes da Sequéncia de Aminoacidos: G=glicina; A=alanina; L=leucina; VV=valina; I=isoleucina; P=prolina; F=fenilanina;

S=serina; T=treonina; C=cisteina; Y=Tirosina; N=asparagina; Q=glutamina; D=4cido aspartico; E=acido glutamico; R=arginina;

K=lisina; H=histidina; W=triptofano; M=metionina.

Assim, uma vez confirmada que o produto amplificado correspondia ao gene

gcs, esse fragmento foi ligado ao plasmideo de transfeccao de Leishmania pIR1-

BSD. Em seguida, a construgdo foi linearizada e transfectada em formas

promastigotas de L. guyanensis, L. braziliensis e L. infantum. Apo6s a selecao dos
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clones resistentes ao BSD em meio M199 semi-sélido contendo esta droga, estes
clones foram submetidos a PCR com iniciadores especificos para o gene que
confere resisténcia ao BSD (gene bsd). Os resultados obtidos mostraram que os
clones selecionados, tanto transfectados com o vetor vazio quanto com o vetor
contendo o gene gcs, apresentaram amplificacdo de uma banda unica de 399 pb,
que corresponde a amplificacdo do fragmento do gene bsd (Figura 21). Esse
resultado confirma a eficiéncia do procedimento de transfecgcéo e selegcao dos clones

usando o antibiético blasticidina.

Padrao
LgBSD
LgGCS c3
LgGCS ¢c19
LHhGCS c8
LhGCS c18
LiBSD
LiGCS c2
LiGCSc4

CP
CN

pb

400

Figura 19 — Amplificagdo do gene bsd nos clones de L. guyanensis, L. braziliensis e L. infantum (sin.
L. chagasi) transfectados com pIR1-BSD ou pIR1-LgGCS. Os produtos de PCR foram separados em
gel de policrilamida 6 % corado com nitrato de prata. Em todos os géis é possivel observar o
fragmento de 399 pb, indicando a presenca do gene que confere resisténcia a blasticidina. Como
controle positivo foi utilizado 10 ng de plasmideo pIR1-BSD purificado.

5.3.2 Nivel de Expressiao de GCS nos Clones Transfectados

Os clones positivos para a PCR foram submetidos aos ensaios de Western
Blot para avaliar o nivel de expressao de GCS nos parasitos transfectados em
relacdo a expressao dos parasitos selvagens usando anticorpo policlonal anti-
LgGCS (Figura 22 A, B e C).

Em L. guyanensis, a analise da expressao da enzima GCS para os clones 3
(LgGCS c3) e 19 (LgGCS c19) transfectados com o gene gcs foram 2,2 e 2,3 vezes
maiores do que os niveis de expressao obtidos para L. guyanensis selvagem,
respectivamente (Figura 22 A). Para L. braziliensis, os niveis de expressao de GCS
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para os clones 8 (LbGCS c8) e 18 (LbGCS c18) foram 41,5 e 45,1 vezes maiores
quando comparados a linhagem LbWT, respectivamente (Figura 22 B). Em L.
infantum, os niveis de expressao de GCS para os clones 2 e 4 (LiIGCS c2 e LIGCS
c4) foram 23,8 e 24,0 vezes maiores quando comparados ao controle LINT (Figura
22 C). Nenhuma das linhagens contendo apenas o vetor vazio, ou seja, LgBSD e
LiBSD, variaram os indices de expressdo quando comparados a respectiva linhagem
parental. Isso demonstra que a presengca do plasmideo ou o procedimento de
transfeccao e selecao dos clones, nao alteram o fenétipo de expressao das enzimas
analisadas (Figura 22 A e C).

Assim como para a expressdo do gene odc, a superexpressdo de GCS foi
espécie-depende, ou seja, cada espécie transfectada obteve um nivel proprio de
aumento de expressdo, mesmo utilizando o mesmo plasmideo (pIR1-BSD) para
todas as espécies. E interessante também observar que, L. braziliensis e L. infantum
que receberam o gene heterdlogo clonado a partir de L. guyanensis, obtiveram
indices maiores de expressdo de GCS do que os clones de L. guyanensis que
tiveram a transfeccdo homéloga. Outra observacao interessante € que os clones de
L. infantum superexpressores de GCS apresentaram uma expressao 10 vezes maior
do que os seus clones superexpressores de ODC. Dessa forma, os niveis de
expressdo também podem variar de acordo com o0 gene que esta sendo
superexpresso dentro de uma mesma espécie. Ja L. braziliensis apresentou alto
nivel de expressao para ambos genes transfectados ODC (58,6 e 74,7 vezes) e
GCS (41 e 45 vezes).
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WT
LgBSD
LgGCS ¢3
LgGCScl9

]
kDa

75— N— J — — GCS

1.0 1.0 22 2.3

C

LbGCS 8
LbGCS 18
LiGCSc2
LiGCS cd

LiWT
LiBSD

kDa

L Gecs

1.0 0.97 23.8 24.0

Figura 20 — Nivel de expressdo de Gama-Glutamilcisteina Sintetase em (A) L. guyanensis, (B) L.
braziliensis e (C) L. infantum (sin. L. chagasi). Nesses ensaios foram analisadas para todas as
espécies, as linhagens selvagens - (A) LgWT, (B) LbWT e (C) LIWT, transfectadas com o vetor sem o
inserto - (A) LgBSD e (C) LiBSD, e transfectadas com o gene gcs - (A) LgGCS c3 e ¢19; (B) LbGCS
c8 e c18 e (C) LIGCS c2 e c4. As proteinas totais (20 ou 40 pg) foram separadas em gel de
poliacrilamida 12 % e transferidas para membranas de nitrocelulose. Um polipeptideo de
aproximadamente 78 kDa foi reconhecido pelo anticorpo anti-LgGCS em todas as amostras. A
normalizacao foi realizada, para (A) com o anticorpo anti-a-tubulina que reconhece um polipetideo de
50 kDa e para (B) e (C) usando gel de proteina total (pés-transferéncia) contendo 20 ug corado com
Azul de Coomassie R-250. As anadlises de densitometria éptica das bandas foram realizadas em
programa CP Atlas.
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5.3.3 Efeito do Inibidor BSO no Crescimento das Formas

Promastigotas de L. guyanensis e L. infantum

A incubacdo com o inibidor especifico L-buthionina-sulfoximina (BSO) foi
realizado para verificar se 0 aumento de expressdao de GCS correspondia ao
aumento de atividade dessa enzima. Assim, as linhagens de L. guyanensis e L.
infantum selvagens e clones superexpressores de GCS foram crescidas na
presenca de diferentes concentragées de BSO.

Para todas as linhagens analisadas, maiores indices de inibicdo do
crescimento foram obtidos com maiores concentracées de BSO (Figura 23 A e B).
Porém, para inibir o crescimento das linhagens superexpressoras de GCS (LgGCS
c3 e LIGCS c2) em uma mesma porcentagem a observada para as linhagens
selvagens, foram necessarias concentragées mais altas de BSO (Figura 23 A e B).
Esse resultado confirma que a superexpressao de GCS contém enzimas ativas. A
linhagem superexpressora de GCS (LgGCS c3) foi pelo menos 3 vezes mais
resistente ao BSO (ICso do BSO > 30 mM) do que a linhagem selvagem LgWT (ICso
do BSO de 10 mM). Nao foi possivel calcular o valor extado do IC5y do BSO, uma
vez que ele nao pode ser diluido em concentragcbes altas (maiores que 250 mM), o
que impede seu uso em concentracbes necessarias nos experimentos. Para L.
infantum, o ICsp do BSO obtido para LIWT foi 4 mM e para LIGCS c2 foi de 33,5 mM,

cerca de 8,3 vezes maior do que o observado para a linhagem selvagem.
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Figura 21 — Curva de crescimento de (A) L. guyanensis selvagem (LgWT) e transfectada com o gene
gcs (LgGCS c¢3) e (B) L. infantum (sin. L. chagasi) selvagem (LIWT) e transfectada com o gene gcs
(LIGCS c2) na presenca de BSO. Os parasitos foram incubados com crescentes concentragdes de
BSO (1,25 a 50 mM) por 48 h. O crescimento dos parasitos foi quantificado em contador de particulas
Z1 Coulter Counter. Os valores médios e o desvio padrao de (A) dois experimentos independentes e
(B) um experimento sdo demonstrados. Para analise estatistica foi utilizado o ANOVA one-way
usando o programa GraphPad Prism 6.0. Asteriscos representados pelos valores de p: * p<0,01; ***
p<0,001.
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5.3.4 Teste de Susceptibilidade de Linhagens Superexpressoras de
GCS ao Sbhlll

Apds a confirmacao da superexpressdo e atividade da enzima GCS pela
utilizacado do inibidor BSO, os clones superexpressores foram entdo submetidos ao
teste de susceptibilidade ao Sblll. Para isso, os parasitos selvagens, transfectados
com o vetor vazio e os superexpressores de GCS tiveram seus crescimentos
avaliados na presenca de diferentes concentragdes de Sblll.

A superexpressao de GCS em L. guyanensis e L. braziliensis foi capaz de
gerar resisténcia ao Sblll (Figura 24 A e B). O ICs do Sblll dos clones
superexpressores de GCS de L. guyanensis, LgGCS c3 (87,9 uM) e c19 (111,2 pM)
foram, respectivamente, 3,4 e 4,3 vezes maiores do que o ICsy de Sblll para LgWT
(25,9 uM).

Para a espécie L. braziliensis, a superexpressdo de GCS aumentou em torno
de 2,3 e 2,5 vezes a resisténcia ao Sblll (Figura 24 B). Os ICs, dos clones
superexpressores de GCS (LbGCS c8 e LbGCS c¢18) foram 11,22 uM e 10,41 uM,
respectivamente e o ICsp da linhagem selvagem LBWT foi 4,47 uM (Tabela 10). Nos
ensaios de Western Blot, L. braziliensis foi a espécie que apresentou maior taxa de
superexpressao de GCS entre as trés espécies transfectadas. Porém, o aumento de
resisténcia ao Sblll foi em torno de 2 vezes, valor menor do que aquele obtido para
os clones superexpressores de GCS de L. guyanensis (34 e 4,3). Os
superexpressores de L. infantum também obtiveram grande aumento na expressao
de GCS (cerca de 20 vezes), porém a superexpressdao de GCS nao alterou o
fendtipo de susceptibilidade ao Sblll (Figura 24 C). Para LIWT, o ICsy apresentado
foi 258,1 uM, muito similar aos valores obtidos para os clones superexpressores de
GCS (LiIGCS c2 e c4) que foram 259 uM e 257,5 uM, respectivamente (Tabela 10).
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Figura 22 — Susceptibilidade de formas promastigotas de (A) L. guyanensis, (B) L. braziliensis e (C)
L. infantum (sin. L. chagasi) ao Sblll. Os ensaios foram realizados para todas as espécies usando as
linhagens selvagens - (A) LgWT, (B) LbBWT e (C) LIWT, transfectadas com o vetor sem o inserto - (A)
LgBSD e (C) LiBSD e transfectadas com o gene gcs - (A) LgGCS c3 e ¢19; (B) LbGCS c8 e c18 e (C)
LIGCS c2 e c4. Os parasitos foram incubados na presenca de Sblll (1,17 a 1497,3 uM) por 48 horas e
as porcentagens do crescimento dos parasitos foram determinadas usando Z1 Coulter Counter.
Valores médios e desvio padrao de trés experimentos independentes estdo mostrados. **** p<0,0001;
*** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05.
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Tabela 10 — Caracterizacdo de linhagens selvagens (WT), superexpressoras de GCS de L.
guyanensis, L. braziliensis e L. infantum (sin. L. chagasi) em relagdo a expressdo de GCS e
susceptibilidade ao Sblll.

indice de aumento ICs, Shlll )
de expressao (HM) Indice de
Linhagem Western Blot (Intervalo de Teste t Resistencia
(Clone/WT) Confianga) (Clone/WrT)
LgWT - 25,93 (24,45 to 27,51) - -
LgBSD 1,0 26,44 (25,08 to 27,86) N.s. p=0,3372 1,01
LgGCS c3 2,2 87,93 (75,64 to 101,8) **  p=0,0065 3,4
LgGCS c19 2,3 111,2 (92,93 to 133,1) * p=0,0431 43
LOWT - 4,47 (4,142 to 4,840) - -
LbGCS c8 41,5 11,22 (10,29 to 12,24) **  p=0,0030 2,5
LbGCS c18 451 10,41 (9,586 to 11,30) *** p=0,0003 2,3
LIWT - 258,1 (247,8 to 268,9) - -
LiBSD 1,0 250,3 (235,6 to 265,9) n.d. 0,97
LiGCS c2 23,8 259,0 (242,7 to 276,3) n.d. 1
LIGCS c4 24.0 257,5 (247,5 to 267,9) n.d. 1

N.s.= N&o Significativo
n.d.=N&o Determinado

5.3.5 Teste de Susceptibilidade de Linhagens Superexpressoras de
GCS ao Sblll na presenca de BSO

Com o intuito de verificar o efeito do inibidor BSO no fenétipo de resisténcia
ao Sblll, linhagens de L. guyanensis selvagem e superexpressora de GCS, foram
submetidas ao teste de susceptibilidade ao Sblll na presenca ou auséncia de BSO.

O pré-tratamento com BSO (10 mM) fez com que o crescimento da linhagem

selvagem LgWT na auséncia de Sblll fosse reduzido em aproximadamente 30 % e
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enquanto que o clone superexpressor LgGCS c3 nao alterou o crescimento na

presenca de 10 mM desse inibidor (Figura 25).
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Figura 23 — Efeito do inibidor BSO (10 mM) no crescimento de L. guyanensis selvagem (LgWT) e
transfectada com o gene gcs (LgGCS c¢3). Formas promastigotas de LgWT e de LgGCS c3 foram
incubados ou ndo com BSO (10 mM) por 48 h. Apds esse tempo, o crescimento dos parasitos foi
quantificado em contador de particulas Z1 Coulter Counter. Os valores médios e o desvio padrdo de
trés experimentos independentes sdo demonstrados.

Na presenca de Sblll e BSO, o crescimento da linhagem selvagem foi
praticamente nulo, permanecendo em torno de 20 % independentemente da
concentragao de Sblll utilizada. Ja a incubagéo de BSO e Sblll em conjunto, reduziu
o crescimento de LgGCS c3, porém em percentuais bem menores do que essa
mesma combinacéo reduziu no crescimento de LgWT. Na maior concentracao de
Sblll utilizada (794,9 uM), LgGCS c¢3 ainda permaneceu com um crescimento 2
vezes maior do que LgWT (Figura 26). O pré-tratamento com BSO e a posterior
incubacao com Sblll, aumentou em 20 vezes a susceptibilidade de LgWT ao Sblll e
em 4,1 vezes a susceptibilidade do clone superexpressor de GCS LgGCS c3
(Tabela 11). Dessa forma, a inibicdo farmacologica de GCS foi capaz de sensibilizar
tanto a linhagem superexpressora de GCS quanto selvagem a acédo do Sblll,
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demonstrando que em L. guyanensis, o aumento de GCS esta diretamente

envolvido no fenétipo de resisténcia ao Sblll.
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Figura 24 — Efeito do inibidor BSO no fenoétipo de resisténcia ao Sblll de L. guyanensis transfectada
com o gene gcs. Formas promastigotas de LgWT e de LgGCS ¢3 foram pré-incubados ou ndo com
BSO (10 mM) por 24 h. Apds esse tempo, os parasitos foram incubados com crescentes
concentracdes de Sblll por mais 24 h (4,7 a 74,9 uM). O crescimento dos parasitos foi quantificado
em contador de particulas Z1 Coulter Counter. Os valores médios € o0 desvio padrdo de trés
experimentos independentes sdo demonstrados.

Tabela 11 — IC5, do BSO e do Sblll em linhagens de L. guyanensis pré-tratadas ou ndo com BSO.

ICso Sblll (uM) na

ICs indice de ICso Shblll presenca de BSO Indice de
Linhagem BSO M sensibilidade ao
g resisténcia BSO (M) (10mM)
(mM) 24 h 24 h Shilll
LgWT 10 - 32,4 1,6 20

LgGCS c3 > 30 >3,0 99,3 24 4,1
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5.3.6 Efeito da combinacao de baixas concentracoes de Sblll e BSO

no crescimento de L. guyanensis Selvagem e Superexpressora de
GCS

Adicionalmente ao teste de susceptibilidade ao Sblll na presenca de BSO foi
realizado um teste de susceptibilidade usando concentracées baixas de Sblll e BSO
para verificar o efeito combinado dessas drogas no crescimento de L. guyanensis
selvagem e superexpressora de GCS.

Quando administrado separadamente, o Sblll (9,3 uM) reduziu em apenas
cerca de 22 e 15 % o crescimento das linhagens selvagem e transfectada com GCS,
respectivamente. O BSO individualmente, quando utilizado na concentracao de 5
mM, inibiu o crescimento de LgWT em 20 % e nao alterou o crescimento de LgGCS
c3. Quando utilizado na concentracdo de 15 mM, o BSO diminiu em 6 % o
crescimento de LgGCS c3. A administracdo conjunta de Sblll (9,3 uM) e BSO a 5
mM, reduziram 88 % o crescimento de LgWT e 45 % o crescimento da linhagem
superexpressora LgGCS c3. Ja quando LgGCS c¢3 foi incubada em conjunto com
Sblll e uma concentragéo 3 vezes maior de BSO (15 mM), a redugéo no crescimento
passou de 45 para 73% (Figura 27). No entanto, mesmo com uma concentracao 3
vezes maior de BSO (15 mM), a linhagem superexpressora de GCS cresceu mais do
que sua respectiva linhagem selvagem atratada apenas com 5mM de BSO. Esse
resultado ressalta a importancia da atividade de GCS na resisténcia ao Sblll e
reforca que o efeito aditivo de Sblll e BSO pode contribuir para a eliminagcédo de L.

guyanensis com o uso de concentragbes menores de ambas as drogas.
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Figura 25 — Efeito do BSO no crescimento de L. guyanensis selvagem e sugerexpressora de GCS
tratadas com concentragdes subletais de Sblll. Formas promastigotas (2 x 10° parasitos/mL) em fase
log de crescimento foram semeadas em placas de 24 pogos contendo meio M199. Os parasitos foram
expostos ou ndo ao Sblll (9,3 uyM) sozinho ou com 5 mM (para LgWT e LgGCS c3) ou 15 mM
(LgGCS c3) de BSO. A incubacéo foi realizada por 48 horas. O crescimento dos parasitos foi
quantificado em contador de particulas Z1 Coulter Counter. Os valores médios e o desvio padrdo de
trés experimentos independentes sdo demonstrados. Para analise estatistica foi utilizado o teste t de
student usando o programa GraphPad Prism 6.0. Asteriscos representados pelos valores de p: *
p=0,0173; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.

5.4 Tripanotiona Sintetase (TryS)

5.4.1 Amplificacao, Sequenciamento, Transfeccao Estavel e

Selecao de Clones Superexpressores de TryS

A partir do DNA genbémico de L. braziliensis M2904 e L.infantum (sin. L.
chagasi) PP75, a sequéncia codificante de TryS foi amplificada. Tanto em L.
braziliensis M2904 quanto em L. infantum JPCM 5, TryS possui 1959 pb. O
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fragmento amplificado a partir do DNA de L. braziliensis e L. infantum, usando pares

iniciadores especificos para cada espécie, gerou uma banda Unica em cada reacao

e com os tamanhos esperados de aproximadamente 2000 pb (Figura 28).

=
[l

pb

2000

Figura 26 — Amplificacdo da regido codificante completa do gene da Tripanotina Sintetase a partir do
DNA gendmico de L. braziliensis M2904 (LbWT) e L. infantum (sin. L. chagasi) PP75 (LIWT).
Eletroforese em gel de agarose 1 % do produto de PCR corado com GelRed®. Uma banda unica
correspondendo ao gene trys com aproximadamente 1959 pb pode ser observada. Padréo: Padréo
de tamanho molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

O produto amplificado de ambas espécies foi ligado ao vetor pGEMTeasy e
transformado em bactéria E. coli TOP10F’. Apo6s a transformacéao, quatro colénias
contendo plasmideos clonados com o gene frys de cada espécie foram
encaminhadas para o sequenciamento.

A sequéncia nucleotidica e de aminoacidos do gene trys de L. braziliensis
M2904 apresentou 100 % de similaridade e cobertura quando comparada com a
sequéncia de L. braziliensis M2904 (LbrM.27.2010) do banco de dados (Apéndice IX
e X) (Tabela 12). Esse resultado era esperado uma vez que o DNA utilizado como
molde na PCR é da mesma cepa de L. braziliensis sequenciada e disponivel no
banco de dados. Ja a sequéncia amplificada do DNA de L. infantum PP75, ao ser
alinhada com a sequéncia TryS de L. infantum JPCM5 (Lind.27.1770) do Velho
Mundo, apresentou similaridade e cobertura de 99 e 100 %, respectivamente, para
ambas sequéncias nucleotidica e de aminoacidos. Na sequéncia nucleotidica houve
apenas uma troca na posigcao 65 que culminou em uma troca na sequéncia de um

aminoacido na posicao 22 (Apéndice Xl e Xll) (Tabela 12).
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Tabela 12 - Identidade, cobertura e diferengas entre as sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos
de TryS de L.braziliensis e L. infantum quando comparada as sequéncias referéncias do
Tritrypdb.org.

Sequéncias Referéncia (tritrypdb.org)

Sequéncia L.braziliensis L. infantum JPCM 5

Amplificada (MHOM/BR/75/M2904) (MCAN/ES/98/LLM-877)
Sequéncia Sequéncia de Sequéncia Sequéncia de
nucleotidica aminoacidos nucleotidica aminoacidos

Tripanotiona

Sintetase Identidade 100% Identidade 100%

L. braziliensis Nio se aplica Nio se aplica
(MHOM/BR/7  Cobertura 100% Cobertura 100% p P

5/

M2904)

Tripanotiona Identidade 99% Identidade 99%
Sintetase

L. infantum Cobertura 100% Cobertura 100%
(sin. L. N . 5 .

chagasi) Nao se aplica Nao se aplica Posigdo da Posi¢io da Diferenca
(MHOM/BR/7 Diferenga

4/ _

PP75) 65=T por C 227 VporA

Diferencas: posicdo na sequéncia (separadas por traco)=nucleotideo de L. infantum JPCM5 POR nucleotideo L. infantum PP75
Abreviacdes da Sequéncia Nucleotidica: C=citosina; T=timina; A=adenina; G=guanina.

Abreviacbes da Sequéncia de Amonoacidos: G=glicina; A=alanina; L=leucina; V=valina; I=isoleucina; P=prolina; F=fenilanina; S=serina;
T=treonina; C=cisteina; Y=Tirosina; N=asparagina; Q=glutamina; D=acido aspartico; E=acido glutdmico; R=arginina; K=lisina; H=histidina;
W-=triptofano; M=metionina.

Com a confirmacgao de que o produto amplificado correspondia ao gene ftrys
para ambas as espécies, esses fragmentos foram ligados, individualmente, ao vetor
de expressdo em Leishmania pIR1-BSD. A selecdo da construcdo foi obtida com
sucesso apenas para ligacdo com a sequéncia do gene frys de L. infantum. Dessa
forma, essa construcao foi linearizada e transfectada em formas promastigotas de L.
guyanensis, L. braziliensis e L. infantum. Apds 24 horas da transfec¢ao, os parasitos
transfectados foram plaqueados em meio M199 semi-sélido contendo a droga de
selecdo blasticidina. Os clones selecionados foram submetidos a PCR com
iniciadores especificos para o gene bsd e os resultados mostraram que todos os
clones selecionados apresentaram amplificacdo de uma banda de 399 pb

correspondente a amplificacao do gene bsd (Figura 29).
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Figura 27 — Amplificagdo do gene bsd nos clones de L. guyanensis, L. braziliensis e L. infantum (sin.
L. chagasi) transfectados com pIR1-BSD ou pIR1-LiTryS. Os produtos de PCR foram separados em
gel de policrilamida 6 % corado com nitrato de prata. Em todos os géis é possivel observar o
fragmento de 399 pb, indicando a presenga do gene que confere resisténcia a blasticidina. Como
controle positivo foi utilizado 10 ng de plasmideo pIR1-BSD purificado.

5.4.2 Nivel de Expressao de TryS nos Clones Transfectados

Ensaios de Western Blot utilizando proteina total soluvel de parasitos
selvagem e transfectadas com o gene frys foram realizados para avaliar o nivel de
expressdao de TryS. O anticorpo policlonal anti-LiTryS utilizado nos ensaios
reconheceu em todas as amostras um polipeptideo de aproximadamente 74 kDa,
correspondente a massa molecular de tamanho esperado (Figura 30 A, B e C).

As linhagens de L. guyanensis transfectadas com o gene frys, clones LgTryS
c1 e c5, tiveram um aumento na expressdo de TryS de 1,4 vezes, quando
comparados com a expressao da linhagem selvagem dessa espécie (Figura 30 A).
Em L. braziliensis, os niveis de expressao de TryS para os clones 7 (LbTryS c7) e 11
(LbTryS c¢11) foram 157 e 14,3 vezes maiores, respectivamente, quando
comparados a linhagem selvagem, LbWT (Figura 30 B). Os niveis de expresséao
obtidos para L. infantum transfectada com o gene frys (clones LiTryS c22 e c23)
foram 1,3 e 1,7 vezes maiores quando comparados ao controle selvagem LMWT
(Figura 30 C).

Mais uma vez, esses resultados, assim como para a expressao do gene odc e
gcs, permitem observar que a superexpressao de TryS variou em cada uma das

espécies, sendo espécie-depende, ainda que com a utilizagdo da mesma construgao
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em todas as transfeccdes (Figura 30 A, B e C). As espécies L. guyanensis e L.
infantum, apresentaram indices de aumento de expressdo semelhantes, cerca de

1,5 vezes, enquanto que L. braziliensis obteve um aumento médio de 15 vezes.
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Figura 28 — Nivel de expressado de Tripanotiona Sintetase em (A) L. guyanensis, (B) L. braziliensis e
(C) L. infantum (sin. L. chagasi). Nesse estudo foram analizadas para todas as espécies, as linhagens
selvagens - (A) LgWT, (B) LbWT e (C) LIWT, transfectadas com o vetor sem o inserto - (A) LgBSD , e
transfectadas com o gene gcs - (A) LgTryS c1 e c5; (B) LbTryS c7 e c11 e (C) LiTryS c22 e c23. As
proteinas totais (20 pg) foram separadas em gel de poliacrilamida 12 % e transferidas para
membranas de nitrocelulose. Um polipeptideo de aproximadamente 74 kDa foi reconhecido pelo
anticorpo anti-LiTryS em todas as amostras. A normalizacéo foi realizada usando gel de proteina total
(pos-transferéncia) contendo 20 pg corado com Azul de Coomassie R-250. As andlises de
densitometria éptica das bandas foram realizadas em programa CP Atlas.

5.4.3 Teste de Susceptibilidade ao Sblll em Linhagens
Superexpressoras de TryS

Ap6s a confirmagdo do aumento de expressdao de TryS nos clones
transfectados, as linhagens selvagens e transfectadas com trys foram submetidas a
ensaio de susceptibilidade ao Sblll. As curvas de susceptibilidade ao Sblll para as

trés espécies demonstraram que ha pouca alteragao no fenétipo de susceptibilidade
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ao Sblll (Figura 31 A, B e C). Em L. guyanensis e L. infantum a superexpressao de
TryS apresentou um discreto aumento de aproximadamente 1,3 e 2,0 vezes,
respectivamente, na resisténcia ao Sblll comparado com os respectivos pares
selvagens (Tabela 13). Por outro lado, em L. braziliensis a superexpressao de TryS
diminuiu a resisténcia ao Sblll em aproximadamente 2,5 vezes. Os valores de ICs
do Sblll obtidos para cada linhagem estao descritos na Tabela 13. Analise estatistica
dos dados mostrou diferenga significativa entre os valores de ICsy obtidos para os

clones de L. braziliensis e L. infantum.
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Figura 29 — Susceptibilidade de formas promastigotas de (A) L. guyanensis, (B) L. braziliensis e (C)
L. infantum (sin. L. chagasi) ao Sblll. Os ensaios foram realizados para todas as espécies usando as
linhagens selvagens - (A) LgWT, (B) LbBWT e (C) LIWT, transfectadas com o vetor sem o inserto - (A)
LgBSD, e transfectadas com o gene trys - (A) LgTryS c1 e c5; (B) LbTryS c7 e c11 e (C) LiTrySc22 e
c23. Os parasitos foram incubados na presenga de Sblll (1,17 a 748,65 uM) por 48 horas e as
porcentagens do crescimento dos parasitos foram determinadas usando Z1 Coulter Counter. Valores
meédios e desvio padréo de trés experimentos independentes estdo mostrados. **** p<0,0001; **
p<0,01; * p<0,05.
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Tabela 13 - Caracterizacdo de linhagens selvagens (WT), superexpressoras de TryS de L.
guyanensis, L. braziliensis e L. infantum (sin. L. chagasi) em relacdo a expressdo de TryS e
susceptibilidade ao Sblll.

indice de aumento de

Indice de

Linhagem expressao Western Blot 'Cs0 Shlll (HM_) Teste t Resistencia

(Clone/WT) (Intervalo de Confianga) (CloneMT)
LgWT - 30,17 (25,01 to 36,39) - -
LgBSD 0,73 26,42 (23,49 t0 29,72) N.s. p=0,5284 0,87
LgTryS c1 1,4 40,08 (34,51 to 46,55) N.s. p=0,2659 1,3
LgTryS c5 1,4 40,83 (36,17 to 46,08) N.s. p=0,1405 1,35
LOWT - 4,534 (4,015 t0 5,121) - -
LbTryS c7 15,7 1,854 (1,698 to 2,025) ** p=0,0010 0,4
LbTryS c11 14,3 1,776 (1,525 to 2,069) ** p=0,0013 0,4
LT - 70,26 (67,24 to 73,42) - -
LiTryS c22 1,3 143,9 (137,1to 151,0) ***  p=0,0005 2,0
LiTryS c23 1,7 152,7 (146,9 to 158,6) % p=0,0001 2,2

N.s.= N&o Significativo

5.5 Tripanotiona Redutase (TR)

5.56.1 Amplificacao, Sequenciamento, Transfeccao Estavel e Selecao

de Clones Superexpressores de TR

A amplificacdo de um fragmento uUnico de aproximadamente 1500 pb
correspondendo ao gene tr (1457 pb) foi realizado a partir de iniciadores especificos

usando como molde o DNA gendémico de L. braziliensis M2904 (Figura 32).
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Figura 30 — Amplificagcdo da regido codificante completa do gene da Tripanotina Redutase a partir do
DNA genémico de L. braziliensis M2904. Eletroforese em gel de agarose 1 % do produto de PCR
corado com GelRed®. Uma banda de aproximadamente 1500 pb de maior intensidade
correspondendo ao gene fr pode ser observada. A regido codificante do gene fr possui 1457 pb.
Padrao: Padrao de tamanho molecular 17 kb Plus DNA Ladder (Promega).

O produto amplificado de 1457 pb do gene tr foi inserido no vetor pPGEMTeasy
e transformado em bactéria E. coli TOP10F’. Apés a transformacgéao, quatro colénias
contendo plasmideos clonados com o gene fr foram sequenciados. As sequéncias
nucleotidicas e de aminoacidos de TR apresentaram 100 % de similaridade e
cobertura comparada com as sequéncias de L. braziliensis M2904 (LbrM.05.0350)
depositada no banco de dados (tritrypdb.org) (Apéndice Xl e XIV). Esse resultado
confirma a correta sequéncia do gene tr amplificada. Posteriormente, o gene fr foi
inserido no plasmideo de transfeccao plR1-BSD, linearizado e a construgéo foi
transfectada em formas promastigotas de L. guyanensis, L. braziliensis e L.
infantum. Os parasitos transfectados foram plaqueados em meio M199 semi-sélido
contendo a droga de selegdo BSD. PCR com iniciadores especificos para o gene
bsd (399 pb) demonstrou um fragmento de aproximadamente 400 pb em todos os
clones analisados (Figura 33). A amplificacdo desse fragmento confirma a presenca
do plasmideo nas linhagens de Leishmania spp. transfectadas.
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Figura 31 — Amplificagdo do gene bsd nos clones de L. guyanensis, L. braziliensis e L. infantum (sin.
L. chagasi) transfectados com pIR1-BSD ou pIR1-BSD-LbTR. Os produtos de PCR foram separados
em gel de policrilamida 6 % corado com nitrato de prata. Em todos os géis é possivel observar o
fragmento de 399 pb, indicando a presenga do gene que confere resisténcia a blasticidina. Como
controle positivo foi utilizagcdo 10 ng de plasmideo pIR1-BSD purificado.

5.5.2 Nivel de Expressao de TR nos Clones Transfectados

Ap6s a confirmacado do sucesso da transfeccdo, os parasitos foram
submetidos a ensaios Western Blot para verificar se houve aumento no nivel de
expressao de TR nos parasitos transfectados com o gene fr.

A analise da expressao demonstrou que tanto em L. guyanensis quanto em L.
braziliensis, o anticorpo anti-TcTR reconheceu além do polipeptideo de tamanho
esperado de 53 kDa, um outro com maior massa molecular (Figura 34 A e B). Esse
outro polipeptideo provavelmente corresponde a uma isoforma de TR presente
apenas nos superexpressores. O polipeptideo de maior massa molecular esta mais
expresso nas linhagens de L. guyanensis e L. braziliensis transfectadas com TR,
confirmando a superexpressdo desse gene nas linhagens analisadas. Ja para L.
infantum, o anticorpo anti-TcTR reconheceu apenas um polipeptideo de tamanho
esperado de 53 kDa (Figura 34 C). Os clones de L. infantum, superexpressores de
TR (clones 14 e 17) apresentaram aumento de expressao da enzima TR cerca de 2
vezes quando comparado a linhagem néo transfectada (Figura 34 C). Os controles
transfectados apenas com o vetor vazio ndo variaram os indices de expressao

quando comparados a respectiva linhagem parental (Figura 34 A e C).
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Figura 32 — Nivel de expresséo de Tripanotiona Redutase em (A) L. guyanensis, (B) L. braziliensis e
(C) L. infantum (sin. L. chagasi). Neste estudo foram analisadas para todas as espécies, as linhagens
selvagens - (A) LgWT, (B) LBWT e (C) LMWT, transfectadas com o vetor sem o inserto - (A) LgBSD e
(C) LiBSD, e transfectadas com o gene fr - (A) LgTR c4 e c15; (B) LbTR c1 e c16 e (C) LiTR c14 e
c17. As proteinas totais (20 pg) foram separadas em gel de policrilamida 12 % transferidas para
membranas de nitrocelulose e incubadas com anticorpo anti-TcTR. A normalizagdo foi realizada
usando gel de proteina total (pés-transferéncia) contendo 20 ug corado com Azul de Coomassie R-
250. As analises de densitometria éptica das bandas foram realizadas usando o programa CP Atlas.

Na tentativa de confirmar a expressao de isoformas de TR nas linhagens de
L. guyanensis e de L. braziliensis transfectadas foram realizados ensaios de
eletroforese bi-dimensional (2D) e Western Blot (Apéndice XV e XVI). Apesar de
diferencas serem observadas entre as linhagens selvagens e transfectadas com TR,
nenhum resultado confirmou a expressdo de isoformas de TR. Dessa forma, a
idenficagdo por Espectrometria de Massas deve ser realizada nos spots
diferencialmente expressos para confirmar a presengca de isoformas de TR nos

clones superexpressores de L. guyanensis e L. brazliensis.
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5.5.3 Teste de Susceptibilidade ao Sblll em Linhagens

Superexpressoras de TR

Uma vez confiimado o aumento de expressdo de TR nos clones
transfectados, as linhagens selvagem e transfectadas com TR foram submetidas ao
teste de susceptibilidade ao Sblll.

A superexpressao de TR em L. guyanensis nao gerou nenhuma modificagéo
no fenétipo de susceptibilidade ao Sblll nos clones analisados (Figura 35 A). Os
valores de IC5y do Sblll para os controles foram similares aos dos clones
transfectados com o gene fr (Tabela 14). O IC5 do Sblll para os controles LgWT e
LgBSD foram de 30,17 e 26,42 uM, respectivamente. Ja para os clones
superexpressores de TR dessa espécie, o ICso foi praticamente idéntico ao da
linhagem selvagem, sendo de 30,72 e 29,34 pM para LgTR c4 e c15,
respectivamente (Tabela 14).

Em L. braziliensis, apenas um dos clones superexpressores de TR (clone 16),
apresentou aumento de 4,1 vezes na resisténcia ao Sblll, apresentando IC5, de
22,22 uM enquanto o ICsy da linhagem selvagem (LbWT) foi de 5,4 uM (Figura 35
B). O outro clone superexpressor de TR (clone 1) apresentou valor de ICs9 de 5,4
MM, igual ao da linhagem selvagem (Tabela 14). Analise de atividade da enzima TR
desses clones serdo futuramente determinadas para melhor explicar essa diferenca
de susceptibilidade ao Sblll.

Os clones de L. infantum superexpressores de TR (¢ 14 e 17) se mostraram
1,3 e 1,4 vezes mais resistentes ao tratamento com Sblll, respectivamente, quando
comparados aos parasitos controles selvagem e transfectado com o vetor vazio
(Figura 35 C). Os valores de ICso do Sblll dos clones LiTR c14 e c17 foram 218,6 e
220,9 uM, respectivamente. Ja o ICso dos controles LIWT e LiBSD foram 162,5 e
160,1 uM, respectivamente (Tabela 14).
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Figura 33 — Susceptibilidade de formas promastigotas de (A) L. guyanensis, (B) L. braziliensis e (C)
L. infantum (sin. L. chagasi) ao Sblll. Os ensaios foram realizados para todas as espécies usando as
linhagens selvagem - (A) LgWT, (B) LbWT e (C) LIWT, transfectadas com o vetor sem o inserto - (A)
LgBSD e (C) L/BSD, e transfectadas com o gene tr - (A) LgTR c4 e c15; (B) LbTR c1 e ¢c16 e (C)
LITR c14 e c17. Os parasitos foram incubados com Sblll (1,17 a 748,65 uM) por 48 horas e as
porcentagens do crescimento dos parasitos foram determinadas usando Z1 Coulter Counter. Valores
meédios e desvio padréo de trés experimentos independentes estdo mostrados. **** p<0,0001; ***
p<0,001; ** p<0,01.
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Tabela 14 — Caracterizagdo de linhagens selvagens (WT), superexpressoras de TR de L. guyanensis,
L. braziliensis e L. infantum (sin. L. chagasi) em relagdo a expressdo de TR e susceptibilidade ao

Sblll.
indice de aumento de ICs, Shlll indice de

Linhagem  expressdo Western (HM) Teste ¢ Resistencia

Blot (Clone/WT) (Intervalo de Confianga) (Clone/WT)
LgWT 1 isoforma 30,17 (25,01 to 36,39) - -
LgBSD 1 isoforma 26,42 (23,49 to 29,72) N.s. p=0,6509 0,87
LgTR c4 2 isoformas 30,72 (28,21 to 33,46) N.s. p=0,9696 1
LgTR c15 2 isoformas 29,34 (27,70 to 31,08) N.s. p=0,8403 1
LEWT 1 isoforma 5,431 (4,630 to 6,369) - -
LbTR c1 2 isoformas 5,454 (4,671 to 6,369) N.s. p=0,9414 1
LbTR c16 2 isoformas 22,22 (20,06 to 24,61) ***  p=0,0003 41
LWT - 162,5 (152,4 to 173,2) - -
LiBSD 1,0 160,1 (145,5 to 176,2) N.s. p=0,9252 1
LITR c14 1,8 218,6 (200,4 to 238,3) *  p=0,0465 1,3
LITR c17 1,8 220,9 (205,0 to 238,0) * p=0,0336 1,4

N.s.= Né&o Significativo

5.6 Analise da Expressao Global de Enzimas da Via Antioxidante de

Leishmania spp. em Linhagens Superexpressoras de TryS e TR

Ensaios de Western Blot foram realizados no intuito de entender como o

aumento de expressao de TryS e TR, em L. braziliensis e L. infantum, poderiam

alterar a expressao de enzimas da defesa antioxidante e enzimas da via de sintese

da tripanotiona. As enzimas analisadas em ambos superexpressores de TryS e TR

foram: Gama-glutamilcisteina Sintetase (enzima da via da glutationa);

S-

Adenosilmetionina Sintetase (AdoMetS) (enzima da via das poliaminas); Ferro

Superoxido Dismutase-A (SOD-A), Triparedoxina (TXN) e Triparedoxina Peroxidase

(TXNPx) (todas implicadas no processo de detoxificacdo de espécies reativas de

oxigénio).
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5.6.1 Analise de Expressao Global em L. braziliensis

Superexpressora de TryS e TR

Os resultados do teste de susceptibilidade ao Sblll demonstraram que o
aumento da expressao de TryS em L. braziliensis levou a um aumento de 1,6 e 1,7
vezes na sensibilidade ao Sblll (Figura 31 C). E interessante ressaltar que a
superexpressao de TryS mostrou reducdo da expressao de TR em mais de 80%
(cerca de 4,4 vezes de reducao) quando comparada a LbWT. Esse resultado mostra
que o aumento de TryS, regula negativamente a expressdo de TR nesses clones.
Enzimas da via de sintese de tripanotiona, GCS e AdoMetS, que atua na sintese de
S-Adenosilmetionina, estavam com expressao aumentadas apenas no clone 11 de
L. braziliensis superexpressor de TryS (LbTryS c11). Ambos os clones de L.
braziliensis superexpressores de Trys nao alteraram a expressao das enzimas SOD-
A e TXNPx. Por outro lado, a enzima TXN, estava reduzida no clone 7 e
praticamente inalterada no clone 11 superexpressor de TryS (Figura 36).

O clone 7 de L. braziliensis superexpressor de TryS que apresentou diferenca
estatisticamente significativa em relagdo a diminuicdo da resisténcia ao Sblll teve
reducao da expressao das enzimas TR e TXN e néao teve alteragdo na expressao
das outras enzimas GCS, AdoMetS, SOD-A e TXNPx analisadas (Tabela 15).

A superexpressao da TR em L. braziliensis aumentou a resisténcia ao Sblll
em apenas um dos clones analisados clone 16, sendo que o fenétipo ficou inalterado
no clone 1 (Tabela 15). Analise de Western Blot mostrou que ambos clones
superexpressores de TR tiveram o mesmo perfil de expressdo das enzimas
analisadas. Eles apresentaram diminuicdo da expressdo de TryS e SOD-A e
nenhuma alteracao na expressao das outras enzimas analisadas. A superexpressao
de TR levou a uma diminuicdo de TryS de cerca 3,3 e 6 vezes nos clones 1 e 16,
respectivamente. E interessante ressaltar que conforme descrito anteriormente, os
superexpressores de TryS também reduziram a expressao de TR. Esses resultados
em conjunto, indicam que estas duas enzimas sio reguladas de maneira oposta. O
clone 16 superexpressor de TR apresentou reducao de 1,7 vezes na expressao da
SOD-A comparado com a linhagem selvagem, enquanto que o clone LbhTR c1,

manteve inalterada a expressao dessa enzima.
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A incubagéao com o anticorpo a-tubulina foi realizado com o intuito de fazer a
normalizacdo da membrana e validar os resultados de expressao diferencial obtidos.
No entanto, observamos diferengcas na expressao dessa proteina de citoesqueleto
entre as amostras analisadas. Diante disso, a normalizacdo dos dados de L.
braziliensis e L. infantum foi realizada usando o gel de proteina total corado com

Azul de Coomassie (Figura 36).
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Figura 34 — Nivel de expressdo de enzimas da via antioxidante e sintese de tripanotiona em L.
braziliensis superexpressando Triapanotiona Sintetase (LbTryS c7 e ¢11) ou Tripanotiona Redutase
(LbTR ¢1 e c¢16). Foram analizados os niveis de expressao diferencial de Tripanotiona Sintetase
(TryS) de aproximadamente 74 kDa usando o anticorpo policlonal anti-LiTryS; Tripanotiona Redutase
(TR) de aproximadamente 53 kDa usando o anticorpo policlonal anti-TcTR; Gama-Glutamilcisteina
Sintetase (GCS) de aproximadamente 78 kDa usando o anticorpo anti-LgGCS; S-Adenosilmetionina
Sintetase (AdoMetS) de aproximadamente 43 kDa utilizando o anticorpo anti-LbAdoMetS; Ferro
Superéxido Dismutase-A (SOD-A) de aproximadamente 26 kDa usando anticorpo anti-TcSOD-A;
Triparedoxina Peroxidase (TXNPx) de aproximadamente 20 kDA utilizando o anticorpo anti-TbTXNPx
e Triparedoxina (TXN) de aproximadamente 16 kDA utilizando o anticorpo anti-TbTXN. As proteinas
totais (20 pg) foram separadas em gel de policrilamida 12 % e transferidas para membranas de
nitrocelulose. A normalizagédo foi realizada utilizando gel de proteina total (pds-transferéncia)
contendo 20 pg corado com Azul de Coomassie R-250. As analises de densitometria Optica das
bandas foram realizadas em programa CP Atlas. LbWT=linhagem selvagem de L.braziliensis.



133

Tabela 15 — indice de expressdo diferencial de enzimas da via antioxidante em linhagens de L.
braziliensis transfectadas com Tripanotiona Sintetase (LbTryS ¢7 e ¢11) ou Tripanotiona Redutase
(LbTR ¢1 ou ¢c16).

LbTryS c7 LbTryS c11 LbhTR c1 LbhTR c16
TryS - - Reducao Reducao
TR Reducao Reducao - -
GCS Igual Aumento Igual Igual
AdoMetS Igual Aumento Igual Igual
SOD-A Igual Igual Igual Reducao
TXNPx Igual Igual Igual Igual
TXN Redugao Igual Igual Igual

TryS = Tripanotiona Sintetase; TR = Tripanotiona Redutase; GCS = Gama-Glutamilcisteina Sintetase; AdoMetS = S-
Adenosilcisteina Sintetase; SOD-A = Ferro Superoéxido Dismutase-A; TXNPx = Triparedoxina Peroxidase; TXN = Triparedoxina.

5.6.2 Analise de Expressao Global em L. infantum (sin. L. chagasi)

superexpressora de TryS e TR

Os clones analisados de L. infantum superexpressando TryS, apresentaram
pequeno aumento (1,2 e 1,4 vezes) na resisténcia ao tratamento com Sblll, mas
esse aumento nao foi estatisticamente significativo (Figura 31 C).

Ambos clones superexpressores de TryS apresentaram expressdes reduzidas
de AdoMetS e TXNPx e a expressdo das outras enzimas nao foram alteradas
(Figura 37). Como a expressao da enzima TXN foi muito baixa em L. infantum, nao
foi possivel comparar a expressao diferencial dessa enzima entre as linhagens
selvagem e clones transfectados tanto com TryS quando com TR (Figura 37). O
anticorpo anti-LbAdoMetS reconheceu dois polipeptideos de aproximadamente 43
kDa nas linhagens selvagem e susperexpressora de TR, mas nos clones
superexpressores de TryS apenas um polipeptideo foi reconhecido, sugerindo
expressao reduzida dessa enzima devido auséncia do polipeptideo de maior massa
molecular (Figura 37). Mas esses dados precisam ser melhor validados por meio de
ensaios de atividade enzimatica ou eletroforese Bidimensionais/\Western Blot. A
TXNPx, responsavel pela detoxificacdo direta de espécies reativas de oxigénio
(ROS), esta com expressao 3,4 e 2,4 vezes reduzida nos clones LiTryS c22 e c23,

respectivamente (Figura 37).
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Os superexpressores de TR de L. infantum, clones LITR c14 e c17,
apresentaram um aumento de 1,6 e 2,0 vezes na expressao de TXNPXx,

respectivamente (Figura 37). Esses parasitos nao alteraram a expressao das outras
enzimas avaliadas.
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Figura 35 — Nivel de expressdo de enzimas da via antioxidante e sintese de tripanotiona em L.
infantum (sin. L. chagasi) superexpressando Triapanotiona Sintetase (LiTryS c¢22 e ¢23) ou
Tripanotiona Redutase (LITR c14 e ¢17). Foram analizados os niveis de expressdo diferencial de
Tripanotiona Sintetase (TryS) de aproximadamente 74 kDa usando o anticorpo policlonal anti-LiTryS;
Tripanotiona Redutase (TR) de aproximadamente 53 kDa usando o anticorpo policlonal anti-TcTR;
Gama-Glutamilcisteina Sintetase (GCS) de aproximadamente 78 kDa usando o anticorpo anti-
LgGCS; S-Adenosilmetionina Sintetase (AdoMetS) de aproximadamente 43 kDa utilizando o
anticorpo anti-LbAdoMetS; Ferro Superdxido Dismutase-A (SOD-A) de aproximadamente 26 kDa
usando anticorpo anti-TcSOD-A; Triparedoxina Peroxidase (TXNPx) de aproximadamente 20 kDA
utilizando o anticorpo anti-TbTXNPx e Triparedoxina (TXN) de aproximadamente 16 kDA utilizando o
anticorpo anti-TbTXN. As proteinas totais (20 ug) foram separadas em gel de policrilamida 12 % e
transferidas para membranas de nitrocelulose. A normalizagéo foi realizada utilizando gel de proteina
total (pds-transferéncia) contendo 20 pg corado com Azul de Coomassie R-250. As analises de

densitometria 6ptica das bandas foram realizadas em programa CP Atlas. LMWT=linhagem selvagem
de L. infantum (sin. L. chagasi).
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Comparando as espécies de Leishmania avaliadas observamos que diferente
de L. braziliensis, L. infantum nao apresenta regulacdo oposta em relacdo a
superexpressao de TR e TryS, onde o aumento de uma resultava na diminuicao da
outra. Em L. infantum a superexpressdo de uma enzima nao altera a expressao da
outra (Tabela 16). Entre os superexpressores de TryS e TR podemos observar ainda
que quando houve alteracao ela foi de reducao da expressao nos superexpressores

de TryS e de aumento de expressao nos superexpressores de TR.

Tabela 16 — indice de expressado diferencial de enzimas da via antioxidante em linhagens de L.
intantum (sin. L. chagasi) transfectadas com Tripanotiona Sintetase (LiTryS c22 e c23) ou
Tripanotiona Redutase (L/ITR ¢14 ou c17).

LiTryS c22 LiTryS c23 LiTR c14 LiTR c17
TryS - - Igual Igual
TR Igual Igual - -
GCS Igual Igual Igual Igual
AdoMetS Reducao Reducao Igual Igual
SOD-A Igual Igual Igual Igual
TXNPx Reducao Reducao Aumento Aumento
TXN n.d. n.d. n.d. n.d.

TryS = Tripanotiona Sintetase; TR = Tripanotiona Redutase; GCS = Gama-Glutamilcisteina Sintetase; AdoMetS = S-
Adenosilcisteina Sintetase; SOD-A = Ferro Superéxido Dismutase-A; TXNPx = Triparedoxina Peroxidase; TXN = Triparedoxina.
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6 Discussao

A Ornitina Decarboxilase € uma enzima importante no metabolismo de
Leishmania spp. e compde a via de biossintese das poliaminas, sendo responsavel
pela sintese de putrescina, precursor da espermidina. Sabe-se que essa enzima
exerce um papel regulatorio importante nessa via, sendo considerada uma enzima
essencial na biossintese de poliaminas (COLOTTI; ILARI, 2011). Os resultados do
nosso estudo de analise da expressao de ODC nas linhagens resistentes ao Sblll de
L. guyanensis e L. amazonensis, indicaram aumento na expressdo dessa enzima
nessas linhagens e reducéao da expressdao em L. infantum resistente Sblll (LISbR).
Um estudo realizado com L. farentolae selecionada in vitro para a resisténcia ao
Aslll, mostrou que os niveis de mMRNA e a atividade enzimatica de ODC estavam
aumentados, assim como os niveis de putrescina e espermidina (HAIMEUR et al.,
1999). Apesar de a resisténcia ter sido selecionada para Aslll, esses parasitos
apresentaram resisténcia cruzada ao Sblll (HAIMEUR et al., 2000). Porém, em L.
tarentolae selecionada in vitro para a resisténcia ao Sblll, nenhuma diferenca na
expressdo do mRNA de odc foi observada quando comparado com a linhagem
selvagem (HAIMEUR et al., 2000). L. tropica selecionada in vitro para resisténcia ao
Glucantime, nao apresentou amplificacdo ou delecao génica para o gene odc nas
amostras resistentes (ARANA et al.,, 1998). Assim como para parasitos com
resisténcia selecionada in vifro ao antiménio, varios autores demonstraram que
alguns isolados clinicos de Leishmania resistentes a esse composto também
apresentaram modificagdo da expressao de ODC em diferentes niveis. Linhagens de
L. donovani obtidas de isolados clinicos resistentes ao SbV, apresentaram
amplificacdo génica e aumento nos niveis protéicos de ODC (MURKHERJEE et al.,
2007), aumento da atividade enzimatica de ODC, concomitante com aumento nos
niveis de putrescina e espermidina (SINGH et al., 2007) e aumento nos niveis de
MRNA de odc (SINGH et al., 2007, RAI et al., 2013). No entanto, em isolados de L.
donovani resistentes ao SbV de pacientes do Nepal, a expressdo do mRNA estava
de 2 a 3 vezes menor nos isolados resistentes (DECUYPERE et al., 2005). Esses

dados mostram que a variagcao na expressao e na regulagdo de ODC nas linhagens
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resistentes ao Sb varia com a espécie estudada, a droga a qual a resisténcia foi
obtida e também as condi¢des nas quais se desenvolveu a resisténcia.

Nossos resultados de analise funcional do gene odc por meio da
superexpressao da enzima mostraram que o aumento dos niveis de expressao
dessa enzima nas trés espécies avaliadas foram diferentes e espécie-dependente.
Isso demonstra que cada espécie possui uma resposta diferente a estimulos
semelhantes, neste caso a transfeccao de ODC.

Possivelmente, o grande aumento da expressdao de ODC em L. braziliensis
transfectada (aumento de 58,6 a 74,7 vezes em relagao a LbWT), nao observado em
L. guyanensis e L. infanfum, exerce um efeito benéfico no metabolismo desse
parasito, e/ou, esta espécie consegue regular seu o metabolismo a fim de
compensar a desregulacdo causada pelo excesso de ODC presente no meio
intracelular. E importante ressaltar que a linhagem de L. guyanensis selecionada in
vitro para resisténcia ao Sblll, LgSbR, apresentou indices maiores de expressao de
ODC do que os clones transfectados. Esta populacdo de parasitos resistente,
passou por um processo de selegcdo de resisténcia ao Sblll, que resultou na
alteracdo da expressao de varias enzimas do parasito, seja aumentando ou
diminuindo a expressao, processo esse, diferente de superexpressar uma unica
proteina. A selecao de resisténcia ao Sblll, certamente modificou o metabolismo de
forma que permitiu ao parasito sobreviver mesmo com um grande aumento da
expressao de ODC.

Essas diferencas de resposta sdo comumente observadas nos estudos com
Leishmania spp., devido a grande plasticidade génica desses parasitos. A
superexpressao de ODC foi capaz de tornar os clones de L. guyanensis e L.
braziliensis transfectados com esse gene mais resistentes ao tratamento com Sbilll,
mas nao teve efeito no fendétipo de resisténcia de L. infantum. Estudos de
transfeccdo do gene odc em L. tarentolae selvagem, mostraram que apesar dos
parasitos terem apresentado aumento dos niveis de mRNA, putrescina, espermidina
e atividade enzimatica de ODC, eles nao foram resistentes ao Aslll (HAIMEUR et al.,
1999). Porém, quando a transfecgéo foi realizada em parasitos que tiveram perda
parcial da resisténcia ao Aslll (parasito reversor), um aumento significativo na

resisténcia ao Aslll foi obtido (HAIMEUR et al., 1999). Se considerarmos que nesses
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parasitos que reverteram parcialmente sua resisténcia, ha um conjunto de altera¢des
moleculares que foram adquiridas durante o processo de obtencao da resisténcia, o
fato do aumento de ODC ocasionar o retorno dos niveis de resisténcia previamente
obtidos, deve-se, possivelmente a esse conjunto de modificagées adquiridas. Os
dados da literatura mostraram que varios genes atuam no processo de resisténcia
de Leishmania. Assim, & possivel que as caracteristicas moleculares de cada
linhagem de Leishmania possam predispor para que um ou outro mecanismo de
resisténcia seja preferencialmente adquirido. Exemplo disso, € que, nossos
resultados mostraram que em L. guyanensis e L. braziliensis, a superexpressao de
ODC bastou para gerar aumento na resisténcia ao Sblll, enquanto que para L.
infantum, a superexpressdo de ODC néao foi suficiente para modificar o fenotipo de
susceptibilidade/resisténcia ao Sblll. Em concordancia com os dados obtidos para
as duas espécies do subgénero Viannia, a transfeccéo de L. donovani (subgénero
Leishmania) com o gene odc aumentou os niveis de mRNA, de proteina e atividade
enzimatica e os parasitos superexpressores foram também mais resistentes ao
tratamento com Pentostam® (SINGH et al., 2007). Dados de analises moleculares
de Leishmania spp. resistentes ao antiménio mostraram que geralmente os parasitos
resistentes apresentam dois ou mais mecanismos de resisténcia atuando em
conjunto em uma mesma linhagem (KUMAR et al.,, 2012). Em linhagens de L.
guyanensis resistentes ao Sblll selecionadas in vitro pelo nosso grupo, a expressao
de aquagliceroporina 1 (AQP1) - enzima envolvida na entrada de Sblll no parasito -
estava diminuida, enquanto que a expressao de MRPA e MDR1/MDR3, estavam
com os niveis de mMRNA e proteina aumentados (MOREIRA et al.,, 2013). Essa
mesma linhagem de L. guyanensis resistente ao Sblll, apresentou maior expressao
de ODC, indicando alguma participacdo dessa proteina nos mecanismos de
resisténcia ao Sblll.

Os clones de L. guyanensis e L. infantum superexpressores de ODC foram
incubados com DFMO, um inibidor especifico de ODC, para verificar a
susceptibilidade desses transfectados a esse composto. Os clones LgODC c10 e
LiODC c2 foram 2,2 e 8,3 vezes mais resistente ao tratamento com DFMO do que a

linhagem selvagem, respectivamente. Esse dado confirma que a superexpressao
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culminou em um aumento real da atividade de ODC e que esse aumento foi
suficiente para proteger os parasitos do efeito causado pelo inibidor DFMO.

A incubagdo com DFMO também deixou LgODC c10 mais susceptivel ao
tratamento com Sblll, demonstrando que o aumento da expressdo de ODC foi
diretamente responsavel pela obtencao do fendtipo de resisténcia em L. guyanensis.
Além disso, LgODC c10 foi mais resistente ao Sblll do que LgWT incubado apenas
com Sblll. Quando LgWT foi incubada com DFMO e Sblll, sua sensibilidade ao Sblll
aumentou mais de 600 vezes, demonstrando necessidade da atividade dessa
proteina na sobrevivéncia e na resisténcia ao Sblll. Esses dados confirmam que a
atividade de ODC é essencial, uma vez que o transporte ou a disponibilidade de
poliaminas no meio de cultura nao foram suficientes para manter o crescimento dos
parasitos na presenca do DFMO administrado sozinho ou co-incubado com Sblll.
Dados da literatura mostram que o tratamento de formas promastigotas de L.
panamensis selecionadas in vitro para a resisténcia ao Sblll com o DFMO, nao
alterou o fendtipo de resisténcia desses parasitos. Porém, quando o DFMO foi
utilizado em formas amastigotas de L. panamensis selecionadas in vitro para a
resisténcia ao SbV, ocorreu uma reducado de 21 % na resisténcia (GOYENECHE-
PATINO et al., 2008). A eflornitina € um medicamento composto por DFMO que é
utilizado no segundo estagio do tratamento clinico da Doeng¢a do Sono, cujo agente
etiolégico € o T. brucei gambiensis (MALVY; CHAPPUIS, 2011). No entanto, apesar
de ter algum efeito citotdxico em Leishmania spp., uma baixa eficacia na eliminacao
de L. donovani no tratamento in vivo com esse composto foi observado (OLENYIK et
al.,, 2011). Possivelmente, o DFMO nao é capaz de acessar eficientemente as
formas amastigotas intracelulares no hospedeiro na forma como & administrado
(OLENYIK et al., 2011). Uma vez que T. brucei é um parasito extracelular, o acesso
da droga ao parasito parece ser muito mais efetivo, conseguindo eliminar o parasito
do hospedeiro (BIKHOLTZ et al., 2011). A combinacgao de drogas pode ser uma boa
estratégia para a reducao da ocorréncia de resisténcia ao tratamento e também para
o aumento da eficiéncia com a utilizacdo de doses menores dos compostos, e
consequentemente menos téxicas. Os dados obtidos neste trabalho apoiam essa
hipétese, ja que a associagdo de DFMO e Sblll em doses menores foram muito mais

eficientes para eliminar os parasitos do que o Sblll ou DFMO quando administrados
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sozinhos. No nosso trabalho, a co-administracao de DFMO e Sblll em L. guyanensis
necessitou de uma dose 600 vezes menor de Sblll para inibir 50 % do crescimento
da cultura, quando comparado com a incubac¢ao do Sblll sozinho. No entanto, uma
vetorizagdo adequada de DFMO deve ser priorizada para que este inibidor consiga
chegar com eficiéncia nas formas amastigotas intracelulares de Leishmania.

A via de biossintese da glutationa € composta por apenas duas enzimas: a
Gama-Glutamilcisteina Sintetase e a Glutationa Sintetase (MEISTER; ANDERSON,
1983). A primeira enzima da via, a GCS, & a principal enzima responsavel pela
regulacdo da via. Aumentos nos niveis de glutationa (GSH) regulam negativamente
acao da enzima, possivelmente para manter os niveis de GSH sempre constantes
(LUEDER; PHILLIPS, 1996, OLIN-SANDOVAL et al., 2012). A analise funcional do
gene gcs em L. infantum mostrou que esse gene é essencial e esta diretamente
envolvido com a defesa antioxidante do parasito (MUKHERJEE et al., 2009). Nossos
resultados de analise da expressdao das linhagens selecionadas in vitro para
resisténcia ao Sblll, apenas L. guyanensis LgSbR apresentou aumento na
expressao de GCS. Ja as linhagens de L. amazonensis e L. infantum resistentes ao
Sblll apresentaram reducéo da expressdo de GCS. Dados da literatura mostraram
que a inducgéao de resisténcia in vitro em L. tarentolae ao Aslll e ao Sblll, levou a uma
amplificacdo de uma regido génica extracromossomal que continha os genes mrpa e
gcs co-amplificados, além disso, aumento dos niveis de mRNA de gcs e de tidis:
cisteina, GSH e tripanotiona foram observados (GRONDIN et al., 1997; HAIMEUR et
al., 2000; GUIMOND et al., 2003). Os niveis de expressao de GCS nos isolados
clinicos resistentes ao SbV apresentaram variacdo entre os diferentes isolados e
estudos. Em formas amastigotas de L. donovani resistente ao SbV, uma maior
expressdo do mRNA do gene gcs foi observada quando comparado a um isolado
susceptivel (CARTER et al.,, 2006). Em outro estudo, isolados clinicos de L.
donovani resistentes ao SbV, apenas um, dos quatro isolados estudados,
apresentou aumento no nivel de mRNA do gene gcs, sem amplificacdo génica
associada (MUKHERJEE et al., 2007). Aumento no nivel de mRNA do gene gcs em
isolados de L. guyanensis provenientes de pacientes que apresentaram falha
terapéutica foi observado em todos os isolados analisados (TORRES et al., 2010).

Outro estudo, mas com isolados clinicos de L. donovani resistente ao SbV, mostrou
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que, a expressao do mRNA e a atividade enzimativa de GCS, estavam aumentadas
em dois, e, reduzidas em 3 dos 5 isolados resistentes analisados, quando
comparados a linhagem susceptivel (RAI et al., 2013). Outro estudo, desta vez com
8 isolados clinicos de L. donovani resistentes ao SbV, mostrou que todos
apresentaram amplificacdo génica do gene gcs, porém, apenas trés isolados tiveram
aumento na expressdo de mRNA do gcs (SINGH et al.,, 2014). Esses resultados
deixam claro, que a resisténcia em Leishmania spp., mesmo dentro de uma mesma
espécie e entre isolados clinicos resistentes ao antiménio oriundos de uma mesma
regido, pode apresentar diferentes mecanismos de resisténcia. Variados tipos de
alteracdées moleculares e metabdlicas podem existir em diferentes isolados clinicos
resistentes a mesma droga. Esses dados reforcam que a resisténcia ao antiménio &
complexa e multifatorial em Leishmania.

Em nosso estudo a superexpressao do gene gcs resultou em um aumento
nos niveis da expressao dessa enzima nos clones analisados. Os clones
transfectados com gcs tiveram diferentes niveis de expressado entre as espécies
estudadas, ou seja, a expressdo de GCS foi espécie-dependente. Além disso, os
niveis de expressao de ODC e GCS na mesma espécie foram diferentes. L. infantum
transfectada com GCS, obteve expressado 10 vezes maior para esse gene, quando
comparada com a expressao de ODC nesta mesma linhagem transfectada com
ODC. Isso demonstra que o processo de transfeccdo ndo € homogéneo e que
variagdes nos indices de expressao, estao correlacionadas com o gene transfectado
e com o ‘background genético e metabdlico do parasito transfectado.

Assim como observado para a superexpressado de ODC, a superexpressao de
GCS foi capaz de tornar, os clones das linhagens de L. guyanensis e L. braziliensis
superexpressores, mais resistentes ao tratamento com Sblll. Os clones da linhagem
de L. infantum, ndo apresentaram alteracdo no fendtipo de resisténcia ao Sblll.
Dados da literatura mostraram que linhagens de L. tarentolae transfectadas com o
gene gcs, apesar do aumento na atividade de GCS e dos niveis de cisteina, GSH e
tripanotiona, ndo apresentaram modificacdo no fendétipo de resisténcia ao Aslll
(GRONDIN et al., 1997). Ja a transfeccdo de GCS em parasitos que tiveram perda
parcial na resisténcia ao Aslll, restaurou a resisténcia desses parasitos a esse

metaloide (GRONDIN et al., 1997). Por outro lado, a co-transfeccdo de mrpa e gcs
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nao alterou a sensibilidade de L. tarentolae ao Sblll (HAIMEUR et al., 2000). Como
discutido anteriormente, cada espécie e linhagem possui um ‘background genético e
metabdlico que vai levar a diferentes mecanismos para resistir a acado do Sblll.
Nesse caso, nem sempre uma Unica alteracdo de expressao, como foi o caso da
superexpressdo de GCS ou ODC, vai levar ao fenétipo de resisténcia. No entanto,
isso nao significa que esses genes nao possam ser associados a resisténcia ao Sblll
em Leishmania spp. Assim, € possivel reafirmar o carater complexo e multifatorial
gue envolve os mecanismos de resisténcia de Leishmania ao antiménio.

A incubacao de LgGCS c3 com o inibidor BSO, fez com que os niveis de
resisténcia ao Sblll fossem reduzidos, porém, ainda se mantendo mais resistente do
que LgWT submetido as mesmas condi¢des. O teste de competicdo mostrou o efeito
aditivo da combinacao de doses néo letais de BSO e Sblll para inibir o crescimento
de L. guyanensis. Dados da literatura mostraram que a incubacao de L. tarentolae
resistente ao Aslll com BSO, deixou essas amostras mais sensiveis ao Aslll
(GRONDIN et al.,, 1997). O mesmo foi observado para L. tropica resistente ao
Glucantime, onde a incubagéo com BSO reverteu o fenétipo de resisténcia e reduziu
em 50 % o conteudo de tripanotiona, quando comparado ao parasito resistente
cultivado na auséncia de BSO (ARANA et al.,, 1998). A incubacdo de formas
promastigotas de L. panamensis resistentes ao Sblll e de formas amastigotas
resistentes ao SbV com BSO fez com que o fenétipo fosse revertido
significantemente, mais de 80 % em alguns casos (GOYENENHE-PATINO et al.,
2008). No entanto, esses mesmos autores observaram que a incubacéao de isolados
clinicos resistentes com BSO néo alterou a sensibilidade de nenhum deles ao
antiménio. Os autores observaram também que linhagens de L. panamensis
selecionadas in vitro para resisténcia ao Sblll, quando incubadas com a combinagao
de inibidores BSO e DFMO, o efeito do BSO era o que mais contribuia (mais de 80
% do efeito) para a reversao do fenétipo de resisténcia. Nossos resultados
demonstraram a reversao do fenétipo de resisténcia e o aumento da sensibilidade
ao Sblll nos parasitos incubados com BSO, isso demonstra a importadncia da
atividade de GCS na resisténcia de Leishmania ao antimbnio. Esses resultados
revelam ainda que a falta de atividade dessa enzima e/ou da disponibilidade de seu

produto, afetam a sobrevivéncia do parasito, na presenca ou auséncia da droga.
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Dessa forma, o texto do efeito conjunto da incubagdo de Sblll e BSO em baixas
concentragdes, mostrou que o aumento da expressdo de GCS tem relacéo direta
com o fenétipo de resisténcia ao Sblll em L. guyanensis. Os dados sugerem a
possibilidade de um tratamento combinado BSO e Sb, no entanto, essa estratégia
precisa ser melhor avaliada, uma vez que ja foi demonstrado na literatura que o BSO
€ muito toxico para células de mamiferos (SINGH et al., 2016). O uso combinado de
drogas € uma estratégia valiosa para o controle das Leishmanioses, como forma de
reduzir a emergéncia de resisténcia a droga, de minimizar os efeitos toéxicos e
aumentar a eficacia do tratamento com antiménio.

A acao leishmanicida que o Sblll causa no parasito ainda nao esta
completamente elucidada, porém, sabe-se que esse metal causa um disturbio no
potencial de membrana da mitocdndria desses parasitos, levando a um aumento da
producdo de ROS (MEHTA; SHAHA, 2006). Nossos resultados mostraram que a
incubagdo com BSO e Sblll tornou a linhagem LgWT cerca de 21 vezes mais
sensivel ao Sblll do que essa linhagem incubada apenas na presenca de Sblll.
Possivelmente, isso acontece devido a diminuicdo na produgédo de GSH ocasionada
pela inibicdo da GCS. O estudo de Mehta e Shaha (2006) mostrou que os niveis de
GSH foram reduzidos apés o tratamento dos parasitos com o Sblll. Além disto, os
autores mostraram que a adicdo de GSH no meio de cultivo contendo Sblll, foi
capaz de proteger o parasito dos danos causados por essa droga, mas nao dos
efeitos causados pelo Aslll. Outro estudo mostrou que a delegdo de uma cépia de
gcs do genoma de L. donovani reduz pela metade os niveis de GSH e tripanotiona,
tornando os parasitos mais sensiveis ao tratamento com peréxido de hidrogénio
(H202) e ao SbV (MUKHERJEE et al., 2009). Esses estudos sustentam a hipotese
de que o aumento da producdo de ROS é um dos mecanismos responsaveis pela
acao leishmanicida do antiménio e que, a diminuicdo da producdo de GSH afeta
diretamente a resposta do parasito aos efeitos da droga. Devido a importancia
fundamental da GCS para a sobrevivéncia do parasito e seu envolvimento com a
resisténcia ao antiménio, a GCS €& um alvo molecular potencial para o
desenvolvimento de novas drogas contra as Leishmanioses.

A auséncia de resisténcia ao Sblll em L. infantum transfectada tanto com o

gene odc quanto gcs, pode ser devido ao ‘background’ genético e metabdlico dessa
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espécie, indicando que em L. infantum existam outros mecanismos preferenciais de
resisténcia ao antiménio. Em uma analise preliminar do “fingerprint’ de metaboloma
comparativo entre as linhagens de L. braziliensis e L. infantum utilizadas nesse
estudo, foi observado que L. infantum possui quantidade muito maior de GSH do
que L. braziliensis (Apéndice XVII). A partir desse dado, podemos sugerir que é
provavel que o aumento do produto da atividade GCS, ou seja, 0 aumento de GSH,
possibilitado pela superexpressdo desse gene, nao contribua na protecdo ao
estresse causado pelo Sblll em L. infantum. Isso porque, por esses parasitos ja
possuirem niveis elevados de GSH, um aumento adicional ocasionado pela
superexpressao, nao iria interferir para gerar um fenétipo de resisténcia. Nossos
dados de analise funcional complementado por esse ‘fingerprint’ de metaboloma
comparativo, permitem afirmar que diferentes mecanismos de resisténcias ao
antiménio atuam nessas distintas espécies.

A Tripanotiona Sintetase (TryS) € uma enzima unica em tripanossomatideos
responsavel pela sintese do ditiol tripanotiona. Essa molécula € composta por duas
glutationas ligada a uma espermidina (MANTA et al., 2013). A TryS é considerada
uma enzima essencial para o parasito, uma vez que o duplo nocaute sé foi possivel
com a adigdo de um plasmideo contendo o gene frys (SOUSA et al., 2014) e, até o
momento, nenhum outro mecanismo de by-pass foi descrito para essa enzima
(ILARI et al., 2017). A TryS por ser uma enzima essencial, sem correspondente no
hospedeiro mamifero e sem by-pass descrito, se torna um importante alvo para o
desenvolvimento de drogas para a quimioterapia das Leishmanioses. Apesar de sua
importancia, até o momento, nenhum estudo de analise funcional avaliando seu
papel na resisténcia a drogas havia sido descrito na literatura.

A analise da expressao de TryS, demonstrou que linhagens de L. guyanensis,
L. braziliensis e L. amazonensis resistentes ao antimdnio apresentaram aumento na
expressdo dessa enzima, quando comparadas as suas respectivas linhagens
selvagens. Apenas L. infantum resistente ao Sblll ndo apresentou modificagcdo da
expressdao de TryS. Nos estudos realizados com L. tarentolae e L. infantum
selecionadas in vitro para a resisténcia ao Sblll, ndo foi observada nenhuma
alteracao da expressao do mRNA de TryS (EL FADILI et al., 2005; GUIMOND et al.,

2003). Porém, em linhagens de L. amazonensis com resisténcia selecionada in vitro
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ao Sblll, um aumento cerca de 2 vezes na expressao de TryS foi observada nos dois
mutantes selecionados independentemente (DO MONTE-NETO et al.,, 2011). Na
analise de L. infantum isolada de cao resistente ao tratamento com Glucantime, TryS
nao foi encontrada com expresséao protéica alterada (GOMEZ-PEREZ et al., 2016).
O estudo de modelagem metabdlica da TryS de T. cruzi, mostrou que essa enzima,
em conjunto com a GCS (MUKHERJEE et al., 2009), € uma das principais enzimas
controladoras do fluxo de metabdlitos produzidos pela via da tripanotiona (OLIN-
SANDOVAL et al., 2012). Além desse papel regulador, como ja foi exposto, TryS é
insubstituivel e essencial (SOUSA et al., 2014), e, € expressa em quantidades muito
pequenas no parasito (ILARI et al., 2017). Devido ao seu papel central e regulador
na via da tripanotiona, € possivel que o aumento dos niveis de TryS possa ser mais
prejudicial do que benéfico ao metabolismo de Leishmania spp. Dessa forma,
aumentar apenas a atividade dessa enzima pode n&o ser o mecanismo de
resisténcia preferencial selecionado por algumas espécies de Leishmania. Nesse
raciocinio, observamos que a transfeccéo de TryS em L. guyanensis e L. infantum
promoveu pequeno aumento na expressao da enzima (1.3 a 1.7 vezes). Essa
expressao resultou em pequeno indice de resisténcia ao Sblll (1.2 a 1.4 vezes). Em
L. braziliensis, o aumento obtido na expressdo dessa enzima com a transfecgcéo de
TryS foi expressivo (14.3 e 15.7 vezes). Essa expressao resultou no aumento da
susceptibilidade ao Sblll nos clones superexpressores de aproximadamente 1.6
vezes. E possivel que o aumento da susceptibilidade ao Sblll nessa linhagem
transfectada seja reflexo do desbalango causado pela grande quantidade de TryS
expressa. Dessa forma, possivelmente o aumento de tripanotiona, intermediado pela
superexpressao, causa alteragdes no metabolismo antioxidante, prejudicando os
mecanismos de protecado do parasito contra os efeitos téxicos do Sblll, tornando os
parasitos mais sensiveis a esse composto.

Assim como TryS, a flavoenzima Tripanotiona Redutase (TR) é também unica
em tripanossomatideos, porém, sua funcdo € reduzir a tripanotiona oxidada
mantendo assim o ambiente intracelular reduzido, protegendo o parasito do estresse
oxidativo (ILARI et al. 2017). A tentativa de gerar um parasito mutante pela delegcéao
de TR resultou em um rearranjo genético que mantinha uma cépia desse gene no

genoma de L. donovani, sendo impossivel deletar completamente TR (DUMAS et al.,
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1997). Isso confirma a essencialidade de TR para Leishmania. Além disso, o
nocaute condicional de TR em T. brucei demonstrou que quando a atividade de TR é
reduzida a menos de 10 %, o crescimento e a infectividade desses parasitos sao
abolidos (KRIEGER et al., 2000).

Apenas LgSbR apresentou aumento na expressdo de TR associada ao
fendtipo de resisténcia. As demais espécies, L. braziliensis, L. amazonensis e L.
infantum, nao alteraram a expressao dessa enzima nas linhagens resistentes.
Nenhuma alteracdo no nivel de mRNA de TR foi observada em linhagens de L.
tarentolae e L. infantum com resisténcia selecionada in vitro ao Sblll (EL FADILI et
al.,, 2005; GUIMOND et al., 2003). Ja nos dois mutantes independentes de L.
amazonensis selecionados in vitro para a resisténcia ao Sblll, houve um aumento de
cerca de 2 vezes nos niveis de mMRNA que codificam para TR (DO MONTE-NETO et
al., 2011). Em isolados clinicos, a participacdo de TR na resisténcia ao antiménio foi
observada em algumas das linhagens resistentes estudadas. Em L. donovani
resistente ao SbV, amplificacdo génica, aumento na expressdo de mRNA e da
atividade enzimatica de TR foram observados em diferentes isolados (MITTAL et al.,
2007; MUKHOPADHYAY et al., 2011, RAI et al., 2013). No entanto, outros isolados
clinicos de L. donovani resistentes nao apresentaram variagdo nos niveis ou
atividade de TR (DECUYPERE et al., 2005; DECUYPERE et al., 2012). Alguns
isolados clinicos resistentes ao antiménio apresentaram reducao da expressao da
TR (DECUYPERE et al., 2012). Em isolados clinicos de L. braziliensis resistentes
ao ShV, 12 dos 21 isolados analisados apresentaram aumento da expressao de TR
(ADAUI et al., 2011). Ja em isolados clinicos de L. guyanensis proveniente de
pacientes com falha terapéutica ao Glucantime, nenhuma alteragéo na expressao de
TR em comparagao aos isolados provenientes de pacientes susceptiveis ao
tratamento foi observada (TORRES et al., 2010). E, outro estudo analisando
linhagens de L. infantum resistentes ao SbV nenhuma alteragéo na expressao de TR
foi observado comparado com as linhagens selvagens (JEDDI et al., 2014).

A superexpressdao de TR nas linhagens transfectadas de Leishmania do
subgénero Viannia, L. guyanensis e L. braziliensis gerou além do polipeptideo de
tamanho esperado, outro polipeptideo de maior massa molecular, sugerindo ser uma

isoforma da TR. Em L. infantum, que é do subgénero Leishmania, nao foi observado
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0 aparecimento de nenhuma outra isoforma dessa proteina. Dessa forma, & possivel
sugerir parasitos pertencentes ao subgénero Viannia, regulam de forma diferenciada
a expressao de algumas enzimas, nesse caso TR, quando comparadas com
espécies de Leishmania do subgénero Leishmania. O aumento da expressao da
enzima TR promoveu um aumento na resisténcia de L. braziliensis (clone 16) e em
ambos clones de L. infanfum, mas nao para L. guyanensis. Em L. braziliensis ainda
€ importante observar que apenas um dos clones avaliados (clone 16) obteve
aumento na resisténcia ao Sblll, o outro clone (clone 1) se comportou como a
linhagem selvagem, mesmo apresentando o mesmo nivel de expressao da enzima
TR que o clone 16. Esses diferentes comportamentos frente ao Sblll indicam que o
‘background genético e metabdlico dos clones obtidos podem ser determinantes
para o aparecimento ou ndo de um determinado fendtipo. Decuypere e
colaboradores (2012) trazem a tona essa discussdo em um estudo que demonstrou
que isolados clinicos de L. donovani resistente ao Glucantime, provenientes de uma
mesma area geografica, apresentaram duas populacdes diferentes de parasitos
quanto a caracterizagao do DNA do cinetoplasto (kDNA). Esse estudo demonstrou
ainda que TR era menos expressa em uma das popula¢cées e a outra populagcéo
apresentou maior concentracdo de GSH, indicando que diferentes ‘backgrounds’
genéticos, podem levar ao desenvolvimento de um ou outro mecanismo de
resisténcia preferencial (DECUYPERE et al.,, 2012). Em nosso estudo, os dois
clones de L. braziliensis superexpressores de TR, mesmo sendo originados da
mesma populacdo, podem possuir diferencas genéticas o suficiente para
apresentarem fendétipos de resisténcia ao Sblll significativamente diferentes.

Ambos clones de L. infantum superexpressores de TR foram 1,3 e 1,4 vezes
mais resitentes ao Sblll do que a linhagem selvagem. A resisténcia ao Sblll pode
estar associada a menor perda da atividade da enzima que é inativada pelo Sblll,
simplesmente porque tem mais TR disponivel no parasito superexpressor para
realizar a reducao da tripanotiona. Adicionalmente, tendo como base o resultado do
‘fingerprint de metaboloma (Apéndice XVII), uma vez que o pool de tidis que ja é
alto em L. infantum, o parasito estaria sendo mantido reduzido com mais eficiéncia,

tendo pouco efeito na sobrevida do parasito submetido ao estresse causado pelo
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antiménio. Experimentos adicionais de atividade enzimatica e dosagem de tidis
serao importantes para elucidar essas diferencas encontradas entre os clones.

Um ponto interessante para analise comparativa, € que as espécies deste
estudo pertencentes ao subgénero Leishmania apresentaram ICsy do Sblll muito
maior do que o obtido para as espécies do subgénero Viannia. Isso permite inferir
que as espécies do subgénero Leishmania, sdo mais tolerantes ao Sblll. Esse
resultado foi corroborado com um estudo prévio demonstrando que em L.
panamensis (subgénero Viannia) os valores de ICsy ao SbV foram 10 vezes menores
do que L. infantum (subgénero Leishmania) (EL FADILI et al., 2005), suportando a
hipétese de que ha diferenca na tolerancia ao antiménio entre os subgéneros
Leishmania. Outras observagdes a partir dos resultados que podem explicar essa
maior tolerancia, sdo os maiores niveis de tidis observados em L. infantum, em
comparacao a L. braziliensis (Apéndice XVII).

Os resultados de analise de expressao global, demonstraram que o aumento
de expressao de TR e TryS é capaz de alterar a expressao de outras enzimas da via
antioxidante, de maneira diferente entre as espécies L. braziliensis e L. infantum
analisadas.

Os resultados de analise de expressao global em L. braziliensis apontam para
uma regulacao direta entre TryS e TR, onde o aumento da expresséo de uma leva a
reducao da expressao da outra e vice-versa. Possivelmente, essa regulagcéao visa
manter as concentragbes constantes de tripanotiona reduzida. Isso porque, a
regulacéo da via de sintese da tripanotiona possui GCS e TryS como os principais
controladores do fluxo de tripanotiona, e, a inibicao de GCS e/ou TryS, leva a
diminuicdo da concentracao desse ditidil. Em seu papel como regulador, TR nao
controla o fluxo de sintese da tripanotiona, mas é o principal responsavel por
controlar a concentracao de tripanotiona reduzida (OLIN-SANDOVAL et al., 2012).
Dessa forma, o desbalanco causado pelo aumento da sintese de tripanotiona devido
ao aumento da expressao de TryS, parece ser compensado pela diminuicdo do
processo de reducao da tripanotiona oxidada. Por outro lado, o0 aumento da reducgao
da tripanotiona causado pela maior expresséo de TR, é compensado pela reducéo
na sintese de tripanotiona, ou seja, pela diminuicdo da expressado de TryS. Em L.

infantum, essa forma de regulagcéo parece nao ser realizada, uma vez que os niveis
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de TryS nao alteram com a expressao de TR e vice-versa. Possivelmente, devido ao
fato de L. infantum ja possuir uma maior quantidade de tidis, a alteracdo nos niveis
de tripanotiona reduzida ou mesmo nos niveis de tidis totais parecem nao
desbalancear o metabolismo antioxidante desse parasito.

Em L. braziliensis, apenas o superexpressor de TryS c11 (clone 11),
apresentou aumento da expressdo de GCS e S-Adenosilmetionina Sintetase
(AdoMetS). Ja o outro clone (TryS c7) manteve inalterada a expressao de ambas
enzimas. Esse resultado indica particularidades genéticas e metabdlicas desses
clones. Como ja foi descrito, GCS sintetiza GSH, um tiol precursor da tripanotiona
(MEISTER, 1988) e AdoMetS € a enzima responsavel pela producdo de S-
adenosilmetionina (AdoMet), uma molécula que atua em todas as reacgdes biologicas
de transferéncia de grupo metil e também, como precursor para a sintese de
poliaminas (REGUERA et al., 2007). Como GCS e AdoMetS participam das vias que
fornecem os substratos para a atividade de TryS (glutationa e espermidina), o
aumento observado na expressao dessas enzimas possivelmente & para suprir a
demanda desses substratos de forma a manter a atividade de sintese de TryS. Uma
vez que o Unico mecanismo de regulagao alostérica, que foi descrito até o momento
na via da tripanotiona, € o sistema de retroalimentacao negativa de GSH que inibe
competitivamente GCS (OLIN-SANDOVAL et al., 2012), o maior consumo de GSH
pode sinalizar para o aumento da expressdo de GCS na intencdo de manter os
niveis de glutationa constantes. Ja para AdoMetS, experimentos com L. donovani
superexpressando essa enzima, indicaram que o aumento de expressao de
AdoMetS tem pouca influencia na abundancia intracelular desse metabdlito e em
enzimas da via de biossintese das poliaminas (PEREZ-PERTEJO et al., 2006).
Dessa forma, é possivel que o aumento da expressdo de AdoMetS possa estar
associada as outras funcbes desse metabdlito, como por exemplo, atuar nas
reacoes de trans-metilacdo. Esse mesmo argumento, pode ser aplicado para os dois
clones superexpressores de TryS de L. infantum que reduziram a expressdo de
AdoMetS.

O Uunico superexpressor que alterou a expressdo de Ferro Superoxido
Redutase-A (SOD-A), apresentando redugcdo na expressao, foi o clone de L.

braziliensis superexpressor de TR (clone 16). E interessante observar que esse
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também, foi o unico clone de L. braziliensis superexpressando TR que apresentou
fendtipo de resisténcia ao Sblll. A SOD-A é uma metaloenzima que atua na
detoxificacdo de ROS, convertendo anion superoxido em H;O, e oxigénio
(FRIDOVICH, 1978). Esse H,O, vai ser detoxificado pelo sistema de enzimas
Triparedoxina (TXN)/Triparedoxina Peroxidase (TXNPx) e Dihidratoascorbado
(DHA)/Ascorbato Peroxidase, sendo ambos os doadores de elétrons, TXN e DHA,
reduzidos pela tripanotiona. Possivelmente, a reducdo de SOD-A nos
superexpressores de TR possa estar associada a menor concentracdo de anion
superoéxido intracelular devido ao aumento do metabolismo da TR que altera a via
antioxidante protegendo o parasito contra os efeitos téxicos do Sblll.

Como descrito acima, as atividades de TXN e TXNPx estdo intimamente
relacionadas, onde TXN atua como doador de elétrons para TXNPx inativar H,O.
Em L. braziliensis superexpressora de TryS, apenas o clone 7, apresentou reducao
na expressao de TXN e nenhuma alteracdo na expressdao de TXNPx nos demais
clones foi observado. Em L. infantum TXNPx foi encontrada com baixa expressao
nos superexpressores de TryS e mais expressa nos superexpressores de TR. Como
a via de defesa antioxidante funciona em mecanismo de cascata de reacdes
enzimaticas, o aumento de TryS pode levar a um aumento da tripanotiona que
desregula a via e diminui a expressao da TXNPXx, possivelmente devido a baixa
concentracao do peroxido de hidrogénio. Por outro lado, o aumento de TR deve
causar um desbalanco da via e o parasito para sobreviver aumenta a expressao de
TXNPx. A superexpressao de TR deve aumentar o nivel de moléculas envolvidas no
estresse oxidativo, como por exemplo o peroxido de hidrogénio necessitando
aumentar a expressao da triparedoxina peroxidase para metabolizar esse composto
que € muito téxico para o parasito. Dessa forma, a modulagdo da expressao de
outras enzimas ocasionada pelo aumento de expressao TryS ou TR atua de forma
diferente para cada gene superexpresso em L. infantum.

Em resumo, os nossos resultados mostraram que a superexpressao de TR ou
TryS apresentaram variagcbes na expressdao das enzimas avaliadas entre as
espécies L. brazilensis e L. infantum. Essas variagdes demonstram que a
superexpressdao de uma enzima no parasito leva alteracdo na modulacao da

expressao das enzimas associadas de maneira espécie especifica. Além disso, os
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dados indicam que a resisténcia de Leishmania ao Sblll &€ devido a acdo conjunta de

varias enzimas e € dependente da espécie de Leishmania analisada.
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7 Resumo dos Principais Resultados

e L. guyanensis resistente ao Sblll aumentou a expressao de ODC, GCS, TryS e
TR;

e L. braziliensis resistente ao Sblll, aumentou apenas a expressao de TryS;

e L. amazonensis resistente ao Sblll, estava com a expressdo de ODC e TryS
aumentadas e GCS com expressao reduzida;

e L. infantum (sin. L. chagasi) resistente ao Sblll, apresentou reducdo da
expressao de ODC e GCS;

e A superexpressdo de ODC e GCS tornou L. guyanensis e L. braziliensis mais
resistentes ao Sblll, entretanto nao alterou a susceptibilidade de L. infantum a
esse composto ;

e DFMO e BSO sensibilizaram L. guyanensis ao tratamento com Sblll;

e DFMO e BSO reverteram a resisténcia ao Sblll em linhagens de L. guyanensis
superexpressando ODC e GCS, respectivamente;

e O tratamento combinado usando subdoses de DFMO/Sblll e BSO/Sblll
aumentou o efeito leishmanicida do Sblll em L. guyanensis;

e A superexpressao de TryS aumentou sutiimente o ICsp ao Sblll de L.
guyanensis e L. infatum e deixou L. braziliensis mais sensivel a essa droga;

o A superexpressao de TR deixou apenas um dos clones de L. braziliensis e L.
infantum mais resistentes ao Sbilll;

e A superexpressao de Try em L. braziliensis reduziu a expressédo de TR
enquanto que a superexpressao de TR reduziu a expressao de TryS nessa
mesma espécie;

e Os clones superexpressores de TryS de L. infantum reduziram a expressao de
AdoMetS e TXNPx, enquanto que a superexpressao de TR aumentou TXNPx
nessa espécie;

e As espécies do subgénero Leishmania (L. amazonensis e L. infantum) séo
mais tolerantes ao tratamento com Sblll do que as espécies do subgénero

Viannia (L. guyanensis e L. braziliensis).
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8 Conclusoes

As conclusbées obtidas a partir dos resultados obtidos nesse trabalho sao:

e O aumento da expressdo de ODC e GCS esta associado ao fenoétipo de
resisténcia ao Sblll em L. guyanensis e L. braziliensis;

e A superexpressdo de TryS ndo €& um mecanismo de resisténcia
preferencialmente apresentado pelas espécies de Leishmania do Novo
Mundo;

¢ O aumento da expressao de TR atua na resisténcia ao Sblll em L. braziliensis
e L. infantum;

e A atividade e/ou os produtos de TryS e TR modulam a expressédo de enzimas
da via de sintese e redugdo da tripanotiona e da via antioxidante de

Leishmania spp.
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9 Perspectivas

A principal hipétese para justificar os resultados obtidos neste trabalho foi que
as transfeccdes de ODC, GCS e TryS geraram aumento nos niveis de tidis nesses
parasitos e que, esse aumento, levou ao fenétipo de resisténcia ao Sblll. Dessa
forma, a quantificacdo dos tidis (glutationa, glutationilespermidina e tripanotiona) por
HPLC dessas linhagens superexpressoras € necessaria para confirmar essa
hipétese.

Para estabelecer com preciséo o IC5p do DFMO e do BSO nas linhagens de L.
infantum (sin. L. chagasi) superexpressoras de ODC e GCS, respectivamente, novos
ensaios com esses inibidores serao realizados.

A confirmacao da superexpressdao de TR sera realizada pelo ensaio de
dosagem da atividade enzimatica especifica dessa enzima. As isoformas da TR
observadas nas linhagens de L. braziliensis e L. guyanensis superexpressoras
dessa enzima serdo identificadas por analise de espectrometria de massa dos
polipeptideos e dos spots obtidos nos géis ID e 2D, respectivamente.

Por fim, para explorar as diferengas nos conteiudos metabdlitos das linhagens
superexpressoras de TryS e TR o metaboloma comparativo (dados preliminares

discutidos nesse trabalho) sera concluido.
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Apéndice |

Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do gene odc de L. guyanensis M9945

contra sequéncia referéncia de L. braziliensis M2904 (LbrM.12.0300)

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

1 I

LbODC_Ref _H2904 ATGATGACGATGGTACCGCCGGTGTCTGTCCTCGACGTCGATGCAGTCCCGGATCGCCTGCATACCTGCARGAGACGGCTATTGGAGCAGTACCACATCGACTCCCGATCCATCACCCTCARCCCACTGA
Lg0DC_Cons_Col.3 ATGATGACGATGGTACCGCCGGTGTCTGTCCTCGACGTCGATGCAGTCCCGGATCGCCTGCATACCTGCARGAGACGGCTATTGGAGCAGTACCACATCGACTCCCGATCCACCACCCTCARCCCACTGA
Consensus ATGATGACGATGGTACCGCCGGTGTCTGTCCTCGACGTCGATGCAGTCCCGGATCGCCTGCATACCTGCARGAGACGGCTATTGGAGCAGTACCACATCGACTCCCGATCCACCACCCTCARCCCACTGA

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

I |

LbODC_Ref _H2904 GCCGGGCCARCACCACCGCCGGCAGGAATGAGGCGGCGCAGCTCAGTGACGTGGATGCGCAGCAGCCCATCCTGCCGACTGARTGCARCARGCARACGCCCGAGTACG TRCAGGAGGTGGCCCTGEETEL
Lg0DC_Cons_Col.3 GCCGGGCCARCACCACCGCCGGCAGGAATGAGRCGGCGCAGCTCAGTGACGTGGATGCCCAGCAGCCCATCCTGCCGACTGARTGCARCARGCARACGCCCGAGTACGTRCAGGAGGTGGCCCTGRATRL
Consensus  GCCGGGCCARCACCACCGCCGGCAGGAATGAGGCGGCGCAGCTCAGTGACGTGGATGCcCAGCAGCCCATCCTGCCGACTGARTGCARCAAGCARACGCCCGAGTACGTGCAGGAGGTGGCCCTGGGTEE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 37 380 390

1 |

LbODC_Ref _H2304 TGCTGCAGACTCGACTGTGARTCAGCATACCGCTGTCGCAGCCAGCCAGGACATTGTGGACCTCTTCTTCCTCGAGGGARGCCAGGCCGTCARCGGCTTGTGCTTCTCGCCCTACCCCACCTACGECTGG
LgODC_Cons_Col.3 TGCTGCAGACTCGACTGTGAATCAGCATACCGCTGTCGCAGCCGGCCAGGACATTGTGGACCTCTTCTTCCTCGAGGGARGCCAGGCCGTCARCGGCTTGTGCTTCTCGCCCTACCCCACCTACGELTGG
Consensus  TGCTGCAGACTCGACTGTGAATCAGCATACCGCTGTCGCAGCCaGCCAGGACATTGTGGACCTCTTCTTCCTCGAGGGARGCCAGGLCGTCARCGGCTTGTGCTTCTCGCCCTACCCCACCTACGELTRG

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

1 |

LbODC_Ref_H2904 CGCACGGCGGAGGAGCGCCGGGCTGCCATTTATGCAGTGTTCARGAAGTACARTGTGGCCACGCACCTGCCTGCCTCACCGGCTGCCCTGECCACCGCGCAGCACCACCACAGCCATCATCAGCACGCCT
Lg0DC_Cons_Col.3 CGCACGGCGGAGGAGCGCCGGGCTGCCATTTATGCAGTTTTCARGAAGTACAATGTGGCCACGCACCTGCCTGTCTCACCGGCTTCCCTGGCCACCGCGCAGCACCACCACAGCCATCATCAGCACGCCT
C CGCACGGL GCCGGGECTGCCATTTATGCAGT g TTCARGAAGTACAATGTGGCCACGCACCTGRLLTGeC TCACCGGCTgCCCTRGCCACCGCGCAGCACCACCACAGCCATCATCAGCACGCCT

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

I |

LbODC_Ref _H2904 CCATCCACGCCATCARCARGATGGCGATCGAGACGCGGGAGCAGTACTEECECCGCCTGTCARACGTGTACATCGAGAAGGGTGTGARGGLGGLGGCAGCCACCGLLGL TRCGACTACARCTCCGACGAR
Lg0DC_Cons_Col.3 CCATCCACGCCATCARCARGATGCCGATCGAGACGCGGGAGCAGTACTERECGRCGCCTGTCARACGTGTACATCGAGAAGGCTGTGARGGLGGCGGCAGCCACCGLCGCTRCGACTACARCTCCGACGAR
Consensus CCATCCACGCCATCARCARGATGcCGATCGAGACGCGGGAGCAGTACTGECGCCGCCTGTCARACGTGTACATCGAGAAGG: TGTGARGECGGCGGCAGCCACCGCCGCTGCGACTACARCTCCGACGAR

651 660 670 680 690 700 710 720 730 240 750 760 770 780

I |

LbODC_Ref_H2304 CTGTACCATCTCAGGTGTCCCTCGCCACGAGCCCGAGGACCCGTTCTACATCATTGACCTCGGCCGTRTCATGGAGCAGATGGCGCGL TRGCGCCACGAGCTGCCGATRGTGCGGCCCTACTTCGCCGTC
LgODC_Cons_Col.3 CTGTACCATCTCAGATGTCCCTCGCCACGAGCCCGAGGACCCGTTCTACATCATTGACCTCGGCCGTGTCGTGGAGCAGATGGCGCECTGGCGCCACGAGCTGCCGATGETGCGGCCCTACTTCGLCGTC
Consensus CTGTACCATCTCAGaTGTCCCTCGCCACGAGCCCGAGGACCCGTTCTACATCATTGACCTCGECCGTGTCGTGGAGCAGATGECGCEL TGGCGCCACGAGCTGCCGATGGTGLGGCCCTACTTCGLLGTC

781 790 800 a10 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

1 |

LbODC_Ref _H2904 ARRAGTARCCCGCARCTTGCACTTCTGGAGGTGCTCGGGGCCCTCGGLTCCGGCTTTGACTGCGCGTCGARGGGGGARATCCARACGGTGCTGGACARCCACCTCETGGCGTCGCCAGACGACATCATCT
Lg0DC_Cons_Col.3 AAAAGTAACCCGARRCTTGCACTTCTGGAGGTGCTCGGGECCCTCGELTCCGECTTTGACTGCGCGTCGARGGGGGAAATCCARACAGTGL TGGACARCCACCTCGTERCGTCGCCAGACGACATCATCT
Consensus ARAAGTAACCCGaAACTTGCACTTCTGGAGGTGLTCGGGGCCCTCGGLTCCRGCTTTGACTGCGCGTCEARGGGGGAAATCCARACAGTGCTGGACAACCACCTCATGGCGTCGCCAGACGACATCATCT

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

| |

LbODC_Ref _H2904 TTGCCAACCCATGCARGCAGCCTGGCGACATGLGGGAGGCGCAGGCACGCGECGTGACCTACGTGACGG TGGACAACCTGCTAGAGAT TGAGARAATCAGCCGCCTCATGCCCTCAGCCCGCGCGETCAT
Lg0DC_Cons_Col.3 TCGCCARCCCATGCARACAGCCTGGCGACATGCGGGAGGCGCAGGCACGCAGCGTGACATACGTGACGGTGGACAACCTGCTAGAGATTGAGARAATCAGCCGCCTCATRCCCTCAGCCCGCGCGRTCAT
Consensus  TcGCCAACCCATGCARaCAGCCTGGCGACATGCGGGAGGCGCAGGCACGLGGCGTGACAaTACGTGACGGTGGACARCCTGCTAGAGAT TGAGARAATCAGCCGCCTCATGCCCTCAGCCCGCGCGGTCAT

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

LbODC_Ref _H2304 CCGAATCAAGACARACGACAGCARGGCCARGTGCGCCTTCTCCACCARGTTCGGTGTCCCCCTTAACGATGTTGAGAGCCTGCTGCAGGCGGLTCGCCAGTTCARAGTCGACGTGTACGGCGTCAGCTTT
LgODC_Cons_Col.3 CCGCATCARGACARACGACAGCARGGCCARGTGCGCCTTCTCCACCARGTTCGGTGTCCCCCTTARCGACGTTGAGAGCCTGCTGCAGGCGGCTCGCCAGTTCARAGTCGACGTGTACGGCGTCAGCTTT
Consensus  CCGaATCAAGACARACGACAGCARGGCCARGTGCGCCTTCTCCACCARGTTCGGTGTCCCCCTTAACGACET TGAGAGCCTGCTGCAGGCGGCTCGCCAGTTCARAGTCGACGTGTACGGCGTCAGLTTT

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

LbODC_Ref _H2904 CACGTCGGCAGCAGCAACAGCGACCCGGCTACGTACGTGTCCGCAGTGCECGACGCCTACCACGTCTTCCAGCARGCCTCCCAGTACGGCTTCARCTGTACTCTGCTTGACATCGGCGGCGGCTTCCCGA
LgODC_Cons_Col,3 CACGTCGGCAGCARCAACAGCGACCCGGCTACGTACGTGTCCGCAGTGCGCGACGCCTACCACGTCTTCCAGCARGCCTCCCAGTACGGCTTCAACTGTACTCTGCTTGACATCGGCGGCGGCTTCCCGA
Consensus CACGTCGGCAGCAACARCAGCGACCCGGCTACGTACGTGTCCGCAGTGCGLGACGCCTACCACGTCTTCCAGCAAGCCTCCCAGTACGGCTTCARCTGTACTCTGCTTGACATCGGCGGCGGCTTCCCGA

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

1 1

LbODC_Ref _H2904 GCGTGGAGACCAACACGGCGAGCGGCGAGGCCACTTTCGAGGACATCGCCCGTGCGATTCGGCCAGTGCTGGAGGAGCTCTTCGGGGGTGGTGATGTGACCATCATCAGTGAGCCCGGTCGCTACTTCAC
LgODC_Cons_Col,3 GCGTGGAGACCAACACGGCGAGCGGCGAGGCCATTTTCGAGGTCATCGCCCGTGLGATTCGGCCAGTGL TRGAGGAGCTCTTCGGGEETGGTGATGTGACCATCATCAGTGAGCCCGGTCGCTACTTCAC
Consensus GCGTGGAGACCAACACGGCGAGCGGCGAGGCCACTTTCGAGGACATCGCCCGTGCGATTCGGCCAGTEC TGEAGGAGCTCTTCGGGGGTGGTGATGTGACCATCATCAGTGAGCCCGGTCGCTACTTCAC

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

I |

LbODC_Ref _H2904 GGCTTCCACGCACGCACTTCTCGTGARCGTCTTCGCCTCCCGCAAGCTGCGGATGTCCGATGTGGAGAAGGCGAGCTCCCAGGCCCTCCAGTCTGTCGTGCCGATEEACGAGCCCGAGGAGTACCAGTAC
LgODC_Cons_Col.3 GGCTTCCACGCACGCACTTCTCGTGAACGTCTTCGCCTCCCGCAAGCTGCGGATGTCCARTGTGGAGARGGCGAGCTTCCAGGCCCTCCAGTCTGTCGTGCCGATGGACGAGTCCGAGGAGTACCAGTAL
Consensus  GGCTTCCACGCACGCACTTCTCGTGARCGTCTTCGCCTCCCGCARGCTGCGGATGTCCaRTGTGGAGAAGGCGAGC TcCCAGGCCCTCCAGTCTGTCGTGCCGATEEACGAGCCCGAGGAGTACCAGTAC

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

1 |

LbODC_Ref_H2904 TACGTCAACGACGGCCTCTACCACAGCTTCARCTGTATCATCTTCGATCACGCCCATCCGACGCTTCTCCTGCTGAACGACGGCGACGGTGLTGACGCAGT! AAC GAGACCT
LgODC_Cons_Col.3 TACGTCARCGACGGCCTCTACCACAGCTTCARCTGTATCATCTTCGATCACGCCCATCCGACGCTTCTCCTGCTGARCGACGGCGACGGTGCTGACGCTGT! AAC GAGACCT
Consensus  TACGTCAACGACGGCCTCTACCACAGCTTCARCTGTATCATCTTCGATCACGCCCATCCGACGCTTCTCCTGCTGAACGACGGCGACGGTGCTGACGCAGT! AAC GAGACCT

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

LbODC_Ref _H2904 CGCTGAGCAGCCGCACACGCCGCCCGTTGCGCATCACGACCATCTTCGGACCCACCTGCGACTCGCTGGATTGTATCCTGAGGAAGCAGCCCTTCCCAGAGATGARGC TRGGCGACTGGATTCTGGTCCC
Lg0DC_Cons_Col.3 CGCTGAGCAGCCGCGCACGCCGCCCGTTGCGCATCACGACCATCTTCGGACCCACCTGCGACTCGCTGGATTGTATCCTGAGGARGCARCCLTTCCCAGAGATGARGL TRGGCGACTGGATTCTGETCCC
Consensus CGCTGAGCAGCCGCaACACGCCGCCCGTTRCGCATCACGACCATCTTCGGACCCACCTGCGACTCGCTGEATTGTATCCTGAGGAAGCAACCCTTCCCAGAGATGARGL TRGGCGACTGGATTCTGRTCCL

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1911
I

LbODC_Ref _H2904 GGACATGGGCAGCTACACCACTGCCGCCGCCGCCCCCTTCARCGGCTTCTCGACGCACCGCTTTGARTGGGTGAGCTCTATTGCCTTATAG
LgODC_Cons_Col,3 GGACATGGGCAGCTACACCATTTCTGCCGCCGCCCCCTTCARCGGCTTCTCGACGCACCGCTTTGAATGGGETGAGCTCTATTGCCTTATAG
Consensus  GGACATGGGCAGCTACACCAcTgCcGCCECCGCCCCCTTCARCGGCTTCTCGACGCACCGCTTTGARTGGGTGAGCTCTATTGCCTTATAG
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Apéndice I

Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de ODC de L. guyanensis M9945 contra
sequéncia referéncia de L. braziliensis M2904 (LbrM.12.0300)

1 10 20 30 40 50 -] 0 80 90 100 110 120 130

I |

LbODC_Ref _H2904 HHTHYPPYSYLDYDAYPDRLHTCKRRLLEQYHIDSRSITLNPLSRANT TAGRNERAOL SOYDAQOPILPTECHKOTPEYVOEVALGARRDSTYNOHTAYAASODI VDL FFLEGSOAYNGLCFSPYPTYGH
Lg0DC_Cons_Col,3 HHTHYPPYSYLDVDAYPDRLHTCKRRLLEQYHIDSRSTTLHPLSRANTTAGRNEAAGL SDYDAQOPILPTECHKOTPEYVOEYALGAARDSTYHOHTAYARGODIYOLFFLEGSORYHGLCFSPYPTYGH
Consenszus  HHTHYPPYSYLDYDAYPDRLHTCKRRLLEOYHIDSRSiTLHPLSRANTTAGRHEAAOLSDYDAQOPILPTECHKOTPEYYOEYALGRAARDSTYHOHTAYAALODIVDLFFLEGSQAYHGLCFSPYPTYGH

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

I |

LbODC_Ref _H2904 RTAEERRAALYAYFKKYHYATHLPASPAALATAOHHHSHHOHASIHAINKHAIETREQYHRRLSHYYIEKGYKARRATAAATTTPTHCTISGYPRHEPEDPF YITDL GRYVEOHARHRHEL PHYRPYFAY
LgODC_Cons_Col,3 RTAEERRAATYAYFKKYNYATHLPYSPASLATAOHHHSHHOHASTHATNKHPTETREOYHRRL SHYYTEKAYKARAATAAAT TTPTHCTISDYPRHEPEDPF YTTDL GRYYEQHARMRHEL PHYRPYFAY
Consensus RTRAEERRAALYAYFKKYHYATHLPaSPAal ATAOHHHSHHOHASTHATHKHaIETREOYHRRLSHYYTEKaVYKARAATAARTTTPTHCTISdYPRHEPEDPF YTIDLGRYYEQHARHRHELPHYRPYFAY

261 270 280 290 300 1o 320 330 340 50 60 370 380 390

I |

LbODC_Ref_H2904 KSHPALALLEYLGALGSGFDCASKGEIATYLDNHLYASPDDIIFANPCKAPGOHREAOARGYTYYTYDNLLETEKISRLHPSARAYIRTKTHDSKAKCAF STKFGYPLNDVESLLOAAROFKYDYYGYSFE
LgODC_Cons_Col.3 KSHPKLALLEYLGALGSGFDCASKGEIATYLDNHLYASPDDIIFANPCKAPGDHREAOARGYTYYTYDNLLETEKISRLHPSARAYIRTKTHDSKAKCAF STKFGYPLNDVESLLOAAROFKYDYYGYSFE
Consensus  KSHPqLALLEYLGALGSGFDCASKGEIOTYLONHLYASPDDIIFANPCKAPGOHREADARGY TYYTYDHLLEIEKISRLHPSARAY IRIK THOSKAKCAF STKFGYPLNDYESLLOAARDFKYDYYGYSE

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

I |

LbODC_Ref _H2904 HYGSSHSODPATYYSAVRDAYHYFOOASOYGFHCTLLDIGGGF PSYETHTASGEATFEDIARAIRPYLEELFGGGDY TIISEPGRYF TASTHALLYHYFASRKLRHSDYEKASSOALASYYPHDEPEEYOY
LgODC_Cons_Col.3 HYGSHMSDPATYVSAYRDAYHYFOOASOYGFHNCTLLDIGGGFPSYETHTASGEAIFEYIARAIRPYLEELFGGGDYTIISEPGRYF TRSTHALLYHYFASRKLRHSHYEKASFOALOSYYPHDESEEYODY
Consensus  HYGSnHSDPATYYSAVRDAYHYFOOASOYGFHCTLLDIGGGF PSYETHTASGEALFEdIARATRPYLEELFGGGDY TIISEPGRYF TRSTHALLYHYFASRKLRNS #VEKASTOALASYYPHDEREEYODY

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 636

I I

LbODC_Ref _H2904  YYHDGLYHSFHCIIFDHAHPTLLLLHDGDGADAYEGNKEEGETSLSSRTRRPLRITTIFGPTCDSLOCILRKOPFPEHKLGDHILYPDHGSYTTARAAPFHGFSTHRFEMYSSTAL
LgODC_Cons_Col,3 YVYHDGLYHSFHCIIFDHAHPTLLLLHDGDGADAYGDHKEEGETSLSSRARRPLRITTIFGPTCOSLOCILRKAPFPENKLGDHILYPDHGSY TISAAAPFHGFSTHRFEHYSSTIAL
Consensus  YYHDGLYHSFHCIIFDHAHPTLLLLHDGDGADAY edHKEEGETSLS5RaRRPLRITTIFGPTCDSLDCILRKOPFPEHKLGDHILYPDHGSYTiaAAAPFHGFSTHRFEMYSSTAL
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Apéndice Il

Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do gene odc de L. guyanensis M9945

contra sequéncia referéncia de L. panamensis L13 (LPAL13_120007700)

1 10 20 30 40 50 11} i a0 90 100 110 120 130

I 1

LpODC_Ref _L13 ATGATGACGATGGTACCGCCGGTGTCTGTCCTCGACGTCGATGCAGTCCCGGATCGCCTGCATACCTGCARGAGACGGCTATTGGAGCAGTACCACATCGACTCCCGATCCACCACCCTCARCCCACTGA
Lg00C_Cons_Col.3 ATGATGACGATGGTACCGCCGGTGTCTGTCCTCGACGTCGATGCAGTCCCGGATCGCCTGCATACCTGCAAGAGACGGCTATTGGAGCAGTACCACATCGACTCCCGATCCACCACCCTCARCCCACTGA
Consensus ATGATGACGATGGTACCGCCGGTGTCTRTCCTCGACGTCGATARCAGTCCCGGATCRCCTGCATACCTRCARGAGACGGCTATTRGAGCAGTACCACATCGACTCCCGATCCACCACCCTCARCCCACTGA

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

| I

LpODC_Ref_L13 GCCGGGCCARCACCACCGCCGGCAGGAATGAGGCGGCGCAGCTCAGTGACGTGGATGCCCAGCAGCCCATCCTGCCGACTGARTGCAACARGCARACGCCCGAGTACGTGCAGGAGGTGGCCCTGGGTGC
Lg00C_Cons_Col.3 GCCGGGCCAACACCACCGCCGGCAGGAATGAGGCGGCGCAGCTCAGTGACGTGGATGCCCAGCAGCCCATCCTGCCGACTGAATGLAACARGCARACGLLCGAGTACGTGCAGGAGGTGGCCLTGGGTGE
Consensus  GCCGGGCCAACACCACCGCCGGCAGGARTGAGGCGGCGCAGCTCAGTGACGTGEATGCCCAGCAGCCCATCCTGCCGACTGARTGCARCARGCARACGCCCGAGTACETGCAGGAGGTGGCCCTGGGTGE

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

| I

LpODC_Ref_L13 TGCTGCAGACTCGACTGTGARTCAGCATACCGCTGTCGCAGCCAGCCAGGACATTGTGGACCTCTTCTTCCTCGAGGGAAGCCAGGCCGTCAACGGCTTGTGCTTCTCGLCCTACCCCACCTACGGETGG
LgODC_Cons_Col.3 TGCTGCAGACTCGACTGTGARTCAGCATACCGCTGTCGCAGCCGGCCAGGACATTGTGGACCTCTTCTTCCTCGAGGGARGCCAGGCCGTCARCGGCTTGTGCTTCTCGCCCTACCCCACCTACGGCTGG
Consensus TGCTGCAGACTCGACTGTGARTCAGCATACCGCTGTCGCAGCCAGCCAGGACATTGTGGACCTCTTCTTCCTCGAGGGAAGCCAGGCCGTCAACEECTTGTGCTTCTCGCCCTACCCCACCTACGGCTGG

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

I 1

LpODC_Ref _L13 CGCACGGCGGAGGAGCGCCGGGCTGCCATTTATGCAGTTTTCARGARGTACAATGTGGCCACGCACCTGCCTGTCTCACCGGCTGCCCTGECCACCGCGCAGCACCACCACAGCCATCATCAGCATGCCT
Lg00C_Cons_Col.3 CGCACGGCGGAGGAGCGCCGGGCTGCCATTTATGCAGTTTTCARGAAGTACAATGTGGCCACGCACCTGCCTGTCTCACCGGCTTCCCTGGCCACCGLGCAGCACCACCACAGCCATCATCAGCACGCCT
Ci CRCACGGE GCCGGECTGCCATTTATGCAGTTTTCARGARGTACAATATRGCCACGCACCTRCCTGTCTCACCRRL TECCCTRGCCACCGCGCAGCACCACCACAGCCATCATCAGCACGCCT

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

| I

LpODC_Ref_L13 CCATCCACGCCATCARCAAGATGCCGATCGAGACGCGGGAGCAGTACTGGCGGCGCCTGTCARACGTGTACATCGAGAAGGGETGTGAAGGCGGCGGCAGCCACCGCCGL TGCGACTACARCTCCGACGAR
Lg00C_Cons_Col.3 CCATCCACGCCATCAACARGATGCCGATCGAGACGCGGGAGCAGTACTGGCGGCGCCTGTCAAACGTGTACATCGAGAAGGCTRTGAAGGCGGCGGCAGLCACCGCCGLTGLGACTACAACTCCGACGAR
Consensus CCATCCACGCCATCARCARGATGCCGATCGAGACGCGGGAGCAGTACTGGCGGCECCTGTCARACGTGTACATCGAGAAGG: TRTGARGECGGCEECAGCCACCGCCECTGCGACTACARCTCCGACGARA

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

| I

LpODC_Ref_L13 CTGTACCATCTCAGATGTCCCTCGCCACGAGCCCGAGGACCCGTTCTACATCATTGACCTCGGCCGTRTCGTGGAGCAGATGGCGLGCTGGCGCCACGAGCTGCCGATGRTGLGGCCCTACTTCGECGTE
LgODC_Cons_Col.3 CTGTACCATCTCAGATGTCCCTCGCCACGAGCCCGAGGACCCGTTCTACATCATTGACCTCGGCCGTGTCGTGGAGCAGATEGCGCGLTGGCGCCACGAGCTGCCGATGGTGCGGCCCTACTTCGCCGTC
Consensus CTGTACCATCTCAGATGTCCCTCGCCACGAGCCCGAGGACCCGTTCTACATCATTGACCTCGGCCGTETCGTGGAGCAGATEECGLGCTGGCGCCACGAGCTGCCGATEGTGCGGCCCTACTTCGCCGTC

781 790 800 a10 820 830 840 850 860 870 880 890 900 a10

I 1

LpODC_Ref _L13 ARAAGTARCCCGAARCTTGCACTTCTGGAGGTGCTCGGGGCCCTCGGCTCCGGLTTTGACTGCGCGTCGARGGGGGARATCCARACGGTGCTGGACARCCACCTCGTGECGTCGCCAGACGACATCATCT
Lg00C_Cons_Col.3 AAAAGTARCCCGARACTTGCACTTCTGGAGGTGCTCGGGGCCCTCGGCTCCGGLTTTGACTGCGCGTCGAAGGGGGARATCCARACAGTGCTGGACARCCACCTCGTGGCGTCGCCAGACGACATCATCT
Consensus AARAGTARCCCGARACTTGCACTTCTGEAGGTGCTCGRGRCCCTCGGCTCCGRCTTTGACTGCGCGTCHARGGGGGAAATCCARACaGTGCTGGACAACCACCTCGTRRCGTCGCCAGACGACATCATCT

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

| |

LpODC_Ref_L13 TCGCCAACCCATGCARACAGCCTGGCGACATGCGGGAGGCGCAGGCACGCGGCGTGACCTACGTGACGGTGGACAACCTGC TAGAGAT TGAGARAATCAGCCGCCTCATGCCCTCAGCCCGLGLGGTCAT
Lg00C_Cons_Col.3 TCGCCARCCCATGCARACAGCCTGGCGACATGCGGGAGGCGCAGGCACGCGGCGTGACATACGTGACGGTGGACAACCTGCTAGAGATTGAGARRATCAGCCGCCTCATGLCLTCAGCCCGLGLGGTCAT
Consensus  TCGCCARCCCATGCARACAGCCTGGCGACATGCGGGAGGCGCAGGCACGCGGCGTGACATACGTGACGGTGGACARCCTGCTAGAGAT TGAGARRATCAGCCGCCTCATGCCCTCAGCCCGCGCGGTCAT

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

LpODC_Ref_L13 CCGCATCARGACARACGACAGCARGGCCAAGTGCGCCTTCTCCACCARGTTCGGTGTCCCCCTTAACGACGTTGAGAGCCTRCTGLAGGCGGCTCGCCAGT TCARAGTCGACGTGTACGGCGTCAGCTTT
LgODC_Cons_Col.3 CCGCATCARGACARACGACAGCARGGCCARGTGCGCCTTCTCCACCARGTTCGGTGTCCCCCTTAACGACGTTGAGAGCCTECTGCAGGCGGCTCGCCAGT TCARAGTCGACGTGTACGGCGTCAGCTTT
Consensus CCGCATCARGACARACGACAGCARGGCCARGTGCGCCTTCTCCACCARGTTCGETGTCCCCCTTARCGACGT TGAGAGCCTELTGCAGGCGGCTCGCCAGT TCARAGTCGACGTGTACGGCGTCAGCTTT

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

LpODC_Ref _L13 CACGTCGGCAGCAGCARCAGCGACCCGGCTACGTACGTGTCCGCAGTGCGCGACGCCTACCACGTCTTCCAGCARGCCTCCCAGTACGGCTTCARCTGTACTCTGCT TGACATCGGCGGCGGLCTTCCCGRA
Lg0DC_Cons_Col,3 CACGTCGGCAGCARCARCAGCGACCCGGCTACGTACGTGTCCGCAGTGCGCGACGCCTACCACGTCTTCCAGCARGCCTCCCAGTACGGCTTCARCTGTACTCTGCTTGACATCGGCGGCGGCTTCCCGA
Consensus CACGTCGGCAGCAaCAACAGCGACCCGGCTACGTACGTGTCCGCAGTGCGCGACGCCTACCACGTCTTCCAGCARGCCTCCCAGTACGGCTTCARCTGTACTCTGCTTGACATCGGCGGCGGLTTCCCGA

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

1 1

LpODC_Ref _L13 GCGTGGAGACCARCACGGCGAGCGGCGAGGCCATTTTCGAGGTCATCGCCCGTGCGATTCGGCCAGTGCTGGAGGAGCTCTTCGGGGGTGGTGATGTGACCATCATCAGTGAGCCCGGTCGCTACTTCAC
LgODC_Cons_Col,3 GCGTGGAGACCAACACGGCGAGCGGCGAGGCCATTTTCGAGGTCATCGCCCGTGLGATTCGGCCAGTGCTGGAGGAGCTCT TCGGGGGTGGTGATGTGACCATCATCAGTGAGCCCGGTCGCTACTTCAC
Consensus GCGTGGAGACCARCACGGCGAGCGGCGAGGCCATTTTCGAGGTCATCGLCCGTGCGATTCGGCCAGTGCTGGAGGAGCTCTTCGGGGGTGETGATGTGACCATCATCAGTGAGCCCGGTCGCTACTTCAC

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

| I

LpODC_Ref_L13 GGCTTCCACGCACGCACTTCTCGTGARCGTCTTCGCCTCCCGCAAGCTGCGGATETCCGATGTGGAGAAGGCGAGC TACCAGGCCCTCCAGTCTGTCGTGCCGATGGACGAGT CCGAGGAGTACCAGTAC
LgODC_Cons_Col.3 GGCTTCCACGCACGCACTTCTCGTGARCGTCTTCGCCTCCCGCARGCTGCGGATGTCCAATGTGGAGARGGCGAGCTTCCAGGCCCTCCAGTCTRTCGTGCCGATGGACGAGTCCGAGGAGTACCAGTAC
Consensus GGCTTCCACGCACGCACTTCTCGTGARCGTCTTCGCCTCCCGCARGC TGCGGATETCCaATGTGGAGAAGGCGAGCTaCCAGGCCCTCCAGTCTGTCGTGCCGATGGACGAGT CCGAGGAGTACCAGTAC

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

| 1

LpODC_Ref_L13 TACGTCARCGACGECCTCTACCACAGCTTCAACTGTATCATCTTCGATCACGCCCATCCGACGCTTCTCCTGCTGAACGACGGCGACGGTGCTGACGCAAT! ARC GAGACCT
LgODC_Cons_Col.3 TACGTCARCGACGGCCTCTACCACAGCTTCAACTGTATCATCTTCGATCACGCCCATCCGACGCTTCTCCTGCTGAACGACGGCGACGGTGCTGACGCTGT ARC GAGACCT
Consensus TACGTCARCGACGGCCTCTACCACAGCTTCARCTGTATCATCTTCGATCACGCCCATCCGACGCTTCTCCTGCTGARCGACGGCGACGGTGCTGACGCaaT! ARC GAGACCT

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

LpODC_Ref _L13 CGCTGAGCAGCCGCGCACGCCGCCCGTTGCGCATCACGACCATCTTCGGACCCACCTGCGACTCGCTGGATTGTATCCTGAGGARGCARCCCTTCCCAGAGATGAAGC TGGGCGACTGGATTCTGGTCCC
Lg00C_Cons_Cel.3 CGCTGAGCAGCCGCGCACGCCGCCCGTTGCGCATCACGACCATCTTCGGACCCACCTGCGACTCGCTGGATTGTATCCTGAGGARGCARCCCTTCCCAGAGATGAAGL TGGGCGACTGGATTCTGGTCCC
Consensus CGBCTGAGCAGCCGCGCACGCCGCCCGTTRCGCATCACGACCATCTTCGGACCCACCTGLGACTCGCTRGATTGTATCCTGAGGAAGCARCCCTTCCCAGAGATGAAGE TRGGCGACTGGATTCTGGTCCC

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1911
| I

LpODC_Ref _L13 GGACATGGGCAGCTACACCATTTCTGCCGCCGCCCCCTTCARCGGCTTCTCGACGCACCGCTTTGARTGGGTGAGCTCTATTGCCTTATAG
LgODC_Cons_Col,3 GGACATGGGCAGCTACACCATTTCTGCCGCCGCCCCCTTCAACGGLTTCTCGACGCACCGCTTTGAATGGGTGAGCTCTATTGCCTTATAG
Consensus  GGACATGGGCAGCTACACCATTTCTGCCGCCGCCCCCTTCARCGGCTTCTCGACGCACCGLTTTGARTGGGTGAGCTCTATTGCCTTATAG
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Apéndice IV

Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de ODC de L. guyanensis M9945 contra
sequéncia referéncia de L. panamensis L13 (LPAL13_120007700)

LpODC_Ref _L13
Lg0DC_Cons_Col.3
Consensus

LpODC_Ref _L13
Lg0DC_Cons_Col,3
Consensus

LpODC_Ref _L13
Lg0DC_Cons_Col,3
Consensus

LpODC_Ref _L13
LgDDC_Cons_Col.3
Consensus

LpODC_Ref _L13
Lg0DC_Cons_Col,3
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 7o 80 90 100 110 120 130

|

HHTHYPPYSYLDVDAYPDRLHTCKRRLLEAYHIDSRSTTLHPL SRANTTAGRHEAARQL SDYDAOOPTL PTECHKATPEYVYAEYALGARADSTYNOHTAYARSADTYDL FFLEGSOAYNGLCFSPYPTYGH
HHTHYPPYSYLDVDAYPDRLHTCKRRLLEAYHTDSRSTTLHPLSRANTTAGRHNEARQL SDYDAOOPTL PTECHKATPEYYAEYALGARADSTYNOHTAYARGADTYDL FFLEGSOAYNGLCFSPYPTYGH
HHTHYPPYSYLDYDAYPDRLHTCKRRLLEQYHIDSRSTTLHPLSRANTTAGRHEARALSDYDAQQPILPTECHKATPEYYOEYALGARADS TYNOHTAYAAgODIYDLFFLEGSQAYNGLCFSPYPTYGH

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

|

RTAEERRARIYAYFKKYHYATHLPYSPAALATAOHHHSHHOHASTHAIHKHPIETREQYHRRLSHYYIEKGYKARARTAAATTTPTHCTISDYPRHEPEDPFYIIDLGRYYEQHARHRHELPHYRPYFAY
RTAEERRARIYAYFKKYNYATHLPYSPASLATAOHHHSHHOHASTHAINKHPIETREOQYHRRLSHYYIEKAYKARARTAARATTTPTHCTISDYPRHEPEDPFYIIDLGRYYEQHARHRHELPHYRPYFAY
RTAEERRARIYAYFKKYNYATHLPYSPAaLATAOHHHSHHOHASTHATHKHPIETREOQYHRRLSHYYIEKaYKARARTAARATTTPTHC TISDYPRHEPEDPFYIIDLGRYYEQHARHRHELPHYRPYFAY

261 270 280 290 300 30 320 330 340 350 360 J70 380 390
|

KSHPKLALLEYLGALGSGF DCASKGEIOTYLDNHLYASPDDIIFANPCKOPGOHREAQARGY TYYTYDNLLELEKISRLHPSARAYIRIKTHDSKAKCAFSTKF GYPLHDYESLLORARAF KYDVYGYSFE
KSHPKLALLEYLGALGSGFDCASKGEIOTYLDNHLYASPDDIIFANPCKOPGOHREAQARGY TYYTYDNLLELIEKISRLHPSARAYIRIKTHDSKAKCAFSTKFGYPLHDYESLLOAARQFKYDVYGYSE
KSHPKLALLEYLGALGSGFDCASKGEIOTYLDNHLYASPDDIIFANPCKOPGDHREAQARGY TYYTYDNLLEIEKISRLHPSARAYIRIKTHDSKAKCAFSTKFGYPLHDYESLLOAARQFKYDYYGYSF

391 Ao d10 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
|

HYGSSHSDPATYYSAYRDAYHYFONASOYGFHCTLLDIGGGFPSYETHTASGEATFEYIARATRPYLEEL FGGGDYTITSEPGRYF TRSTHALLYNYFASRKLRHSOYEKASYOALASYYPHDESEEYDY
HYGSHHSDPATYYSAYRDAYHYFQOASOYGFHCTLLDIGGGFPSYETHTASGEAIFEYIARAIRPYLEELFGGGDY TIISEPGRYF TRSTHALLYNYFASRKLRHSHYEKASFOALASYYPHDESEEYQY
HYGSnHSDPATYYSAYRDAYHVFQOASOYGFHCTLLDIGGGFPSYETHTASGEAIFEYIARAIRPYLEELFGGGDYTIISEPGRYF TRSTHALLYHYFASRKLRHS #YEKASHOALASYVPHDESEEYQY

521 530 540 560 560 570 580 530 600 610 620 630 636

| I
YYHDGLYHSFHCIIFDHAHPTLLLLHDGDGADAHEDNKEEGETSLSSRARRPLRITTIFGPTCOSLDCILRKOPFPEHKLGDHILYPDHGS Y TISARAPFHGF STHRFEHYSSTAL
YYHDGLYHSFHCIIFDHAHPTLLLLHDGDGADAYGDNKEEGETSLSSRARRPLRITTIFGPTCOSLDCILRKOPFPEHKLGDHILYPDHGS Y TISARAPFHGF STHRFEHYSSTAL
YYHDGLYHSFHCIIFDHAHPTLLLLHDGDGADAneDNKEEGETSLSSRARRPLRITTIFGPTCOSLDCTLRKOPFPEHKLGDHILYPDHGSY TISARAPFHGF STHRFEHYSSTAL
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Apéndice V

Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do gene gcs de L. guyanensis M9945

contra sequéncia referéncia de L. braziliensis M2904 (LbrM.18.1700)

1 10 20 30 Ll 50 L] 0 a0 90 100 110 120 130

1 1

LbGCS_Ref_H2904 ATGGGTCTCTTGACARCTGGTGGCATCCCGATGCGGTGGGGCACAGATGCARACARCARGGC TATTCCGCACGTARGTGCCCACGGCATTCAGCAGTTCCTCAACCTCTTCCACAGCARRARGGRGCTGC
LgGCS_Cons_Col.4 ATGGGTCTCTTGACARCTGGTGGGGCCCCGATGCGGTGGGGCACCGATGCARACARCARGGCTATTCCGCACGTARGTGCGCACGGCATTCAGCAGTTCCTCARCCTCTTCARCAGCARRARGGAGCTGL
Consensus ATGGGTCTCTTGACAACTGGTGGcacCCCGATGCGGTGEEGCACAGATGCARACARCARGGCTATTCCGCACGTAAGTGCcCACGGCATTCAGCAGT TCCTCARCCTCTTCaACAGCARRARGGAGLTGL

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

1 1

LbGCS_Ref_H2904 GTGGCATGCCATTTTTGTGGGGTGAGGAGC TGGAGCATCAGCTGATCCATATCCARGACAACACARTCACCCTTAGCGTTGAGGGTGCGCCGETGATGGAGCGGT TGARGGCACGCTCTGACARCTGCGC
LgGCS_Cons_Col.4 GTGGCATGCCATTTTTGTGGGGTGAGGAGCTGGAGCATCAGCTGATCCATATCCARGACARCACARTCACCCTTAGCGTTGAGAGTGCGCCGGTGATGGAGAGGT TGAGGGCACGCTCTGACAACTGLGL
Consensus GTGGCATGCCATTTTTGTGGGGTGAGGAGC TGGAGCATCAGCTGATCCATATCCARGACARCACAATCACCCTTAGCGTTGAGAGTGCGCCGETGATGGAGAGGT TGAaGGCACGCTCTGACARCTGLGL

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

1 1

LbGCS_Ref_H2904 CATATGGARCCCCGAGTATGGCAGCTTCATGGTCGAGRGCACACCARATCAGCCATACAATCTGTCGGTGGAGAGCCTCARCTCCGTGARGGATAGCATTACGTGGCGGTACARCATGCTCARCARGGAG
LgGCS_Cons_Col.4 CCTATGGARCCCCGAGTATGGCAGCTTCATGGTCGAGAGCACACCARRTCAGCCGTACARTCTGTCGGTGGAGAGTCTCARCTCCGTGGAGGATATCATTACGCGGCGGTACAACATGCTCARCAAGGAG
Consensus CaTATGGAACCCCGAGTATGGCAGCTTCATGGTCGAGAGCACACCARATCAGCCaTACAATCTGTCGGTGGAGAGECTCARCTCCGTGaAGGATAECATTACGeGGCGGTACARCATGC TCARCAAGGAG

391 400 410 420 430 A4 450 460 470 480 490 500 510 520

1 1

LbGCS_Ref _H2904 GCGCCTCCCGGGGTGGTCGGCACCACCTTTGTGACATTTCCACTGATE C TTTGTCAACTGCGTTGATARGAGCTCTCCGTACTCGCAGTCGCTTTTTGTTCCTGACGCGTGCATCARCC
LgGCS_Cons_Col.4 GCGCCTCCCGGGGTGGTCGGCACCACCCTTGTGACATTTCCACTGATGGGCCAGGGGARCTTTGTCARCTGCGATGATARGAGCTCTCCGTACTCGCAGTCGCTTTTTGTTCTTGACGCGTGCATCARCC
Consensus GCGCCTCCCGGGGTGGTCGGCACCACCCTTGTGACATTTCCACTGATGGGCCAGGGGAACT TTGTCAACTGCGaTGATARGAGCTCTCCGTACTCGCAGTCGLTTTTTGTTCeTGACGCGTGCATCARCT

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

1 1

LbGCS_Ref_H2904 AGACGCATCCGCGATTCGCGARCTTGACARTGAACATTCGACTGCGCCGCGGCCGARAGGTTTGCATCCTGGTGCCGCTGTACGTGGACACACGTACGATGGAGACGACGGTGGACCCCCGGCTGARCAT
LgGCS_Cons_Col.4 RAGACGCATCCGCGATTCGCGAACTTGACARTGAACACTCGACTGCGCCGCGGCCGARAGGT TTGCATCCTGGTGCCGCTGTACGTGGACACACGTACGATGGAGACGACGGTGGACCCCCGRCTGARCAT
Consensus AGACGCATCCGCGATTCGCGARCTTGACARTGAACACTCGACTGCGCCGCGGCCGARAGGT TTRCATCCTGGTGCCGCTGTACGTGGACACACGTACGATGGAGACGACGGTGGACCCCCGGCTGARCAT

651 6E0 670 680 690 700 o 20 730 40 750 760 T 780

1 1

LbGCS_Ref_H2904 TGATCTGAGTCCGTGCARCARCGACATATATTGCCCCGCGATTACARCCGARAGGARTARGTCARGCGAGC TTTATGCAGAGACGAGCTCGCCCARCGCCGCGCTAGCGCCCACCTGCACTGCCGATCCG
LgGCS_Cons_Col.4 TGATCTGARTCCGCGCARCARCGACATATATTGCCCCGCTATTACAAGCGARAGGARTARGGCAAGCGAGCTCTACGCAGAGACGAGCTCGCCCARCGCCGCGCTAGCGCCCACCAGCACTACCGATCLG
Consensus TGATCTGAaTCCGeGCARCARCGACATATATTGCCCCGCATTACARCCGARAGGAATAAGECARGCGAGC Tc TACGCAGAGACGAGC TCGCCCARCGCCGCGCTAGLGCCCACCAGCACTACCGATCLG

781 790 800 810 a20 830 a4 a50 a60 az0 880 890 900 910

1 1

LbGCS_Ref _H2904 AGCGAGGAGGGCTGCCTAGCCACCGAGACARTGARGCACCTTTTCACACCTGCGACGCTGARGTACTACGCCCARTACTTCARAGGGCAGCAGCGCGCAGATGTGCAGCAGCGT TGCARCGCGTCCCTCT
LgGCS_Cons_Col.4 AGCGAGGGGGGGTACCTTGTCACCGAGACAATGARGCACCTTTTCACACCTGCARCGCTGARGTACTACGCCCARTACTTCACAGGGCAGCAGCGCGCAGATGTGCAGCAGCGTTGCACCGLGTCCCTCT
Consensus AGCGAGGaGGGeTaCCTaGcCACCGAGACARTGAAGCACCTTTTCACACCTGCaACGCTGARG TACTACGCCCAATACTTCAAAGGGCAGCAGCGCGCAGATGTGCAGCAGCGT TGCAACGCGTCCCTCT

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
1 1
LbGCS_Ref _H2904 ACCGCGTGCCTTCGGTCAGCCACCCGTGTATCTACATGGACTGCATGGCCTTTGGGATGGGTGCCAGCGCTCTGCARGTGACGATGCAGC TGGACARCATAAACGAGGCTCGCTACGTGTACGACCAGCT
LgGCS_Cons_Col.4 RACCGCGTGCCCTCGGTCAGCCACCCGAGTATCTACATGGACTGCATGGCCTTTGGGATGGGTGACAGCGLTCTGCARGTGACGATGCAGC TGGACAACATTATCGAGGC TCGCTACGTGTACGACCAGLT
Consensus ACCGCGTGCCcTCGGTCAGCCACCCGaGTATCTACATGGACTGCATGECCTTTGEGATGGGTGACAGCGCTCTGCARG TGACGATGCAGL TGGACARCATaAaCGAGGCTCGCTACGTGTACGACCAGCT

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

1 1

LbGCS_Ref _H2904 CGCCATCTTGTGCCCAGTGTTTCTGGCTCTCACTTCGGCCACGCCGTTTCAGARGGGTCTTCTCTGCGACACAGATGTGCGGTGGCTGACTATCGCCGGCGCCGTCGACGACCGCCGCATAGATGAGGTG
LgGCS_Cons_Col.4 CGCCATCTTGTGCCCAGTGTTTCTGGCTCTCACTTCGGCCACGCCGTTTCAGAAGGGTCTTCTCTGCGACACAGATGTGCGGTGGLTGACTATCGCCGGCGCCGTTGACGACCGCCGCATGEATGAGETG
Consensus CGCCATCTTGTGCCCAGTGTTTCTGGCTCTCACTTCGGCCACGCCGTTTCAGARGGGTCTTCTCTGCGACACAGATGTGCGGTGGCTGACTATCGCCGGCGCCGTcGACGACCGCCGCATaGATGAGGTG

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

LbGCS_Ref_H2904 CCTCACATTCTCARGTCCCGCTACGACTCTATCTCCATCTTCATCAGCGACACAGTCGAARACCTTGAGGACT TCARCGACGCACCTGTACAGATCARCCACTCGTACTGTGAGCTGCTGGAGARGGLTG
LgGCS_Cons_Col.4 CCTCACATTCTCARGTCCCGCTACGACTCTATCTCCCTCTTCATCAGCGACACAGTCGARARCCTTGAGGACTTCARCGACGCACCTGTAGAGATCARCCACTCGTACTGTGAGCTGCTGGAGARGGLTG
Consensus CCTCACATTCTCARGTCCCGCTACGACTCTATCTCCaTCTTCATCAGCGACACAGTCGARRACCTTGAGGACTTCARCGACGCACCTGTACAGATCARCCACTCGTACTGTGAGCTGCTGGAGAAGGLTG

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

LbGCS_Ref_H2904 GTGTGGACACGCGGT TGGCGAGACACATTGCACATTTGTTCATTCGTGATCCGCTCGTGATGTATGATCAGATGATCGACATCGATGACGCARCACACATGGACCACTTCGAGARTATCCAGTCCACTAR
LgGCS_Cons_Col.4 GTGTGGACACGCGGTTGGCGAGRCACATTGCACATTTGTTCATTCGTGATCCGCTCGTGATGTATGAGCAGATGATCGACATCGATGACGCARCACACACGGACCACTTCGAGARTATCCAGTCCACTAR
Consensus GTGTGGACACGCGGTTGGCGAGACACATTGCACATTTGTTCATTCGTGATCCGCTCGTGATGTATGAgCAGATGATCGACATCGATGACGCARCACACACGGACCACTTCGAGARTATCCAGTCCACTAR

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

1 1

LbGCS_Ref _H2904 CTGGCAGTCGGTCCGCTTCARGCCTCCACCGATGGACAGCGACATTGGCTGGCGCGTGEAGTTCCGTGTGATGGAGGT TCAGCCARCGCCGT TCGAGARCGCTGCCTTCGCTGTCTTTATTCCGCTTCTA
LgGCS_Cons_Col.4 CTGGCAGACGGTCCGCTTCARGCCTCCACCGATAGACAGCGACATTGGCTGECGCGTGEAGTTCCGTGTGATGGAGATTCAGCCARCGCCATTCGAGAACGCTGCCTTCGCTGTCTTTATTCCGCTTCTA
Consensus CTGGCAGACGGTCCGCTTCARGCCTCCACCGATaGACAGCGACATTGECTGGCGCGTGGAGTTCCGTGTGATGEAGAT TCAGCCARCGCCaT TCGAGARCGCTGCCTTCGCTGTCTTTATTICCGCTTCTA

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

LbGCS_Ref_H2904 ACCAAGGCCATCATCAACTATARGATCTGCTTCTACACGARGATTTCTGTCGTTGACGARARCATGGGTCGCGCACACCACATCARCCCATGTGGGGAGARGTACGT TATGCGCARGGACATTTTCTCCA
LgGCS_Cons_Col.4 RACCARGGCCATCATCARCTATARGATCTGCTTCTACACGACGATTTCTGTCGTTGACGARARCATGGGTCGCGCACATCACATCARCCCACGTGGGGAGARGTACGTTATGCGCARGGACATTTTCTCCA
Consensus ACCARGGCCATCATCAACTATARGATCTGCTTCTACACGAaGATTTCTGTCGTTGACGARRACATGGGTCGCGCACACCACATCARCCCACGTGGGGAGAAGTACGT TATGCGCARGGACATTTTCTCCA

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

1 1

LbGCS_Ref_H2904 ACARGTGCACCGCAARCGAGGC TGAGACGGCGGAGATGACCATTGACGARATCTTCARCGGCARGGAGGGTGGCTTCTATGGACT TATACCGCTCGTGTGCCGCTACCTCGACAGCGAGTGGARGCGCAG
LgGCS_Cons_Col.4 RACARGTGCACCGCAARCGAGGL TGAGACGGCGGCGATGACCATTGACGARATCTTCAACGGCARGGAGEGTGGLTTCTATGGACTTATACCGCTCGTGTGCCGCTACCTCGACAGCGAGAGEAAGCGCAG
Consensus ACARGTGCACCGCAAACGAGGC TGAGACGECGGaGATGACCATTGACGARATCT TCAACGGCARGGAGGGTGGCTTCTATGGACT TATACCGCTCGTGTGCCGCTACCTCGACAGCGAGAGGARGCGCAG

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

1 1

LbGCS_Ref_H2904 CCCTGTGGTARATTCCTACTTGAGGTTCCTGTCCATGCGCGCCTCTGGCTGTATTCCCACAGCAGCGCAGTACATGCGCARGTTTGTCACGACACACCCAGACTACARGCGTGACTCTCGCCTCAGTGGE
LgGCS_Cons_Col.4 CCCTGTGGTARATTCCTACTTGRAGGTTCCTCTCCATGCGCGCCTCTGGCTGTATTCCCACAGCAGCGCAGTACATGCGCARGTTTGTCACGACACACCCAGACTACARGCGTGACTCTCGCCTCAGTGGT
Consensus CCCTGTGGTARATTCCTACTTGAGGTTCCTeTCCATGCGCGCCTCTGECTGTATTCCCACAGCAGCGCAGTACATGCGCARGT TTGTCACGACACACCCAGACTACARGCGTGACTCTCGCCTCAGTGGE

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2067
1 1

LbGCS_Ref _H2904 ATCATCGCACGCGACCTAGTGCAGCGTATACACGGCCTGGCCACGARTCAGATCCACGACCCGGCGTACCTTCCTATGAGCACCT TCGAGGCTGAGARACAGGAGAGCAGCGCATAR
LgGCS5_Cons_Col.4 ATCATCGCACGCGACCTAGTGCAGCGTATACACGGCCTGGCCACGAGACAGATCCACGACCCGGCGTACCTTCCTATGAGCACCTTCGAGGC TGAGARACAGGAGAGCAGCGCATAR
Consensus ATCATCGCACGCGACCTAGTGCAGCGTATACACGGCCTGGECCACGAaaCAGATCCACGACCCGGCGTACCT TCCTATGAGCACCT TCGAGGC TGAGARACAGGAGAGCAGCGCATAR
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Apéndice VI

Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de GCS de L. guyanensis M9945 contra
sequéncia referéncia de L. braziliensis M2904 (LbrM.18.1700)

LbGCS_Ref _H2904
LgGCS_Cons_Col.d
Conzensus

LbGCS_Ref _H2904
LgGCS_Cons_Col,4
Consensus

LbGCS_Ref _H2904
LgGCS_Cons_Col.d4
Consensus

LbGCS_Ref _H2904
LgGCS_Cons_Col.d
Conzensus

LbGCS_Ref _H2904
LgGCS_Cons_Col,4
Consensus

LbGCS_Ref _H2904
LgGCS_Cons_Col.d4
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I |
HGLLTTGGIPHRHGTDANNKAIPHYSAHG IOOFLHLFHSKKELRGHPFLHGEELEHOL IHIODNTITLSYEGAPYHERLKARSONCAIMNPEYGSFHYESTPHOPYHLSYESLHSYKDSITHRYNHLNKE
HGLLTTGGAPHRHGTDAHNKAIPHYSAHGIOOFLHLFHSKKELRGHPFLHGEELEHAL IHIQDHTITLSVESAPYHERLRARSOHCALMHPEYGSFHYESTPHOPYHLSYESLHSYEDITTRRYNHLHKE
HGLLTTGGaPHRHGTDANNKAIPHYSAHGIOOFLHLFnSKKELRGHPFLHGEELEHOL IHIODHTITLSYEZAPYHERL-ARSDHCAiHHPEYGSFHYESTPHOPYHLSYESLHSYeDiITrRYNHLHKE

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 1
APPGYYGTTFYTFPLHGAGHF YHCYDKSSPYSOSLFYPDACINOTHPRFANL THHIRLRRGRKVCILYPLYYDTRTHETTVDPRLNIDLSPCHNDIY CPAITTERNKSSELYAETSSPHARLAPTCTRDP

APPGYYGTTLYTFPLHGAGHFYHCDDKSSPYS0SLFYLDACIHOTHPRFANL THHTRLRRGRKYCILYPLYYDTRTHETTYDPRLHIDLHPRHNDIY CPAITSERNKASELYAETSSPHARLAPTSTTOP
APPGYYGTT1¥TFPLHGAGHFYNCADKSSPYSOSLFY10ACTHOTHPRFANL THHA RLRRGRKYCILYPLYYDTRTHETTYDPRLNIDLnPrHNDIYCPAITSERNKASELYAETSSPNAALAPTcTalP

261
1 1
SEEGCLATETHKHLFTPATLKYYAQYFKGOORADYQORCHASLYRYPSYSHPCIYHDCHAF GHGASALOY THOLDNINEARYYYDOLAILCPYFLALTSATPFOKGLLCDTOYRHLTIAGAYDORRIDEY
SEGGYLYTETHKHLF TPATLKYYAQYF TGAORADYOORCTASL YRYPSYSHPSTYHDCHAF GHGDSALOYTHALDNITEARYVYDALATLCPYFLALTSATPFAKGLLCDTDYRHL TIRGAYDDRRHDEY
SEeGclaTETHKHLFTPATLKYYAQYFKGOORADYVOORCNASLYRYPSYSHPeIYHDCHAF GHGaSALOYTHALDNINEARYYYDOLATLCPYFLALTSATPFOKGLLCDTOVRHLTIAGAYDORRiDEY

391

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

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

| |
PHILKSRYDSISIFISDTYENLEDFHDAPYOINHSYCELLEKAGYDTRLARHIAHLFIRDPLYHYDQHIDIDDATHHOHFENIOSTHHOSYRFKPPPHOSDIGHRYEFRYHEYQPTPFENARFAYFIPLL
PHILKSRYDSISLFISDTYEHLEDFHDAPYEINHSYCELLEKAGYDTRLARHIAHLF IRDPLYHYEQHIDIDDATHTOHFEHIQSTHHOTYRFKPPPIDSDIGHRYEFRYHEIOP TPFENARFAVFIPLL
PHILKSRYDSISiFISDTYEHLEDFHDAPY #INHSYCELLEKAGYDTRLARHIAHLFIRDPLYHY $OHIDIDDATHnDHFENIOSTHHOSYRFKPPPiDSDIGHRYEFRYHE ! QPTPFENARFAYFIPLL

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
1 1
TKRIINYKICFYTKISYYDENHGRAHHINPCGEKYYHRKDIF SHKCTANERETAENT IDEIFHGKEGGF YGLIPLYCRYLDSEHKRSPYYHSYLRFLSHRASGCIP TARDYHRKFYTTHPDYKRDSRLSG
TKRIINYKICFYTTISYYDENHGRAHHINPRGEKYYHRKDIF SHKCTAHERETAAHT IDEIFHGKEGGF YGLIPLYCRYLDSERKRSPYYHSYLRFLSHRASGCIP TAROYHRKFYTTHPDYKRDSRLSG
TKAIINYKICFYTkISYYDENHGRAHHINPrGEKYYHRKDIF SHKCTANEAETAaHT IDETFNGKEGGF YGLIPLYCRYLDSErKRSPYYHSYLRFLSHRASGCIPTAADYHRKFYTTHPDYKROSRLSG

651

1 1
TIARDLYORIHGLATHOIHDPAYLPHSTFEREKQESSA
IIARDLYORIHGLATRATIHDPAYLPHSTFEAEKAESSA
IIARDLVORIHGLATrOIHDPAYLPHSTFEREKQESSA

660 670 680 688
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Apéndice VI

Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do gene gcs de L. guyanensis M9945

contra sequéncia referéncia de L. panamensis L13 (LPAL13_180019700)

LpGCS_Ref_L13
LgGCS_Cons_Col.4
Consensus

LpGCS_Ref_L13
LgGCS5_Cons_Col.d
Consensus

LpGCS_Ref_L13
LgGCS_Cons_Col,d
Consensus

LpGCS_Ref_L13
LgGC5_Cons_Col.d
Consensus

LpGCS_Ref_L13
LgGCS_Cons_Col.4
Consensus

LpGCS_Ref_L13
LgGCS5_Cons_Col.d
Consensus

LpGCS_Ref_L13
LgGCS_Cons_Col,d
Consensus

LpGCS_Ref_L13
LgGC5_Cons_Col.d
Consensus

LpGCS_Ref_L13
LgGCS_Cons_Col.4
Consensus

LpGCS_Ref_L13
LgGCS5_Cons_Col.d
Consensus

LpGCS_Ref_L13
LgGCS_Cons_Col,d
Consensus

LpGCS_Ref_L13
LgGC5_Cons_Col.d
Consensus

LpGCS_Ref_L13
LgGCS_Cons_Col.4
Consensus

LpGCS_Ref_L13
LgGCS5_Cons_Col.d
Consensus

LpGCS_Ref_L13
LgGCS_Cons_Col,d
Consensus

LpGCS_Ref_L13
LgGC5_Cons_Col.d
Consensus

1 10 20 30 40 50 1] 0 80 90 100 110 120 130

I |
ATGGGGCTCTTGACAACTGGTGGGACCCCGATGLGETGGGGCACCGATGCARACARCARGGCTATTCCGCACGTARGTGCGCACGGCATTCAGCAGTTCCTCARCCTCTTCARCAGCARARAGGAGCTGL
ATGGGTCTCTTGACAACTGGTGGGGCCCCGATGLGETGGGGCACCGATGCARACARCAAGGC TATTCCGCACGTARG TGCGCACGGCATTCAGCAGTTCCTCAACCTCT TCARCAGCARARAGGAGC TGL
ATGGGECTCTTGACAACTGGTGGGGCCCCGATGCGETGGGGCACCGATGCARACARCARGGC TATTCCGCACGTARGTGCGCACGGCATTCAGCAGTTCCTCARCCTCTTCARCAGCARARAGGAGCTGC

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

I |
GTGGCATGCCATTTTTGTGGGGTGAGGAGCTGGAGCATCAGCTGATCCATATCCARGACARCACAATCACCCTTAGCGT TGAGAGTGCGCCGGTGATGGAGAGGT TGAGGGCACGCTCTGACARCTGCGL
GTGGCATGCCATTTTTGTGGGGTGAGGAGCTGGAGCATCAGCTGATCCATATCCARGACARCACAATCACCCTTAGCGT TGAGAGTGCGCCGGTGATGGAGAGGT TGAGGGCACGCTCTGACARCTGCGL
GTGGCATGCCATTTTTGTGGGGTGAGGAGCTGGAGCATCAGC TGATCCATATCCARGACARCACAATCACCCTTAGCGT TGAGAGTGCGCCGGTGATGGAGAGGT TGAGGGCACGC TCTGACARCTGCGL

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 1
CCTATGGAACCCCGRGTATGGCAGCTTCATGGTCGAGAGCACACCARATCAGCCGTACARTCTGTCGGTGGAGAGTCTCAACTCCGTGGAGGATATCATTACGCGGCGGTACARCATGCTCARCARGGAG
CCTATGGAACCCCGRGTATGGCAGCTTCATGGTCGAGAGCACACCARATCAGCCGTACARTCTGTCGGTGGAGAGTCTCAACTCCGTGGAGGATATCATTACGCGGCGGTACARCATGCTCARCARGGAG
CCTATGGAACCCCGRGTATGGCAGCTTCATGGTCGAGAGCACACCARATCAGCCGTACARTCTGTCGGTGGAGAGTCTCAACTCCGTGGAGGATATCATTACGCGGCGGTACARCATGCTCARCARGGAG

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

I |
GCGCCTCCCGGGGTGGTCGGCACCACCCTTGTGACATTTCCACTGATGGGLE TTTGTCAACTGCGATGATARGAGCTCTCCGTACTCGCAGTCGCTTTTTGT TCCTGACGCGTGCATCARCE
GCGCCTCCCGGGGTGGTCGGCACCACCCTTGTGACATTTCCACTGATGGGCCAGGGGAACTTTGTCAACTGCGATGATARGAGCTCTCCGTACTCGCAGTCGCTTTTTGTTCTTGACGCGTGCATCARCC
GCGCCTCCCGGGGTGETCGGCACCACCCTTGTGACATTTCCACTGATGGGCCAGGGGAACTTTGTCAACTGCGATGATARGAGCTCTCCGTACTCGCAGTCGCTTTTTGTTCeTGACGCGTGCATCARCE

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
I |
AGACGCATCCGCGATTCGCGAACTTGACARTGARCATTCGACTGCGCCGCGGCCGARRGGTTTGCATCCTGRTGCCGCTGTACGTGGACACACGTACGATGGAGACGACGGTGGACCCCCGGCTGAACAT
AGACGCATCCGCGATTCGCGAACT TGACAATGARCACTCGAC TGCGCCGCGGCCGAARGGT TTGCATCCTGGTGCCGCTGTACGTGGACACACGTACGATGGAGACGACGGTGGACCCCCGGC TGAACAT
AGACGCATCCGCGATTCGCGAACTTGACARTGARCACTCGACTGCGCCGCGGCCGARRGGTTTGCATCCTGETGCCGCTGTACGTGGACACACGTACGATGGAGACGACGGTGGACCCCCGGCTGAACAT

651 660 670 680 690 700 10 20 730 740 750 760 Fi0 780

1 |
TGATCTGAATCCGCGCAACARCGACATATATTGCCCCGCGATTACARGCGARRGGAATARGGCAAGCGAGCTCTACGCAGAGACGAGC TCGCCCARCGCCGCGCTAGCGCCCACCAGCACTACCGATCCG
TGATCTGAATCCGCGCAACARCGACATATATTGCCCCGCTATTACARGCGARRGGAATARGGCARGCGAGCTCTACGCAGAGACGAGC TCGCCCARCGCCGCGCTAGCGCCCACCAGCACTACCGATCCG
TGATCTGAATCCGCGCAACAACGACATATATTGCCCCGCgAT TACARGCGARAGGAATARGGCAAGCGAGC TCTACGCAGAGACGAGC TCGCCCARCGCCGCGCTAGCGCCCACCAGCACTACCGATCCG

781 790 800 810 a20 830 840 a50 860 870 8a0 890 900 910

1 1
AGCGAGGGGGGGTACCTTGTCACCGAGACARTGARGCACCTTTTCACACCTGCAACGC TGARATACTACGCCCAATACT TCACAGGGCAGCAGCGCGCAGATGTGCAGCAGCGT TGCACCGCGTCCCTCT
AGCGAGGGGGGGTACCTTGTCACCGAGACAATGARGCACCTTTTCACACCTGCAACGCTGARGTACTACGCCCAATACTTCACAGGGCAGCAGCGCGCAGATGTGCAGCAGCGT TGCACCGCGTCCCTCT
AGCGAGGEGEGGTACCTTGTCACCGAGACARTGARGCACCTTTTCACACCTGCAACGCTGARETACTACGCCCAATACTTCACAGGGCAGCAGCGCGCAGATGTGCAGCAGCGTTGCACCGCGTCCCTCT

11 920 930 94 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
|

I

ACCGCGTGCCCTCGGTCAGCCACCCGTGTATCTACATGGACTGCATGGCCT TTGGGATGGGTGACAGCGCTCTGCAAGT GACGATGCAGC TGGACARCATTATCGAGGCTCGCTACGTGTACGACCAGCT
ACCGCGTGCCCTCGGTCAGCCACCCGAGTATCTACATGGACTGCATGGCCTTTGGGATGGGTGACAGCGC TCTGCARGTGACGATGCAGC TGGACARCATTATCGAGGCTCGCTACGTGTACGACCAGCT
ACCGCGTGCCCTCGGTCAGCCACCCGaGTATCTACATGGACTGCATGGCCTTTGGGATGGGTGACAGCGCTCTGCARGTGACGATGCAGC TGGACARCATTATCGAGGCTCGCTACGTGTACGACCAGCT

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

I |
CGCCATCTTGTGCCCAGTGTTTCTRGCTCTCACTTCGGCCACGCCGTTTCAGARGGGTCTTCTCTGCGACACAGATGTGCGHTGGCTGACTATCGCCGGLGCCGTTGACGACCGCCGCATGGATGAGGTG
CGCCATCTTGTGCCCAGTGTTTCTGGCTCTCACTTCGGCCACGCCGTTTCAGAAGGGTCTTCTCTGCGACACAGATGTGCGHTGGL TGACTATCGCCGGLGCCGT TGACGACCGCCGCATGGATGAGGTG
CGCCATCTTGTGCCCAGTGTTTCTGGCTCTCACTTCGGCCACGCCGTTTCAGARGGGTCTTCTCTGCGACACAGATGTGCGETGGCTGACTATCGCCGECGCCGT TGACGACCGCCGCATGGATGAGGTG

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

CCTCACATTCTCARGTCCCGCTACGACTCTATCTCCCTCTTCATCAGCGACACAGTCGARRACCTTGAGGACTTCAACGACGCACCTGTAGAGATCARCCACTCGTACTGTGAGCTGCTGGAGAAGGCTG
CCTCACATTCTCARGTCCCGCTACGACTCTATCTCCCTCTTCATCAGCGACACAGTCGARRACCTTGAGGACTTCAACGACGCACCTGTAGAGATCARCCACTCGTACTGTGAGCTGCTGGAGARGGLTG
CCTCACATTCTCARGTCCCGCTACGACTCTATCTCCCTCTTCATCAGCGACACAGTCGARAACCTTGAGGACTTCAACGACGCACCTGTAGAGATCARCCACTCGTACTGTGAGCTGC TGGAGARGGCTG

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

1 1
GTGTGGACACGCGGTTGGCGAGACACATTGCGCATTTGTTCATTCGTGATCCGCTCGTGATGTATGAGCAGATGATCGACATCGATGACGCARCACACACGGACCACTTCGAGARTATCCAGTCCACTAR
GTGTGGACACGCGGTTGGCGAGACACATTGCACATTTGTTCATTCGTGATCCGCTCGTGATGTATGAGCAGATGATCGACATCGATGACGCARCACACACGGACCACTTCGAGARTATCCAGTCCACTAR
GTGTGGACACGCGGTTGGCGAGACACATTGLaCATTTGTTCATTCGTGATCCGCTCGTGATGTATGAGCAGATGATCGACATCGATGACGCARCACACACGGACCACTTCGAGARTATCCAGTCCACTAR

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
I |
CTGGCAGACGGTCCGCTTCAAGCC TCCACCGATAGACAGCGACAT TGGCTGGCGCGTGGAGT TCCGTGTGATGGAGATTCAGCCARCGCCAT TCGAGAACGCTGCCTTCGCTGTCTTTATTCCGCTTCTA
CTGGCAGACGGTCCGCTTCARGCCTCCACCGATAGACAGCGACATTGGCTGGCGCGTGGAGT TCCGTGTGATGGAGATTCAGCCARCGCCAT TCGAGAACGCTGCCTTCGCTGTCTTTATTCCGCTTCTA
CTGGCAGACGGTCCGCTTCARGCCTCCACCGATAGACAGCGACATTGGCTGGCGCGTGGAGTTCCGTGTGATGGAGATTCAGCCARCGCCATTCGAGAACGCTGCCTTCGCTGTCTTTATTCCGCTTCTA

1961 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
I |

ACCARGGCCATCATCARCTATARGATCTGCTTCTACACGACGATTTCTGTCGT TGACGARRACATGGGTCGCGCACATCACATCARCCCACGTGGGGAGAAGTACGT TATGCGCARGGACATTTTCTCCA
ACCARGGCCATCATCARCTATARGATCTGCTTCTACACGACGATTTCTGTCGT TGACGARAACATGGG TCGCGCACATCACATCARCCCACGTGGGGAGAAGTACGT TATGCGCARGGACATTTTCTCCA
ACCARGGCCATCATCARCTATARGATCTGCTTCTACACGACGATTTCTGTCGT TGACGARRACATGGGTCGCGCACATCACATCARCCCACGTGGGGAGAAGTACGT TATGCGCARGGACATTTTCTCCA

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

I |
ACARGTGCACCGCARACGAGGC TGAGACGGCGGCGATGACCATTGACGARATCTTCARCGGCARGGAGGGTGGCTTCTATGGACTTATACCGCTCGTGTGCCGCTACCTCGACAGCGAGAGGARGCGCAG
ACARGTGCACCGCARACGAGGL TGAGACGGCGGCGATGACCATTGACGARATCTTCARCGGCARGGAGGGTGGCTTCTATGGACTTATACCGCTCGTGTGCCGCTACCTCGACAGCGAGAGGARGCGCAG
ACARGTGCACCGCARACGAGGC TGAGACGGCGGCGATGACCATTGACGARATCTTCARCGGCAAGGAGGGTGECTTCTATGGACT TATACCGCTCGTGTGCCGCTACCTCGACAGCGAGAGGARGCGCAG

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

CCCTGTGGTAAATTCCTACTTGAGGTTCCTCTCCATGCGCGCCTCTGGCTGTATTCCCACAGCAGCGCAGTACATGCGCAAGT TTGTCACGACACACCCAGACTACARGCGTGACTCTCGCCTCAGTGGT
CCCTGTGGTAAATTCCTACTTGRAGGTTCCTCTCCATGCGCGCCTCTGGCTGTATTCCCACAGCAGCGCAGTACATGCGCARGT TTGTCACGACACACCCAGACTACARGCGTGACTCTCGCCTCAGTGGT

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2067

I |
ATCATCGCACGCGACCTAGTGCAGCGTATACACGGCC TGGCCACGAGACAGATCCACGACCCGGCGTACCTTCCTATGAGCACCT TCGAGGC TGAGARACAGGAGAGCAGTGCATAG
ATCATCGCACGCGACCTAGTGCAGCGTATACACGGCCTGGCCACGAGACAGATCCACGACCCGGCGTACCTTCCTATGAGCACCTTCGAGGC TGAGARACAGGAGAGCAGCGCATAR
ATCATCGCACGCGACCTAGTGCAGCGTATACACGGCCTGGCCACGAGACAGATCCACGACCCGGCGTACCTTCCTATGAGCACCTTCGAGGCTGAGARACAGGAGAGCAGCGCATAa
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Apéndice VIII

Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de GCS de L. guyanensis M9945 contra

sequéncia referéncia de L. panamensis L13 (LPAL13_180019700)

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

I I

Lp6CS_Ref_L13 HGLLTTGGAPHRHGTDANNKAIPHYSAHGIOOFLNLFNSKKELRGHPFLHGEELEHOL THIQDNTITLSYESAPYHERLRARSDONCALHNPEYGSFHYESTPNOPYNLSYESLNSYEDIITRRYNHLNKE
LgGCS_Cons_Col.4 HGLLTTGGAPHRHGTDAMNKAIPHYSAHGIQOFLHLFHSKKELRGHPFLHGEELEHOLTHIQDNTITLSYESAPYHERLRARSDHCALHHPEYGSFHYESTPHOP YHLSYESLHSYEDIITRRYNHLHKE
Consensus HGLLTTGGAPHRHGTDANNKATPHYSAHGIOAFLNLFNSKKELRGHPFLHGEEL EHOL THIQDHTITLSYESAPYHERLRARSDNCALHNPEYGSFHYESTPHOPYNLSYESLNSYEDTTTRRYHHLNKE

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

I I

Lp6CS_Ref_L13 APPGYYGTTLYTFPLAGAGHNFYNCDDKSSPYSASLFYPDACTHATHPRFANL THHIRL RRGRKYCILYPLYYDTRTHETTYDPRLNIDLNPRNNDIYCPATTSERNKASEL YAETSSPHAALAPTSTTOP
LgGCS_Cons_Col,4 APPGYYGTTLYTFPLHGAGHFYHCDDKSSPYSQSLFYLDACIHOTHPRFANL THHTRLRRGRKYCILYPLYYDTRTHETTYDPRLHIDLHPRHHDIYCPAITSERHKASEL YAETSSPHAALAPTSTTOP
Consensus APPGYVGTTLVTFPLAGAGHFYHCDDKSSPYSASLFY1DACTHATHPRFANL THHiRL RRGRKVCTLYPLYYDTRTHETTVDPRLNIDLHPRHHDTYCPATTSERNKASEL YAETSSPHAALAPTSTTOP

261 270 280 290 300 30 320 330 340 350 360 370 380 390

1 1

LpGCS_Ref_L13 SEGGYLVYTETHKHLFTPATLKYYAOGYFTGOORADYOQRCTASLYRYPSYSHPCIYHDCHAF GHGDSALOYTHOLDHITEARYYYDOLATLCPYFLALTSATPFOKGLLCODTOVRHLTIAGAYDDRRHDEY
LgGCS._Cons_Col,.4 SEGGYLYTETHKHLFTPATLKYYAQYF TGOORADYOQORCTASLYRYPSYSHPSIYHDCHAF GHGDSALOYTHOLDNILEARYYYDOLAILCPYFLALTSATPFOKGLLCOTOYRHLT IAGAYDDRRHDEY
Consensus  SEGGYLYTETHKHLFTPATLKYYAQYF TGOORADYQORCTASLYRYPSYSHPcIYHDCHAF GHGDSALOVTHOLDHIIEARYYYDOLATLCPYFLALTSATPFOKGLLCOTDYRHLTIRGAYDDRRHDEY

391 400 410 420 430 44 450 460 470 480 490 500 510 520

1 1

LpGCS_Ref_L13 PHILKSRYDSISLFISDTYEHLEDFHDAPYEINHSYCELLEKAGYDTRLARHIAHLFIRDPLYHYEQHIDIDDATHTOHFENIOSTHHOTYRFKPPPIDSDIGHRYEFRYHEIOPTPFENARFAYFIPLL
LgGCS_Cons_Col,.d PHILKSRYDSISLFISDTVEMLEDFHDAPYEINHSYCELLEKAGYDTRLARHIAHLFIRDPLYHYEQHIDIDDATHTDHFENIAS THHOTYRFKPPPIDSOIGHRYEFRYHEIOPTPFENARFAYFIPLL
Consensus  PHILKSRYDSISLFISDTYEHLEDFHDAPYEINHSYCELLEKAGYDTRLARHIAHLFIRDPLYHYEQOHIDIDDATHTDHFENIOQSTHHOTYRFKPPPIDSDIGHRYEFRYHEIOPTPFENARFAYFIPLL

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

| 1

Lp6CS_Ref_L13 TKALINYKICFYTTISYYDENHGRAHHINPRGEKYVHRKDIFSHKCTANERETAANTIDEIFNGKEGGF YGLIPLYCRYLDSERKRSPYYNSYLRFLSHRASGCIPTARQYHRKFYTTHPDYKRDSRLSG
LgGCS_Cons_Col.4 TKAIINYKICFYTTISYYDEMHGRAHHINPRGEKYYHRKDIFSHKCTANERETARHTIDEIFHGKEGGFYGLIPLYCRYLDSERKRSPYYHSYLRFLSHRASGCIPTARGYHRKFYTTHPDYKRDSRLSG
Consensus TKATINYKICFYTTISYYDENHGRAHHINPRGEKYYHRKDIFSHKC TANERETAANTIDETFHGKEGGF YGLIPLYCRYLDSERKRSPYYHSYLRFLSHRASGCTPTAAAYHRKFYTTHPDYKRDSRLSG

651 660 670 680 688

1
Lp6CS_Ref_L13 ITARDLYQRIHGLATRATHDPAYLPHSTFEAEKAESSA
LgGCS5_Cons_Col,4 IIARDLYORIHGLATROIHDPAYLPHSTFEREKOESSA
Consensus TTIARDLVQRTHGLATRATHDPAYLPHSTFEAEKAESSA
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Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do gene frys de L. braziliensis M2904

contra sequéncia referéncia de L. braziliensis M2904 (LbrM.27.2010)

LbTrys_Ref_H2904
LbTryS_Cons_Col.6
Consensus

LbTrys_Ref_H2904
LbTryS_Cons_Col .6
Consensus

LbTrys_Ref _H2904
LbTryS_Cons_Col.B
Consensus

LbTrys_Ref_H2904
LbTryS_Cons_Col.B
Consensus

LbTrys_Ref_H2904
LbTryS_Cons_Col B
Consensus

LbTrys_Ref_H2904
LbTryS_Cons_Col .6
Consensus

LbTrys_Ref _H2904
LbTryS_Cons_Col .6
Consensus

LbTrys_Ref _H2904
LbTryS_Cons_Col.6
Consensus

LbTrys_Ref_H2904
LbTryS_Cons_Col.6
Consensus

LbTrys_Ref _H2904
LbTryS_Cons_Col.6
Consensus

LbTrys_Ref_H2904
LbTryS_Cons_Col.6
Consensus

LbTrys_Ref_H2904
LbTryS_Cons_Col .6
Consensus

LbTrys_Ref _H2904
LbTryS_Cons_Col.B
Consensus

LbTrys_Ref _H2904
LbTryS_Cons_Col.B
Consensus

LbTrys_Ref_H2904
LbTryS_Cons_Col.B
Consensus

LbTrys_Ref_H2904
LbTryS_Cons_Col.B
Consensus

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

|

ATGCCGTCTTTGGARCACGAGCCGGTGAGC T TCAATAGEL TGGGGCACGTTCCTTTTGGTGCTCTGCAGGGCTACGCCCCGGGTGGCATCCCGGCGTACAGCARCARGCATGATCACTATTTCTCCGGLG
ATGCCGTCTTTGGARCACGAGCCGGTGAGCTTCARTAGGRL TGGGGCACGTTCCTTTTRGTGCTCTGCAGGGL TACGCCCCGGGTGGCATCCCGGCGTACAGCARCARGCATGATCACTATTTCTCCGGLG
ATGCCGTCTTTGGARCACGAGCCGGTGAGCTTCARTAGGC TGGGGCACGTTCCTTTTGETGCTCTGCAGGGC TACGCCCCGEGTGGLATCCCGGCGTACAGCARCARGCATGATCACTATTTCTCCGGLG

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

I

AGCETAGCATTGAGGGGARCTTCTTCTGCGGGTTTARGTACCAGTGCGTCGAGT TCRCACGCCGCTGGETGLTRATGCGCARGGGGL TGGTGTTGCCGARTGTGARTTGGGCCTGCCACATTTTTCAGCT
AGCETAGCATTGAGGGGARCTTCTTCTGCGGGTTTARGTACCAGTGCGTCGAGT TCRCACGCCGCTGGC TGLTRATGCGCARGGGGL TGGTGT TRCCGARTGTGARTTGGGCCTGCCACATTTTTCAGCT
AGCGTAGCATTGAGGGGARCTTCTTCTGCGGGTTTARGTACCAGTGCGTCGAGTTCGCACGCCGCTGGLTGCTGGTECGCARGGGGLTGGTGTTECCGARTGTGARTTGGGCCTGCCACATTTTTCAGCT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1

GAAGGAGGTCCGGGACGCCGCCACGGCGGAGGGCTTCGLGGTATTGARRGTGTGCAACGGCAC CGGAGGCCGACACACTTCTCATTTACTCCTCCACCGATGCATGCCCGGTTGGTCAC
GARGGAGGTCCGGGACGCCGCCACGGCGGAGGGCTTCGCGGTATTGARAGTGTGCARCGGCACCGAGAGGARGCCGEAGGCCGACACACTTCTCATTTACTCCTCCACCGATGCATGCCCGGTTGGTCAC
GARGGAGGTCCGGGACGCCGCCACGGCGGAGGGCTTCGCGETATTGARAGTGTGCARCGGCACL CGGAGGCCGACACACTTCTCATTTACTCCTCCACCGATGCATGCCCGGTTGGTCAC

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

1

GTCAGCGTTATCACCGAGGTGGGECGATGACTACGTGTGCGTTGCGGATCAGARCTACCGCTTCCACAAGTGGGAGTCCTCCTACGCGTACAGGL TGARGC TTGAGCACARGGACGGTATCTGGACCATCA
GTCAGCGTTATCACCGAGGTGGGECGATGACTACGTGTGCGTTGCGGATCAGARCTACCGCTTCCACAAGTGGGAGTCCTCCTACGCGTACAGGC TGARGC TTGAGCACARGGACGGTATCTGGACCATCA
GTCAGCGTTATCACCGAGGTGGECGATGACTACGTGTGCGTTGCGGATCAGARCTACCGCTTCCACAAGTGGGAGTCCTCCTACGCGTACAGGL TGARGC TTGAGCACARGGACGGTATCTGGACCATCA

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

1

TCGATGATATTARCGTGGACGACATCGAGATTCCACTTGGATGGGTGACATTTCCTGGTCGTGAGARCCGGGCTGARGGGGCGCCGLCGGTGGCATTGCATCAGTCATTGTACTTCAGTGRACCACCGAR
TCGATGATATTARCGTGGACGACATCGAGATTCCACTTGGATGGGTGACATTTCCTGGTCGTGAGARCCGGGCTGARGGGGCGCCGLCGGTGGCATTGCATCAGTCATTGTACTTCAGTGAACCACCGAR
TCGATGATATTARCGTGGACGACATCGAGATTCCACTTGGATGGGTGACATTTCCTGGTCGTGAGARCCGGGC TGARGGGGCGCCGLCGGTGGCATTGCATCAGTCATTGTACTTCAGTGAACCACCGAR

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

|

GCCGTACCTGCTGCGTCGCAGCTTTGTGGTGGAGGAGGCGARGCCGART TGGCTTGACCTGAARCGACCCTGCGGAGCGACTATTCGTGGARGAGTTCGGCATGGACGTCAGCCGCTCCCGCCTGGAGGAG
GCCETACCTGCTGCGTCGCAGC TTTGTGGTGGAGGAGGECGAAGCCGART TGGCTTGACCTGARCGACCC TGCGGAGCGACTATTCGTGGARGAGT TCGGCATGGACGTCAGCCGC TCCCGCCTGGAGGAG
GCCETACCTGCTGCGTCGCAGCTTTGTGGTGGAGGAGGCGAAGCCGART TGGCTTGACCTGARCGACCC TGCGGAGCGACTATTCGTGGARGAGT TCGGCATGGACGTCAGCCGCTCCCGCCTGGAGGAG

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 as0 890 900 910

|

ATGETTGCCAGCTACTACGAGTCGAATCATGAGT TCCACC TGCGGTGCATCGCCTACGGCACCCAGCTGCACGCCATCTTCATGGAGGCARCAGCGCAGGTGAT TGAGAGCGATGAGARGCTCCGGCTTT
ATGETTGCCAGCTACTACGAGTCGAATCATGAGT TCCACCTGCGGTGCATCGCCTACGGCACCCAGCTGCACGCCATCTTCATGGAGGCARCAGCGCAGGTGAT TGAGAGCGATGAGARGCTCCGGCTTT
ATGETTGCCAGCTACTACGAGTCGAATCATGAGTTCCACCTGCGGTGCATCGCCTACGGCACCCAGCTGCACGCCATCTTCATGGAGGCARCAGCGCAGGTGAT TGAGAGCGATGAGARGCTCCGGLTTT

911
|
TCTGCATTCCTGAGGACTTCTEECCCCGCATTCGCCACTCCTGGARGATCCAGCAGACGTACATCTCTGGTCGCTTCGACTTTGCCT TCARCARCGAGACATGCGAGATCARGTGTTTCGAGTACAACGC
TCTGCATTCCTGAGGACTTCTGRCCCCGCATTCGCCACTCCTGGAAGATCCAGCAGACGTACATCTCTGGTCGCTTCGACTTTGCCTTCARCAACGAGACATGCGAGATCARGTGTTTCGAGTACAACGL
TCTRCATTCCTGAGGACTTCTRRCCCCGCATTCGCCACTCCTGGARGATCCAGCAGACGTACATCTCTGGTCRCTTCGACTTTGCCTTCARCAACGAGACATGCGAGATCARGTGTTTCGAGTACAACGL

920 930 940 950 960 970 980 930 1000 1010 1020 1030

1040
|

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

|

TGACAGCGCGTCGACGCTGCTEEAATGCGGCCGCATTCAGCAAAAGTGGGCCGAGTCGGTGGGGC TGARCARGGAGGGCACCCGCAGCTCCGGL TTCGCAGTGGAGCGCARCC TCARGATGGLGTGGGCC
TGACAGCGCGTCGACGCTGCTRRAATGCGGCCGCATTCAGCAAAAGTGGGCCGAGTCAGTGGGGC TGARCARGGAGGGCACCCGCAGCTCCGGCTTCGCAGTGGAGCGCAACCTCARGATGGLGTGGGCC
TGEACAGCGCGTCGACGCTGC TEEAATGCGGCCGCATTCAGCAAAAGTGGGCCGAGTCRGTGGGGC TGARCARGGAGGGCACCCGCAGC TCCGGCTTCGCAGTGGAGCGCARCCTCARGATGGLGTGGGCT

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

TCCAGCGGGGCGACTGGCCECETTCACTTCTGCGT TGATAAGGAAGGGGAGGAGCAGTACACCGCCCTCTACTGCCTGCAGGCCGL TGAGGCGGTCGGGCTAGAGTGTAGGCTGTGCATCATGTTTGATG
TCCAGCGGGGCGACTGGCCECRTTCACTTCTGCGT TRATAAGGAAGGGGAGGAGCAGTACACCGCCCTCTACTGRCCTGCAGGCCGL TGAGGCGGTCGGGCTAGAGTGTAGGCTRTGCATCATGTTTGATG
TCCAGCGGGGCGACTGGCCGCGTTCACTTCTGLGTTGATARGGARGGGGAGGAGCAGTACACCGCCCTCTACTGCCTGCAGGCCGLTGAGGCGGTCGGGC TAGAGTGTAGGC TETGCATCATGTTTGATG

1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420

1301 1310 1430
I

AGTTTCACTTTGATGAGGATGECCACATTGTCGATAGCGACGGCGTGCGLGTGCGCARTGTGTGGARGACATGGATGTGGGAGTCGGCCATCACGGACTATTATGCCGCCCGGGAGGAACGL GGLGAGGG
AGTTTCACTTTGATGAGGATERCCACATTGTCGATAGCGACGGCGTGCGCGTGCGCARTGTGTGGARGACATGGATGTGGGAGTCGGCCATCACGGACTATTATGLCGCCCGRGAGGAACGL GGLGAGGG
AGTTTCACTTTGATGAGGATGGCCACATTGTCGATAGCGACGGCGTGCGLGTGCGCARTGTGTGGARGACATGGATETGGGAGTCGGCCATCACGGACTATTATGCCGLCC GCGGCGAGGE

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

I

CTGEAAGCCGTCCCCGARGEACAAGGTGCGCCTGTGCGACTTGCTCCTCGGCGATGAC TGGGACATCCTCTATTTCGAGCCGATGTGGARGGTCATTCCGAGCARCARGGCCATCCTGCCCATGATCTAC
CTEEAAGCCGTCCCCGARGEACAAGGTGCGCCTGTRCGACTTGCTCCTCGGCGATGAC TGGGACATCCTCTATTTCGAGCCGATGTGGARGGTCATTCCGAGCARCARGGCCATCCTGCCCATGATCTAC
CTGGAAGCCGTCCCCGARGGACARGGTGCGCCTGTGCGACTTGCTCCTCGGCGATGACTGGGACATCCTCTATTTCGAGCCGATGTGGARGGTCATTCCGAGCARCARGGCCATCCTGCCCATGATCTAC

1961 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
I

CACARTCACCCTCAGCACCCCGCCATCTTGARGGCGGAGTACGART TATCTGACGAGL TRCGCARGTGLGGGTATGCCARGARGCCGATTGTCGGCCGCATTGGTAGCARCGTGACCATCACTTCCGGLG
CACARTCACCCTCAGCACCCCGCCATCTTGARGGCGGAGTACGAATTATCTGACGAGC TGCGCARGTGCGGGTATGCCARGARGCCGATTGTCGGCCGCATTGGTAGCARCG TGACCATCACTTCCGGLG
CACARTCACCCTCAGCACCCCGCCATCTTGARGGCGGAGTACGARTTATCTGACGAGC TGCGCARGTGLGGGTATGCCARGARGCCGATTGTCGECCGCATTGGTAGCARCGTGACCATCACTTCCGGLG

1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810

1691 1700 1820
I

ACGGCGAGGTGCACGCTGAGTCEGGTGGCARC TATGGCARGCGCARCATGGTCTACCAGCAGCTATTTCCACTGACGAAGCAGGACGACTACTACGCCATCATTGGAGCCTGGATGATCGGCGACACCTT
ACGGCGAGGTGCACGCTGAGTCEGGTGGCARCTATGGCARGCGCARCATGGTCTACCAGCAGCTATTTCCACTGACGAAGCAGGACGACTACTACGCCATCATTGGAGCCTGGATGATCGGCGACACCTT
ACGGCGAGGTGCACGCTGAGTCEGGTGGCARCTATGGCARGCGCARCATGGTCTACCAGCAGCTATTTCCACTGACGAAGCAGGACGACTACTACGCCATCATTGGAGCCTGGATGATCGGCGACACCTT

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

1

CAGCGGTACCGGCATCCGCGAGGACARGTCCATCATCACCGGCGTGGAGAGCCCCTTTRCTGCTATTCGCATCARGGECAGACAGCCTCCCGRCGCCTGTGATACCCARGGATGTCGACAAGATGGCCGAG
CAGCGGTACCGGCATCCGCGAGGACARGTCCATCATCACCGGCGTGGAGAGCCCCTTTGCTGCTATTCGCATCARGGCAGACAGCCTCCCGGCGCCTGTGATACCCARGGATGTCGACAAGATGGCCGAG
CAGCGGTACCGGCATCCGCGAGEACARGTCCATCATCACCGGCGTGGAGAGCCCCTTTGCTGCTATTCGCATCARGECAGACAGCCTCCCGGCGCCTGTGATACCCARGGATGTCGACARGATGGCCGAG

1951 1959
| —— 1
GACGAGTAA
GACGAGTAA
GACGAGTAA
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Apéndice X

Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de TryS de L. braziliensis M2904 contra

LbTrys_Ref_H2904
LbTry5_Cons_Col.6
Consensus

LbTrys_Ref_H2904
LbTry5_Cons_Col.6
Consensus

LbTrys_Ref_H2904
LbTry5_Cons_Col.6
Consensus

LbTrys_Ref_H2904
LbTry5_Cons_Col.6
Consensus

LbTrys_Ref_H2904
LbTry5_Cons_Col.6
Consensus

LbTrys_Ref_H2904
LbTry5_Cons_Col.6
Consensus

sequéncia referéncia de L. braziliensis M2904 (LbrM.27.2010)

1 10 20 30 Ll 50 L] 0 a0 90 100 110 120 130
1 1
HPSLEHEPYSFHRLGHYPFGALOGYAPGGIPAYSHKHDHYFSGERSIEGHFFCGFKYQCYEFARRMLLYRKGLYLPHYNHACHIF OLKEYRDARTAEGFAYLKYCHGTERKPEADTLLIYSSTDRCPYGH
HPSLEHEPYSFHRLGHYPFGALOGYAPGGIPAYSHKHDHYFSGERSIEGHFFCGFKYQCYEFARRHLLYRKGLYLPHYNHACHIF OLKEVRDARTAEGFAYLKYCHGTERKPEADTLLIYSSTDRCPYGH
HPSLEHEPYSFHRLGHYPFGALOGYAPGGIPAYSHKHDHYF SGERSTEGHFFCGFKYOCYEF ARRHLLYRKGLYLPHYNHACHIF OLKEYRDARTAEGFAYLKYCNGTERKPEADTLLIYSSTOACPYGH

131

1 1
YSYITEVGDDYYCYADONYRFHKHESSYAYRLKLEHKDGIMTIIDDINYDDIEIPLGHYTFPGRENRAEGAPPYALHOSLYF SEPPKPYLLRRSFYYEEAKPHHLDLNDPRERLFVEEF GHDYSRSRLEE
YSYITEYGDDYYCYADOHYRFHKHESSYAYRLKLEHKDGIMTIIDDINYDDIEIPLGHYTFPGRENRAEGAPPYALHASLYFSEPPKPYLLRRSFYVEEAKPHHLOLNDPAERLFVEEF GHDYSRSRLEE
YSYITEVGDDYYCYADONYRFHKHESSYAYRLKLEHKDGIMT ITDDINYDDIEIPLGHYTFPGRENRAEGAPPYALHAOSLYFSEPPKPYLLRRSFYYEEAKPHHLDLNDPAERLFVEEF GHDYSRSRLEE

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

261

1 1
HYASYYESHHEFHLRCIAYGTOLHATIFHEATAOYIESDEKLRLFCIPEDFHPRIRHSHKIOOTYISGRFDFAFNHETCEIKCFEYHADSASTLLECGRIOOKHAESYGLNKEGTRSSGF AYERHLKHAHA
HYASYYESHHEFHLRCIAYGTOLHATIFHEATAOYIESDEKLRLFCIPEDFHPRIRHSHKIOOTYISGRFDFAFNNETCEIKCFEYHADSASTLLECGRIODKHAESYGLHKEGTRSSGF AYERHLKHAHA
HYASYYESHHEFHLRCTAYGTALHATFHEATARVTESDEKL RLFCIPEDFHPRIRHSHKTAATYISGRFDFAFNHETCETKCFEYNADSASTLLECGRTAOKHAESYGLNKEGTRSSGF AYERHLKHAKA

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

391 400 410 420 430 A4 450 460 470 480 490 500 510 520
1 1
S55GATGRYHFCYDKEGEEQY TALYCLOAAEAYGLECRLCTHF DEFHFDEDGHIVDSDGYRYRHYMK THHHESALTDY YAAREERGEGHKPSPKDKYRLCDLLLGDDOHDILYFEPHHKYIPSHKAILPHIY
55GATGRYHFCYDKEGEEQY TAL YCLOAAEAYGLECRLCINFDEFHFDEDGHIVDSDGYRYRNYHKTHHHESALTDY YAARREERGEGHKPSPKDKYRLCDLLLGDOHDILYFEPHHKYIPSHKAILPHIY
SSGATGRYHFCYDKEGEEQY TALYCLAAAEAYGLECRLCTHFDEFHF DEDGHIVDSDGYRYRNYHK THHHESALTDY YAAREERGEGHKPSPKDKYRLCDLLLGDDHDILYFEPHHKYIPSHKAILPHIY

521

1 1
HHHPOHPAILKAEYELSDEL RKCGYAKKPIVGRIGSHY TITSGOGEYHAESGGHYGKRNHY YOOLFPL TKODDYYATIGANHIGDTFSGTGIREDKSIITGYESPFARTRIKADSLPAPYIPKDYDKHAE
HHHPOHPAILKAEYELSDELRKCGYAKKPIVGRIGSHY TITSGDGEYHAESGGNYGKRHNYYQOLFPLTKADDYYAITIGAHHIGDTFSGTGIREDKSIITGYESPFARIRIKADSLPAPYIPKDYDKHAE
HHHPOHPATLKAEYELSDEL RKCGYAKKPI¥GRIGSHY TITSGDGEYHAESGGNYGKRNHYYOOLFPL TKADDYYATIGAMHIGDTFSGTGIREDKSTIITGYESPFARTRIKADSLPAPYIPKDYDKHAE

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

Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do gene frys de L. infantum (sin. L.

chagasi) PP75 contra sequéncia referéncia de L. infantum JPCM5 (Lind.27.1770)

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS_Cons_Col,7.2
Consensus

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS_Cons_Col,7.2
Consensus

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS_Cons_Col.7.2
Consensus

LiTrys_Ref _JPCHS
LiTryS.Cons_Col.7.2
Consensus

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS_Cons_Col,7.2
Consensus

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS_Cons_Col,7.2
Consensus

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS_Cons_Col,7.2
Consensus

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS_Cons_Col.7.2
Consensus

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS_Cons_Col,7.2
Consensus

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS_Cons_Col,7.2
Consensus

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS_Cons_Col.7.2
Consensus

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS_Cons_Col,7.2
Consensus

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS.Cons_Col.7.2
Consensus

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS_Cons_Col.7.2
Consensus

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS_Cons_Col,7.2
Consensus

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS.Cons_Col.7.2
Consensus

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

| |
ATGTCGTCTCTGCCGCGCGCGTCTGTGAGCTTTARTAGGCCGGGCCACATTCCGTTTGGTECTGTGCAGGGATACGCCCCGGGCGGCGTCCCAGCGTACAGCARCARGCACGATCACTACTTCTCCGGEG
ATGTCGTCTCTGCCGCGCGCGTCTGTGAGCTTTARTAGGCCGGGCCACATTCCGTTTEGTECTGCGCAGGGATACGCCCCGEECEECETCCCAGCGTACAGCARCARGCACGATCACTACTTCTCCGGEG
ATGTCGTCTCTGCCGCGCGCGTCTGTGAGCTTTAATAGGCCGGGCCACATTCCGTTTGRTRCTGeGCAGGGATACGCCCCGGGCEECATCCCAGCGTACAGCARCARGCACGATCACTACTTCTCCGGEG

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

| |
AGCGCAGCATTGAGGGCARCATCTTCTTCGGCTTCARGTACCAGTGCGTCGAGT TTGCGECGCCGCTGGCTGCTGGTGCGTAAGGEEL TGGTGCTGCCCGACGTGARCTGGGCCTGCCACATTTTCCARTT
AGCECAGCATTGAGGGCARCATCTTCTTCGGCTTCARGTACCAGTGCGTCGAGTTTRCGCGECCGCTGGCTGCTGGTGCGTARGREGEC TRGTGCTGCCCGACGTGAACTGGGCCTGLCACATTTTCCARTT
AGCGCAGCATTGAGGGCARCATCTTCTTCGGCTTCARGTACCAGTGLGTCGAGTTTGCGCECCGCTGGCTGCTGGTGCGTARGEEGC TEGTGCTGCCCGACGTGARCTGGGCCTGCCACATTTTCCARTT

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

1 1
GARGGAGGTGCGAGACGCCGCCACGGCGEAGAGCTTCGCGGTATTGCCAGTGCGCARCGG TACTGGGACGARGCCGGARGCCGACGCGCTTCTTGTCTACCCCTCCACCGCTACARRTCCAGTTGGCCAC
GARGGAGGTGCGAGACGCCGCCACGGCGEAGAGCTTCGCGGTATTGCCAGTGCGCARCGG TACTGGGACGARGC CGGARGCCGACGCGCTTCTTGTCTACCCCTCCACCGCTACARRTCCAGTTGGCCAC
GAAGGAGGTGCGAGACGCCGCCACGGCGEAGAGCTTCGCGGTATTGCCAGTGCGCARCGG TACTGGGACGAAGC CGGARGCCGACGCGCTTCTTGTCTACCCCTCCACCGC TACARATCCAGTTGGCCAC

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

| |
GTCEGCGCCATCACCGAGGTGGGCGACGAC TACGTATGTGTCGCGGATCAGARCTACCGL TTCCACAAGTGGGAGT CCTCCTACGCGTACARGCTGARGCTTGATCACAGGGACGGCATCTGGACCATCA
GTCEGCGCCATCACCGAGGTGGGCGACGACTACGTATGTGTCGCGGATCAGARCTACCGL TTCCACAAGTGGGAGTCCTCCTACGCGTACARGC TGARGCTTGATCACAGGGACGGCATCTGGACCATCA
GTCRGCGCCATCACCGAGGTGGGCGACGACTACGTATGTGTCGCGGATCAGAACTACCGCTTCCACAAGTGGGAGTCCTCCTACGCGTACAAGC TGARGCTTGATCACAGGGACGGCATCTGGACCATCA

521 530 540 550 560 570 580 530 GO0 610 620 630 640 650
| I
TCGATGACATTGACGCGGACGAAATCGAGATCCCGCTTGGGTGGGTGACGTTTCLTGGTCGCGCGAACCGGEL GCCECCAGTGGCGCTGCATCCGTCACTGCACTTCARTARGCCACCGAR
TCGATGACATTGACGCGGACGAAATCGAGATCCCGCTTGGGTGGGTGACGTTTCCTGGTCGCGCGAACCGGEL 6 GTGGCGCTGCATCCGTCACTGCACTTCARTAAGCCACCGAA
TCGATGACATTGACGCGGACGARATCGAGATCCCGCTTGGGTGEGTGACGTTTCCTERTCGCGCGAACCGELC GCCGCCGGTGGCGCTGCATCCGTCACTGCACTTCARTARGCCACCGAA
651 660 670 680 690 Fo0 710 720 730 740 750 760 F70 780

1 1
GCCATATCTGCTGCGCCGTARCTTTCTGCCCACGGAGTCCARGGCGAACTGGCTTGACATGAAGAACCCGGCGGAGCGGCTATTCGTGEAGGAGTTTGGCATGGACGTCAGTCGCACCCGCCTGGAGGAG
GCCATATCTGCTGCGCCGTARCTTTCTGCCCACGGAGTCCARGGCGAACTGGCTTGACATGAAGAACCCGGCGGAGCGGCTATTCGTGEAGGAGTTTGGCATGGACGTCAGTCGCACCCGCCTGGAGGRG
GCCATATCTGCTGCGCCGTAACTTTCTGCCCACGGAGTCCARGGCGAACTGGCTTGACATEAAGAACCCGECGGAGCGGCTATTCGTGEAGGAGTTTGGCATGGACGTCAGTCGCACCCGCCTGGAGGAG

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

| |
ARGECTGTCAGCTACTACGAGTCARATCACGAGTTTCACCTGCGGTGCATCGCGTACGGARCGCAGCTGCACGACATCTTCATGEAGECAACCGCGCAGGTGATCGAGAGCGATGAGARGCTCCGGCTCT
ARGGCTGTCAGCTACTACGAGTCARATCACGAGTTTCACCTGCGGTGCATCGCGTACGGARCGCAGCTGCACGACATCTTCATGEAGGCAACCGCGCAGGTGATCGAGAGCGATGAGARGCTCCGGCTCT
AAGECTGTCAGCTACTACGAGTCARATCACGAGTTTCACCTGCGGTGCATCGCGTACGEARCGCAGCTGCACGACATCTTCATGEAGGCAACCGCGCAGGTGATCGAGAGCGATGAGARGCTCCGGCTCT

911
1
TTGCCATTCCTGAGGAGT TTTGGCCCCGCATTCGCCACTCGTGGARGTACCAGCAGACGTACATTTCTGGTCGCTTCGACTTCGCCTTCAACARCGAGACGGGCGAGGTCARGTGC TTCGAGTACARTGL
TTGCCATTCCTGAGGAGT TTTGGCCCCGCATTCGCCACTCGTGGARGTACCAGCAGACGTACATTTCTGGTCGCTTCGACTTCGCCTTCAACARCGAGACGGGCGAGGTCARGTGC TTCGAGTACARTGC
TTGCCATTCCTGAGGAGTTTTGGCCCCGCATTCGCCACTCGTGGARGTACCAGCAGACGTACATTTCTGGTCGCTTCGACTTCGCCTTCARCARCGAGACGGGCGAGGTCARGTGC TTCGAGTACARTGE

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

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

| |
CGACAGCGCGTCGACGCTTCTAGAGTGCGGCCECATTCAGCARAAGT GGGCCGAGTCGGTEGGGT TGGACARGCAGGGCACTCGCGGCTCCGGCTTCGCGGTGGAGCGCARCCTCARGATGGCGTGGGEG
CGACAGCGCGTCGACGCTTCTAGAGTGCGGCCGCATTCAGCARAAGT GGGCCGAGTCGE TEGEGT TGGACAAGCAGGGCAC TCECEGEL TCCGGCTTCGCGGT GGAGCGCARCCTCARGATGGCGTGGGCE
CEACAGCGCGTCGACGCTTCTAGAGTGCGGCCGCATTCAGCARAAGTGGGCCGAGTCGETGEGGTTGGACAAGCAGGGCACTCGCEECTCCGGCTTCGOGETGGAGCGCARCCTCARGATGRCGTGGGEG

1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290

1171 1180 1300
| |
AACAGCGGGGCGACTGGCCGCGTTCACTTCTGTGTTGATGAGGAGAAGGARGAGCAG TACACGGCCCTCTACTGCATGCAGGCCEL TEAGGCGGCCGGGLTGGAGGGCARGT TGTGLGTCCTGTTCGACG
AACAGCGGGGCGACTGGCCGCGTTCACTTCTRTGTTGATGAGGAGAAGGAAGAGCAG TACACGGCCCTCTACTGCATGCAGGCCGL TRAGGCGGCCGGGETGGAGGGCAAGTTGTGLGTCCTGTTCGACG
AACAGCGGGGCGACTGGCCGCGTTCACTTCTRTGTTGATGAGGAGAAGGAAGAGCAG TACACGGCCCTCTACTGCATGCAGGCCEC TRAGGCGGCCGGGETGGAGGGCARGTTGTGLGTCCTGTTCGACG

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

I I

AGTTCCGCTTTGATGATARTGGCCACGTTRTCGATAGCGACGGCGTGCGCGTGLGCARTGTGTGGAAGACGTGGATGTGGGAGTCEECCATCACGGACTATTACGCCGLLL GGEGCGAGAR

AGTTCCGCTTTGATGATARTGGCCACGTTGTCGATAGCGACGGCGTGLGCGTGCGCARTGTGTGGARGACGTGGATGTGGGAGTCGGCCATCACGGACTATTACGL GGGGCGAGAR

AGTTCCGCTTTGATGATARTGGCCACGTTGTCGATAGCGACGECGTGLGCGTGCGCARTGTGTGGARGACGTGGATGTGGGAGTCGGCCATCACGGACTATTACGCCGLLC GGGGCGAGAR
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550

1431 1440
I

CTGGAAGCCGTCCCCGARGGARRAGGTGCGCCTATGCGACTTGCTCCTCGGCGATGACTGEGARATTCTCTACTTCGAGCCGATGTGGAAAGTCATCCCGAGCARCARGGCCATCCTGCCCATGATCTAC
CTEEAAGCCGTCCCCGARGGARARGGTGCGCC TATGCGACTTGCTCCTCGGCGATGAC TEGGAARTTCTCTACT TCGAGCCGATETGGAAAGTCATCCCGAGCARCARGGCCATCCTGCCCATGATCTAC
CTGEAAGCCGTCCCCGARGGARARGGTGCGCCTATGCGACTTGCTCCTCGGCGATGACTGGGAARTTCTCTACT TCGAGCCGATETGGAAAGTCATCCCGAGCARCARGGCCATCCTGCCCATGATCTAC

1560
I

1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680

1561 1570 1690
| |

CACAACCACCCCGARCACCCCGCCATCTTGARGGCGGAGTACGAGT TGACGGACGAGL TECGCARGCACGGGTACGCCARGARGCCGATTGTCGGCCGCGTGGGCAGCARCGTGACCATCACCTCCGGEG
CACAACCACCCCGARCACCCCGCCATCTTGARGGCGGAGTACGAGT TGACGGACGAGL TGCGCARGCACGGGTACGCCARGARGCCGATTGTCGGCCGCGTGGGCAGCARCGTGACCATCACCTCCGGEG
CACAACCACCCCGARCACCCCGCCATCTTGARGGCGGAGTACGAGT TGACGGACGAGE TRCGCARGCACGGGTACGCCARGARGCCGATTGTCGGCCGCGTGGGCAGCARCGTGACCATCACCTCCGGLG

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

ACGGCGAGGTGCACGCTGAGTCTGGTGGCAACTATGGGAAGCGCARCATGATTTACCAACAGCTGTTTGAGT TGAAGARGCAGGACGACTACTACGCCATCATCGGCGGLTGGATGATCGGCGACGCCTT
ACGGCGAGGTGCACGCTGAGTCTGGTGGCAAC TATGGGAAGCGCARCATGATTTACCARCAGCTGTTTGAGT TGARGARGCAGGACGACTACTACGCCATCATCGGCGGL TGGATGATCGGCGACGCCTT
ACGGCGAGGTGCACGCTGAGTCTGGTGGCARCTATGGGAAGCGCARCATGATTTACCARCAGCTGTTTGAGT TGARGARGCAGGACGACTACTACGCCATCATCGGCGGC TGGATGATCGGCGACGCCTT

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

CAGCGGCACCGGCATCCGCGAGGACARGTCAGTCATCACCGGCGTAGACAGCCCCTTCGCTGCCATTCGCATCARGACCGACARACTTCCGCACCCCGTGACGCACARGGATATCGACGAGATGGCCGAG
CAGCGGCACCGGCATCCGCGAGGACARGTCAGTCATCACCGGCGTAGACAGCCCCTTCGCTGCCATTCGCATCARGACCGACARACTTCCGCACCCCGTGACGCACARGGATATCGACGAGATGGCCGAG
CAGCGGCACCGGCATCCGCGAGGACARGTCAGTCATCACCGGECGTAGACAGCCCCTTCGCTGCCATTCGCATCARGACCGACARACTTCCGCACCCCGTGACGCACARGGATATCGACGAGATGGCCGAG

1950
I

1951 1959
........
GACGAGTAR
GACGAGTAR
GACGAGTAA
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Apéndice XlI

Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de TryS de L. infantum (sin. L. chagasi)
PP75 contra sequéncia referéncia de L. infantum JPCMS5 (LinJ.27.1770)

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS_Cons_Col.7.2
Consensus

LiTrys_Ref _JPCHS
LiTryS_Cons_Col,?,2
Consensus

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS_Cons_Col.?.2
Consensus

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS_Cons_Col.7.2
Consensus

LiTrys_Ref _JPCHS
LiTryS_Cons_Col,?,2
Consensus

LiTrys_Ref_JPCHS
LiTryS_Cons_Col.?.2
Consensus

1 10 20 30 40 50 1] 70 a0 90 100 110 120 130
| I
HSSLPRASYSFHRPGHIPF GAYOGYAPGGYPAYSHKHDHYFSGERS IEGNIFFGFKYQCYEFARRHLLYRKGLYLPDYNHACHIFOLKEYRDAARTAESFAYLPYRNGTG TKPEADALLYYPSTATHPYGH
HSSLPRASYSFHRPGHIPF GARDGYAPGGYPAYSHKHDHYFSGERSIEGHIFFGFKYQCYEFARRHLLYRKGLYLPDYHHACHIFOLKEYRDAARTAESFAYLPYRHGTGTKPEADALLYYPSTATHPYGH
HSSLPRASYSFHRPGHIPF GAaOGYAPGGYPAYSHKHDHYFSGERSIEGNIFFGFKYQCYEFARRHLLYRKGLYLPDYNHACHIFOLKEYRDARTAESFAYLPYRNGTGTKPEADALLYYPSTATHPYGH

210 220 230 240 250 260

131 140 150 160 170 180 190 200

1 1
YGALTEYGDDYYCYADONYRFHKHESSYAYKLKLDHRDGIMTIIDDIDADEIEIPLGHYTFPGRANRPEGAPPYALHPSLHFHKPPKPYLLRRHFLPTESKANHLOHKNPAERLFYEEF GHDYSRTRLEE
YGAITEYGDDYYCYADOHYRFHKHESSYAYKLKLDHRDGIMTIIDDIDADEIEIPLGHYTFPGRANRPEGAPPYALHPSLHFHKPPKP YLLRRHFLPTESKANHLOHKNPAERLFYEEF GHDVSRTRLEE
YGAITEYGDDYYCYADONYRFHKHESSYAYKLKLDHRDGIHTIIDDIDADETETPLGHY TFPGRANRPEGAPPYALHPSLHFHKPPKPYLLRRNFLPTESKANHLOHKNPAERLFYEEFGHDYSRTRLEE

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

1 1
KAYSYYESHHEFHLRCIAYGTOLHDIFHEATAGYIESDEKLRLFATPEEFHPRIRHSHKYQOTYISGRFDFAFNHETGEYKCFEYHADSASTLLECGRIOOKHAESYGLDKOGTRGSGFAYERHLKHAHA
KAYSYYESHHEFHLRCTAYGTALHDIFHEATAAYTESDEKLRLFATPEEFHPRIRHSHKYAATYTISGRFDFAFHNE TGEYKCFEYNADSASTLLECGRIAAKHAESYGL DKAGTRGSGFAYERNLKHAHA
KAYSYYESHHEFHLRCIAYGTOLHDIFHEATAOYIESDEKLRLFATPEEFHPRIRHSHKYQOTYISGRFDFAFHHETGEYKCFEYHADSASTLLECGRIOOKHAESYGLDKAGTRGSGFAYERHLKHAHA

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

| I
HSGATGRYHF CYDEEKEEQY TALYCHOAREAAGLEGKL CYLFDEFRFDDONGHYYDSDGYRYRNYHK THHMESALTDYYAAREERGENHKPSPKEKYRLCOLLL GDOHEILYFEPHHKYIPSHKAILPHIY
HSGATGRYHF CYDEEKEEQY TALYCHOAREAAGLEGKL CYLFDEFRFDDHGHYYDSDGYRYRHYHKTHHHESALTDYYAAREERGENHKP SPKEKYRLCDLLL GDDHEILYFEPHHKYIPSHKAILPHIY
HSGATGRYHFCYDEEKEEQY TALYCHOAREAAGLEGKL CYLFDEFRFDDHNGHYYDSDGYRYRHYHKTHHHESALTDYYAAREERGENHKP SPKEKYRLCDLLLGDDHEILYFEPHHKYIPSHKAILPHIY

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
1 1
HHHPEHPAILKAEYEL TOELRKHGYAKKPIVGRYGSHYTITSGDGEYHAESGGHYGKRNHLYOOLFELKKODDY YAIIGGHNIGDAF SGTGIREDKSYITGYDSPFARIRIKTOKLPHPYTHKDIDENAE
HHHPEHPAILKAEYEL TDEL RKHGYAKKPIYGRYGSHYTITSGDGEYHAESGGHYGKRHHIYOOLFELKKODDY YA IGGHHIGDAF SGTGIREDKSYITGYDSPFARIRIKT DKL PHPYTHKDIDEHAE
HHHPEHPATLKAEYEL TOEL RKHGYAKKPTYGRYGSHYTITSGDGEYHAESGGNYGKRNHIYOOLFELKKODDY YATIGGHNIGDAF SGTGIREDKSYITGYDSPFAATRTKTOKL PHPY THKDIDENAE
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Apéndice XllI

Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do gene fr de L. braziliensis M2904

contra sequéncia referéncia de L. braziliensis M2904 (LbrM.05.0350)

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

1
LbTR_Ref _H2904 ATGCCCCGCGCGTACGACCTTGTGGTGCTTGGCGCCGGTTCTGGAGGTCTGGAGGCEGGCTGGARCGCGGLTTCCATCTACARTARGARGGTEGCCGTCGTGGAGGCGCAGARGGAGCATGGCCCGCCGT
LbTR_Cons_Cel,8 ATGCCCCGCGCGTACGACCTTGTGGTGCTTGGCGCCGGTTCTGGAGGTCTGGAGGCGGGCTGGARCGCGGCTTCCATCTACARTARGAAGGTGGCCGTCGTGGAGGCGCAGARGGAGCATGGLCCGCCGT
Consensus ATGCCCCGCGCGTACGACCTTGTGGTGCTTGGCGCCGGT TCTGGAGGTCTGGAGGCEGGCTGGARCGCGGCTTCCATCTACARTARGARGGTEGCCGTCGTGGAGGCGCAGARGGAGCATGGCCCGCCET

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

|
LbTR_Ref _H2904 GCTTTGCAGCGCTCGGCGGCACGTGCGTGAATGTCGGCTGTGTTCCGAAGARGCTCATGGTGACGGGTGCGCARTACATGGACCTGATCCGTGAGTCGTGCGGCTTTGGT TGGGARATGGACCGCGACTC
LbTR_Cons_Col.8 GCTTTGCAGCGCTCGGCGGCACGTGCGTGAATGTCGECTGTGTTCCGARGARGC TCATGGTGACGGGTGCGCARTACATGGACCTGATCCGTGAGTCGTGCGGLTTTGGT TGGGARRTGGACCGCGACTC
Consensus GCTTTGCAGCGCTCGGCGGCACGTGCGTGAATGTCGGCTGTGTTCCGAAGARGC TCATEGTGACGGGT GCGCAATACATGGACCTGATCCGTGAGTCGTGCGGCTTTGGT TEGEAAATGGACCGCGACTC

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

|
LbTR_Ref _H2904 AATTCGCTCTAACTGGAAGARGCTCATCACAGCGARGARTARAGTGGTGAGCGACATCARCAAGAGCTACACGGACATGTTCGAGARCACGGAGGGGCTCAGCTTTCACATGGGTTTCGGCGCCCTTCAG
LbTR_Cons_Cel.8 AATTCGCTCTARCTGGAAGAAGCTCATCACAGCGARGAATAAAGTGGTGAGCGACATCAACARGAGCTACACGGACATGT TCGAGAARCACGGAGGGGC TCAGCTTTCACATGGGTTTCGGCGCCCTTCAG
Consensus AATTCGCTCTAACTGGARGARGCTCATCACAGCGARGAATAAAGTGGTGAGCGACATCAACAAGAGCTACACGGACATGTTCGAGARCACGGAGEGGCTCAGCTTTCACATEEETTTCGGCGCCCTTCAG

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 S0 510 520

|
LbTR_Ref_H2904 GACGCGCACACGGTCGTGGTECGCAAGTCTGARGACCCGGAAAGCGACGTGCTAGAGACGC TGGARGCGGATTACATCCTTATTGCGACCGGL TCCTGGCCGACGCGCCTCGGCATCCCTGGTGATGAGE
LbTR_Cons_Col.82 GACGCGCACACGGTCGTGGTGCGCAAGTCTGARGACCCGGAAAGCGACGTGCTAGAGACGCTGGARGCGGATTACATCCTTATTGCGACCGGLTCCTGGCCGACGCGCCTCGGCATCCCTGGTGATGAGC
Consensus GACGCGCACACGGTCGTGGTGCGCARGTCTGARGACCCGGAAAGCGACGTGCTAGAGACGCTGGAAGCGGATTACATCCTTATTGCGACCGGCTCCTGGCCGACGCGCCTCRECATCCCTGGTGATGAGE

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

|
LbTR_Ref_H2904 TCTGCATCACGAGCARCGARGCCTTCTACCTCGACGAGECCCCARAGCGCGCCCTTTGCGTCGGCGGTGGCTACATCTCTGTGGAGT TCRCCGGCATCTTCARCGCTTACARGCCCCCTGACGGTCAGGT
LbTR_Cons_Col.8 TCTGCATCACGAGCAACGARGCCTTCTACCTCGACGAGGECCCCARAGCGCGCCCTTTGLGTCGGCGGTGGCTACATCTCTGTGGAGT TCGCCGGCATCTTCARCGCTTACARGCCCCCTGACGGTCAGGT
Consensus TCTGCATCACGAGCARCGARGCCTTCTACCTCGACGAGGCCCCAAAGCGCGCCCTTTGCGTCGGCGGTGGCTACATCTCTGTGGAGT TCGCCGECATCTTCARCGCTTACARGCCCCCTGACGGTCAGGT

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

|
LbTR_Ref _H2904 GGACCTGTGCTACCGCGGCGARGTTATCCTGCGCGGCTTCGATCTCGAGGTGCGCARGAGCCTGATGARACAGL TGGAGGCGARCGGAATARAGATACGCACCARGGTGARCCCGTCGAGAATCACCARG
LbTR_Cons_Col.8 GGACCTGTGCTACCGCGGCGARGTTATCCTGCGCGGCTTCGATCTCGAGGTGCGCARGAGCCTGATGARACAGC TGGAGGCGARCGGARTARAGATACGCACCARGGTGAACCCGTCGAGAATCACCARG
Consensus GEACCTGTGCTACCGCGGCGARGTTATCCTGCGCGGCTTCGATCTCGAGGTGCGCARGAGCCTGATGARACAGC TRGAGGCGAACGGARTARAGATACGCACCARGGTGARCCCGTCGAGAATCACCARG

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 as0 890 900 910

|
LbTR_Ref_H2904 AATGCAGACGGCTCGAARGCACGTTTGTTTCGARGACGGCACGGAGGCGGACTACGATCAGGTGATGCTGGCGET TGECCGCGCGLCGLGCTCGARGGCGCTGCAGCTCGACARGGCCGGCGTCARARTGE
LbTR_Cons_Col.8 RAATGCAGACGGCTCGARGCACGTTTGTTTCGARGACGGCACGGAGGCGGACTACGATCAGGTGATGCTGGLGHTTRGCCGCGCGCCGLGLTCGARGGCGLTGCAGC TCGACARGGCCGGCGTCARARTGE
Consensus ARTGCAGACGGCTCGARGCACGTTTGTTTCGAAGACGGCACGGAGGCGGACTACGATCAGGTGATGCTGGCGAT TRECCGCGCGCCGCGETCEARGGCGCTGCAGCTCGACARGGCCGGCGTCARAATGE

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

I
LbTR_Ref _H2904 GAAAGAACGGCGCCGTGGTGRTCGACGCATACTCGARGACGTCGGTTGACARCATTTACGCCATTGGCGACGTGACGGACCGCCTGATGCTGACGCCGGTGGCCATCARCGARGGCTCCGCCTTCGTCGA
LbTR_Cons_Col.8 GAAAGAACGGCGCCGTGGTERTCGACGCATACTCGARGACGTCGGTTGACARCATTTACGCCATTGGCGACGTGACGGACCGCCTGATGLTGACGCCGGTGGCCATCARCGARGGCTCCGCCTTCGTCGA
Consensus GARAGAACGGCGCCGTGGTGETCGACGCATACTCGARGACGTCGGTTGACARCATTTACGCCATTGGCGACGTGACGGACCGCCTGATGCTGACGCCGGTGGCCATCARCGARGGCTCCGCCTTCGTCGA

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

I
LbTR_Ref _H2904 AACTCTCTTTGGCTGCARGCCCCGCGCCACCGACCACACCAAAGTTGCCTGCGCGGTGTTTTCGATACCACCGATCGGCACGTGTGGTTTGACGGAGGAGGAGGL GGLGAAGAAGTACGACGTCGTCGLL
LbTR_Cons_Col.8 RAACTCTCTTTGGCTGCARGCCCCGCGCCACCGACCACACCAAAGTTGCCTGCGCGRTGTTTTCGATACCACCGATCGGCACGTGTGGTTTRACGGAGGAGGAGGL GGLGARGAAGTACGACGTCGTCGCT
Consensus ARCTCTCTTTGGCTGCARGCCCCGCGCCACCGACCACACCARAGTTGCCTGCGCGGTGTTTTCGATACCACCGATCGGCACGTGTGGTTTGACGGAGGAGGAGGCGGCGARGARGTACGACGTCGTCGLL

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

LbTR_Ref _H2904 GTGTACGAGAGCAGTTTTACGCCCCTCATGCACAACATCAGCGGCAGCAAGCACARAACATTTATGATCCGCATCGTCACGARAGARAAGGATGGCGAGGTGCTCGGLGTCCACATGLTCGGLGACAGLG
LbTR_Cons_Col.8 GTGTACGAGAGCAGTTTTACGCCCCTCATGCACAACATCAGCGGCAGCARGCACARARCATTTATGATCCGCATCGTCACGARAGARAAGGATGGCGAGGTGCTCGGCGTCCACATGCTCGGLGACAGCG
Consensus GTGTACGAGAGCAGTTTTACGCCCCTCATGCACAACATCAGCGGCAGCARGCACARAACATTTATGATCCGCATCGTCACGARAGARAAGGATGGCGAGGTGCTCGGCGTCCACATGCTCGGCGACAGLG

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

1
LbTR_Ref _H2904 CGCCGGAGATCATTCAGAGCGTAGGCATCTGCATGAGGATGGGCGCCAAGATCAGCGACTTCCACAGCACTATTEGCGTACACCCGACGAGCGL TGAGGAGCTCTGCTCCATGCGTACCCCGGCATACTT
LbTR_Cons_Col.8 CGCCGGAGATCATTCAGAGCGTAGGCATCTGCATGAGGATGGGCGCCARGATCAGCGACTTCCACAGCACTATTGGCGTACACCCGACGAGCGC TGAGGAGCTCTGCTCCATGCGTACCCCGGCATACTT
Consensus CGCCGGAGATCATTCAGAGCGTAGGCATCTGCATGAGGATGGGCGCCAAGATCAGCGACTTCCACAGCACTATTGGCGTACACCCGACGAGCGC TGAGGAGCTCTGCTCCATGCGTACCCCGGCATACTT

1431 1440 1450 1460 1470 1476
I 1

LbTR_Ref _H2904 CTACGAGAAGGGCARGCGCGTCGARARACTCAGCTGTAATTTGTGA
LbTR_Cons_Col.8 CTACGAGARGGGCARGCGCGTCGARARACTCAGCTGTARTTTGTGA
Consensus CTACGAGAAGGGCARGCGCGTCGARARACTCAGCTGTARTTTGTGA



185

Apéndice XIV

Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de TR de L. braziliensis M2904 contra
sequéncia referéncia de L. braziliensis M2904 (LbrM.05.0350)

LbTR_Ref_H2904
LbTR_Cons_Col .8
Consensus

LbTR_Ref_H2904
LbTR_Cons_Col,8
Consensus

LbTR_Ref_H2904
LbTR_Cons_Col,8
Consensus

LbTR_Ref_H2904
LbTR_Cons_Col.8
Consensus

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

I

HPRAYDLYYLGAGSGGLEAGMNARSTYNKKYAYYEAQKEHGPPCFAALGG TCYNYGCYPKKLHYTGAOYHDL IRESCGF GHEHDRDSIRSHHKKL ITAKNKYYSDINKSY TDHFENTEGLSFHHGFGALD
HPRAYDLYYL GAGSGGL EAGMNAAST YNKKYAYYEAQKEHGPPCFAALGGTCYNYGC YPKKLAYTGAAYHDL TRESCGF GHENDRDSTRSHHKKL TTAKNKYYSDIHKSY TDHFENTEGL SFHHGFGAL O
HPRAYDLYYL GAGSGGLEAGHNARST YNKKYAYYEAQKEHGPPCFAALGGTCYNYGC YPKKLNYTGAAYHDL TRESCGF GHENDRDSTRSHHKKL TTAKNKYYSDTHKSY TDHFENTEGL SFHHGFGALO

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

|

DAHTYYVRKSEDPESDVLETLEADYILTATGSHPTRLGIPGDEL CITSHEAF YLDEAPKRALCYGGGYTSYEFAGTFHAYKPPDGAYDLCYRGEYTLRGFDLEVRKSL HKQLEANGTKIRTKYHPSRITK
DAHTYYVRKSEDPESDVLETLEADYILTATGSHPTRLGIPGDEL CITSHEAF YLDEAPKRALCYGGGYTSYEFAGTFHAYKPPDGAYDLCYRGEYTLRGFDLEVRKSL HKQLEANGTKIRTKYHPSRITK
DAHTYVVRKSEDPESDVLETLEADYILTATGSHPTRLGIPGDEL CITSHEAF YLDEAPKRALCYGGGYTSYEFAGTFHAYKPPDGAYDLCYRGEYTLRGFDLEVRKSL HKOLEANGTKIRTKYHPSRITK

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

1

HADGSKHVCFEDGTEADYDAYHLAYGRAPRSKALOLDKAGYKHGKHGAYYYDAYSKTSYDHIYATGDYTDRLHL TPYATHEGSAFVETLFGCKPRATDHTKYACAYFSTPPIGTCGL TEEERAKKYDVYA
HADGSKHVCFEDGTEADYDAYHLAYGRAPRSKALOLDKAGYKHGKHGAYYYDAYSKTSYDHIYATGDYTDRLHL TPYATHEGSAFVETLFGCKPRATDHTKYACAYFSTPPIGTCGL TEEERAKKYDVYA
HADGSKHYCFEDGTEADYDAYHLAYGRAPRSKALOLDKAGYKHGKHGAYYYDAYSKTSYDHIYATGDYTDRLHL TPYATHEGSAFVETLFGCKPRATDHTKYACAYFSTPPIGTCGL TEEERAKKYDVYA

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 431
| I
YYESSFTPLHHHISGSKHKTFHIRIV TKEKDGEYLGYHHLGDSAPEITOSYGICHRHGAKISOFHSTIGYHP TSAEELCSHRTPAYF YEKGKRYEKLSCHL

YYESSFTPLHHHISGSKHKTFHIRIV TKEKDGEYLGYHHLGDSAPEITOSYGICHRHGAKISOFHSTIGYHP TSAEELCSHRTPAYF YEKGKRYEKLSCHL
YYESSFTPLHHHISGSKHKTFHIRIY TKEKDGEYLGYHHLGDSAPEITOSYGICHRHGAKISDFHS TIGYHP TSAEELCSHRTPAYF YEKGKRYEKLSCHL
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Apéndice XV

Eletroforese de proteinas bidimensional e Western Blot 2D de amostras de proteina
soluvel total de L. braziliensis M2904 selvagem e superexpressando

Tripanotiona Redutase

A B
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Legenda: Eletroforese bidimensional de proteinas solluveis totais (A e B) e Western Blot (C e D)
usando anticorpo anti-Tripanotiona Redutase (TR) de amostras de L. braziliensis M2904 (A e C)
selvagem e (B e D) clone superexpressor de TR. A focalizagdo isoelétrica foi realizada com 100 uM
de proteina usando tiras IPGs de 7 cm pH de 5-8, submetidos a eletroforese unidimensional (SDS-
PAGE) em géis de poliacrilamida 12% corados com Azul de Coomassie Coloidal G-250.
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Apéndice XVI

Eletroforese de proteinas bidimensional e Western Blot 2D de amostras de proteina

soluvel total de L. guyanensis M9945 selvagem e superexpressando

Tripanotiona Redutase

Legenda: Eletroforese bidimensional de proteinas solluveis totais (A e B) e Western Blot (C e D)
usando anticorpo anti-Tripanotiona Redutase (TR) de amostras de L. guyanensis M9945 (A e C)
selvagem e (B e D) clone superexpressor de TR. A focalizagao isoelétrica foi realizada com 100 yM
de proteina usando tiras IPGs de 7 cm pH de 5-8, submetidos a eletroforese unidimensional (SDS-

PAGE) em géis de poliacrilamida 12% corados com Azul de Coomassie Coloidal G-250.
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Cromatogramas ‘base peak’ (em cinza) de metabolitos purificados (coloridos) de (A)

L. braziliensis M2904 e (B) L. infantum (sin. L. chagasi) PP75 selvagens
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Trypanosomatids present a unique mechanism for detoxification of peroxides that is dependent on trypanothione
(bisglutathionylspermidine). Ornithine decarboxylase (ODC) and g-glutamylcysteine synthetase (GSHI) produce molecules
that are direct precursors of trypanothione. In this study, Leish-mania guyanensis odc and gsh1 overexpressor cell lines were

generated to investigate the contribution of these genes to the trivalent antimony (Sb  )-resistance phenotype. The ODC- or

GSHI-overexpressors parasites presented an increase of two and four-fold in Sb -resistance index, respectively, when
compared with the wild-type line. Pharmacological inhibition of ODC and GSHI with the specific in-hibitors 8-

difluoromethylomithine (DFMO) and buthionine sulfoximine (BSO), respectively, increased the antileishmanial effect of Sb

in all cell lines. However, the ODC- and GSHI-overexpressor were still more resistant to Sb  than the parental cell line.
Together, our data shows that modulation of ODC and GSHI levels and activity is sufficient to affect L. guyanensis

111 . 11
susceptibility to Sb™, and confirms arole of these genesinthe Sb  -resistance phenotype

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Abbreviations: Lg, Leishmania guyanensis: ODC, ornithine decarboxylase: GSH1. gamma-

glutamylcysteine synthetase: Sbm, trivalent antimony; DFMO, a-difluor-omethylornithine;

BSO. buthionine sulfoximine.
* Corresponding author.

Leishmaniasis is a complex of diseases caused by 21e30 different species
of protozoan parasites belonging to the genus Leishmania. This neglected
tropical disease is endemic in 98

E-mail address: silvane@cpqrr. fliocruz.br (S.M.F. Murta).

http://dx. doi.org/10.1016/j .exppara.2017.02.001 0014-
4894/©2017 Elsevier Inc. All rights reserved.
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countries, especially in Central and South America, Southem Europe, North
and East Africa, Middle East, and in the Indian sub-continent (Alvar et al.,
2012). Annually, it has been estimated 1.3 million of new cases of the disease
and about 30,000 deaths worldwide (WHO, 2016). Leishmaniasis comprises
three different main clinical manifestations that range from self-healing
cutaneous (CL) and mucocutaneous (MCL) skin lesions to a visceral (VL)
form that is lethal if untreated (WHO, 2016). In the New World, Leish-mania
(Viannia) guyanensis causes both CL and MCL (Guerra et al., 2011).

The control of leishmaniasis is based on chemotherapy and there is no
human vaccine available to date (Kumar and Engwerda, 2014). Pentavalent

antimony-containing compounds such as N-methyl-glucamine (Glucantime )

and sodium stibogluconate (SSG) (Pentostam ) are the main drugs used to
treat all forms ofthe disease for almost eight decades (Mohapatra, 2014). The
mecha-nism of action of this drug is not fully understood. It is known thatthe
pentavalent (Sbv) form needs to be reduced to the active trivalent form

(Sbm), which has leishmanicidal effect against both amastigote and
promastigote forms of the parasite (Shaked-Mishan et al., 2001). The
antimony has been proposed to inhibit glycolysis, fatty acid oxidation
(Berman et al., 1987) and try panothione reductase, the enzyme responsible for
sustaining the parasite’ redox homeostasis (Cunningham and Fairlamb, 1995).
The cyto-toxicity of Sb]]I has also been associated to alterations in the mito-
chondrial membrane potential that lead to an increase in the production of

reactive oxygen species (ROS) and in the influx of Ca”~ (Mukherjee et al.,
2002; Sudhandiran and Shaha, 2003; Mehta and Shaha, 2006).

In the last 25 years, many cases of treatment failure and resis-tance to
antimonials were reported in several countries including Brazil (Oliveira-Neto
et al, 1997), Bolivia (Bermudez et al., 2006) Colombia (Palacios et al., 2001),
India (Sundar, 2001), Iran (Sarkari et al., 2016) and Peru (Arevalo et al.,
2007). The most extreme sit-uation takes place in Bihar (India) where
50e65% of the patients are unresponsive to SbV-treatment (Sundar, 2001).
Parasites use a range of mechanisms to acquire resistance to these drugs such
as increase in drug efflux/sequestration or decrease in drug uptake, lower rate
of drug activation/reduction and gene amplification (Beverley, 1991; Haldar
et al., 2011). Several reports link the level and activity of enzymes from the
thiol-redox metabolism of Leishmania spp. to antimony resistance (Guimond
et al., 2003; Mukherjee et al., 2007; Rai et al., 2013). The central molecule of
this metabolism is based the low molecular mass dithiol trypano-thione
(bisglutathionyIspermidine), which provides reducing po-wer for several
cellular functions including the protection against reactive oxygen species
(Olin-Sandoval et al., 2010; Manta et al., 2013). The two building blocks of
trypanothione, glutathione and spermidine are provided by the glutathione-
and polyamine-biosynthetic pathway, respectively (Manta et al., 2013). g-
Gluta-mylcysteine synthetase (GSH1) is the first enzyme of the gluta-thione
pathway that produces g-glutamylcysteine, a direct precursor of glutathione
(Meister and Anderson, 1983). An increase of GSH1 mRNA levels have been
reported in some L. tarentolae samples with in vitro-induced resistance to
antimony (Guimond et al., 2003) and some Sbv-resistant L. donovani field
isolates (Mukherjee et al, 2007; Singh et al., 2014). Amplification of gsh1l

. \4 . . . .
gene was also observed in Sb " -resistant L. donovani field isolates (Mukherjee
et al., 2007; Singh et al, 2014) and in L. tarentolac mutants selected for

. . 11 m . .
resistance to arsenite (As ) or Sb™ (Grondin et al., 1997; Haimeur et al.,
1999, 2000).

Ornithine decarboxylase (ODC) converts L-ornithine in putres-cine that
will be transformed in spermidine by spermidine syn-thase (Miiller et al.,
2001). Polyamines contribute to parasite growth and in the ASIH/antimony-
resistance in Leishmania parasites

(Haimeur et al., 1999; Singh et al, 2007; Birkholtz et al., 2011). Gene
amplification and increase in the ODC levels were observed in Sb "~ -resistant
L. donovani field isolates (Mukherjee et al., 2007; Rai et al., 2013) and inL.
tarentolae mutants selected for resistance to AsIII (Haimeur et al., 1999).

Despite these evidences, the potential role of ODC and GSH1 enzymes in

SbIII resistance for the New World Leishmania species has not yet been
addressed in detail. In the present study we used a genetic and
pharmacological approach to dissect the contribution of ODC and GSH1
enzymes from L. (V.) guyanensis (a New World Leishmania species) to

11 .
Sb " -resistance.

2. Material and methods
2.1. Parasites

Promastigotes forms of Leishmania (Viannia) guyanensis (IUMB/
BR/1985/M9945) were grown at 26 C in M199 medium (Liarte and Murta,
2010). All assays were performed using parasites in the logarithmic growth
phase.

2.2. Cloning, expression and purification of recombinantL.
guyanensis GSH1

A 2067 bp fragment corresponding to the complete open reading frame
(ORF) of the gshl gene (LbrM.18.1700) was amplified from L. guyanensis
genomic DNA using primers: GSH1pQE-31 for-

(0] 0
ward: 5 -CGCGGATCCGATGGGTCTCTTGACAACTGG-3  and
0
GSH1pQE-31 reverse: 5 -CGCAAGCTTTTATGCGCTGCTCTCCTGTT-

3 . The underlined sequences comrespond to BamHI and HindIIT re-striction
sites, respectively, to facilitate cloning. PCR amplification was carried as
follows: 94 C for 5 min, followed by 30 cycles 0f 94 C for 1 min, 60 C for 1
min, and 72 C for 2 min. The PCR amplicons of gshl were digested with
restriction enzymes and then inserted into the corresponding sites of the pQE-
31 (Qiagen, Valencia, CA, USA). Escherichia coli M15 strain transformed
with the pQE31-GSH1 construct were cultured for 12 hin the presence of

1 mM isopropyl-b-d-thiogalactopyranoside (IPTGdPromega, Madison,
WI, U.S.A.)at 30 C, harvested and lysed. The His-tagged recombinant GSH1
was purified using nickelnitrilotriacetic acid (Ni-NTA) coupled to sepharose
(Qiagen) columns. The recombinant protein was used to generate polyclonal
antiserum in New Zealand white rabbits according to an immunization
protocol previously described (Murta etal., 2006).

2.3. Generation of ODC and GSH1 overexpressor cells from L.
guyanensis

Fragments of 1911 and 2067 bp corresponding to odc (LbrM.12.0300)
and gshl (LbrM.18.1700) encoding regions, respec-tively, were amplified
with Pfx DNA polymerase (Invitrogen) from L. guyanensis genomic DNA

0

using the forward primer: 5 -
TAGATCTCCACCATGATGAAGATGGTTACCGCC-30 and the reverse
primer: 50-TTAGATCTCTATAAGGCAATAGAGCTCACC-30 to amplify
odc and the forward primer SO-TGGATCCCCACCATGGGTCTCTTGA-
CAACTGG-?:0 and the SO-ATGGATCCT-

TATGCGCTGCTCTCCTGTTTCTCAGC-3  to amplify gshl. Bold letters
indicate the Kosak sequence and the underlined sequences corre-spond to
BglIl and BamHI restriction sites of odc and gshl genes, respectively. The
odc and gshl amplicons were cloned into pGEM T-Easy™ vector
(Invitrogen) and subsequently submitted to DNA sequencing. The constructs
containing odc or gshl were digested with Bglll and BamHI, respectively,
and the fragments released were introduced into the dephosphorylated pIR 1-
BSD expression vector, kindly provided by Dr. Stephen Beverley
(Washington

reverse  primer:
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University in St. Louis € USA). To confirm the correct cloning, constructs
were digested with Sall and Smal for odc and gshl, respectively. The
constructs, pIR1-BSD (empty vector), pIR1-BSD-ODC and pIR1-BSD-GSH1
were linearized upon Swal digestion, precipitated and transfected into wild-
type L. guyanensis using a GenePulser XCell (BioRad) electroporator by
electroporation as described in Robinson and Beverley (2003). pIRI vector
allows constructs integration into the 18S ribosomal small subunit (SSU)
DNA locus (Robinson and Beverley, 2003). Colonies were obtained
following plating on semisolid MI199 medium containing 10 mMg/mL
blasticidin (BSD). After 2e3 weeks, clonal lines were selected and the
integration of the ectopic genes was confirmed by PCR tests using genomic
DNA with specific primers for the BSD marker ac-cording previously
described (Tessarollo et al., 2015).

2.4.0DC and GSHI levels

Protein extracts (40 mg) from L. guyanensis were obtained as previously
described (Gamarro et al., 1994). Proteins were sepa-rated by electrophoresis
on 12% SDS polyacrylamide gel and elec-trotransferred onto nitrocellulose
membrane (BioRad). The membrane was blocked by incubation with 5%
instant non-fat dried milk in PBS with 0.05% Tween 20 (PBS-T) for 1 h. The
blots were then washed twice on PBS-T and incubated for 1 h at room tem-
perature in the presence of the antibodies: rabbit polyclonal L. donovani anti-
LdODC (1:200) (kindly provided by Dr. Buddy Ulman e Oregon Health &
Science University € USA) and for 2 h with rabbit polyclonal L. guyanensis
anti-LgGSHI (1:200) (obtained according to item 2.2). The blots were
washed with PBS-T and incubated with horseradish peroxidase-conjugated
anti-rabbit IgG (1:5000) (GE Healthcare) for 1 h at room temperature. The
blots were exposed to Amersham ™ ECL Prime Westem Blotting Detec-tion
Reagent (GE Healthcare) according to the manufacturer's in-structions and
revealed in ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare). The results were
nomnalized using the anti-a-tubulin monoclonal antibody (Sigma, St. Louis,
USA). The intensity of the bands was analyzed using the software CP ATLAS
2.0.

2.5. Susceptibility of L. guyanensis cell lines to Sb™™

Promastigotes of L. guyanensis wild-tyPe, ghs1-or odc-over-expressor cell
lines, were seeded at 2 106 cells mL ~ into 24-wells plates in absence
(control) or presence of several concentrations (9.3€374.2 mMM) of potassium
antimony! tartrate/trivalent antimony (Sb') (Sigma Aldrich) for 48 h. The
SbIII effective concentration required to decrease growth by 50% (ECs0) was

determined using Z1 Coulter Counter (Beckman Coulter, Fullerton, CA,
USA).

2.6. Pharmacological inhibition tests of ODC and GSH1

Initially, the EC50 of the selective ODC and GSH1 inhibitors DL-a-
difluoromethylornithine (DFMO) and L-buthionine-sulfoximine (BSO) (both
from Sigma Aldrich), respectively, was determined for each Leishmania cell
line as described above. Then 2 10 parasites mL ! from each cell line (wild-
type, ODC-overexpressor clone 10 and GSH1-overexpressor clone 3) were
pre-incubated for 24 h with the corresponding inhibitors added at their ECs¢
values for the wild-type L. guyanensis line: 50 mM for DFMO and 10 mM
BSO. Next, these same pre-treated cells were seeded in a 24-well plate and
added of SbIII at different concentrations (4.7€74.9 mM), incubated for
additional 24 h and finally the percentage of relative growth determined by
automated cell counting using a Z1 Coulter Counter.

In addition, WT and GSH1-overexpressor (clone 3) cells were seeded at 2

106 parasites mL ~ (24-wells plate) in culture me-dium containing BSO (5
mM for the WT line and 5 or 15 mM for the

GSH1-overexpressor). After 5 min, SbH1 was added at 93 mM (Sb”I
concentration required to decrease growth by 15 a 20% of both lines) to all

wells and incubation extended for 48 h. Cell density was assessed as
described above.

2.7. Statistical analysis

The EC5( values were determined using the dose-response in-hibition
equation provided with GraphPad Prism 5.0. Statistical analysis of the data
from the susceptibility assays were performed with the ANOVA one-way test
using Tukey post-test. Student t-test was used for independent samples in
assays with the inhibitors. All analyses were performed using GraphPad
Prism 5.0 software. A p value of less than 0.05 was considered statistically
significant.

3. Results
3.1. ODC and GSHI overexpression in L. guyanensis

We transfected the wild-type L. guyanensis line with the con-structs pIR1-
LgODC or pIRI-LgGSHI to generate transfectants overexpressing ODC or
GSH1. In order to confirm the integration of the vectors, clonal cell lines
resistant to blasticidin were subjected to PCR using genomic DNA as
template and with specific primers for the BSD marker. Five colonies
transfected with the construct pIR1-BSD and ten with pIR1-LgODC or pIR1-
LgGSHI1 were evalu-ated. All 25 analyzed colonies presented a fragment of
399 bp, corresponding to the BSD marker (data not shown). These clones
were subjected to western blot analysis to evaluate the levels of ODC and
GSHI1. The polyclonal antibodies anti-LdODC and anti-LgGSHI1 recognized
respectively polypeptides of 69 and 77 kDa in all Leishmania cell lines
analyzed (Fig. 1A and B). Densitometry analysis of the ODC and GSH1
bands using anti-a-tubulin mono-clonal antibody as a reference showed that
the levels of ODC and GSHI were about 2-fold higher in the transfected
clones than in cells from the wild-type line or transfected with the empty
vector (Fig. 1A and B).

3.2. ODC and GSHI1 protect L. guyanensis against the inhibitory effect
of DFMO and BSO

In order to determine whether the transgenic cell lines from L. guyanensis
express the active forms of ODC and GSHI, the untransfected and transfected
parasites were treated with the corresponding enzyme-specific inhibitors
DFMO and BSO, respec-tively. The ECso of DFMO was 2.2-fold higher for
the ODC-overexpressor clones (110 mM) compared to the LgW T (50 mM)
whereas the ECsgp of BSO was at least 3-fold higher for the GSHI-

overexpressor clones (>30 mM) than for the LgWT cells (10 mM). The level
of resistance towards DFMO and BSO displayed by the overexpressor cell
lines that present increased content on ODC and GSHI, confirms that the
transgenic parasites express the active form of these enzymes and the
selectivity of the inhibitors.

3.3. ODC or GSH1-overexpressing parasites are less susceptible to
S

In order to investigate whether overexpression of ODC or GSHI1
contributes to the antimony-resistance phenotype, cell lines over-expressing
ODC or GSHI, and the parental wild-type line trans-fected or not with the
empty vector (controls) were exposed to different concentrations of Sbm
(9.3e374.2 mM) during 48 h. The LgW T and LgBSD cell lines displayed an
identical susceptibility to-wards Sb™ (Fig. 2A), presenting ECs0 of 25.9 and
264 mM, respec-tively. In contrast, the clones overexpressing LgODC and
LgGSH1
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Fig. 1. Expression level of (A) omithine decarboxylase (ODC) and (B) g-glutamylcysteine syntethase (GSH1) in L. (V.) guyanensis. Western blot from total cell lysates (40 mg
protein/lane) separated on a 12% SDS polyacrylamide gel and probed with rabbit polyclonal antibodies anti-LdODC or anti-LgGSH1 (both diluted 1:200) and HRP-conjugated anti-rabbit IgG
(dilution 1:5000). The signals for ODC and GSHI were normalized using the anti-a-<tubulin monoclonal antibody (dilution 1:5000). The L. guyanensis cell lines tested are LgWT: wild-type, LgBSD:
LgWT transfected with the empty vector, LgODC c10 or ¢23: clone 10 or 23 from ODC overexpressor, LgGSHI ¢3 or ¢19: clone 3 and 19 from GSHI1 overexpressor.
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Fig. 2 Susceptibility to Sb™ of L. (V.) guyanensis cell lines overexpressing (A) ODC
and (B) GSH1. Parasites were incubated in M199 medium in the absence or presence of
various concentrations of Sb]II (9.3e374.2 mM) for 48 h and the percentage of relative growth
determined using Z1 Coulter Counter. Mean values and standard deviations from four
independent experiments are shown. Statistically different values (ANOVA one-way test,
GraphPad Prism 5.0) are indicated as follows: *p <0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.0001. LgWT:
wild-type. LgBSD: LgWT transfected with the empty vector,

LgODC cl0 or ¢23: clone 10 or 23 from ODC overexpressor, LgGSH1 ¢3 orcl19: done 3 and
19 from GSH1 overexpressor.

showed ahigher resistance against SbIII (Fig. 2A and B). The SbIII resistance
indexes determined for the clones 10 and 23 from the LgODC cell line are
about 2-fold higher than that of the LgW T cell

line (Table 1), showing ECs¢ of 58.7 and 55.2 mM, respectively. This result
is in agreement with the expression level obtained for the ODC transgenic
parasites. Interestingly, the LgGSH1 overexpressors clones 3 and 19
presented resistance indexes 3.4e4.3-fold than the LgWT line, presenting

ECs0 of 87.7 and 111.2 mM, respectively (Table 1).

In the pharmacological inhibition tests, the different L. guyanensis cell

lines were pre-treated during 24 h with 50 mM DFMO or 10 mM BSO (ECs¢
concentration corresponding to the LgWT cell line) and subsequently exposed
to different SbIII con-centrations for additional 24 h. The results show that
treatment with DFMO or BSO reduced drastically parasite growth of LgWT

in the presence obeHI, In contrast, cells overexpressing ODC or GSH1

were significantly more resistant to an identical treatment with the selective
inhibitors and SbIII (Fig. 3A and B). For instance, the sus-ceptibility to SbIII
increased 648-fold for LgW T and only 1.5-fold for
LgODC (clone 10) when parasites were pre-treated with DFMO (Table 1).
Although to a minor extent, BSO treatment increased 20-and 4.1-fold the
sensitivity towards Sb ! of LgWT and LgGSHI (clone
3) parasites, respectively (Table 1). These data clearly demonstrate that
inhibition of ODC and GSH1 sensitize parasites against anti-mony and, the
opposite, overexpression of these enzymes confers resistance towards this
drug.

In addition, the effect of a 48 h-combined treatment with BSO and Sb""
on LgWT and LgGSHI1 (clone 3) lines was evaluated (Fig. 4).
No difference on cell proliferation between LgWT and LgGSHI1 lines was
observed when 9.3 mM SbIII was added alone (15€22% growth
inhibition). We observed a reduction of 20% on cell proliferation of LgWT
line and no change in the growth of LgGSH1 line when 5 mM BSO was
added individually. On the other hand, an inhibition of approximately 6% was
detected on cell proliferation of LgGSHI line at concentration of 15 mM
BSO. Interestingly, for the LgWT para-sites, co-incubation with both 9.3 mM
SbIII and 5 mM BSO impaired cell growth to a significant extent (88%
growth inhibition). In contrast, an identical treatment only halved the
proliferation of LgGSH1 cells (45% growth inhibition) and it was necessary
to in-crease 3 times the concentration of BSO (15 mM) to produce an
inhibition of cell growth 73%. These results points to an important
involvement of this enzyme in the SbHI-resistance phenotype of L.
guyanensis.

4. Discussion

Trypanosomatids present a unique thiol-based redox system that depends
on a low molecular mass thiol, trypanothione, absent in mammals and
indispensable for parasite survival, hence, being a promising target for
chemotherapy. Besides of its central role in

192
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Table 1
Effective concentration (EC50) of S of L. guyanensis lines in the absence or presence of DMFO or BSO.

Leishmmania lincs b ECs 95% D)

Sbm susceptibility assay Pharmacological inhibition tests
11 1
Sb (MM) 48 h RI Sb (MM) 24h Pre-treated 50 MM DFMO - 24 h SI Pre-treated 10 mM BSO - 24 h SI

o (mM) - 24 b s (mb) - 24 1
LgWT 25.9 (24 45€2751) e 324 (3053e34.4) 0.05 (0.0054€0.49) 648 1.6 (0.946€2.8) 20
LgBSD 26.4 (25.08€27.86) e e e e e
LgODC cl0 58.7 (53.99€63.95) 22 784 (633€97.05) 50.9 (42.33e61 42) e
LgODC 23 552 (52.16858.44) 21 e e e
LgGSH1 c3 87.7 (75.64e101 8) 3 993 (68.08145) 24.06 (19.62€29 5) 41
LgGSH1 c19 111.2(92.9%133.1) 43 e e

95% CI: Confidence Interval

LgWT: L. guyanensis wild-type.

LgBSD: L. guyanensis transfected with pIR1-BSD empty vector.

LgODC: L. guyanensis transfected with pIR1-LgODC.

LgGSHI: L. guyanensis transfected with pIR1-LgGSHI.

c: clones.

RI: Resistance Index Y4 SbHIEC5“ from LgODC or LgGSH1 clones/Sbm ECs( from LgWT.

SI: Susceptibility Index %4 Sbm ECx from LgWT, LgODC or LgGSHI clones without inhibitor/SbHIECSU from each line in the presence of the specific inhibitor.
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antioxidant metabolism, trypanothione is a target of antimony since this
compound has been shown to alter the parasite's intracellular redox 100
homeostasis by depleting trypanothione and gluta-thione and by inhibiting
trypanothione reductase (Wyllie et al., 2004). Moreover, several studies have
demonstrated an associa-tion between high trypanothione levels and
antimony-resistant in Leishmania spp. (Mukhopadhyay et al., 1996, 2011;
Mandal et al., 2007), which was ascribed to the overexpression of enzymes
from its biosynthetic pathway such as: ODC and GSHI1. However the
majority of these studies were camried out in Leishmania species from Old
World. Thus, understanding the role of ODC and GSHI enzymes in
antimony-resistance in New World Leishmania species can help to identify
new targets and design appropriate combina-tion therapies for disease
treatment.
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Leishmania species are capable to produce de novo and obtain N & N
polyamines from the host (Jiang et al., 1999; Boitz et al., 2009). Ornithine Shill (uV)
decarboxylase, the rate limiting enzyme of the spermi-dine biosynthetic
pathway, has been shown to play an important role in parasite growth and I IgWT
virulence. A L. donovani strain knockout for odc was unable to sustain an LgWT +BSO
efficient in vitro growth and infection of macrophages or mice except that ? LgGSH ¢3
intracellular poly-amine levels were restored in the parasite by genetic or &5 LgGSHL ¢3 + BSO
metabolic (Boitz et al., 2009; Olenyik et al., 2011). The biological relevance
of ODC for parasite survival in vitro and in vivo was further confirmed in
these studies by pharmacological inhibition of the enzyme with DFMO, a
specific and irreversible inhibitor of ODC (Bacchi et al., 1980; Kaur et al,
1986). Moreover, several studies reported a link between polyamine levels
and drug resistance. For instance, transfection of odc in L. donovani
increased the mRNA, protein and enzymatic activity levels of ODC, which
yielded parasites resistant to antimony (Singh et al., 2007). The ODC mRNA
levels, enzymatic activity, as well as putrescine and spermidine levels were
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mRNA levels when compared to the parental cell line (Haimeur et al., 2000). 0-
L. donovani field isolates resistant to sodium anti-mony gluconate (SAG) S w N \g.\ A a0 ot »
presented gene amplification and an increased content and activity of ODC, SHUIM) . :

as well as of putrescine and spermidine (Mukherjee et al., 2007; Singh et al.,
2007; Rai et al., 2013). On the other hand, isolates of L. donovani resistant to Fig. 3. Susceptibility to s of L (V) guyanensis call lines treated with a specific

SbV from Nepal presented lower ODC expression level compared to a inhibitor of (A) ODC (DFMO) and (B) GSH1 (BSO). (A) LgWT and LgODC c10 parasites
were pre-incubated with 50 MM DFMO (ECs for LgWT) for 24 h (B) LgWT and LgGSH1 ¢3
were pre-treated with 10 mM BSO (ECs0 for LgWT) for 24 h. Subsequently the parasites were
platted and incubated additional 24 h with different Sb~ concentrations (4.7€74.9 mM). Cells
were counted using a Z1 Coulter Counter and the relative cell growth with respect to non-
treated parasites was estimated. The values shown represent the mean and standard deviations
from three independent experiments. LgWT: wild-type, LgODC c10: clone 10 from ODC
overexpressor, LsGSH1 ¢3: clone 3 from GSH 1 overexpressor.

sensitive isolate (Decuypere et al., 2005). Altogether, these data show
differences in the expression and regulation of odc gene among antimony-
resistant Leishmania species isolated from field or
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obtained by in vitro selection.
As shown here, overexpression of ODC in the New World species

Leishmania guyanensis conferred a higher resistant towards DFMO and SbHI,

added alone or in combination. The degree of resistance to SbHI of the

transgenic cell line was proportional to its ODC content, where against the

combination DFMO/SbHI the ODC-overexpressor displayed a 600-fold lower
susceptibility than wild-type parasites. At this point it is important to recall
that DFMO is an imreversible inhibitor and that the half-life of L. mexicana
ODC (76% protein sequence identity with LgODC) was estimated in >6 h

(Carrillo et al, 2000). Thus, the striking difference in sensitive towards
il

DFMO/Sb " between both cell lines can be ascribed to the fact that under the
assay conditions (DFMO added at the ECs¢ for wild-type cells, 50 mM, for
24 h) a higher fraction of the endogenous ODC remains inhibited in the
parental cell line with respect to that expressed by the transgenic cell line.
Studies carried out with several L. (V.) panamensis laboratory- or field-strains
resistant to SbV revealed that except for Sb -resistant amastigotes, which
pre-sented a 21% lower antimony-resistance upon treatment with DFMO, the
. jiss . .
sensitivity towards Sb~ of most strains was not enhanced in the presence of
high DFMO concentrations (6 mM (Goyeneche-Patino et al., 2008)).
Probably L. panamensis, at vari-ance with L. guyanensis, have efficient
mechanisms to import exogenous polyamines (Basselin et al., 2000) and,
thus, succeed in circumventing the effects of ODC inhibition.

0-Glutamylcysteine synthetase is the first and rate limiting step enzyme from
the glutathione biosynthetic pathway that in related Trypanosoma species has been
shown to exert kinetic control on the trypanothione pool (Lueder and Phillips,
1996, Olin-Sandoval et al, 2012). GSHI1 has been shown to be essential for L
infantum, where it confers protection against oxidative stress and SbV (Mukherjee
et al, 2009). Several reports have identified gshl as a marker of resistance to
(Aranaet al., 1998; Mukherjee et al., 2007, Goyeneche-Patino et al., 2008; Moreira
etal,2013; Rai et al., 2013 Singh et al., 20 14) and to therapeutic failure (Torres et
al, 2010) in different pathogenic Leishmania species. For the non-pathogenic L.
tarentolae, the co-amplification of a region containing the mrpa and gshl genes was
observed in AsHIe and SbHI—resistant cells, which was associated with high levels
of their transcripts, gluta-thione and trypanothione (Grondin et al., 1997, Haimeur
et al., 2000; Guimond et al., 2003). However, the overexpression of gsh1 alone or
in combination with mrpa did not confer L. tarentolae with
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resistance to SbIII but, only the latter, to AsIII (Grondin et al., 1997; Haimeur
et al, 2000), suggesting the participation of additional molecules in the

resistant mechanism towards these drugs. Different SbHI/AsHI—rfsistant
Leishmania species reduced their resistance index to these drugs when treated
with BSO (3e5 mM) (Grondin et al., 1997; Arana et al., 1998; Goyeneche-
Patino et al., 2008). Here we show that overexpression or pharmacological in-
hibition of GSH1 in L. guyanensis de- or sensitize, respectively, the parasites

. . 1
against the detrimental effect of Sb™ .

The mode of action of SbIH in Leishmania parasites is not completely
understood, but it has been shown that the drug alters the mitochondrial
membrane potential, leading to an increase in ROS production with
concomitant fragmentation of DNA (Mehta and Shaha, 2006). On the other

hand, Sbm forms conjugates with glutathione and/or trypanothione, which are
extruded from the cell by membrane pumps or sequestered into vesicles (Rai
et al., 2013), hence contributing to deplete the pool of free thiols required to
counteract the cytotoxic effect of ROS. Although our data indicate that ODC
and GSHI1 protects against the cytotoxic effects of anti-mony, the degree of
contribution of each protein differs signifi-cantly. For instance, the

susceptibility index of WT cells towards SbIII was two orders of magnitude
higher in parasites treated with DFMO than in those exposed to BSO. While
ODC inhibition should only deplete trypanothione but not glutathione, the
inhibition of GSHI should lower the content of both thiols. A possible
explana-tion for such discrepancy between this hypothetical metabolic
scenario and our susceptibility data lies on a protective effect exerted by free
polyamines. Cumulative evidence shows that polyamines are able to scavenge
ROS and present a high affinity to bind, in particular spermidine, at varied
sites of the DNA, where they not only regulate gene expression (e.g. stress-
related genes) but also provide protection against ROS damage in vitro and in
vivo (Bryson and Greenall, 2000; Rhee et al., 2007). Thus, it is tempting to
speculate that upon ODC inhibition, the concomitant depletion of polyamines
and trypanothione, will render the WT cells far more sensitive to SbIII than
those with a low thiol content. Future studies determining the polyamines or
trypanothione levels of over-expressors lines and analyzing the reversion of
growth inhibition by adding exogenous products of the GSHI and ODC
enzymes ac-tivities using theirs specific inhibitors will address all these issues
and dissect the contribution to the antimony-resistance phenotype of other
components from the parasite redox-sy stem.

experiments. Statistically different values (Student t-test, GraphPad Prism 5.0) are indicated as
follows: *p < 0.05; **p< 0.01 and ***p < 0.0001.
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Fig. 4. Effect of BSO on the growth of L. (V.) guyanensis wild-type and GSH1-overexpressor treated with a sublethal concentration of Solll. Parasites (2 109 cells mL 1) were seeded into
24-well plates contaming M199 medium. Parasites were exposed or not to SbIIl (9.3 mM) alone or with 5 mM (for LgWT and LgGSH1 ¢3) or 15 mM (only for LeGSH]1 ¢3) BSO. The mcubation
was extended for 48 h and parasite number was assessed using a Z1 Coulter Counter. The values represent mean and standard deviations from three inde-pendent experiments. Statistically different
values (Student t-test, GraphPad Prism 5.0) are indicated as follows: *p < 0.03; **p < 0.01 and ***p < 0.0001.
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In conclusion, our data showed the direct involvement of ODC and GSH1

. m . . . . . .

in Sb -resistance in L. guyanensis and provided evidence that a combined

therapy with inhibitors of polyamine and/or glutathione/trypanothione

biosynthesis may be a valuable strategy to minimize emergence of drug
. .. . i

resistance, reduce drug toxicity and increase Sb

disease caused by this parasite species.

-treatment efficacy for the
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