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RESUMO

Enzimas E3 ubiquitina--ligases do tipo CRL1s sdo um complexo enzimatico composto
por quatro proteinas principais: SKP1, CUL1, RBX1 e uma proteina F-box, que se liga a SKP1
através de seu dominio F-box, recrutando substratos para a ubiquitinacdo. O processo de
ubiquitinacdo ocorre em vérias etapas e é altamente regulado, envolvendo trés enzimas
essenciais: E1 (enzima ativadora de ubiquitina), E2 (enzima conjugadora de ubiquitina) e E3
(ligases de ubiquitina), que desempenham um papel crucial no reconhecimento e na
transferéncia de ubiquitina para a proteina-alvo. Esse processo garante a regulacdo da funcao
e 0 destino das proteinas-alvo, direcionando-as para o proteassoma para degradacdo ou
modulando suas funcdes. As CRL1s séo a classe mais estudada de E3 ligases em eucariotos,
sendo responsavel pela regulacdo de varios processos incluindo o ciclo celular. Em parasitas
Leishmania, esta classe de enzimas ainda ndo havia sido descrita. Neste estudo, identificamos
genes ortdlogos aos de CRL1s de H. sapiens em L. infantum, mostrando conservacdo das
regides de interacdo entre as proteinas do complexo. Geramos linhagens nocaute de L. infantum
para os genes LINF_110018100 (LinfSKP1), LINF_21000530 (LinfRBX1) e LINF_240029100
(LinfCUL1) utilizando o sistema CRISPR-Cas9. O nocaute de LinfCUL1 resultou em uma
linhagem viavel, mas com comprometimento da proliferacdo de promastigotas e causou um
acumulo de células na fase S final do ciclo celular, como evidenciado por ensaios de citometria
de fluxo e EdU. Além disso, o nocaute de LinfCUL1 induziu a formacéo de rosetas na cultura
celular e interferiu significativamente na infectividade dos promastigotas. Adicionalmente,
nocautes de LinfSKP1 e LinfRBX1 resultaram em parasitas inviaveis, sugerindo que esses genes
sdo potencialmente essenciais para o parasita. A expressdao do gene LinfCUL1 na linhagem
Acull restaurou o fendtipo do tipo selvagem quanto a proliferacdo de promastigotas, o que ndo
ocorreu quando um mutante de LinfCUL1 (LinfCull DN) incapaz de formar o complexo
LinfCRL1, foi utilizado, confirmando que o efeito do nocaute esta relacionado a funcdo do
complexo LinfCRL1. Nossos resultados indicam que o gene LinfCUL1 esta associado a

regulacdo do ciclo celular, viabilidade e infectividade de L. infantum.



ABSTRACT

CRL-type E3 ubiquitin ligases are enzymatic complexes composed of four main
proteins: SKP1, CUL1, RBX1, and an F-box protein, which binds to SKP1 through its F-box
domain, recruiting substrates for ubiquitination. The ubiquitination process occurs in multiple
steps and is highly regulated, involving three essential enzymes: E1 (ubiquitin-activating
enzyme), E2 (ubiquitin-conjugating enzyme), and E3 (ubiquitin ligases), which play a crucial
role in recognizing and transferring ubiquitin to the target protein. This process ensures the
regulation of target protein function and fate, directing them to the proteasome for degradation
or modulating their functions. CRLs are the most studied class of E3 ligases in eukaryotes and
are responsible for regulating various processes, including the cell cycle. In Leishmania
parasites, this class of enzymes has not yet been described. In this study, we identified
orthologous genes to human CRLs in L. infantum, showing conservation of interaction regions
between the complex proteins. We generated knockout strains of L. infantum for the genes
LINF_110018100 (LinfSKP1), LINF_21000530 (LinfRBX1), and LINF_240029100
(LinfCUL1) using the CRISPR-Cas9 system. The knockout of LinfCUL1 resulted in a viable
strain but showed impaired promastigote proliferation and led to an accumulation of cells in
the late S phase of the cell cycle, as evidenced by flow cytometry and EdU assays. Furthermore,
LinfCUL1 knockout induced rosette formation in cell culture and significantly interfered with
promastigote infectivity. Additionally, knockouts of LinfSKP1 and LinfRBX1 resulted in non-
viable parasites, suggesting that these genes are potentially essential for the parasite. The add-
back strain of LinfCUL1 restored the wild-type phenotype in terms of promastigote
proliferation, which did not occur when a mutant LinfCULL1 (LinfCull DN), incapable of
forming the LinfCRL1 complex, was used, confirming that the knockout effect is related to the
function of the LinfCRL1 complex. Our results indicate that CRL genes are associated with

cell cycle regulation, viability, and infectivity in L. infantum.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmania: epidemiologia e ciclo de vida

Existem mais de 20 espécies do género Leishmania que causam leishmanioses, um
conjunto de doengas parasitarias potencialmente fatais, estando entre as 10 principais doencas
tropicais negligenciadas, com 700.000 a 1.000.000 de pessoas infectadas anualmente . A
complexa transmissdo do parasita ocorre por meio da picada de vetores flebotomineos fémeas,
com distin¢do dos vetores, sendo Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo.
As diferentes espécies de Leishmania provocam manifestacdes clinicas variadas, sendo
classificadas em leishmaniose tegumentar ou visceral. Na leishmaniose tegumentar as lesdes
cutaneas podem se manifestar de maneira localizada, mucocuténea, cutanea difusa ou
disseminada. J& na forma visceral, geralmente € causada pelos parasitas do complexo
Leishmania donovani, que inclui L. donovani e L. infantum, sendo esta Ultima o agente
etiologico da leishmaniose visceral (LV) no Brasil, como descrito pelo Ministério da Salde 2.
Em 2022, o Brasil concentrou em 92% dos casos notificados de LV, tendo em média cerca de
3.500 casos registrados anualmente, com incidéncia 2 casos/100.000 por habitante e possuindo

uma letalidade média de 8,2% 3.

Os parasitas do género Leishmania apresentam dois estagios celulares principais: o
estagio extracelular flagelado, conhecido como promastigota, e a forma intracelular que possui
0 seu flagelo reduzido e internalizado, denominada de amastigota. Estes parasitas apresentam
ciclo de vida dixénico, ou seja, possuem dois hospedeiros, sendo um vertebrado e um inseto
vetor. O ciclo inicia quando insetos flebotomineos realizam a hematofagia de um hospedeiro
vertebrado infectado, e as formas amastigotas do parasita sao absorvidas pelo vetor (Figura 1).
Quando estes parasitas se dirigem ao intestino médio do vetor, eles diferenciam em
promastigotas prociclicas (forma flagelada e divisivel) que migrardo para a porcdo média
anterior do intestino do vetor, onde se diferenciam em promastigotas metaciclicas através da

metaciclogénese (forma infectante e ndo divisivel) 34 .

O outro momento importante na diferenciacao celular deste parasita se da no interior
de vacuolos parasitéforos de macréfagos do hospedeiro vertebrado infectado, em que as formas
promastigotas se diferenciam no estagio intracelular amastigota. Recentemente, foi revelado
que promastigotas metaciclicas sdo capazes de se re-diferenciarem em promastigotas pro-
ciclicas no vetor, aumentando seu crescimento populacional em um segundo momento de

hematofagia (Figura 1). &7
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Figura 1.Ciclo de vida das Leishmania spp.

O parasita alterna entre duas formas principais — promastigota no hospedeiro invertebrado
(flebotomineo) e amastigota no hospedeiro vertebrado. No inseto vetor, as promastigotas
proliferam no trato digestivo e migram para a regido bucal, onde s&o transmitidas durante a
picada. No hospedeiro vertebrado, como humanos e cées, as promastigotas sao fagocitadas por
macrdfagos e se transformam em amastigotas, forma intracelular que prolifera e causa a
leishmaniose. Alem disso, outro estagio do ciclo de vida da Leishmania que ocorre quando
estes parasitas se duplicam no intestino do flebotomineo apds multiplas e sucessivas

hematofagias. Adaptada de ©”.

1.2 Ciclo Celular de Leishmania

Os Tripanossomatideos sdo protozoarios flagelados pertencentes a familia
Trypanosomatidae, da qual se destacam os géneros Leishmania e Trypanosoma que possuem
as sequéncias dos eventos relacionados ao ciclo celular conservadas ao longo da evolugédo. No
entanto, eles apresentam caracteristicas estruturais singulares entre suas formas replicativas e
n&o replicativas (Figura 2) 8. Entre as diversas espécies do género Leishmania, estes parasitas
apresentam um estilo de vida heteroxénico (as espécies transitam entre diferentes tipos de
hospedeiros ao longo do seu ciclo de vida). Essa caracteristica implica em alteragdes
morfoldgicas especificamente distintas %, Além disso, os tripanosomatideos sdo conhecidos

pela sua alta plasticidade genémica, adaptando-se rapidamente a ambientes desafiadores. A
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replicacdo e o reparo ndo ortodoxos do DNA, os fatores de estresse da replicacéo e as repeticdes
do DNA sdo reconhecidos em Leishmania como contribuintes para essa instabilidade

intrinseca.

T. brucei
epimastigotes

GO0 state

X
=)
,‘ Nonreplicative
metacyclic trypomastigotes

O
=
>,
o

Cytokinesis

/ - Nuclear anvelope does nol - There is no overap
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- Start of new kinetoplast hingenesis.

Figura 2.Ciclo celular de tripanosomatideos.

Diagrama demonstrando as diferenciagdes morfologicas que ocorrem através das passagens
entre as diferentes fases do ciclo celular, em destaque para este trabalho, observa-se em

vermelho a passagem do ciclo celular em espécies de Leishmania. Imagem retirada de 8.

1.2.1 Fases GO e G1

As formas infectantes de Leishmania (promastigotas metaciclicas) permanecem na fase
GO (quiescente), e este comportamento sugere que os eventos de proliferacéo e infec¢do sdo
exclusivos 12, Em diversos tripanossomatideos, a maior parte do ciclo celular ocorre na fase
G1, que se caracteriza por uma alta taxa de transcricdo e sintese proteica de fatores
transcricionais, além do estabelecimento de um complexo pré-replicativo divergente em locais

cromossémicos especificos 2.
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1.2.2 Fase S

Ainda ndo foi descrito a existéncia de um checkpoint entre as fases G1 e S em
tripanossomatideos, como ocorre com outros eucariotos 8. A fase S é a segunda maior etapa do
ciclo celular, demonstrando sua importancia para os parasitas *2. Nela ocorre o recrutamento
de complexos proteicos pré-replicagdo nas origens de replicacdo, caracterizando o inicio da
fase S, na qual deve ocorrer a replicagdo das moléculas de DNA 3. Um evento marcante da

fase S é o inicio da duplicacéo flagelar nas Leishmania 8.

1.3.3 Fase G2
Proteinas homologas envolvidas com a biogénese de centriolos descritos em modelos
eucariotos estdo associados ao corpo basal e a biogénese do flagelo 4. Baseando-se em

estudos entre organismos distintos 1°

, observou-se que durante a fase G2 a maioria dos
tripanossomatideos controla o aumento da taxa de transcrigdo, retomando a intensa sintese de
proteinas, que sera necessaria para a conclusdo da divisao celular. Todo esse processo infere

no aumento do volume e tamanho celular destes parasitas *’.

Uma caracteristica divergente do ciclo celular dos tripanossomatideos quando
comparado a outros modelos eucariotos € que a fase G2 normalmente é a mais curta do ciclo
celular, podendo variar em termos de duracéo. Por exemplo, em L. amazonensis, as fases G2 e
M tém a mesma duracio e sdo as mais curtas do ciclo celular 12, Se, ao final da fase G2, a célula
ndo apresentar anomalias relacionadas ao DNA e exibir um ambiente intracelular e tamanho

favoraveis a divisio, ela prosseguira para a mitose .

1.2.4 Fase M

Durante a mitose, os tripanossomatideos ndo desintegram seu envelope nuclear e
realizam um processo de mitose fechada, organizado por estruturas semelhantes a corpos
polares do fuso. Estudos demonstram que espécies de Leishmania, compartilham
essencialmente todos os componentes citocinéticos identificados, mas apresentam uma gama
ainda mais ampla de eventos divergentes que merecem investigacdo 8. Além disso, os
tripanossomatideos ndo conseguem condensar seus cromossomos em fibras de 30 nm devido a
auséncia da porcdo N-terminal e do dominio globular da histona H1, além da falta de
fosforilagdo na serina 10 da histona H3 (H3S10) **2°. Em mamiferos, as fases do ciclo celular,
mitose e citocinese se sobrepdem, uma vez que a citocinese comecga antes que a segregacao dos
cromossomos mitoticos esteja completa. Curiosamente, os tripanossomatideos parecem néao

seguir estritamente essa premissa. Por exemplo, em Leishmania spp., uma vez que a mitose
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termina, a célula passa por uma rapida remodelacdo em forma, primeiro crescendo em
comprimento e, em seguida, em largura antes da citocinese, que finaliza a divisdo celular,
gerando duas células filhas #1°8. Embora desafiadoras, todas essas peculiaridades relacionadas
as fases do ciclo celular podem fornecer novas rotas para a busca de alvos adequados para

intervencdes no ciclo celular de parasitas visando sua eliminacao.

1.3 Sistema Ubiquitina Proteassoma e enzimas E3 do tipo Cullin-RING Ligases (CRLS)

O sistema ubiquitina-proteassoma (SUP) é o principal mecanismo responsavel pela
protedlise intracelular em eucariotos, atuando na degradacdo seletiva de muitas proteinas de
vida curta. Essa degradacdo dependente de ubiquitinagdo desempenha papeis cruciais no
controle de diversos processos celulares, como a morte celular, o ciclo celular, o crescimento
e a proliferacdo celular, a endocitose, a transducéo de sinais, a internalizacdo de receptores,
dentre outros 2222, A ubiquitinagio é um processo enzimatico multipasso e altamente ordenado,
no qual uma molécula de ubiquitina (Ub), composta por 76 residuos de aminoacidos, é
conjugada ao grupo g-amino de um residuo de lisina interno ou ao N-terminal do substrato
(Figura 3) 2L,

O processo de ubiquitinacdo ocorre através acao de trés enzimas: E1 (UAE -Ubiquitin
Activating Enzyme), responsavel pela ativacdo da ubiquitina utilizando ATP; as E2 (Ubiquitin
Conjugating Enzyme, que recebem a Ubiquitina das E1 e as transferem até as E3 ubiquitina-
ligases, que reconhecem o substrato e promovem a sua ubiquitinagdo 222425, Essa modificacéo
pos-traducional no substrato pode resultar em mono ou poliubiquitinacdo, direcionando a
proteina-alvo para a degradacéo via proteassoma ou modulando sua fungéo celular. O processo
de ubiquitinacdo é reversivel, sendo as enzimas deubiquitinases (DUBs) responséveis por

removerem as ubiquitinas, reciclando-as ?224%° , (Figura 3).
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Figura 3. Sistema ubiquitina-proteassoma.

As enzimas E1, E2 e as E3 ubiquitina-ligases catalisam a ubiquitina¢do do substrato-alvo. Esta
modificacdo pds-traducional ocasiona a degradacéao pelo proteassoma ou modulacgéo de funcao
do substrato. Esse processo € reversivel pela atividade enzimatica das DUBS, as quais removem

as ubiquitinas dos substratos. Adaptada de 2*.

O proteassoma é um complexo proteolitico multi-subunidade, cuja atividade é
responsavel pela maior parte da prote6lise intracelular 2¢ . Ele é constituido por uma subunidade
20S que apresenta forma semelhante a um B-barril possuindo 4 anéis com 7 proteases cada,
sendo 2 externos e 0s outros 2 internos 2¢. Esse B-barril pode interagir com diferentes “tampas”
como proteassoma constitutivo que possui as porcdes 19S formando o proteassoma 26S e o
imunoproteassoma contendo as porgdes 19S e PA28 (Figura 4). O proteassoma 26S realiza a
degradacdo de proteinas ubiquitinadas e, posteriormente libera 0s aminoacidos

correspondentes 2728,
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Figura 4. Representacdo esquematica do proteassoma 20S e unidades 26S cataliticas

constitutivas e imunoproteassoma.

Esquema geral do proteassoma 20S e das unidades 26S cataliticas constitutivas
imunoproteassoma. A) Proteassoma central 20S. B) Proteassoma constitutivo ou

imunoproteassoma 26S com diversas proteinas de tampa. Adaptada de °.

A especificidade da ubiquitinacdo de proteinas é determinada pela acdo das E3
ubiquitina ligases. Com base nos dominios de interacdo dessas ligases com as enzimas E2, elas
podem ser classificadas em dois tipos principais: HECT (Homologous to the EGAP Carboxyl
Terminus) e RING (Really Interesting New Gene). No genoma humano, ha mais de 30 E3
ligases do tipo HECT e aproximadamente 600 do tipo RING. O nimero de genes responsaveis
pela codificacdo de E3 ligases € maior do que o nimero de genes humanos que codificam

proteinas quinases demonstrando sua complexidade e importincia para as células 2",

As enzimas E3 do tipo RING podem ser monoméricas, diméricas ou multiméricas,
contendo diferentes subunidades. As E3 multiméricas mais estudadas sdo as baseadas em
Cullin (utilizando Cullin como um scaffold molecular), que inclui as Cullin RING-Ligases
(CRLs) ! (Figura 5). As CRLs interagem no C-terminal com uma proteina RING-box,

denominada RBX1 e no N-terminal interage com diferentes proteinas adaptadoras (Figura 5).
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Dentre essas, a mais bem explorada classe de CRLs sdo as CRL1, também conhecidas como
SCF1 (SKP1, Cullin 1, F-box) que possuem a proteina SKP1 como proteina adaptadora para
interacdo com proteinas com dominio F-box (F-box proteins ou FBP) que recrutam o0s
substratos que serdo ubiquitinados (Figura 5A) 3. Existem 69 proteinas F-box em H. sapiens
que funcionam como fatores de especificidade dos complexos CRL1 (SCF) por interagirem
com seus substratos através de diferentes dominios como por exemplo: LRR (Leucine Rich

Repeat) paraas Fbxl, WD (tryptophan/aspartic acid) para Fbxw e Other para as Fbxo. 2830,

T
S

Figura 5. Classes de Cullin-RING ligases de eucariotos.

Diagramas dos diferentes tipos de E3 ubiquitina ligases do tipo CRL. A) Esquema demonstra
uma E3 ubiquitina ligase do tipo SCF (CRL1). B) Ligase E3 baseada em Cul2/5. C) Ligase E3
baseada em Cul3. D) Ligase E3 baseada em Cul4. E) Ligase E3 baseada em Cul7. F) Ligase
E3 baseada em Cul9. Figura adaptada de 3 .

Dentre as varias funcdes das CRL1 em células de mamiferos, destaca-se sua
participacdo na regulacao do ciclo celular através da degradacdo de proteinas envolvidas na
regulacdo deste processo. Os complexos CRL1(FbxI1) ou CRL1(SKP2), CRL1(Fbxw7) e
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CRLI(Fbxwla) ou CRL1(BTRCP) sdo responsaveis pela degradacdo de proteinas reguladoras
do final da fase G1 até final da fase G2 (Figuras 6A e B). Além disso, as CRL1 séo essenciais
em diferentes vias de sinalizacdo intracelular, como NF-kB (B-catenin), desenvolvimento
(Notch 1/4), metabolismo (FOXO1), resposta imune antiviral (Viral E7, Viral Vpu), e

diferenciagio, entre outras fungdes *. (Figura 6 A e B).

A)
SCF complex APC/C B)

I L

p27 MYC B-catenin Securin || Cyclin A
p57 CyclinE IxBo/B/e CyclinA || CyclinB
p21 Notch 1 p105/p100 CyclinB || CDC20
p130 Notch 4 Cdc25A/B NEK2A | |PLK1
CyclinA | [JUN WEE1A KIP Aurora A/B
Cyclin D | [Presenilin1/2 | [ EMI1/2 NEK2A
Cyclin E | |SREBP1/2 Viral Vpu mE2-C
CDK9 ATF4 Geminin
MYC DIG1 CDC6
E2F1 INFo-R SKP2
ORC1 PRL-R SNON
CDT1 Snail RRR2
B-MYB PER1/2 TK1
RAG2 TPX2
SMAD4 CDH1
FOXO1

UBP43

Viral E7

Figura 6. Regulacéo do ciclo celular por E3 ubiquitina-ligases CRL1 e APC (Anaphase

Promoting Complex).

A) Em destaque estdo as proteinas E3 ligases APC e as CRL1 com suas diversas proteinas F-
box e seus substratos j& descritos na literatura. B) Em azul e vermelho estdo as proteinas do
ciclo celular que sdo degradadas, respectivamente, pelo CRL1 e APCs durante as fases do ciclo

celular. Adaptada de .

1.4 Sistema ubiquitina proteassoma em Leishmania spp.

Analises bioquimicas demonstraram que o proteassoma de L. mexicana apresenta uma
complexidade muito similar a dos eucariotos, sendo soltvel e possuindo uma massa molecular
da subunidade 20S com 670 kDa e 0 proteassoma 26S com 1200 kDa 34 . Além disso, outros

trabalhos demonstraram que a lactacystin, ou sua forma ativa clasto-lactacystin beta-lactona,

25



inibe o crescimento in vitro de promastigotas de L. chagasi, além de afetar negativamente a
sobrevivéncia das formas amastigotas na célula hospedeira infectada, em que estas foram
anteriormente tratadas com o inibidor durante o seu estdgio como promastigotas. Assim,
sugerindo uma possivel interferéncia no crescimento do parasita ocasionado pela inibi¢do da
atividade do proteassoma. Esses resultados evidenciam que a funcdo do proteassoma do
parasita é necessaria para replicacao das formas promastigotas e amastigotas. Por isso, testes
com inibidores seletivos do proteassoma de parasitas estdo sendo realizados a fim de encontrar
candidatos possiveis para o tratamento das leishmanioses *. O desenvolvimento do
GSK3494245/DDD01305143/composto 8, uma pequena molécula que vem demonstrando um
potencial e seletiva inibicdo da atividade do proteassoma do parasita em um sitio imprensado
entre as subunidades 4 e B5. Ensaios em modelos murinos para LV demonstraram a eficacia
desta molécula e o composto 8 esta progredindo para ensaios clinicos em humanos 2¢ . Outro
composto, LXE408, esta progredindo para fase dois do estudo clinico da droga, ap6s 28 dias
de uso n&o foi detectado parasitas no bago ou na medula 6ssea por microscopia .

Em L. major, os niveis enddgenos da proteina LmjKIN13-1, codificada pelo gene
LmjF01.0030 (MCAK:-like), sdo modulados pelas fases do ciclo celular, apresentando
abundancia na fase G2+M seguindo de uma diminui¢do dos niveis ap6s a mitose, sendo o SUP
o responsavel pela sua degradacdo no parasita 3. Em L. donovani, os niveis da proteina
pteridina redutase 1 (PTR1), que € crucial para o metabolismo da pteridina e do folato,
aparentam ser também regulados pelo SUP . No genoma de L. mexicana, 2 enzimas E1, 13
enzimas E2, 79 enzimas E3 e 20 enzimas deubiquitinases DUBs foram identificadas com vérias
delas sendo fundamentais para os processos de transi¢do de promastigota metaciclica para
amastigota e proliferacdo celular *°. Para que ocorra a transi¢do entre as principais formas
morfoldgicas do parasita Leishmania, ou seja, de promastigota metaciclica para amastigotas,
as enzimas E2 UBC1/CDC34, UBC2 e UEV1 e a E3 do tipo HECT HECT2 foram essenciais.
Enquanto a enzima E1 UBALlb, as E2 UBC9, UBC14 e as E3 HECT7 e HECT11 foram
requeridas para o processo de proliferacdo e infeccdo de camundongos. Além disso, estudos
recentes demonstraram que, para que o processo de regulacdo de sua atividade de conjugacao
de ubiquitina ocorra ao decorrer da diferenciacdo do parasito, € vital que exista a interacdo
entre as E2 UBC2 e UEV1 4,

As proteinas E1 do tripanossomatideo Trypanosoma brucei possuem alto grau de
identidade quando comparadas com as E1 de Leishmania spp. Além disso, demonstrou-se que

0 TAK-243 (inibidor da E1 em humanos), ndo foi capaz de inibir sua atividade. Logo, a
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deteccdo de inibidores seletivos para as proteinas E1 deste grupo de parasitos atraves das
diferencas estruturais entre a E1 humana e dos tripanossomatideos pode ser explorada para

desenho de farmacos para combate a leishmanioses 44,

A AdoMet (S-denosylmethionine) é fundamental para que ocorra adequadamente 0s
processos de transmetilacdo, transulfuracdo e sintese de poliaminas em Leishmania spp. Sua
producdo ocorre atraves da proteina metionina adenosiltransferase (MAT). Quando na
presenca dos inibidores de proteassoma MG-132 (lactacystin) e MG-115 (epoxomycin),
aplicados no meio de cultura impedem a degradacéo desta proteina, assim consequentemente,

seu acimulo no interior do parasito %42,

Como descrito, o0 SUP ¢ essencial para a homeostase e infectividade dos parasitas
Leishmania, sendo alvo para intervencao farmacoldgica para o tratamento de leishmanioses.
No entanto, nosso conhecimento é limitado sobre a fungdo do SUP nestes parasitas e visando
entender seu papel na homeostasia de L. infantum, desenvolvemos este trabalho de
caracterizacdo funcional da E3 ubiquitina ligase LinfCRL1, que € ortologa a principal classe
de E3 ligases reguladoras do ciclo celular em H. sapiens. A maior parte dos resultados
apresentados nesta dissertagdo foram publicados na revista PlosPathogens #3, em trabalho
intitulado “Functional characterization of Cullin-1-RING ubiquitin ligase (CRL1) complex in

Leishmania infantum” , no qual configuro como segunda autora.
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2 OBJETIVOS e HIPOTESES TESTADAS

2. 1. Objetivo geral
Construcdo e caracterizagdo de linhagens nocaute para os genes LinfSKP1
(LINF_110018100), LinfCUL1 (LINF_240029100) e LinfRBX1 (LINF_210005300) em L.

infantum.

2.2. Objetivos especificos
Construcdo de linhagens nocauteadas por CRISPR-Cas9 T7 para os genes LinfSKP1
(LINF_110018100) ou LinfCUL1 (LINF_240029100) ou LinfRBX1 (LINF_210005300);

Caracterizagédo funcional dos mutantes nulos;

Caracterizacéo fenotipica das linhagens nocauteadas (ex: curva de crescimento, analise de ciclo

celular, infeccdo in vitro, anélise morfoldgica, etc)

2.3. Hipdtese
O nocaute dos genes LinfSKP1 (LINF_110018100), LinfCUL1 (LINF_240029100),
LinfRBX1 (LINF_210005300) afetam a proliferacao, ciclo celular e infectividade dos parasitas

L. infantum.

3METODOLOGIA

3.1 Cultivo de promastigotas de L. infantum

A cepa selvagem utilizada neste projeto (HUUFS14) é referente amostras de isolados
clinicos de L. infantum HUUFS14 obtido de um garoto de 15 anos, diagnosticado com
leishmaniose visceral (LV) no Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe em
20009. Este isolado foi inicialmente caracterizado através de infeccdes experimentais em 2015
pelo Laboratorio de Imunoparasitologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-
USP) e desde entdo tem sido utilizado em modelos de infec¢do in vivo e in vitro em diferentes
estudos. Além disso, a linhagem HUUFS14 possui genoma sequenciado e anotado *. As
culturas de parasitas de L. infantum promastigotas foram repassados semanalmente e cultivados
em M199 (Sigma) suplementado com 20% de soro fetal de bovino inativado pelo calor e

filtrado (Gibco), solucéo de penicilina/estreptomicina/L-glutamina a 1% (Gibco) em 27°C.

3.1. 1 Obtencao de clones a partir das culturas promastigotas
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O meio de cultura utilizado para a selecdo de clones consistiu em uma concentracdo de
1,25% de agar bacteriologico autoclavado em meio M199 completo (metodologia 3.1). Uma
quantidade aproximada de 15 mL desse meio foi adicionada em placas de Petri. Apds a
solidificacdo, as placas foram lacradas e incubadas a 27 °C durante a noite para confirmar a
esterilidade do meio. O plaqueamento dos isolados foi conduzido com a utilizagio de ~ 2 x 10°
da cultura, utilizando uma alca de inoculacdo microbioldgica estéril descartavel. Em seguida,
a placa foi lacrada novamente e mantida em uma estufa microbiolégica a 27 °C. Observacoes
diarias foram realizadas para monitorar a formacéo de colénias. O isolamento dos clones foi
efetuado utilizando palitos esterilizados, os quais foram homogeneizados diretamente em uma
garrafa de cultivo contendo 5 mL de meio M199 completo. As culturas de parasitos clonais
obtidas e utilizadas neste trabalho foram: Acull C1; Acull C2 e Acull C3.

3.2 Nocaute génico por CRISPR-Cas9

A linhagem LinfCas9 T7 foi produzida através da transfeccao de promastigotas com o

vetor de expressdo epissomal pTB007 ( http://www.leishgedit.net/Home.html ) #° contendo os

genes da nuclease Cas9 com sinalizacdo nuclear e 3 epitopos da tag FLAG, da RNA polimerase
T7 com sequéncia de sinalizacdo nuclear, e o gene de resisténcia a higromicina, permitindo o
reparo do DNA com a inser¢do do DNA doador e a transcricdo in vivo do sgRNA a partir do
produto de PCR dupla fita (sgDNA).

A transfeccéo foi efetuada em tampdao 1x Th-BSF buffer (90 mM de fosfato de sddio,
5 mM de KCl, 0,15 mM de CaCl,, 50 mM de HEPES) utilizando um pulso do programa X-
001 do equipamento Amaxa Nucleofector I1b (Lonza). Apos 5 dias de transfeccédo foi possivel
verificar que as formas promastigotas transfectadas apresentaram resisténcia ao antibidtico e a
producdo da linhagem Cas9T7 foi confirmada através de PCR com primers especificos para o
gene da nuclease Cas9, sendo o foward: CATCGTGGACGAGGTGGCCT, e reverse:
GAGGGCCACGTAGTAGGGG. Através da metodologia descrita em Beneke et al (2017) *,
com utilizacio da cepa LinfCas9 T7, as cepas nocautes foram estabelecidas. As sequéncias de
primers para amplificacdo por PCR dos sgDNAs (single guide DNAS) e o0s cassetes de reparo
para 0s genes deletados foram desenhados através da ferramenta online LesihGEdit
(http://www.leishgedit.net/Home.html) * inserindo de entrada os identificadores dos genes
LinfSKP1 (LinJ.11.1200) (SKP1-like protein), LinfRBX1 (LinJ.21.0040) (ring-box protein 1 —
putative) e LinfCUL1 (LinJ.24.2380) (cullin-like protein-like protein). Para obtencdo e

amplificacdo dos cassetes de reparo (doadores) dos genes nocauteados, os primers 1 e 5
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representados na Figura 7 foram utilizados juntamente com os templates pTBlast vi,
pTPuro_v1 (http://www.leishgedit.net/Home.html) . Este produto de PCR determina 0 DNA

doador entregue a célula nocauteada.

Para amplificagao do sgDNA, utilizamos os primers 5’ sgRNA e 3’sgRNA (Tabela 2)
usando como template a sequéncia de gRNA
(AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTT
AACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAAC). Os produtos derivados de PCR foram
transfectados na linhagem L. infantum Cas9-T7RNAP e o sgRNA produzido in vivo pela

linhagem.

Para obtencio das linhagens nocautes, 1,2 x 107 células de L. infantum Cas9T7 foram
transfectadas, utilizando 2 pg do produto de PCR do cassete de reparo (DNA doador) e 2 pg
dos sgDNA 3’ e 5 amplificados por PCR referente a cada um dos genes nocauteados. Apos
transfeccdo, as linhagens foram condicionadas em meio sem antibidtico de selecdo ao cassete
de reparo inserido por cerca de 24 h (tempo de integracdo do cassete de reparo ao genoma),
seguidamente o antibiotico correspondente ao gene de resisténcia contido no cassete de reparo
foi adicionado. Adigdo ao meio de cultivo: higromicina 60 pg/mL ; puromicina a 120 pg/mL
ou blasticidina a 60 pg/mL. Deste modo, as linhagens que receberam o cassete de reparo,
obtiveram seus respectivos genes nocauteados e sobreviveram a exposicdo aos antibioticos,
foram selecionadas. Como os genes de Leishmania infantum estdo apresentados no genoma em
uma copia por cromossomo diploide, dois cassetes de reparo diferentes contendo os genes para
crescimento em diferentes antibidticos foram entregues as células. Portanto, a linhagem
selecionada foi ou é resistente aos dois antibiéticos dos cassetes de reparo utilizados, podendo

ser 0 cassete de resisténcia confirmado por PCR (Tabela 3 e 4).

Para a linhagem de L. infantum utilizada (HUUFS14), os genes de interesse sao de copia
Unica situadas nos cromossomos 11 (LinfSKP1), 21 (LinfRBX1) e 24 (LinfCUL1). A linhagem
Acull, a Unica viavel seguiu para as etapas de caracterizagdo fenotipica e morfolégica. O DNA
gendmico (DNAg) da linhagem nocaute selecionada foi extraido pelo kit Promega Wizard SV
Genomic DNA Purification System. As alteraces em nivel genémico pelo sistema CRISPR-

Cas9 foram avaliadas por PCR dirigidos aos respectivos locus dos genes pelos primers:
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Tabela 1- Primers utilizados para insercdo do cassete de reparo com gene de resisténcia para

nocaute dos genes da LinfSKP1 e LinfCUL1 e LinfRBX1, disponiveis no sitio:

http://www.leishgedit.net/Home.html .

Primer

Sequence (5’ - 3’)

SKP-UFP-1
SKP-DRP-5
CUL-DFP-1
CUL-URP-5
RBX-UFP-1
RBX-DRP-5

CCTCTCCCCTTACTCGCTTACTCGTTGCCAGgtataatgcagacctgctge
CAGCGGAAAAAGCACGCACACATACTCAGccaatttgagagacctgtge
AGCGCGAAAAGGGCGTTCTTTCTTCTCCTgtataatgcagacctgctgc
CGAGAGAGAGGCACCACGCTTCTGGCTCCGccaatttgagagacctgtge
TGGTTGAACTGTCTCCGTAACGGATTTCCTgtataatgcagacctgctgc
CAAAATCAAAAGCATCAAAGCGAAACTCTGcecaatttgagagacctgtge

Tabela 2 - Primers utilizados para amplificacdo dos sgDNASs para os genes LinfSKP1 e

LinfCUL1 e LinfRBX1, disponiveis no sitio: http://www.leishgedit.net/Home.html .

Primer

Sequence (5" - 3")

SKP-5’sgRNA
SKP-3’sgRNA
CUL-5’sgRNA
CUL-3’sgRNA
RBX-5’sgRNA

RBX-3’sRNA

gaaattaatacgactcactataggAAAAGTGTCAACAGCAAAGAgttttagagctaga
aatagc
gaaattaatacgactcactataggATAGACACTAAAGTGCATGCgttttagagctagaa
atagc
gaaattaatacgactcactataggCAGCATAGAAGAAGGGAGAAgttttagagctaga
aatagc
gaaattaatacgactcactataggATACAAGCAGACGGGAGACAgttttagagctaga
aatagc
gaaattaatacgactcactataggGTCCTTTCTTCCGCTTCGACqgttttagagctagaaat
agc
gaaattaatacgactcactataggAATATCACTTCGTCTGCAAGgttttagagctagaa
atagc

Tabela 3 - Primers utilizados para avaliagdo da construgdo das linhagens de Leishmania
infantum nocaute para os genes LinfSKP1 e LinfCUL1 e LinfRBX1 por PCR.

Primer Sequence (5" - 3")

SKP1 Forward (EcoRI) ttatGAAT T Catgccggtggagat
SKP1 Reverse (Xhol) taatCTCGAGcgactcctcgcacc
CUL1 Forward (HindllI) taatAAGCT Tatgttggaagaggatcg
CUL1 Reverse (BamHI) tataGGATCCggcaatataatggtagacg
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RBX Forward (EcoRI) tataGAAT T Catgcagacgaaagacg
RBX Reverse (Xhol) ttaaCTCGAGagcgccatatcgaag

Tabela 4 - Primers utilizados para verificacdo da insercdo dos genes de resisténcia nas
linhagens nocaute de L. infantum Cas9T7 por PCR.

Primer Sequence (5°- 3%)
Puromicina F atgactgaatacaagccaacggttc
Puromicina R ttaggctcccggcttacgtg
Blasticidina F atgcctttgtctcaagaagaatcca
Blasticidina R gccctcccacacataaccag

Tabela 5- Reacdo e ciclagem de PCR para amplificagdo dos cassetes de reparo.

Reacgéo Ciclagem
H.0 p/50 pL °C Tempo Ciclos
Buffer CG 10 pL 98 30s 1
(5x)
dNTPs (10
mM) 1puL 98 10s
Primer F
(10 uM) 2,5uL 60 30s 40x
Primer R 2,5 uL 72 2min15s
(10 pMm)
DNA 50-100 ng 72 7 min 1
Phusion 0,5 uL 4 o0 1

HF

Tabela 6 - Reacéo e ciclagem de PCR para amplificacdo dos sgRNAS.

Reacéo Ciclagem
H20 p/50 pL °C Tempo Ciclos
Buffer CG 10 pL 98 30s 1
(5x)
dNTPs (10 1puL 98 10s

mM)




3’ou’b’

sgRNA 2,5 uL 60 30s 35x
GO00 (10
2,5 uL 72 30s
HM)
Phusion 0,5 pL 72 5 min 1
HF
4 0

pT plasmid

WT gene locus

—| target gene 5’UTR | 1 | Linf 5°UTR _ Linf 3'UTR I 5 I target gene 3'UTR

after insertion of knockout cassete

target gene 5S'UTR target gene 3'UTR

Figura 7. Sistema para amplificacdo por PCR de fragmentos direcionados.

Estratégia de utilizacdo do ptPLOT para geracdo de DNA de doador (cassete de reparo) de
quebras de fita dupla induzidas por Cas9, permitindo a modificacdo precisa de um locus alvo.
Para deletar um gene alvo, dois sgRNAs irdo direcionar os cortes em locais imediatamente a
montante 5" e a jusante 3" do gene alvo. Os cassetes de reparo possuem genes marcadores
selecionaveis através de antibi6ticos (brugr) e possuem uma regido de homologia com 30nt HF
especifico para o locus alvo. Esse conjunto pode ser entdo amplificado por PCR a partir de
plasmideos pT com primers 1 e 5. O mesmao par de primers pode ser utilizado para amplificacao

de cassetes com genes de resisténcia a antibidticos diferentes.
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3.3 Curva de crescimento de promastigotas

As linhagens HUUFS14, L. infantum Cas9 T7 e Acull foram plaqueadas em triplicata
em placas de 12 pogos. Cada pogo contendo 2 x 10° cells/mL em 2 mL de meio M199 completo
(20% SBF, 1% Penicilina-Estreptomicina). Para a linhagem celular LinfCas9 T7 e a linhagem
Acull foram adicionados ao meio de cultivo seus respectivos antibioticos de selecdo (descritos
em 3.2). A contagem de promastigotas foi realizada através da dilui¢do 1:100 das amostras em
PBS 1X + formaldeido 2%, onde 10 p dessa mistura foi colocada na cdmara de Neubauer para
a contagem dos cinco quadrantes da diagonal localizados no quadrante central. O nimero total

de células foi obtido através da formula:
(Q1+Q2+Q3+Q4+Q5) x 5 x 10% x 10%

As placas foram mantidas em estufas a 27°C em atmosfera de 5% de CO.. A contagem
celular foi realizada a cada 24 h durante 8 dias consecutivos. A geracdo do grafico e andlise
dos valores obtidos foram produzidos através do teste estatistico two-way ANOVA pelo

programa GraphPad Prism v5.0.
3.3.1 Taxa de proliferacéo celular por Population Doubling (PD)

O ensaio PD foi realizado como *® onde 2x10° células/mL foram cultivadas em 2 mL
de meio M199 completo com os antibioticos correspondentes para cada cepa em placa de 12
pocos. O namero de células foi determinado diariamente, e 0 mesmo numero de células foram
semeadas por pogo durante 8 dias consecutivos. PD foi determinada como Log > [TCN/ (2x10
%) cada dia] = GR (taxa de crescimento) (TCN= Ndmero Total de Células). Assim, o GR do dia
2 (GRD2) foi GRD1+GRD2, GRD3=GRD2+GRD3 e assim por diante. Os valores plotados no
grafico sdo as médias das triplicatas para cada ponto de tempo para cada dia e ANOVA

bidirecional foi usado no GraphPad Prism v5.0.

3.4 Anélise do Ciclo Celular

Promastigotas de L. infantum (HUUFS14), L. infantum Cas9 T7 e Acull foram
cultivadas a uma concentragdo de 2 x 10’/ml. Em horarios especificos, as células foram
centrifugadas a 1000 x g a 4 °C por 5 minutos e lavado em PBS 1x frio. Subsequentemente, as
células foram ressuspendidas em PBS 1X frio contendo metanol a 70% e incubados durante a
noite a 4 °C. Posteriormente, as células foram lavadas duas vezes em PBS 1X frio e o sedimento
foi ressuspenso em PBS 1X contendo iodeto de propidio (PI) (10 pg/ml) e RNAse A (10 pg/ml)

e incubado por 30 minutos a 37 °C. As celulas foram entdo analisadas através do citdmetro
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Attune Acoustic Focusing Flow Cytometer — Thermo Scientific). Para cada amostra foram
analisados 50 mil eventos. Imagens foram elaboradas utilizando o software FlowJo v.7.6.5
(FlowJo, LLC, Ashland, OU).

3.5 Analise de Formacéao de Rosetas

Para obtencdo dos dados de formacéo de rosetas foi elaborada uma metodologia propria.
As linhagens celulares foram semeadas em triplicatas dentro de frascos de cultivo de 25 cm?,
contendo 2 x 10° cells/mL em 5mL de M199 completo, adicionando os respectivos antibidticos
de selecdo. As garrafas em triplicata para cada linhagem foram observadas, fotografadas e
filmadas por campo (quatro cantos da garrafa e sua porcao central, totalizando cinco campos)
a cada 24hrs, por 7 dias, utilizando software OPTIKA PROVIEW v4.11 através da camera C—
B5 OPTIKA Microscopes ITALY, com objetiva de 20x. A contagem do numero total de
rosetas foi dividida pelos cinco campos fotografados para cada garrafa e esse valor disposto
em gréfico. Diferenca estatistica e obtengdo do grafico avaliados por teste two-way ANOVA
através do software GraphPad Prism v5.0. Para analisar a estrutura da formacao de roseta com
maior ampliacdo, um esfregaco de lamina foi preparado usando a cepa Acull. As amostras
foram coradas através da técnica de Romanowsky (Panotico Laborclin) e deixada secar por 24
horas. Apds esse periodo, as ldaminas foram analisadas usando um microscopio 6ptico Olympus
BX50 com objetiva de 20X ou 100X, imagens foram geradas pelo software DP2-BSW v.2.2

usando o software da camera Olympus DP72.

3.6 Analise de ciclo celular e incorporacédo de Edu

Promastigotas em fase de crescimento exponencial foram fixadas em formaldeido e
coradas com DAPI, posteriormente estas células foram examinadas através de microscépio de
epifluorescéncia (Axiovert 200M — Zeiss), (objetiva 100x com 6leo de imersdo) a fim de
observar o perfil das organelas que conttm DNA (nucleo e cinetoplasto). O perfil 2K2N foi
utilizado para estimar a porcentagem de células em citocinese (C). Utilizando este parametro
para as amostras analisadas, estimamos a duracdo da citocinese de acordo com a Equacéo de

Williams 47
X=tempo acumulado dentro do ciclo até o final do estagio em questéo;

Y= % cumulativa de células, incluindo o estagio em questdo (expresso como uma

fracdo de uma unidade);

o = taxa de crescimento especifica.
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Para estimar o comprimento da fase G2 + M, adicionamos EdU (10 mM diluido em
PBS, ¢ utilizado em uma concentragao final de 100 uM) ao meio de cultivo contendo os
promastigotas parasitas em fase de crescimento exponencial. A cada 15 min as células foram
coletadas, procedendo com reacdo quimica de clique até a observacdo de um promastigota
parasita contendo dois nucleos marcados com EdU (2N2K) (correspondendo ao comprimento
das fases G2 + M). Para determinar a duracdo da fase S, medimos a proporcdo de células
marcadas com EdU ap06s pulso de EAU de 1h. A duracdo da fase S foi estimada de acordo com
a equacdo de Stanners e Till (Stanners e Till 1960) 8 :

L= proporgdo de células que exibem nucleos marcados com EdU;
a=0Onde 2.T -1 (T = tempo de duplicacdo, expresso em h);

Z = G2+ M + citocinese;

t = duracéo do pulso EdU em horas (h).

Por fim, a duracédo da fase G1 foi estimada pela diferenca entre o tempo de duplicagéo
(dt) e a soma das demais fases (S+G2+M+C). Vale ressaltar que todos esses calculos foram

feitos através do software CeCyD, disponivel no endereco https://cecyd.vital.butantan.gov.br/

49

3.7 Obtencéo de linhagens add-back de LinfCull selvagem e dominante negativo

3.7.1 Construcao dos cassetes para add-back

Para gerar as linhagens recombinantes de L. infantum foi feita a clonagem/subclonagem
dos genes de LinfCUL1 em vetor pLEXSY-Neo. Este plasmideo contém uma série de sitios de
clonagem multipla (MCS) que permitem a insercdo de fragmentos de DNA de interesse por
meio de diferentes enzimas de restri¢cdo (Figura 8). Esse vetor permite a expressao constitutiva
da proteina de interesse integrando-se ao genoma no locus ssu (18S) por recombinacgdo
homologa e a selecdo é feita com neomicina (G418). Além disso, a presenca do gene beta-
lactamase (bla) permite que a propagacéo e clonagens sejam feitas em Escherichia coli antes

do preparo para transfeccdo em Leishmania spp.
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Figura 8. Mapa do plasmideo pLEXSY-Neo.

Diagrama ilustrando os principais elementos do vetor, destacando os locais de reconhecimento
para as enzimas de restricdo, 0s promotores e 0 gene de resisténcia, essenciais para a clonagem

eficiente e a expressdo estavel do gene de interesse.

3.7.2 Construcao da sequéncia de LinfCUL1 dominante negativo

A fim de avaliarmos se a funcdo de LinfCull esta relacionada ao complexo CRL1,
desenhamos uma sequéncia truncada, retirando seus residuos de interacdo com a proteina

LinfSkp1l e solicitamos a sintese deste gene pela empresa Genescript (Figura 9A-C).

Os residuos de interacdo entre LinfCull e LinfSKP1 especificos para L. infantum
foram alinhados com as sequéncias de aminoacidos dessas mesmas proteinas em humanos e
outras espécies de leishmania. Como demonstrado no estudo de Correia CRSTB, etal. *3, O
alinhamento permitiu identificar a regido especifica de interacdo entre essas proteinas, nos
auxialiando na decisdo de qual regido truncar em LinfCull DN.
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A)

10R 20A 30y 4ov 50N 60Y
1 MLEEDRQALRKMKADFETLADLANSDFQGYNT------------..._RNTSKAAEYPGYDA 46
LinfCul_WT 1 MLEEDRQALRKMKADFETLADLANSDFQGYNTEERRMNHYNTVYTAATRNTSKAAEYPGYDA 62
70¢ 80R 90Q 100w 110N 120Y

47 GELLYMEYNEMLTTYLWRYRDLSGDSEQELFQK | LDVWDHYK | LMKWNMRTFG- - - - - - - - - 99
LinfCul_WT 63 GELLYMEYNEMLTTYLWRYRDLSGDSEQELFQK | LDVWDHYK | LMKWNMRTFGYLSRYYIVY 124
130L 140E 150V 160K 170N 180L
100 HSKPSLQQVGLS | FLEQVFKTNADVVSS | TQKLLLKERADRVVSTNAKQISTAIGLFSSMN | 161
LinfCull_WT 125 HSKPSLQQVGLS | FLEQVFKTNADVVSS | TQKLLLKERADRVVSTNAKQISTAIGLFSSMN | 186
190Q 200P 210E 220A 230H 240C
162 EDTQS | YLTAFLEPYLDKTKRDYERFLQEWDAVADAAVFLRSVHDALTHERS ICRRYFSTQD 223
LinfCull_WT 187 EDTQS | YLTAFLEPYLDKTKRDYERFLQEWDAVADAAVFLRSVHDALTHERS ICRRYFSTQD 248
250E 260L 270L 280M 290K 300Q
224 EERIMTCVEATLVDSPVTRRKLVDSPSGVRAMLRSRDEAQLKMCNSFFSRRQSGIALLAGL | 285
LinfCull_WT 249 EER IMTCVEATLVDSPVTRRKLVDSPSGVRAMLRSRDEAQLKMCNSFFSRRQSGIALLAGL | 310
320E 330A 3406 350Q 360F 370L
286 KKE IETEGLELCERFKGEEASVDVVAYTTGMMHLQEVYPQLLSRCFQLEFTLSKAVREGLEA 347
LinfCull_WT 311 KKE IETEGLELCERFKGEEASVDVVAYTTGMMHLQEVYPQLLSRCFQLEFTLSKAVREGLEA 372
380V 390R 400H 410A 4201 430R
348 CYSHGVAVTSSCGGGESR | VPFCEWLSHYVNHLFQHEAGPASVEMDR I VATLAYVTERDRF | 409
LinfCull_WT 373 CYSHGVAVTSSCGGGESR | VPFCEWLSHYVNHLFQHEAGPASVEMDR | VATLAYVTERDRF | 434
440H 450K 460L 470P 480L 490R
410 ATSREHMADR | LLPVKKFSEANERAL | QRFRQRCGPTSTACLESMLHDWE TSNSFRPMEV LA 471
LinfCull_WT 435 ATSREHMADR | LLPVKKFSEANERAL | QRFRQRCGPTSTACLESMLHDWE TSNSFRPMEVLA 496
500V 510V 5201 530P 540R 550R
472 SKNVPMTFEVELLVAKKG IWPSRLSDEPD | VVPPFLQRVLEPLRDEYLSGKSGRVL TWSHEC 533
LinfCull_WT 497 SKNVPMTFEVELLVAKKG IWPSRLSDEPD | VVPPFLQRVLEPLRDEYLSGKSGRVL TWSHEC 558
5608 570G 580Q 590L 600D 610Q
534 SSGELQGSFKKGTQLFFACGIQVL ILLCFNSLPVCTPQQIGDRCHATFASLQRYLPPL IRSR 595
LinfCull_WT 559 SSGELQGSFKKGTQLFFACGIQVL ILLCFNSLPVCTPQQIGDRCHATFASLQRYLPPL IRSR 620
630L 640N 650M 660S 670Q 680D
596 | LTRKSGKALLQMDDEL TVNDDFVCRARRMR |PPSLARVSVGESEH | SKQVEEDRKPA IDGA 657
LinfCull_WT 621 | LTRKSGKALLQMDDEL TVNDDFVCRARRMR IPPSLARVSVGESEH | SKQVEEDRKPA | DGA 682
§90R 700L 710F ZZOR ‘{30! 740Y

658 LVRIMKGRRSLDHAELVLECQQQLSSRFLPDVKL IKQRIEEL IRREY |SRDPRSKGVYHY A 719
LinfCull_WT 683 LVR IMKGRRSLDHAELVLECQQQLSSRFLPDVKLIKQRIEELIRREY|SRDPRSKGVYHY A 744

B)
LinfCull WT —I l—[ HA I

32_~ 44 95_—103

vorcut DN~ N | - ]

)

Figura 9. Desenho da sequéncia LinfCull DN (dominante negativo).

A) Alinhamento de sequéncias realizado com o algoritmo MUSCLE no software MEGA 11 *°,
indicando os residuos removidos em LinfCull DN. As regibes retiradas da sequéncia
correspondem aos residuos de interacdo entre LinfSkpl e LinfCull. B) Diagrama
demonstrando as regides que foram truncadas em comparagdo com a sequéncia de aminoacidos
de LinfCull WT com LinfCull DN, os nimeros correspondem as posi¢des dos aminoacidos.
C) Diagrama demonstrando o complexo CRL1, (residuos em verde correspondem também ao
item A).
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3.7.3 Subclonagem de LinfCull-dominante negativo (LinfCul1lDN)

O gene de LinfCUL1 DN foi sintetizado comercialmente (Genescript) e entregue em
vetor puc57 fusionado com peptideo HA na extremidade C-terminal. A subclonagem foi feita
pela digestdo de 1 pug do plasmideo com as enzimas Ncol e Notl (Thermo) durante 3 h a 37 °C.
Decorrido esse tempo a amostra seguiu para eletroforese em gel de agarose 0,8% (100 V, 90
minutos) e o inserto foi cortado do gel, purificado por kit (Quiagen) (Figura 10).

ND NCol/ Mol

Lo
5000 i

1500

500

Figura 10. Digestéo do vetor pLexy-Neo com as enzimas Ncol e Notl.

O produto da digestdo foi resolvido em gel de agarose 0,8% (100 V, 90 minutos)
revelado com SyberSafe(Thermo).

ND NCol/Notl

1500 [

500 |

Figura 11. Digestao puc 57 LinfCull DN.

Produto da digestédo do vetor com as enzimas Ncol e Notl resolvidos em gel de agarose 0,8%
(100 V, 90 minutos). Retangulo vermelho destacando fragmento utilizado para purificagéo.
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O vetor pLEXSY-Neo foi digerido com as mesmas enzimas de restricao e purificado
sob as mesmas condicdes (Figura 11). Apos quantificacdo das amostras no sistema Nanodrop
(Thermo), foi feita a ligagdo nas proporcdes 1:1 e 3:1 (vetor:inserto) com enzima T4- ligase
(invitrogen) por 1h a 22°C. As reacOes de ligacdo foram transformadas em E. coli DH5a ¢ uma
transformacdo com o vetor pLexy-Neo digerido foi feita como controle. Os clones positivos

foram confirmados por digestdo e sequenciamento.
3.7.4 Clonagem de LinfCUL1-HA

A clonagem de LinfCUL1 foi feita atraves da amplificacdo do gene por PCR (FastPol
HF Cellco). O DNA gendmico da linhagem HUUFS14 de L. infantum foi utilizado como molde
(50 ng) e foram sintetizados primers especificos para insercdo dos sitios de restricdo Ncol e
Notl nas extremidades N-terminal e C-terminal respectivamente (Tabela 7 e 8). O peptideo

HA também foi inserido para posterior imunoprecipitacéo e validagcdo por western blotting.

Tabela7-  Primers utilizados para insercdo dos sitios de restricdo Ncol e Notl nas
extremidades N-terminal e C-terminal, respectivamente.

Primer  Sequence (5°-3")

Foward TAATCCATGGACCATGTTGGAAGAGGATCG
Reverse TATAGCGGCCGCCTACGCGTAGTCCGGCACGTCGTACGGGTAGGCAA
TATAATGGTAGACGCCTTTGCTGC
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Tabela 8 - Ciclagem utilizada para amplificacdo do gene LinfCULL.

Ciclagem da reacdo de PCR (35 ciclos)

Temperatura Tempo
98° C 30s
98° C 10s
63° C 30s
72°C 0s
72°C 7 min

Na sequéncia, foram feitas digestdo do vetor e do inserto, ligacdo e confirmacdo da

clonagem conforme descrito 3.7.3 (protocolo subclonagem).

3.7.5 Linearizacao e preparacdo dos cassetes para transfeccdo

Depois de confirmados os clones, foi feita a linearizagdo do vetor com enzima de
restricdo Swal. Foram digeridos 12 pg do plasmideo com 1 pL da enzima de restri¢do a 30 °C
overnight. A confirmacéo foi feita por eletroforese em gel de agarose 0,8% de 1 pL. Nessa
digestdo € liberado um fragmento menor de aproximadamente 3 Kb que corresponde a parte
de E. coli e um outro fragmento maior que corresponde ao cassete com as extremidades 3’SSu
e 5’ssu livres para recombinacdo no genoma. A amostra foi purificada com kit de purificacdo
de PCR (Qiagen) e quantificada em Nanodrop. Para transfecgéo da L. infantum foram utilizados

7-10 pg do cassete purificado (Figura 12).

— - .
5000 s
.- - .- - -

1500 —_———

500 ——

Figura 12. Linearizacdo com Swal.

Produto de digestdo em gel de agarose 0,8% (100 V, 90 minutos). Os produtos de ~7000 pb
demonstram os cassetes que foram recombinados. Logo abaixo destas bandas, com ~3000 pb

representam o gene de resisténcia a ampicilina.
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3.8- Co-imunoprecipitacao

Foram realizadas duas replicatas independentes dos ensaios de co-imunoprecipitacao.
Em ambas as réplicas, os parasitas promastigotas de L. infantum foram cultivadas em garrafas
médias (75 cm?) até atingirem sua fase exponencial. Linhagens contendo 3x myc-
mCherry::SKP1 foram transfectadas (metodologia 3.2) com os cassetes contendo 0s genes
codificantes linearizados de LinfCUL1 e LinfCUL1 DN (dominante negativo), descritos
anteriormente, além da utilizacdo da cepa de L. infantum Cas9T7 como controle. Para
imunoprecipitagdo, 2 x 10° parasitas foram lavados duas vezes com PBS e lisados com tampao
de lise NP-40 frio (50 mM Tris-HCI pH 7,2, 225 mM KCI e 1% NP-40), suplementado com
coquetel de inibidores de protease SIGMAFAST e inibidores de fosfatase (10 mM NaF e 1 mM
NasVOs). Foram realizados trés ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento a temperatura ambiente. Posteriormente, os lisados foram mantidos no gelo
por 30 minutos e, em seguida, centrifugados por 20 minutos a 14.000 x g a4 °C. A concentragdo
de proteina do sobrenadante foi determinada utilizando o ensaio de Bradford (Sigma Aldrich).
Para cada imunoprecipitacdo, 8 mg de proteina total foram incubadas com 30 uL de bead anti-
myc (Sigma Aldrich, #£6654) por 3 h a 4 °C com rotacdo. As beads foram lavadas com 4 x
500 pL de tampao de lise gelado e fervidas em tampao de amostra Laemmeli 2x por 5 min. Os
eluatos e 100 pg do input foram resolvidos em 10 % SDS-PAGE para andlise por western

blotting com os anticorpos anti-Myc e anti-HA .

3.9 Ensaio de infec¢do in vitro com cultura celular primaria
3.9.1 Extracao e cultivo de macrofagos

Camundongos BALB/c foram obtidos através do CEMIB (Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laborat6rio), UNICAMP. Todos 0s
procedimentos realizados com animais foram autorizados pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais da UNICAMP numero 4797-1/2018 em colaboracdo com o Prof. Dr. Adriano
Cappellazzo Coelho. Macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDM) foram obtidos de
camundongos BALB/c com idades entre 4 e 6 semanas, conforme descrito em 5. Ap6s 7 dias
de diferenciagio, BMDM s foram plaqueados na concentragio de 3 x 10° células em meio RPMI
completo em placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro. Posteriormente, as células foram
mantidas por 24 horas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% CO; para subsequente infec¢éo.
Células BMDM foram infectadas com formas promastigotas de L. infantum (HUUFS14),
Acull (populagdo), Acull C1 (clone de Acull), AB LinfCull e LinfCull DN, em fase

estacionaria de crescimento em uma proporcédo de MOI 20:1 por 24, 48 e 72 horas a 27 °C.Para
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confirmar a infeccdo, as laminulas presentes no fundo dos pocos foram lavadas com PBS
aquecido e coradas com pandtico rapido e visualizadas em microscopio Optico sob objetiva de
40X e 100X. A porcentagem de infecgdo foi calculada contando o nimero de macréfagos
infectados e ndo infectados, bem como o nimero de parasitas por 200 macréfagos e o indice
de infeccdo. O indice de infecgdo foi calculado através do nimero da média de amastigotas
multiplicado pela porcentagem de macréfagos infectados, e posteriormente o valor final

dividido por 100 para obtermos um nimero absoluto.

3.10 Anélise estrutural de LinfCull DN por AlphaFold

As estruturas das proteinas LinfCul DN e LinfCull foram comparadas utilizando
AlphaFold2 2%, O AlphaFold determina a estrutura tridimensional de proteinas ab initio partir
de sua sequéncia de aminoacidos. Como input, foi oferecido ao programa a sequéncia de
aminoacidos de LinfCul1l-DN (Tabela 9).

Tabela 9 - Sequéncia de aminoacidos (sequéncia primaria). Apenas a sequéncia de LinfCull

DN foi entregue ao AlphaFold2 para sua predicéo estrutural.

Sequéncia de aminoacidos de LinfCull e LinfCull DN

LinfCull MLEEDRQALRKMKADFETLADLANSDFQGYNTFERRMNHYNTV
YTAATRNTSKAAEYPGYDAGELLYMEYNEMLTTYLWRYRDLSG
DSEQELFQKILDVWDHYKILMKWNMRTFGYLSRYYIVYHSKPSL
QQVGLSIFLEQVFKTNADVVSSITQKLLLKERADRVVSTNAKOQIST
AIGLFSSMNIEDTQSIYLTAFLEPYLDKTKRDYERFLQEWDAVAD
AAVFLRSVHDALTHERSICRRYFSTQDEERIMTCVEATLVDSPVT
RRKLVDSPSGVRAMLRSRDEAQLKMCNSFFSRRQSGIALLAGLIK
KEIETEGLELCERFKGEEASVDVVAYTTGMMHLQEVYPQLLSRC
FQLEFTLSKAVREGLEACYSHGVAVTSSCGGGESRIVPFCEWLSH
YVNHLFQHEAGPASVEMDRIVATLAYVTERDRFIATSREHMADRI
LLPVKKFSEANERALIQRFRQRCGPTSTACLESMLHDWETSNSFR
PMEVLASKNVPMTFEVELLVAKKGIWPSRLSDEPDIVVPPFLQRV
LEPLRDEYLSGKSGRVLTWSHECSSGELQGSFKKGTQLFFACGIQ
VLILLCFNSLPVCTPQQIGDRCHATFASLQRYLPPLIRSRILTRKSG
KALLQMDDELTVNDDFVCRARRMRIPPSLARVSVGESEHISKQVE
EDRKPAIDGALVRIMKGRRSLDHAELVLECQQQLSSRFLPDVKLI
KQRIEELIRREYISRDPRSKGVYHYIA

LinfCull DN MLEEDRQALRKMKADFETLADLANSDFQGYNTRNTSKAAEYPG
YDAGELLYMEYNEMLTTYLWRYRDLSGDSEQELFQKILDVWDH
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YKILMKWNMRTFGHSKPSLQQVGLSIFLEQVFKTNADVVSSITQK
LLLKERADRVVSTNAKQISTAIGLFSSMNIEDTQSIYLTAFLEPYLD
KTKRDYERFLQEWDAVADAAVFLRSVHDALTHERSICRRYFSTQ
DEERIMTCVEATLVDSPVTRRKLVDSPSGVRAMLRSRDEAQLKM
CNSFFSRRQSGIALLAGLIKKEIETEGLELCERFKGEEASVDVVAY
TTGMMHLQEVYPQLLSRCFQLEFTLSKAVREGLEACYSHGVAVT
SSCGGGESRIVPFCEWLSHYVNHLFQHEAGPASVEMDRIVATLAY
VTERDRFIATSREHMADRILLPVKKFSEANERALIQRFRQRCGPTS
TACLESMLHDWETSNSFRPMEVLASKNVPMTFEVELLVAKKGIW
PSRLSDEPDIVVPPFLQRVLEPLRDEYLSGKSGRVLTWSHECSSGE
LOQGSFKKGTQLFFACGIQVLILLCFNSLPVCTPQQIGDRCHATFAS
LQRYLPPLIRSRILTRKSGKALLQMDDELTVNDDFVCRARRMRIP
PSLARVSVGESEHISKQVEEDRKPAIDGALVRIMKGRRSLDHAEL
VLECQQQLSSRFLPDVKLIKQRIEELIRREYISRDPRSKGVYHYIAG
GGYPYDVPDYA

Como output, o AlphaFold2 oferece um arquivo PDB (Protein Data Bank), o qual
oferece dados estruturais tridimensionais de macromoléculas bioldgicas, dispondo de
coordenadas atémicas, tipos de atomos, residuos e cadeias, além de dados sobre fatores de
ocupacdo e temperatura. De forma geral, arquivos PDB podem ser utilizados para analise e
visualizagdo de estruturas proteicas tridimensionais. Estes arquivos podem ser visualizados
através de softwares de bioinformatica, como o ChimeraX 54, Neste trabalho, visualizamos as
estruturas obtidas pelo AlphaFold2 através do software UCSF Chimera (versdo 1.17.3) °4 Os
arquivos PDB gerados pelo AlphaFold2 contém uma escala de confianca para cada regido da
estrutura predita de uma proteina. Ele indica o qudo confiavel é a predicéo de cada residuo ou
trecho da proteina com relagdo a sua posicao estrutural local, em uma escala de 0 a 100.

Assim, os residuos de aminoacidos foram coloridos de acordo com a confiabilidade de
sua estrutura, sendo > 90 indicando alta confianca, entre 70 e 90 boa confianca e entre 50 e 70,
baixa confianca. Ha uma maior chance de erro na predicdo dessas regides, que podem estar
mais flexiveis ou desordenadas e valores < 50 indicando muito baixa confianca. Essas regides
sdo estruturalmente incertas e geralmente correspondem a regides desordenadas ou flexiveis.
A predicdo do complexo ubiquitina ligase E3 do tipo CRL1 (sendo neste caso, montado apenas
com LinfCull DN e LinsSkp1l) foi realizada utilizando a ferramenta online, AlphaFold2 (AF2)
(versdo online AlphaFold v2.3.2) ®2%3, Os modelos obtidos foram visualizados e analisados

através de seus valores de pLDDT usando o software UCSF Chimera (versio 1.17.3) >4,
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Nocaute por CRISPR-Cas9 dos genes LinfSKP1, LinfCUL1 e LinfRBX1.

Produzimos linhagens nocautes para os genes LinfSKP1 (LINF_110018100 - SKP1-
like protein), LinfRBX1 (LINF_210005300 - Ring-box protein 1 — putative) e LinfCUL1
(LINF_240029100 - Cullin-like protein-like protein), com o objetivo de analisar suas fungdes
na L. infantum. Apenas o nocaute do gene LinfCULL1 (LINF_240029100) gerou linhagens
viaveis, indicando que LinfSKP1 (LINF_110018100) e LinfRBX1 (LINF_210005300) sédo
potencialmente essenciais para L. infantum. Para estes genes sera necessario 0 uso da
metodologia de nocaute induzido (nocaute condicional) para certificar a essencialidade dos
mesmos *°. A observacio de que o nocaute de dois genes responsaveis pela sintese de proteinas
do complexo LinfCRL1 ndo gerarem linhagens vidveis demonstra a importancia deste

complexo para a homeostase do parasita.

A confirmacao da excisdo do gene de LinfCUL1 foi obtida através de PCR utilizando
primers especificos para o locus do gene alvo e dos codificadores de genes que conferem
resisténcia aos antibidticos puromicina e blasticidina nas linhagens selecionadas (Figura 13).
E possivel observar a auséncia do gene LinfCUL1 no primeiro gel e sua presenca nas linhagens
parental e controle. Por outro lado, os cassetes de resisténcia foram observados apenas na

linhagem nocaute, o que confirma a edicéo realizada (Figura 13).
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Figura 13. Confirmacéo nocaute de LinfCUL1.

Produtos de PCR; demonstrando a exciséo do gene LinfCUL1 na linhagem nocaute Acull, e
sua presenca na linhagem L. infantum selvagem HUUFS14 e na LinfCas9T7. Abaixo, os
produtos de PCR exibem a introducdo dos genes de resisténcia a puromicina e blasticidina,
permitindo a selegdo da linhagem Acull. A direita os diagramas demonstram a localizag&o dos

primers utilizados.
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4.2 Seleciio de clones da linhagem Acull
Para obtencao de uma linhagem homogénea a partir da populacao nocaute Acull, realizamos a
selecdo clonal em placa. Foram obtidos 3 clones que tiveram seu DNAg extraido e validamos

a excisdo do gene LinfCULL e a presenga dos cassetes de resisténcia, indicando que eles
representam a populagdo Acull (Figura 14).
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Figura 14. Confirmacio dos clones de Acull.

Produtos de PCR demonstrando que os clones obtidos possuem a excisdo do gene LinfCUL1 e

a introducdo dos cassetes de resisténcia a puromicina e blasticidina. Os primers utilizados
foram os mesmos representados no diagrama da Figura 13.

4.3 Caracterizagio da linhagem Acull
4.3.1 Proliferacao celular

A avaliacdo da proliferagéo celular dos promastigotas da linhagem populacional Acull
em comparacdo as linhagens controle demonstrou que o nocaute do gene LinfCUL1 afetou o
crescimento da linhagem a partir do quarto dia (Figura 15A). Para analisar a taxa de
crescimento destas linhagens, realizamos o ensaio de Population Doubling (PD), medindo a
capacidade da linhagem celular dobrar-se ao longo dos dias de cultura “°. Observamos
novamente que a partir do quarto dia a linhagem Acull apresentou reduzida capacidade de
duplicacdo em comparacdo a linhagem selvagem, confirmando o papel do gene LinfCUL1 na

proliferacdo de L. infantum (Figura 15B). Além disso, em analises dos clones obtidos a partir
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da linhagem Acull, foi observado 0 mesmo comportamento da linhagem populacional com

efeito negativo de sua proliferacédo celular (Figura 15C).

Em outras espécies de tripanosomatideos, como T. brucei, SKP1 (TbSKP1) esta
relacionado com a progressdo da transicdo da fase G1/S do ciclo celular, enquanto RBX1
(TbRBX1) influencia a duplicagédo do kKDNA . Em T. brucei o0 knockdown de ThSkpl e TbRbx1
por RNAI reduziu a taxa de proliferacdo do parasita, mas ambas as cepas permaneceram
viaveis. Por outro lado, o nocaute de ThCull ndo apresentou diferencas significativas na taxa
de crescimento tanto na forma pré-ciclica, quanto em formas de parasitas presentes corrente
sanguinea, sugerindo que outras Cullinas podem desempenhar sua fung&o no parasita *. Estes
resultados sugerem que o complexo CRL1 pode desempenhar funcGes diferentes em T. brucei
e Leishmania.
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Figura 15. Efeitos do nocaute de LinfCUL1 em promastigotas de L. infantum.
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A) Curvas de crescimento das linhagens controle L. infantum (parental) e Cas9T7 com relacéo

a Acull. B) Andlise da taxa de proliferacdo celular por duplica¢do populacional ao longo de 8
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dias de cultura entre as linhagens controle e Acull. C) Curva de crescimento entre a linhagem
celular controle Cas9T7 e Acull, com suas linhagens clonais (Acull C1, C2 e C3). As
contagens de células foram realizadas a cada 24 h por 8 dias (até obtencdo da fase estacionaria).
Ambos os gréaficos tiveram a avaliados pelo teste estatistico TWO-WAY ANOVA onde: *=p

< 0.05 *** = p< 0.001. Graficos gerados através do software GraphPad Prism v5.

4.3.2 Expresséo do gene LinfCUL1 selvagem ou mutante (add-back) na linhagem Acull
Para comprovar que os efeitos sobre o crescimento e duplicacao celular séo decorrentes
do nocaute do gene LinfCUL1 e ndo por acdo off target do sistema de CRISPR-Cas9,
realizamos a expressdo do gene selvagem clonado em vetor pLEXSY. Para comprovacdo de
que os efeitos observados na populagao Acull eram pela funcdo de LinfCull associada ao
complexo LinfCRL1 e ndo por uma fungdo ndo canénica, construimos um gene LinfCUL1 DN
(dominante negativo) com truncamento nas regides de interacdo com LinfSkpl e clonado no
pLEXSY (Figura 16). E importante destacar que tanto LinfCull quanto LinfCull DN foram
clonados em fusdo com o peptideo HA para permitir sua deteccdo com anticorpos anti-HA
(Figura 16). Ambos os genes foram transfectados separadamente na linhagem Acull para

avaliarmos seus efeitos chamaremos estas linhagens de add-back (AB).

LinfCull WT —‘ |—| HA |
32 44 95 _——103
el N — I N S -

Figura 16. Demonstracdo esquematica da sequéncia de LinfCull selvagem (WT) e
LinfCull DN.

Representacdo da sequéncia selvagem da proteina LinfCull (verde claro) que foi fusionada ao
peptideo HA em sua porcao C-terminal. Logo abaixo uma representacao da sequéncia truncada
de LinfCull DN (roxo claro), os numeros representam as posi¢cbes dos aminoacidos das
sequéncias que foram retirados da proteina, referentes aos dois sitios de interagdo entre

LinfCull e LinfSkpl, assim como o peptideo HA em sua porcéo C-terminal.
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Para avaliar as consequéncias estruturais dos truncamentos em LinfCull DN das
regides de interacdo com LinfSkpl, realizamos a determinacdo estrutural utilizando
AlphaFold2 52°3, Os resultados estruturais sio expressos de maneira quantitativa através de
uma escala de 0 a 100 indicando a confiabilidade da estrutura, sendo quanto mais escuro mais
confidvel. Nossos resultados demonstraram que a LinfCull DN apresenta a regido de interacdo
com LinfSkplde baixa confiabilidade se comparado a LinfCull (Figuras 17A e B). Desta

forma, reforca que este truncamento prejudica a interacao entre estas proteinas.

30 50 70

Figura 17. Determinacdo estrutural de LinfCull DN ou LinfCull com LinfSkpl pelo
AlphaFold2.

A) Estrutura entre LinfCull DN e LinfSkpl. B) Estrutura LinfSkpl + LinfCull anteriormente

demonstrada em “3. A escala de cores demonstra a confiabilidade da estrutura obtida.

Para confirmar a capacidade de interag&o entre LinfCull DN e LinfSkp1, foi realizado
um ensaio de co-imunoprecipitacdo em L. infantum expressando estavelmente LinfSKP1 em
fusdo com mCherry e 3xmyc. Esta linhagem foi transfectada com LinfCull-HA ou LinfCull
DN-HA clonados em pLEXSY e submetido a imunoprecipitacdo com anti-myc. Os resultados
demonstraram que LinfCull interage com LinfSkpl, mas LinfCull DN apresenta uma dréstica
reducéo desta interacdo, comprovando que as regides removidas de fato sdo importantes pontos
de interacdo entre estas proteinas, validando esta construgdo como um dominante negativo
(Figura 18).
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Figura 18. Ensaio de co-imunoprecipitacdo entre 3xmyc-mCherry-LinfSkpl com
LinfCull-HA ou LinfCull DN-HA em L. infantum.

A) Linhagem L. infantum 3xmyc mCherry::LinfSKP1 foi transfectada com pLEXSY-
LinfCUL1-HA ou pLEXSY-LinfCUL1 DN-HA e os extratos celulares submetidos a
imunoprecipitacdo com beads anti-myc. Ap6s lavagem, o eluato foi obtido pela adigcdo de
laemmli buffer. Os eluatos ou input (extrato total) foram resolvidos por SDS-PAGE e

analisados por western blotting com os anticorpos indicados.

Como primeira etapa de andlise, foi realizado um ensaio de curva de crescimento de
promastigotas comparando a linhagem controle L. infantum Cas9T7 as linhagens add-back
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LinfCull ou LinfCull DN e a linhagem Acull (Figura 19). Notamos que, AB LinfCull WT
conseguiu recuperar o fenotipo de duplicacdo celular quando comparado ao seu controle (L.
infantum Cas9 T7). Porém, interessantemente, 0 AB LinfCull DN demonstrou um crescimento
estatisticamente inferior a partir do 4° dia de cultivo em diante, quando comparado ao seu
controle ou AB LinfCull (Figura 19). Assim, confirmamos que os efeitos no crescimento
observados em Acull sdo relacionados especificamente ao gene LinfCUL1 e que estdo

relacionados ao papel da E3 ubiquitina ligase LinfCRL1.
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Figura 19. Efeitos da expressdao de LinfCull ou LinfCull DN na proliferagdo de

promastigotas da linhagem Acull.

Curva de crescimento entre a linhagem celular controle (L. infantum Cas9 T7) e Acull, com
suas linhagens add-backs (AB LinfCULL ou AB LinfCUL1 DN). As células foram contadas a
cada 24hrs por 9 dias. Graficos avaliados pelo teste estatistico TWO-WAY ANOVA onde: *

=P <0.05 *** = P< 0.001. Graficos gerados através do software GraphPad Prism v5.

4.3.3 Formacao de Rosetas

Adicionalmente a interferéncia na proliferagdo e duplicagdo de promastigotas, a
linhagem Acull apresentou formagao exacerbada de agregados celulares em formato de rosetas
(Figura 20). As primeiras observacdes destas agregacdes in vitro, foram descritas por Shortt,
Barraud e Craighead em 1926 ° e também demonstradas no trabalho de R. J. V. Pulvertaft e
G. V. Hoyle em 1960 %8.Utilizando a técnica cinemicrografica, os autores registraram

macrofagos parasitados com Leishmania donovani cultivados a partir de amostras de bago e
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polpa de baco de hamster infectados, em que se observou parasitas em estagios de exflagelacao,
formacéo de rosetas em culturas exflagelantes. A linhagem L. infantum Acull apresentou uma
aglomeracdo de parasitas promastigotas, lembrando a formacdo de rosetas que foram
aumentando em quantidade e nimero com o passar dos dias em cultura (Figuras 20A-C). Essas
estruturas ja foram anteriormente descritas em L. major expressando acido polissialico (PSA)
na superficie celular, bem como acido neuraminico acetilado (NeuPSA) contido no PSA. A
frequéncia de formacao de rosetas e a expressao de PSA/NeuPSA na superficie celular foram
dependentes da temperatura. As rosetas formam estruturas semelhantes a corpos de fuséo
celular que sdo entdo liberados. E hipotetizado que as rosetas representam uma fase no
reconhecida no ciclo de vida de Leishmania spp., iniciando o processo de acasalamento,
durante o qual a expressdo de PSA/NeuPSA desempenha um papel crucial em L. major °°.
Também ja foi observado que além do estresse de temperatura, 0 movimento rotacional da
cultura de células também influencia a formacéo de agregados celulares, semelhantes as rosetas
%0 As estruturas observadas na linhagem Acull assemelham-se as observadas em L. major,
com flagelos entrelagados no centro. A observacao inicial de potencial reproducéo sexual em
Leishmania foi derivada da microespectrofotometria quantitativa, sugerindo a ocorréncia de
fusdo nuclear ou reproducéo sexual dentro da forma amastigota intracelular . A identificacdo
de genotipos hibridos em isolados naturais de Leishmania apoiou ainda mais essa hipotese, e
métodos computacionais foram empregados para investigar a dinamica do genoma aneuploide
62 A troca genética em Leishmania pode ser facilitada por anticorpos IgM, que induzem a
formacdo de aglomerados esféricos de parasitas, promovendo assim a fusdo de parasitas e a
formacao de hibridos %3. HOP1 e um paralogo HAP2 (HAP2-2) demonstraram ser componentes
essenciais da maquinaria de meiose de Leishmania e do mecanismo de fusdo célula a célula

associado a reproducéo sexual nesses parasitas 5.
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Figura 20. Formacao de rosetas in vitro.

Os dados foram obtidos a partir da analise de cinco regides, (quatro extremidades e a porcéo
central do frasco de cultura). A contagem de rosetas foi normalizada pelo nimero de campos
fotografados por frasco de cultura entre Acull em comparagao ao controle LinfCas9 T7, durante
um periodo 7 dias de cultivo (metodologia prépria). A) Significancia estatistica determinada
através do teste estatistico TWO-WAY ANOVA (*p<0,05; ***p<0,001). Graficos produzidos
pelo software GraphPad Prism v5.0. B) Imagens de cultura de promastigotas da cepa parental
(Cas9 T7) e Acull evidenciando a formagdo e crescimento de rosetas ao longo dos dias de
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cultivo. Imagens capturadas através de uma objetiva de 20X. C) Esfregaco de células
promastigotas de Acull, coradas através da técnica de Romanowsky (Panético Labclin).
Rosetas representativas de cada periodo foram observadas atraves de microscopio 6ptico com
objetiva de 100X.

Nossos resultados demonstram que o nocaute de LinfCULL estimula a formacédo de
rosetas, indicando que a expressao desse gene reprime ou reduz a formacao dessas estruturas.
Para confirmar a especificidade deste efeito, o gene de LinfCUL1 selvagem ou LinfCUL1 DN
foram expressos separadamente na linhagem Acull e avaliamos a proliferacdo celular em
comparacao as linhagens controle (Figura 21A-E). Observamos que a expressao de LinfCull
mas ndo LinfCull DN restaurou o fenotipo selvagem, reduzindo o numero de rosetas,
confirmando o papel desta proteina em associa¢do ao complexo LinfCRL1 na regulacdo da
formacdo de rosetas em L. infantum (Figura 21A). A familia de proteinas Cullin esté associada
a regulacao da meiose e segregacdo cromossémica em diferentes organismos. Cullin9 protege
os ovulos de camundongos da aneuploidia controlando a dindmica dos microtubulos durante a
meiose do odcito ®°. Cullin 4A regula a progressdo meidtica na espermatogénese do
camundongo . SCF/Skpl juntamente com Fbhl asseguram a segregacdo cromossdmica
adequada na levedura de fissdo %. Em Caenorhabditis elegans, CUL-2 controla varios
processos cruciais na divisdo celular e desenvolvimento embrionério, incluindo progressdo
meiotica, polaridade anterior-posterior e condensagdo da cromatina mitética %. Se LinfCull
associada ao complexo LinfCRL1 é responsavel pela divisao de parasitas Leishmania durante

a reproducéo sexual ainda precisa ser explorado.
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Figura 21. Andlise de formacé&o de rosetas.

Os dados foram obtidos a partir da analise de cinco regides, (quatro extremidades e a porcao
central do frasco de cultura). A contagem de rosetas foi normalizada pelo numero de campos
fotografados por frasco de cultura entre Acull, Acull C1, AB LinfCull WT e AB LinfCull DN
em comparacdo a controle LinfCas9 T7, durante um periodo 7 dias de cultivo. A) Significancia
estatistica determinada através do teste estatistico TWO-WAY ANOVA (*p<0,05;
***n<0,001). Gréficos produzidos pelo software GraphPad Prism v5.0. B) Imagens de cultura
de promastigotas da cepa controle LinfCas9 T7, Acull, Acull C1, AB LinfCull WT e AB
LinfCull DN evidenciando a formacéo e crescimento de rosetas ao longo dos dias de cultivo.

Imagens capturadas através de uma objetiva de 20X. C), D) e E) Esfregacos de células
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promastigotas de Acull, Acull C1, AB LinfCull WT e AB LinfCull DN, coradas atraves da
técnica de Romanowsky (Pandtico Labclin). Rosetas representativas de cada periodo foram

observadas através de microscopio éptico com objetiva de 100X.

4.3.4 Papel de LinfCull no ciclo celular de L. infantum

Apds as analises de curva de crescimento e duplicacdo populacional, consideramos
avaliar o ciclo celular de Acull. Para isso, utilizamos a metodologia de citometria de fluxo com
marcacao de iodeto de propideo, para acessarmos e compararmos o conteldo de DNA da célula
parental contra a linhagem nocaute. Conforme descrito na literatura, um dos principais
mecanismos de progressdo do ciclo celular em células eucaridticas envolve a sucessiva
ativacdo de quinases dependentes de ciclina (CDKSs), desencadeada principalmente pela
degradacéo via proteassoma de suas ciclinas e inibidores de quinase (CKI). Duas ligases de
ubiquitina E3 eucaridticas, o0 complexo promotor de anafase (APC) e CRL1, sdo responsaveis
pela ubiquitinacdo destes reguladores, controlando assim a progressdo do ciclo celular *3¢°,
Cull é uma proteina atua como plataforma molecular para o complexo CRL1, onde interage
com quatro proteinas F-box diferentes (FBXW?7, BTrCP, SKP2 e Cyclin F), mediando a
ubiquitinacdo e degradacdo dos principais reguladores do ciclo celular, como Myc, Cyclin F,
inibidores de CDK (p21, p27 e p57), claspin, WEE1, EMI1 e REST .

Através da analise do conteddo de DNA de parasitas promastigotas por citometria de
fluxo, revelou-se um perfil semelhante entre Acull e sua linhagem celular parental (Figura
22A). Porém, quando realizamos a sobreposicdo destes mesmos histogramas, foi possivel
observar um acimulo de células nas fases S tardia e G2/M em Acull (Figura 22A, meio). Ao
analisarmos a sua distribuicdo celular, uma significativa reducdo no conteudo 2n (fase G1/G0)
e aumento no contetdo 4n (fases tardias S ou G2/M/C) nas células nocauteadas foram reveladas
(Figura 22A, direita). Esses resultados sugerem que LinfCull possui alguma influéncia sobre
a progressdo do ciclo celular. Para investigarmos a progressao da fase S e consequentemente a
interferéncia de LinfCull na duracdo das fases posteriores do ciclo celular, utilizamos um
anélogo a timidina para monitorar a replicagdo do DNA. Para ambas as linhagens, parasitas
promastigotas que possuiam o conteddo 2K2N marcados com EdU foram detectados pela
primeira vez 0,75 h (45 min) apos a adi¢do de EdU no meio de cultivo, indicando que para
estas células a final da fase S exigiu 45 min para poder prosseguir através das demais fases G2
e M (Figura 22B). Ap0s esta etapa, quantificamos a proporcao de parasitas promastigotas
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marcados com EdU apds 1 h de pulso. Intrigantemente, Acull apresentou um numero
ligeiramente maior de células marcadas com Edu do que a sua linhagem celular parental
(Figura 22C). Além disso, ambas as linhagens se mostraram com uma propor¢do semelhante
de células em citocinese (2N2K) (Figura 22D). Apds todas essas quantificagbes, os dados
foram inseridos no software online CeCyD “°, e observamos um aumento significativo na
duracdo da fase S para a linhagem Acull (fase S foi estimada em 2,751h, ou 0,24 ccu, para a
linhagem Acull, enquanto sua linhagem parental apresentou fase S igual a 0,78h, ou 0,1 ccu)
(Figura 22E). Assim, esses resultados indicam que o aumento no contetdo de 4n observado
na linhagem Acull (Figura 22C) seria na realidade células que ficaram acumuladas no final
da fase S, dado que o final desta fase inclui duplicados (2N2K). O contetdo de DNA (4n) e a
transicdo do final da fase S (tardia) para G2 ndo sdo facilmente identificados e devidamente
separados por citometria de fluxo. Os dados apontam, que LinfCull pode regular a progressdo
da fase S e possivelmente a sua transicdo entre a fase S tardia para G2 em L. infantum através
de um mecanismo desconhecido, pois ndo ha descricdo de ponto de controle S/G2 em

tripanossomatideos.
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Figura 22. Analise do ciclo celular de Acull e da linhagem celular parental.

A) Andlise de citometria de fluxo e quantificacdo do conteudo de DNA. B) Estimativa da

duracdo das fases G2+M através do tempo minimo para encontrar dois nicleos marcados com
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EdU na mesma célula. C) Porcentagem de células marcadas com EdU apos pulso de EdU de 1
h. D) Parasitas marcados com DAPI com configuraces 2K2N foram usados para estimar a
porcentagem de células realizando citocinese. E) O software CeCyD “° foi usado para estimar
a duracgdo da fase do ciclo celular. Imagens representativas foram obtidas com objetiva de 6leo
100X. Células marcadas com EdU foram reveladas usando azida conjugada com Alexafluor
488 (verde). DAPI (azul) foi usado para corar organelas contendo DNA: cinetoplasto (K) e
nacleo (N). Para A, trés réplicas bioldgicas foram realizadas, e a significancia estatistica foi
determinada usando o teste TWO-WAY ANOVA (*p<0,05; ***p<0,001). Para C e D, foi
usado o teste t ndo pareado (n = 3). Os gréaficos foram gerados usando o software GraphPad

Prism v5.0.

4.4 Infecgdo in vitro

Para avaliarmos o papel do gene LinfCUL1 na infectividade de L. infantum, realizamos
infeccdo in vitro de macréfagos da medula 6ssea de camundongos (BMDM- Bone-marrow-
derived macrophage) nos tempos de 24, 48 e 72 h. Foram utilizadas como controles as
linhagens parentais (L. infantum) e Cas9T7 ¢ as variantes Acull populagdo ou Acull clone C1,
para avaliar o comportamento do clone em comparacdo a populacdo. Também foram testadas
as linhagens AB LinfCull ou AB LinfCull DN para avaliar a especificidade do efeito do gene

LinfCUL1 ou seu papel como integrante do complexo LinfCRL1, respectivamente.

Inicialmente, avaliamos a porcentagem de macrofagos infectados em cada linhagem.
Observamos que as linhagens controles apresentaram perfil semelhante, indicando que a
insercdo de Cas9T7 por CRISPR-Cas 9 ndo interferiu na capacidade de infectar os macréfagos
(Figura 23A, dois primeiros conjuntos de barras). Ao compararmos a popula¢do Acull com o
clone CI1 de Acull, ndo observamos diferencgas significativas, indicando que o clone C1
representa a populagdo Acull (Figura 23, barras do meio). Finalmente, observamos que a
linhagem AB LinfCull se comportou de forma similar as demais amostras, ao passo que AB
LinfCull DN houve uma reducao significativa da capacidade infectiva dos parasitas a partir de
24 h (Figura 23, conjunto de barras do lado direito). Nos hipotetizamos que LinfCull DN, um
mutante um mutante que nédo se liga em LinfSkpl, mas que interage com LinfRbx1, pode estar
sequestrando LinfRbxle impedindo a formacdo de complexos LinfCRL1 essenciais para a
infectividade dos parasitas. Uma outra observagéo interessante é que o nocaute de LinfCUL1

(Acull e clone C1 Acull) reduz a sustentacdo da infectividade apds 24 h em relacdo aos

60



controles, o que ndo foi observado no AB LinfCull, confirmando que este efeito é

especificamente dependente desta proteina (Figura 23).

Ao avaliarmos o nimero de amastigotas por macrofago, observamos nos controles que
ndo houve aumento significativo deste numero apos 24 h, indicando que pode ter havido uma
saturacdo de amastigotas por vacuolo parasitéforo (VP) (Figura 23B, barras da esquerda). Por
outro lado, observamos uma redugdo de aproximadamente 60 % no nimero de amastigotas
apos 24 h de infecgdo na populagdo Acull, clone C1 Acull, AB LinfCull e AB LinfCull DN
(Figura 23B). Curiosamente, a linhagem AB LinfCull restaurou a capacidade proliferativa
dos amastigotas ap6s 48h de infeccdo se comparado a Acull, clone C1 Acull, AB LinfCull,
indicando que LinfCUL1 modula a replicacdo dos parasitas no interior dos VP (Figura 23B,
barras da direita). Apds 48 h de infec¢do a reducdo dos amastigotas é ainda mais dramatica no

Acull, clone C1 Acull, AB LinfCull, corroborando o papel de LinfCUL1 neste processo.

Finalmente, o indice de infec¢do que relaciona 0 nimero de macrofagos infectados e
amastigotas por VP, demonstra a exacerbacao do efeito de AB LinfCull DN na infectividade
dos macrdéfagos e na capacidade proliferativa dos amastigotas no VP (Figura 23C). As imagens
representativas das infe¢des nos diferentes tempos podem ser visualizadas na Figura 24A-F.
Interessante notar que apds 72 h, para a linhagem AB LinfCUL1 DN, € possivel visualizar
macrdfagos sem nenhum amastigota em seu interior, indicando que esse parasita ndo foi capaz

de se proliferar dentro das células hospedeiras de mamiferos.
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A) Porcentagem de macrofagos infectados (contendo a média do valor das triplicatas). B)
Numero de amastigotas por macrofago contado, valor absoluto. C) Valor adquirido através do
namero da porcentagem de macrofagos infectados multiplicando a média de amastigotas,
divido por 100. Gréficos gerados utilizando GraphPad Prism v5.0, significancia estatistica
determinada usando um teste Two-Way ANOVA (**p<0.01; ***p< 0,001).
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Figura 24. Infecgéo in vitro.

Imagens representativas dos tempos de infecdo 24, 48 e 72h para as linhagens. A) L. infantum

(HUUFS14). B) L. infantum Cas9 T7. C) Acull. D) Acull C1. E) AB LinfCull WT. F) AB
LinfCull DN. Imagens fotografadas utilizando Invitrogen™ EVOS™ XL Core Imaging
System, em uma objetiva de 40X.

O pré-tratamento de células promastigotas de L. chagasi com lactacistina (um inibidor
do proteassoma que age através de sua forma ativa, a-clasto-lactacistina f-lactona) ndo impediu
a entrada do parasita nas células hospedeiras, mas interferiu significativamente em sua
sobrevivéncia e proliferacdo intracelular. A interferéncia foi especialmente acentuada apds 96
h, com uma reducdo na porcentagem de macréfagos infectados, de aproximadamente 75% para
4%, nos parasitas previamente tratados com lactacistina, em comparagao com uma taxa de 60%
nos controles ndo tratados ‘. Outros estudos demonstraram que a agdo de inibidores de
seletivos do proteassoma do parasita podem ser novas apostas para abordagens terapéuticas
contra leishmaniose 2. Além disso, proteinas essenciais ao ciclo celular de L. major como Lmj
KIN13-1 foram identificadas como substratos do proteassoma nesses parasitas, algo que pode
ser relacionado a importancia demonstrada neste estudo sobre LinfCUL1 na progresséo do ciclo

celular. Assim, é inequivoca a funcdo do Sistema Ubiquitina Porteassoma (SUP) na
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infectividade e proliferacdo dos amastigotas, sendo este o primeiro trabalho demonstrando o

papel das LinfCRL1 nestes processos.
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