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RESUMO

PASCHOAL, Ingrid Mendes. Avaliacdo da manutencdo da resisténcia ao dano no DNA
da Leishmania amazonensis superexpressora do gene lamap armazenada a - 80°C. 2023.
56 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Protozoarios do género Leishmania sdo agentes etiologicos das Leishmanioses, sendo
pertencentes as principais Doencas Tropicais Negligenciadas e Endémicas no Brasil. Para a
eliminacdo de microrganismos intracelulares, tais como Leishmania spp, as células imunes
produzem espécies reativas do oxigénio (ROS) levando a danos no DNA do parasito com
formacdo de sitios abasicos AP (apurinicos/apirimidinicos). Parasitos como a Leishmania
apresentam mecanismos de reparo de DNA, incluindo a sintese de enzimas AP Endonuclease.
O lamap é um gene de AP Endonuclease de Leishmania amazonensis, considerado importante
fator de viruléncia, associado a capacidade de sobrevivéncia do parasito ao estresse oxidativo e
possivel alvo terapéutico. O objetivo deste trabalho foi avaliar se a cepa de L. amazonensis
superexpressora do gene lamap criopreservada a -80°C por 3 anos manteria a viabilidade celular
frente a danos oxidativos. No ensaio de resposta da Leishmania (L.) amazonensis frente ao
agente lesivo menadiona, foi observado que tanto a cepa selvagem (JOSEFA) guanto a cepa
superexpressora do gene lamap (JOSEFA LAMAP) apresentaram viabilidade celular reduzida
na concentra¢do 100uM de menadiona (p < 0.0001). E a PCR confirmou a perda do plasmideo
na cepa JOSEFA LAMAP. Essa perda do plasmideo pode estar associada a alteracdo de
temperatura de armazenamento do estoque da cepa, além da troca de antibiotico do meio de
cultivo. Os resultados desse trabalho mostram a importancia do controle das variaveis em um
estudo. Processos como estocagem, manutencdo e manipulacdo de células devem ter
metodologias cuidadosas, ja que sdo fatores criticos, principalmente ao nivel molecular.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis; AP Endonuclease; lamap; Reparo de DNA;

Leishmaniose.



ABSTRACT

PASCHOAL, Ingrid Mendes. Evaluation of the maintenance of damage resistance in
Leishmania amazonensis DNA overexpressing the lamap gene stored at -80°C. 2023. 56 f.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Protozoa of the genus Leishmania are etiological agents of Leishmaniasis, belonging to
the main Neglected Tropical Diseases and Endemic in Brazil. For the intracellular
microorganisms elimination, such as Leishmania spp, immune cells produce reactive oxygen
species (ROS) leading to damage to the parasite's DNA with the formation of AP abasic sites
(apurinic/apyrimidine). Parasites such as Leishmania have DNA repair mechanisms, including
the synthesis of AP Endonuclease enzymes. Lamap is an AP Endonuclease gene from
Leishmania amazonensis, considered an important virulence factor, associated with the
parasite's ability to survive oxidative stress and a possible therapeutic target. The main goal of
this work was to evaluate whether the strain of L. amazonensis overexpressing the lamap gene
cryopreserved at -80°C for 3 years would maintain cell viability against oxidative damage. In
the Leishmania (L.) amazonensis response assay against the harmful agent menadione, it was
observed that wild strain (JOSEFA) and the overexpressing lamap gene strain (JOSEFA
LAMAP) showed reduced cell viability at 100uM menadione concentration (p < 0.0001). PCR
confirmed the plasmid loss of the transfected strain. This plasmid loss may be associated with
changes in the storage temperature of the strain stock, in addition to changing the antibiotic in
the culture medium. The results of this work show the importance of controlling variables in a
study. Processes such as storage, maintenance and manipulation of cells must have careful
methodologies, as they are critical factors, especially at the molecular level.

Keywords: Leishmania amazonesis; AP Endonuclease; lamap; DNA repair; Leishmaniasis.
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INTRODUCAO
a) Geénero Leishmania:

Os protozoarios intracelulares do género Leishmania (Ross, 1903), pertencentes a classe
Kinetoplastea (Honigberg, 1963), ordem Trypanosomatida (Kent, 1880) e familia
Trypanosomatidae (Doflein, 1901) sdo responsaveis por causar um grupo de doengas
denominadas Leishmanioses. Existem mais de 50 espécies de Leishmania na natureza, onde
aproximadamente 20 delas sdo patogénicas ao homem. As espécies sdo divididas em 5
subgéneros: Leishmania, Viannia, Sauroleishmania, complexo L. enrittii e Paraleishmania
(Figura 1) (Akhoundi et al., 2016; OMS, 2023; Subramanian & Sarkar, 2018).

Figura 1 - Apresentacdo do género Leishmania

L. killicki * L. panamensis

‘ PROTOZOA
- i \'
‘ Trypanosomatida
— — »’
Trypanosomatidae
Panel A e
Trypanosoma Blechomonas = Wallacemonas = Herpetomonas = Phytomonas = Leptomonas = Leishmania Crithidia = Jaenimonas Sergeia ~Blastocrithidia Kentomonas = Angomonas = Strigomonas
_________________ e o )
’ EULEISHMANIA ’ PARALEISHMANIA
__________________________________ B e e R G B B S S S Sy P D]
— : H
LEISHMANIA VIANNIA H
Ross 1903 Lainson & Shaw 1987,
e mmmmmmnae - T S esssssms=em=s===a e R————— .
—_—— e et ’
L. tropica * L. major L. donovani + L. mexicana + || L. braziliensis L. guyanensis _L. lainsoni_ L. herreri ] ‘ ENDOTRYPANUM
Wright 1903 Yakhnoff & Schokhor 1914 Laveran & Mesrul 1903 Biagi 1953 Vianna 1911 Floch 1954 Silveira et al. 1987 Zeledén etal. 1979 1 -

L. gerbilli L. archibaldi + [ L. pifanoi + L. peruviana L. hertigi E. schaudinni
Rioux et al. 1986 Wang et al. 1964 (Casteliani & Chalmers 1919){ Medina & Romero 1959 Velez 1913 Lainson & Shaw 1972 Herrer 1971 Mesnil & Brimont 1908
— = — e ———
L. aethiopica L. turanica L. infantum +++ ||L. amazonensis + L. shawi [ L. lindenbergi ] L. deanei E. monterogenJ
Bray etal. 1973 Strelkova et al. 1990 Nicolle 1908 Lainson & Shaw 1972 Lainson 1989 Silveira et al. 2002 Lainson & Shaw 1977 Shaw 1969
L. arabica L. chagasi* || L. garnhami ++ L. utingensis L. equatorensis
Peters et al. 1987 Cunha & Chagas 1937 Scorza et al. 1979 Braga et al. 2003 Grimaldi et al. 1992
L. venezuelensis L. colombiensis
Bonfante-Garrido 1980 Kreutzer et al. 1989
L. aristidesi
Lainson & Shaw 1979
L. forattinii
Yoshida et al. 1993

— g
SAUROLE!SHMANIA ‘L. enriettii complex
_ Ranquein1973 & N

— - P N
’ L. adleri ] _L. agamae J[L ceramodactyliJ L. chameleonis J[ L. davidi J 5 UG " [L. gymm)dactyliJ L“L. siamensis’+++ LL australiensis”

Heisch 1954 David 1929 J| Adler & Theodor 1929 Wenyon 1921 Strong 1924 Chodukin & Sofiev 1940) Sukmee etal. 2008 || Rose etal. 2004
—
________ L. hemidactyli

L] i _L. henrici _ L. hoogstraali L. nicollei L. phrynocephali|| L. platycephala | |L. martiniquensis++ L. enriettii
IChodukin & Sofieff 194 Mackie et al. 1928 Leger 1918 McMillan 1965 IChodukin & Sofieff 1940/ Chodukin & Sofieff 1940 Telford 2008 Desbois et al. 2014 [{Muniz and Medina 1948

L. senegalensis || L. sofieffi | L. tarentolae L. zmeeyi L. zuckermani L.(S)sp.1 L.(S)sp. 11 “Ghana strain® L
Ranque 1973 Markov et al. 1964 Wenyon 1921 Andruchko & Markov 1955||  Paperna et al. 2011 Telford 1979 Telford 1979 Kwakye-Nuako et al. 201;

Nota: Desde sua classe, ordem, familia e seus subgéneros. Além de todas as espécies presentes em cada um desses

[ J

L. helioscopi

l

grupos.
Fonte: Akhoundi et al., 2016).
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No Brasil, 8 dessas espécies sdo encontradas: Leishmania (Leishmania) amazonensis,
Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania. (Viannia)
lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) lindenberg, Leishmania (Viannia)
shawi e Leishmania (Leishmania) chagasi (Brasil, 2022; Lainson, 2010).

A morfologia do protozoario é dividida em duas formas celulares: amastigota,
apresentando formato arredondado com flagelo internalizado e promastigota, forma alongada
de flagelo livre. Suas principais organelas celulares séo nucleo, mitocondria, aparelho de Golgi
e flagelo. Além disso, apresentam uma importante organela caracteristica dos parasitos da
classe Kinetoplastea, chamada cinetoplasto — uma espécie de DNA mitocondrial condensado-,
posicionado anteriormente ao nucleo (Sunter & Gull, 2017). A figura 2 ilustra as morfologias
anteriormente descritas.

Figura 2 - Formas de Leishmania e suas organelas

posterior anterior

Promastigota

corpo basal

nucleo
cinetoplasto

bolsa flagelar  Lagelo

Amastigota

Nota: Forma promastigota, alongada de flagelo livre; amastigota, arredondada com flagelo internalizado
e suas principais organelas: nlcleo, cinetoplasto, corpo basal, bolsa flagelar e flagelo.
Fonte: Adaptado de Sunter & Gull, 2017.

b) Ciclo Bioldgico:

Os protozoarios do género Leishmania apresentam um ciclo heteroxeno, onde uma parte
do seu desenvolvimento é realizada em um hospedeiro invertebrado, o inseto flebotomineo, e a
outra em um hospedeiro vertebrado, grupo que inclui diversas espécies de mamiferos, como o
homem e o céo, além dos reservatorios silvestres como gamb4, tamamdua, preguicas e roedores.
O inseto vetor, flebotomineos hemat6fagos da Ordem Diptera, Familia Psychodidae e
subfamilia Phlebotominae, apresentam 6 géneros: Phlebotomus, Sergentomyia, Chinius,
Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya. No Brasil, a principal espécie envolvida na transmissdo
é a Lutzomyia longipalpis (Akhoundi et al., 2016; Brasil, 2022; Willenbrink & Elston, 2018).

O ciclo biolodgico é apresentado na figura 3.
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Figura 3 - Apresentacdo das etapas do ciclo bioldgico do protozoario do género Leishmania

em seus hospedeiros e reservatorios
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Legenda: (a) fémeas de flebotomineos ingerem as formas amastigotas da Leishmania durante o repasto sanguineo
em hospedeiro infectado; (b) amastigotas se diferenciam em promastigotas prociclicas no intestino do inseto, se
dividem por divisdo binaria e se transformam em promastigotas metaciclicas, pelo processo de metaciclogénese;
(c) promastigotas metaciclicas migram para o aparelho bucal do inseto e séo regurgitadas em um novo hospedeiro
vertebrado no momento de um novo repasto sanguineo; (d) promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas por
macrofagos e voltam a se diferenciar em amastigotas; (e) as amastigotas se multiplicam intracelularmente e, apés
apoptose da célula infectada, infectam novas células do hospedeiro; (f) as formas amastigotas sdo adquiridas pelo
vetor durante um novo repasto sanguineo, continuando assim o ciclo de transmissao.

Fonte: Silva, 2022.

c) As Leishmanioses:

As leishmanioses sdo um conjunto de doengas que integram o grupo das Doengas
Tropicais Negligenciadas. Constituem um problema de Salde Publica, estando presentes em
mais de 90 paises, sendo encontradas em todos 0s continentes (exceto na Australia e Antartica).
No Velho Mundo, atualmente conhecido como Hemisfério Oriental, as leishmanioses séo
encontradas em algumas areas da Asia, Oriente Médio, Africa (especialmente na regiéo tropical
e norte) e no sul da Europa. No Novo Mundo, Hemisfério Ocidental, sdo encontradas em areas
do México, América Central e América do Sul (CDC, 2020).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que ocorram de

700 mil a 1 milhdo de novos casos anualmente. Cerca de 200 mil casos de Leishmaniose
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Cuténea (LC) sdo reportados a OMS por ano, mas a estimativa da organizacao € que ocorram
de fato 600 mil a 1 milhdo de casos. Ja para a Leishmaniose Visceral (LV), 0s nimeros variam
de 50 mil a 90 mil casos por ano. E possivel observar na figura 4A o status de endemicidade de
LC no mundo e na figura 4B o status de endemicidade de LV no mundo (OMS, 2023).

De acordo com o Ministério da Saude, no Brasil, ocorrem em média 21.000 casos/ano
de LC e 3.500 casos/ano de LV (Brasil, 2022). Na figura 5A é apresentado um gréafico do
numero de casos dos anos de 1980-2021 de LV, enquanto na figura 5B temos os dados da LV

no mesmo periodo (Brasil, 2023).



Figura 4 - Mapas dos status de endemicidade de Leishmaniose no mundo
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Nota: Mostrando os paises endémicos para Leishmanioses onde a cor apresentada em cada um deles é relacionada
ao numero de novos casos no ano de 2021, apontada na legenda da imagem. A) Status de endemicidade de

Leishmaniose Cutanea. B) Status de endemicidade de Leishmaniose Visceral.
Fonte: OMS, 2023.
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Figura 5 - NUmeros de casos de Leishmaniose no Brasil entre 1980-2021
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Nota: Ambos os graficos apresentam os numeros de casos reportados ao ano ao longo de 41 anos no Brasil. A)
Namero de casos de Leishmaniose Cutanea. B) Nimero de casos de Leishmaniose Visceral.
Fonte: Ministério da Salde, Brasil, 2023.

As Leishmanioses sédo divididas em 3 principais formas: Leishmaniose Cutanea (LC),
condicdo mais comum da doenga. Normalmente produz lesdes com aparéncia de Ulceras, com

bordas elevadas, fundo granuloso e indolor, nas partes do corpo expostas a picada do vetor,
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como rosto, bracos e pernas. Podem ser lesfes Unicas ou chegar a centenas delas. Na figura 6A
é apresentada uma leséo caracteristica; Leishmaniose Mucocutanea (LMC), as lesGes sdo muito
sérias, podendo levar a comprometimento parcial ou total das mucosas do nariz, boca, garganta
e tecidos adjacentes, tendo como consequéncia deformidades faciais, como observado na figura
6B. A principal espécie causadora dessas duas formas no Brasil é a L. (V.) braziliensis; A
Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como cala-azar, é a forma mais grave da
doenca, caracterizada por crises irregulares de febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia e
anemia. Caso ndo seja diagnosticada e tratada brevemente, pode levar ao 6bito em 95% dos
casos. A espécie que causa a infec¢do no nosso pais é a L. (L.) chagasi. A figura 6C apresenta
um caso caracteristico de LV (Brasil, 2022; Mokni, 2019).

Figura 6 - Formas de manifestacdes clinicas das Leishmanioses

Legenda: A) Ulcera caracteristica de LC (Fonte: OMS, 2020). B) Deformidade causada pelo comprometimento de
mucosa por infecgcdo de LMC (Fonte: OMS, 2020). C) Paciente infantil apresentando sinais de LV como extrema
magreza e hepatoesplenomegalia.

Fonte: OMS, 2020.

O diagnostico de LC e LMC é realizado pela analise microscopica dos exames
parasitolégicos, seja por demonstracdo direta do parasito, através dos procedimentos de
escarificacdo da borda da leséo, bidpsia com impressdo do fragmento cutdneo em lamina por
aposicdo e puncéo aspirativa. Ou meios indiretos, como isolamento em meios de cultivo, onde
os fragmentos cutaneos ou de mucosa obtidos por bidpsia sdo inoculados em meios de cultivo.
Também é possivel realizar a PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase, em portugués) método
extremamente sensivel, utilizado principalmente nos centros de referéncias (Handler et al.,
2015; Mokni, 2019). O diagnoéstico laboratorial é de grande importancia, devido algumas
doencgas fazerem diagndstico diferencial com a LC, como, por
exemplo, sifilis, hanseniase e tuberculose. Além de ajudar nas informacdes epidemioldgicas,
que auxiliam no controle da doenca (Brasil, 2022).

O diagndstico de LV pode ser imunoldgico, através de pesquisa de anticorpos contra

Leishmania por Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), testes rapidos
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imunocromatograficos ou Ensaio Imunoenzimatico (ELISA, do inglés Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay), técnicas disponiveis no SUS. Além dos exames parasitologicos, que buscam a
presenca de formas amastigotas em material aspirado de medula 6ssea por exame direto ou
indireto, como isolamento em meio de cultura e PCR (Brasil, 2022; Van griensven & Diro,
2019).

O tratamento das leishmanioses € complexo, ja que a maior parte dos medicamentos
disponiveis sdo muito toxicos, como os de primeira linha, 0 antiménio pentavalente (Sb°*), e
de segunda linha, pentamidina e anfotericina B. A miltefosina, agente antineoplasico,
apresentou 6tima eficiéncia no tratamento, mas tem limitacbes como efeito teratogénico. No
SUS, estdo disponiveis para LC os antimoniais pentavalentes, Anfotericina B Lipossomal e
Miltefosina. Para a LV, os antimoniais pentavalentes e Anfotericina B Lipossomal. Ainda ndo
ha vacina contra a infec¢do por Leishmania para humanos. No Brasil, ha a comercializacdo de
uma vacina anti-leishmaniose visceral canina. Contudo, ndo existem estudos que comprovem a
efetividade dessa vacina para a reducdo da incidéncia da leishmaniose visceral em humanos.
Por esse motivo, 0 seu uso estd restrito a protecdo individual dos cdes e ndo como uma
ferramenta de salde publica. (Brasil, 2022; Ghorbani & Farhoudi, 2017; Handler et al., 2015;
Van griensven & Diro, 2019).

d) Mecanismos de sobrevivéncia em Leishmania spp.:

O desenvolvimento do parasito e 0 sucesso da infeccéo estdo associados a mecanismos
de sobrevivéncia que permitem o protozoario escapar da acdo do sistema imune evitando sua
eliminacdo. Alguns dos principais mecanismos ja estudados estdo descritos a seguir.

d.a) Metaciclogénese reversa no vetor:

O estabelecimento de uma infecg¢do no vetor leva cerca de 7 a 14 dias. E isso depende
de fatores como a interacdo entre o parasito-vetor e a producdo de PSG, um tipo de gel secretado
por promastigotas, para que ocorra a regurgitacdo delas no hospedeiro antes do proximo repasto
sanguineo. Entretanto, é possivel que a maior parte das promastigotas permaneg¢am no vetor.
Descobriu-se entdo, que a Leishmania pode apresentar uma metaciclogénese reversa, 0 que
levaria a um novo processo de replicagdo, assim o vetor ao realizar multiplos repastos
sanguineos, aumentaria a capacidade de transmissdo do parasito aos suscetiveis hospedeiros
(Bates, 2018; Serafim et al., 2018).

d.b) Sobrevivéncia das formas promastigotas no meio extracelular:

Assim que o protozoario é inoculado na pele do hospedeiro, imediatamente os fatores
de patogenicidade da Leishmania iniciam um processo para garantir sua sobrevivéncia no

ambiente. Primeiramente, a glicoproteina de membrana GP63, consegue degradar a matriz
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extracelular a nivel subcutaneo, o que facilitaria a movimentagéo do parasito. Essa proteina
também é capaz de clivar o componente C3b em C3bi, levando a inativacdo da C3 do
complemento, o que impede a ligacdo dos outros componentes do complemento, inibindo a
formacdo do complexo de ataque a membrana, importante processo do sistema imune de
eliminacdo de patdgenos. Apesar disso, permite a opsonizacdo do protozodrio, ao se ligar aos
receptores C1IR e C3R do complemento, promovendo a fagocitose e a internalizacdo nos
macrofagos para sua multiplicacdo (Atayde et al., 2016; Podinovskaia & Descoteaux, 2015;
Séguin & Descoteaux, 2016).

d.c) Resisténcia a fagocitose pelo neutrofilo:

Algumas espécies de Leishmania ao serem fagocitadas pelos neutréfilos podem
conseguir escapar do mecanismo de morte celular induzida pelas armadilhas extracelulares de
neutrofilos (NETSs, do inglés Neutrophil Extracellular Traps), que liberam uma rede composta
por DNA associado a histonas e proteinas granulares/citoplasmaticas ao meio extracelular, com
objetivo de capturar o microrganismo e elimina-lo. A glicoproteina de membrana
lipofosfoglicano (LPG), agiria como uma barreira fisica que protegeria as promastigotas da
acdo microbicida dos NETs. Além disso a enzima 3’-Nucleotidase/Nuclease, presente na
membrana e associada a nutricdo do parasito, ao clivar os NETs pode gerar adenosina e
possivelmente aumentar sua infeccdo de macrofagos, evento observado em estudo com L.
amazonensis. A adenosina estd documentada na literatura como um agente anti-inflamatério
gue inativa 0os mecanismos de morte dos macrofagos (Freitas-Mesquita et al., 2019; Gabriel et
al., 2010; Guimaraes-Costa et al., 2014).

d.d) Fagocitose e Formacéo do fagolisossomo no macréfago:

O contato entre o protozoario e o macrofago pode se dar primeiramente pelo
reconhecimento do flagelo, além da interacdo com alguns receptores do complemento, de
manose, de fibronectina e Fcy. Essa interagdo vai gerar diferentes respostas de acordo com cada
tipo de receptor ativado (Podinovskaia & Descoteaux, 2015; Sarwar et al., 2017).

A ativacdo dos receptores vai levar a uma mudanca do citoesqueleto do macrofago
gerando protuberancias que englobam o antigeno, formando um fagossomo. Esse vai se ligar
ao lisossomo formando assim um fagolisossomo. Essa estrutura contém um ambiente
extremamente acido (pH menor que 4,5) que apresenta enzimas hidroliticas como proteases,
lisozimas, lipases e NADPH oxidase, responsavel pela producdo de espécies reativas do
oxigénio (EROs) e do nitrogénio (ERNS) através da explosdo oxidativa (Rosales & Uribe-
querol, 2017).
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A explosdo oxidativa é uma consequéncia do aumento do consumo de oxigénio causado
pela fagocitose. Com a ativacdo do macrofago, ha aumento das concentracfes de citocinas
como IFN-y e TNF-a que aumentam a atividade da NADPH oxidase e com isso a produgao de
EROs, como o radical superdxido (O2). A produgédo de Oy leva a formagéo de peroxido de
hidrogénio (H20.), radical hidroxila (HO), hipoclorito (OCI™), e peroxinitrito (ONOQO™). O
aumento de NO e NO- metabolito ocorre devido a ativacdo de iNOS (6xido nitrico-sintase
induzida), importante enzima catalisadora de producdo de NO. A L-Arginina atua como um
doador de nitrogénio de NO, que se converte espontaneamente em nitrito e nitrato (Van assche
etal., 2011).

As formas promastigotas podem conseguir retardar a formacdo do fagolisossomo
através da acdo da LPG, levando ao atraso do recrutamento da proteina lisossomal LAMP-1,
associada a maturacéao do fagolisossomo, interferindo na biogénese dessa estrutura. Ela também
interfere na acidificagdo do fagossomo ao interromper os microdominios lipidicos, inibindo a
formacdo do complexo da NADPH oxidase. Também regula a expressdo de iNOS, nos
macrofagos. A GP63 cliva importantes proteinas como VAMP3, VAMPS e Sinaptotagmina-
11, o que modula a composic¢éo e funcdo do fagossomo (Atayde et al., 2016; Vieira et al. 2019).

A formagéo do fagolisossomo, que deveria ser um mecanismo de eliminagdo, acaba
sendo um fator importante para a diferenciacdo de forma evolutiva. O aumento da temperatura
e a diminuicdo de pH promovem o ambiente ideal para transformacdo de promastigota em
amastigota. Além disso, a absor¢do de ferro esta associada a geracdao de EROs, que nesse caso
atuaria como fator de sinalizacdo para a diferenciacdo do protozoario (Mittra et al, 2013;
Podinovskaia & Descoteaux, 2015).

d.e) Proteina de membrana Glicoinositol-fosfolipides (GILPs):

As formas amastigotas tém como principais proteinas de membrana as glicoinositol-
fosfolipides (GILPs), onde seu mecanismo pode estar associado a capacidade de ativar vias de
sinalizacdo através de Proteinas Tirosina-Quinase (PTKs) que possuem importante papel nas
funcgdes intracelulares. Apesar disso, ndo ha ativacdo da Proteina Quinase C (PKC), responsavel
pela ativagdo da explosdo oxidativa e produgéo de 6xido nitrico (NO) (Alves et al., 2014; Assis,
2012). As amastigotas também apresentam alta atividade Glutationa Peroxidase, enzima
superdxido dismutase que degrada os produtos toxicos produzidos pelos macréfagos (Basu &
Ray, 2005).

d.f) Resisténcia a explosao oxidativa:

Outro artificio utilizado pela Leishmania contra a explosdo respiratoria € a acdo de um

conjunto de enzimas com efeito antioxidante. E conhecido como sistema
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Tripanotiona/tripanotiona redutase (TR), onde o potencial de reducdo estad associado ao
conjugado de glutationa, conhecido como tripanotiona T[SH]> que atua como principal tiol da
ceélula. Ela vai agir como agente redutor frente a H.O2, ONOO™ e NO, sendo convertida por
oxidagdo em T[S]2 que € novamente reduzida em T[SH]2 pela atividade da NADPH dependente
de TR. O NO interage com tidis e Fe?" para formar complexos de dinitrosil ferro e a T[SH]>
entdo intercepta os complexos de ferro produzidos. Para a eliminacdo de H202, a T[SH].
associada a proteina Tioredoxina (TXN) e Peroxirredoxina (PRX) reduzem ONOO™ e H203,
permitindo a sobrevivéncia do parasito (Sarwar et al., 2017; VVan assche et al., 2011).

Embora o protozoario apresente varios mecanismos eficientes de resisténcia, as aces
potentes de EROs e ERNs podem ainda assim causar danos ao seu DNA, ocorrendo desde
mutacdes e até mesmo quebras das fitas. Logo, seria imprescindivel um mecanismo de reparo
de DNA. A existéncia de enzimas AP-Endonucleases, responsaveis por reparar sitios abasicos
(AP, apurinica/apirimidinica), ocasionados principalmente pela geracdo de espécies reativas,
apresentam importante papel na atuacdo do mecanismo de reparo de DNA.

e) Mecanismos de danos ao DNA:

O DNA ¢ uma macromolécula suscetivel a uma série de modificacBes quimicas que
podem levar desde mutacdes até morte celular. Essas modificacdes podem ser causadas por
danos classificados em dois tipos: exdgenos e enddgenos. Como exemplo de danos exdgenos,
temos a radiacdo ionizante, radiacdo ultravioleta e agentes alquilantes. Ja os danos endégenos
incluem principalmente oxidacdo de bases, gerados por espécies reativas de oxigénio, esses
exemplos estdo ilustrados na figura 7 (Chatterjee & Walker, 2017).
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Figura 7 - Exemplos de agentes causadores de dano ao DNA, suas principais lesdes e 0s
reparos de DNA relacionados a cada tipo de dano
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Fonte: Adaptado de Alhmoud et al, 2020.
e.a) Danos Exdgenos:

e.a.a) Radiacdo lonizante:

A radiacdo ionizante induz quebras de fita simples (SSB, do inglés Single-Strand
Break), oxidacdo das porcdes de agucar que podem levar parcialmente a formacdo de SSB,
oxidacdo/reducdo de base e até mesmo perda. Mdltiplas ionizagGes resultam em diferentes
locais danificados, causando SSB, bases oxidadas de purina ou pirimidina ou quebras de fita
dupla (DSB, do inglés Double-Strand Break). Também podem gerar ligacdes cruzadas de
proteinas e lesbes de DNA agrupadas, caracteristicas responsaveis pela toxicidade de radiacao
ionizante (Sage & Shikazono, 2017).

Esses danos podem induzir a morte celular, mutacdes genéticas e carcinogénese. Além
disso, indiretamente também sdo capazes de gerar EROs, que irdo interagir com DNA e
proteinas do organismo, causando lesbes como 8-oxo-guanina, timina glicol e
formamidopirimidinas que correspondem até 65% do tipo de dano gerado por esse fator
(Chatterjee & Walker, 2017; Vignard; Mirey & Salles, 2013).

e.a.b) Radiacéo Ultravioleta:

A radiacdo ultravioleta induz efeitos deletérios em todos os organismos vivos, desde
bactérias até humanos. A radiacdo UV-A (315-400 nm) e UV-B (280-315 nm) estdo mais
relacionadas aos efeitos sobre os organismos, ja que a radiacdo UV-C (<280 nm) é absorvida

pela atmosfera. Os efeitos adversos sdo atribuidos a pequena quantidade de UV-B absorvida
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pelo DNA. UV-A pode produzir fotorreacdes secundarias de fotoprodutos de DNA existentes
ou danifica-lo por meio de reacdes de fotossensibilizacdo indiretas. Os fotons absorvidos podem
levar & formagéo de oxigénio singlete (*O,) e outros radicais livres. As principais lesdes sio
formacgdes de dimeros-ciclobutano de pirimidina, 6-4-fotoprodutos (6-4PPs, adutos de
pirimidina) e seus isdmeros de valéncia Dewar, que tém como consequéncia a interferéncia da
transcricdo de DNA e sua replicacdo, gerando uma leitura incorreta do cdédigo genético,
causando mutacdes e até mesmo morte celular (Cadet & Wagner, 2013; Sinha & Hader, 2002).

e.a.c) Agentes Alquilantes:

Os agentes alquilantes modificam covalentemente 0 DNA sendo mutagénicos e
citotoxicos. Eles agem transferindo um alquil, cloroetil ou, no caso de compostos de platina,
um grupo da platina, ao DNA em reagdes quimicas conhecidas como substituicbes
nucleofilicas. Os principais alvos da alquilagdo s&o nitrogénio, oxigénio e fosfatos. O &tomo N’
da guanina € particularmente suscetivel a essa rea¢do. Outros a&tomos nas bases de purina e
pirimidina de DNA, como os N* e N3 atomos de adenina, o N* de citosina, e 0 O° da guanina,
também podem sofrer modificacdes. Adutos de RNA e ligacdes cruzadas de DNA-proteina
também podem ser formados e contribuir para a citotoxicidade desses agentes. Essas lesdes
podem levar a metilagdo do DNA (Bordin et al., 2013; Yu et al., 2018).

e.b) Danos Enddgenos:

e.b.a) Oxidagao de bases:

Os danos oxidativos sdo os principais tipos de danos enddgenos ao DNA. Ocorrem por
geracdo de EROs e ERNs que sdo produtos formados pela respiracdo celular, processos
catabdlicos, anabdlicos, metabolismo peroxissomal e da resposta do sistema imune. Estimam-
se que ocorram aproximadamente 100 tipos de lesbes oxidativas de bases e modificacdes de
desoxirribose. A oxidacdo pode levar a transversdo de bases e se ocorrer nas duas fitas do DNA,
pode levar a quebra. Alguns exemplos de produtos dessas modificacdes sdo: 8-0xo-dG, Fapy-
dG, 8-oxo-dA, FapydA, dGh, dSp, e timidina glicol. Também pode induzir lesdo no DNA
mitocondrial, gerando quebra de fita e degradacdo. Cerca de 2.300 quebras de fita simples
ocorrem por hora em células de mamiferos (Chatterjee & Walker, 2017; Srinivas et al., 2019).

Os danos por EROs podem gerar produtos conhecidos como sitios abasicos ou sitios
apurinicos/apirimidinicos. Esses produtos também estdo associados a outros fatores como agéo
de agentes alquilantes e até mesmo mecanismo fisiologico como hidrolise espontanea de bases
nitrogenadas, sendo esse Ultimo responsavel pela formagéo de cerca de 10.000 sitios AP por
célula/dia. Essa hidrdlise promove a desaminacdo das bases, transformando citosina (C),

adenina (A), guanina (G) e 05-metil citosina (5mC) em uracila (U), hipoxantina, xantina e
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timina (T), respectivamente. A partir desse mecanismo, ha a formacéo de um sitio abasico por
acdo enzimatica, onde uma enzima glicosilase retira a base desaminada (Chatterjee & Walker,
2017; Liu et al., 2019).

Independentemente do tipo de dano causado, o acumulo de sitios AP pode ser
mutagénico e citotoxico, entdo sdo necessarios mecanismos de reparo de bases para evitar
maiores consequéncias por essas alteracdes (Abe & Sasaki, 2016).

f) Mecanismos de Reparo de DNA:

No nucleo, danos de DNA em uma Unica fita sdo reparados pelos seguintes mecanismos:
reparo de excisdo de base (BER, do inglés Base Excision Repair), onde ha recuperacao de uma
base que foi danificada por oxidacéo, alquilacdo, hidrélise ou desaminacao; reparo por excisdo
de nucleotideos (NER, do inglés Nucleotide Excision Repair ), que € uma correcdo de lesbes
no DNA de fita dupla (por exemplo, dimeros de pirimidina); reparo de incompatibilidade
(MMR, do inglés Mismatch Repair), que é a remogdo de nlcleotideos ndo-emparelhados. J& as
quebras de dupla fita do DNA séo reparadas por dois mecanismos diferentes: juncdo de
extremidade ndo homologa (NHEJ, do inglés Non-Homologous End Joining) e recombinacgéo
homologa (Zinovkina, 2018). Neste trabalho iremos focar no mecanismo de reparo de excisao
de base.

f.a) Reparo de excisédo de base (BER):

O mecanismo BER é uma via de reparo fundamental na maioria dos organismos vivos.
Ela é especializada em corrigir lesbes ndo-volumosas de base Unica causadas por pequenas
modifica¢cdes quimicas, incluindo oxidacao, alquilacdo e danos por desaminacao. Para iniciar o
processo, uma glicosilase especifica reconhece a leséo e elimina a base danificada. Embora
cada glicosilase tenha uma estrutura distinta e especificidade de substrato, todas compartilnam
um modo comum de reconhecimento de danos: Primeiramente, retirando a base afetada da
hélice do DNA, facilitando a detec¢do de uma modificacdo de base, catalisando a clivagem de
uma ligacdo N-glicosidica, liberando uma base livre e criando um sitio abasico. As glicosilases
de DNA podem ser monofuncionais ou bifuncionais (Lee & Kang, 2019; Mullins et al., 2019;
Van der veen & Tang, 2015).

As glicosilases monofuncionais possuem apenas a atividade de glicosilase, que inclui
UNG (Uracil-DNA glicosilase), SMUGL1 (inglés, Single-strand selective monofunctional
uracil-DNA glycosylase), MBD4 (do inglés methyl-CpG binding domain 4), TDG (timina
DNA glicosilase), MYH (do inglés, MutY homologue), MPG (metilpurina glicosilase). Em
contraste, as glicosilases bifuncionais tém uma atividade intrinseca 3'AP liase que acompanha

a atividade da glicosilase, que inclui OGGL1 (do inglés, 8-Oxoguanine glycosylase), NTH1 (do
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inglés, Nth Like DNA Glycosylase 1, semelhante a endonuclease I11) e NEIL1 (do inglés, Nei
like glycosylase 1, semelheante a endonuclease de tipo VIII) (Lee &; Kang, 2019; Mullins et
al., 2019; Van der veen & Tang, 2015).

Os processos que seguem a glicosilase sdo comuns independentemente da sua
identidade. A remocéo de base gera um sitio AP na fita do DNA, que é entdo processado por
uma AP-Endonuclease ou AP-liase, que cliva 0 DNA na regido 5' ou regido 3’ do sitio abasico,
respectivamente. A AP-endonuclease gera um 3'-hidroxil e um 5'-2-desoxirribose-5'-fosfato
(5’-dRP) e a AP-liase um aldeido 3'-a, B-insaturado (através B-climinagdo) ou 3'-fosfato (por
y-eliminagio) e um 5'-fosfato. E necessario a remogio dos residuos 5°-fosfato-desoxirribose.
Essa etapa € realizada pela enzima DNA desoxirribo-fosfodiesterase (dRpase). Quando ocorre
a acdo da AP Endonuclease, neste ponto, o reparo pode ser concluido por corre¢édo curta (SP)
ou corre¢do longa (LP). No primeiro, a 5' dRP € removida por uma liase de 5' dRP para criar
uma unica lacuna de nucleotideos, que é ressintetizada por uma DNA polimerase e o corte é
selado por uma DNA ligase para completar o reparo. No segundo, a sintese de deslocamento
de 2 a 14 nucleotideos forma uma aba de 5' dRP na extremidade. A aba é entdo clivada pela
endonuclease e, ai sim uma DNA ligase completa o reparo. Na figura 8 é possivel observar cada
etapa descrita (Daley, Zakaria & Ramotar, 2010; Lee & Kang, 2019; Mullins et al., 2019; Van
der veen & Tang, 2015).
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Figura 8 - Etapas do mecanismo do reparo de excisdo de base
?g_
A
A | DNA Glycosylase
APlyase W | . APendonuclease
A

3PUA 5P
. T o
A 3"0“ i"dRP
AP lyase -l-' TR
g 3P 5-p
g *. o I
k] dRP lyase
=]
2 Phosphatasel 3' OH
o
$
& DNA Pol | DNA Pol
3-0H 5'-P 3-OH 5-dRP
mr MIFELEIH MM
L
DNA Lig 1 DNA Poll lDNA Pol
» 5’-dRP or 5’-P
3"-OH
* ﬁ
Short-patch BER O Flap
\ Endonuclease
3-0H 5-P
| DNA Lig

N

Long-patch BER
Nota: Desde a identificacdo da base alterada pela glicosilase, a acdo da AP-liase ou AP-
endonuclease ao clivar o sitio abasico e complementacéo da fita pela DNA polimerase e
DNA ligase
Fonte: Roldan-arjona; Ariza & Cérdoba-cafiero, 2019.

f.b) AP Endonucleases:

As enzimas conhecidas como AP Endonuclease tém um papel fundamental no
mecanismo BER. Elas sdo responsaveis por reconhecer a presenca de um sitio AP, catalisando
a clivagem hidrolitica da ligacao fosfodiéster 5’ desse sitio. Isso as difere das glicosilase/liases
que produzem cortes no sitio abasico ligado a uma extremidade 3'. As AP Endonucleases sao
de classe Il, sendo classificadas em duas familias: A primeira é composta pela endonuclease 1V
de Escherichia coli (E. coli) (endolV) e pela AP homoéloga Endonuclease 1 (Apnl) de
Saccharomyces cerevisiae. A segunda inclui exonuclease 11 de E. coli (exolll) e APE1 humana
(Charret et al., 2012; Krwawicz et al., 2007).

A Endo 1V, codificada pelo gene nfo, é Mg?*-dependente e reconhece e cliva DNA da
mesma maneira que Exo Ill. E capaz de reconhecer um conjunto de pirimidinas oxidadas

clivando a ligagdo fosfodiéster 5’ para a base danificada (Souza et al., 2006). Estudos
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mostraram que em ensaios com dele¢do dos genes xth e nfo geraram mutantes sensiveis ao metil
metano sulfonato (MMS), perdéxido de hidrogénio, t-butil hidroperéxido e bleomicina, uma
droga antitumoral. Mutantes nfo sdo sensiveis ao MMS como também a bleomicina
(Cunningham et al., 1986). Também apresenta a capacidade de remover a extremidade 3° que
bloqueia a atividade da DNA polimerase, caracterizando atividade de 3’- diesterase, onde sua
inducdo parece ser importante para o reparo de lesdes oxidativas no DNA que séo refratérias
ao processamento da Exonuclease 111 (Levin & Demple, 1996).

A proteina APNI € um homdlogo da endonuclease 1V de Escherichia coli, que atua na
reparacdo de alguns danos oxidativos e alquilados na levedura da espécie Saccharomyces
cerevisiae. Em estudo com cepas mutantes para o gene, essas apresentavam elevada frequéncia
de mutacdo espontanea indicando que sua atividade de reparo esta envolvida com a estabilidade
genética em eucariotos (Ramotar et al., 1991).

A proteina exonuclease 111, codificada pelo gene xth € responséavel por 90% da atividade
AP endonucleolitica encontrada em E. coli. E Mg?*-dependente. Esta enzima reconhece e cliva
a ligagdo fosfodiéster 5° de sitio AP, deixando um terminal 3’-hidroxila. O produto 5’
desoxirribose 5’-fosfato pode ser posteriormente clivado por uma desoxirribofosfodiesterase
(dRPase) para gerar uma unica lacuna no DNA. Esta lacuna pode ser reparada de forma
eficiente por DNA polimerase | e DNA ligase. Além disso, durante o reparo do DNA, a
eliminacdo de bases oxidadas por DNA N-glicosilases também constituem uma fonte de sitios
AP, que também sdo substratos de Exo III. Apresenta também atividade 3’-fosfomonoesterase
e ribonuclease H (Mol et al., 1995; Souza et al., 2006). Os mutantes xthA de E. coli séo
extremamente sensiveis a H20, (Demple; Halbrook & Linn, 1983).

A principal contribuicdo para a clivagem do sitio AP em células de mamiferos é
fornecida pela AP Endonuclease 1 (APE1), uma enzima monomeérica de tamanho 35 500 Da,
responsavel pelo reparo de mais de 95% dos danos, que gera uma quebra de cadeia simples no
DNA com geragdo de 3'hidroxil e 5'deoxirribose fosfato (5'dRP). E uma enzima da mesma
familia da EXO 11l (E. coli), além de Exo A (Streptococcus pneumoniae), Rrpl (Drosophila
melanogaster), Arp (Arabidopsis thaliana), Apn2 (Saccharomyces cerevisiae), APEX
(camundongo), BAP1 (bovino), rAPE (rato) e chAPE1 (hamster). Ela constitui o fator redox
(Refl), sendo esta funcédo exibida independente da participacdo no reparo do DNA (Dyrkheeva;
Lebedeva & Lavrik, 2016).

Endonuclease Il (Endolll), o produto do gene nth de E. coli, é uma proteina
monomeérica de 23 kDa, que contém um cluster Fe — S. A enzima possui atividade de glicosilase

e de AP endonuclease. Estudos anteriores mostraram que ela reconhece timinas e citosinas
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modificadas, incluindo 5,6-di-hidrotimina (DHT), 5,6-di-hidroxi5,6-di-hidrotimina (timina
glicol, Tg), 5-hidroxi5,6-di-hidrotimina, 5,6-di-hidrouracil e 5,6-di-hidroxi-5,6- dihidrouracil
(uracil glicol). A 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-o0xoG) € uma forma prevalente de modificacéo
de DNA que aparece sob condicdes de estresse oxidativo, e € uma lesdo altamente mutagénica
que pode parear incorretamente com a adenina. Mutantes nth sdo muito sensiveis a H20>
(Cunningham & Weiss, 1985).

f.b.a) AP-Endonuclease em Tripanossomatideos:

Protozoarios da classe Kinetoplastea sdo capazes de sobreviver a ambiente de elevado
estresse oxidativo, o0 que indica que eles devem apresentar mecanismos de reparo de DNA.
Ainda h& muito o que se descobrir e estudar sobre mecanismo de reparo de DNA e atividade
AP-Endonuclease em tripanossomatideos. Em estudo pioneiro, Pérez e colaboradores (1999)
conseguiram identificar em clones de cDNA de isolados de Trypanosoma cruzi e Leishmania
major enzimas com caracteristica de AP-Endonuclease semelhantes a EXO 1ll. O gene de L.
major que codifica a proteina isolada com fungdo de AP endonuclease foi chamado de Imap. O
gene homdlogo em T. cruzi recebeu a denominacdo de tcap, ambas enzimas apresentaram
atividade conferindo resisténcia a agentes alquilantes e oxidativos em cepas de E. coli mutantes
nas atividades de Exo 1l e Endo IV (Pérez et al., 1999).

Gallego e colaboradores (2005) conduziram um estudo com ensaio de superexpressao
da enzima de AP Endonuclease em L. major. Esses parasitos apresentaram um aumento da
resisténcia ao perdxido de hidrogénio e ao metotrexato (MTX) quando comparada as células
controle. Além disso, a fragmentacdo do DNA causada pelo MTX foi evitada em células com
superexpressdo de Imap (Gallego et al., 2005).

Charret e colaboradores (2012) identificaram o gene da endonuclease AP de
Trypanosoma brucei e ao realizarem um ensaio de delecdo do gene, os parasitos tornaram-se
hipersensivel a lesdes de DNA induzidas por diferentes agentes como metotrexato e fleomicina
(Charret et al., 2012).

Um integrante do nosso grupo, em 2013, desenvolveu seu trabalho de concluséo de
curso onde foi identificado o gene de AP Endonuclease de L. (L) braziliensis que produzia
resisténcia a menadiona em cepas mutantes de E. coli (Silva, 2013).

Ja em 2016, o grupo publicou um trabalho com a identificacdo do gene de AP
Endonuclease de L. amazonensis, que foi denominado lamap e como a expressao desse gene
em cepas mutantes de E. coli respondia frente a agentes lesivos de DNA. As cepas expressando

0 gene lamap apresentaram maior sobrevivéncia frente a menadiona (MD) e aminofluoreno em
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comparagao as cepas triplo mutantes, sugerindo a participacdo da enzima no mecanismo BER
(Verissimo-villela et al., 2016).

Também em 2016, uma integrante do grupo, apresentou sua tese de doutorado, onde os
resultados dos ensaios funcionais realizados permitiram deduzir a participacdo da AP
Endonuclease na manutengdo da sobrevivéncia dos parasitos, ja que a cepa superexpressora de
lamap apresentou menor susceptibilidade ao agente oxidativo MD em compara¢do com as
cepas controle, bem como ocorreram diferencas na expressdo génica de lamap apo6s o
tratamento com drogas lesivas ao DNA e em amastigotas (Oliveira, 2016).

Para complementar os dados do grupo, esse trabalho foi elaborado para continuar e

aprimorar o estudo do funcionamento da AP Endonuclease de L. amazonensis.
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1 OBJETIVO

1.1 Objetivo geral

Avaliar a manutencdo da resisténcia ao dano no DNA da Leishmania amazonensis

superexpressora do gene lamap apos 3 anos de congelamento a - 80°C.

1.2 Objetivos especificos

a) Observar o crescimento in vitro das formas promastigotas submetidas ao tratamento com
menadiona;

b) Verificar a viabilidade celular de promastigotas apds 30 minutos de cultura sob estresse
oxidativo;

c) Investigar a presenga do plasmideo contendo o gene lamap.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Parasitos

Formas promastigotas selvagens ou transfectadas com plasmideo pXG-'GFP lamap*
(JOSEFA LAMAP) de L. amazonensis (cepa JOSEFA) gque estavam em estoque na FIOCRUZ
por 3 anos em -196°C, foram trazidas para UERJ e mantidas congeladas por 3 anos a -80°C. As
células foram congeladas em solugdo criopreservadora com 10% de glicerol + 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB) (Cultilab, Brasil) nas seguintes etapas: 30 minutos a 4°C na geladeira, 1
hora -20°C no freezer e posteriormente armazenado a -80°C. As células foram descongeladas a
temperatura ambiente e passadas para meio Schneider’s (Sigma-Aldrich, EUA),
complementado com gentamicina (10 pg/ml) e de 20% de SFB. As promastigotas foram
mantidas em cultura contendo 107 parasitos/mL a 27°C em incubadora BOD (Forma Scientific,
EUA) e em meio Schneider’s e de 10% de SFB (Cultilab, Brasil). Adicionalmente, as culturas
de JOSEFA LAMAP receberam geneticina (8pg/ml).

2.2 Indutor de ROS

A menadiona (MD) ou vitamina Kz € uma naftoquinona sintética (1,4-naftoquinona com
um grupo metil na posi¢do 2 (2-metil-1,4-naftoquinona). Pode ser usada como um agente
indutor de lesdo oxidativa, ao gerar espécies reativas de oxigénio através do ciclo redox futil.
Ela atua como agente redutor, entdo ¢ utilizado cloreto de cobre (CuClz), um agente oxidante

como substrato para otimizar as condig¢Oes da reagdo (Sigma-Aldrich, 2023).

2.3 Cultivo de promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis com o agente lesivo

menadiona

Promastigotas das cepas JOSEFA e JOSEFA LAMAP inicialmente com volume de 4 x

10%/ml foram cultivadas com meio Scheneider’s suplementado com 10% de SFB e submetidos
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a concentracdes distintas de menadiona (0; 12,5 uM; 25 uM; 50 uM; 100 pM) por 30 minutos
em temperatura ambiente e ao abrigo da luz em placa de 24 pocos. As triplicatas foram
incubadas (BOD, Forma Scientific, EUA) a 27°C. O crescimento dos parasitos foi avaliado por
contagem em camara de Neubauer diariamente durante 4 dias.

Para a analise de morfologia celular, no final do experimento, uma aliquota da cultura
de células foi colocada na ldmina e corada pelo Panético (Laborclin, BR), de acordo com as
instrucdes do fabricante com posterior visualizagdo em microscépio de luz (Olympus, Japéo) e

as imagens capturadas no aumento de 100x.

2.4 Ensaio de viabilidade celular por reducdo do MTT

No ultimo dia de cultura, foi realizado o ensaio de viabilidade celular por reducdo do

MTT. Que consiste na avaliacdo da atividade mitocondrial da célula, através da reducdo do

MTT que é amarelo (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) (Sigma-

Aldrich, EUA) em cristais de formazan de coloragdo roxa, vide figura 9. Foi utilizado 200 pl

da cultura de Leishmania e 22 pl de MTT incubado em placa de 96 pogos por 3h em estufa a
37°C/5% CO2 (Sanyo, Japéo).

Figura 9 - Reducdo do tretazdlio amarelo (MTT) em cristais de formazan de

coloracdo roxa
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Fonte: Magalhdes, Tha & Leme, 2018.

Os cristais insoltveis de formazan foram dissolvidos usando 80 pl de DMSO
(Dimetilsulfoxido) (Dindmica Quimica, BR) e a solucdo colorida resultante foi quantificada
pela medicdo da sua absorbancia em 570 nanémetros no espectrofotdbmetro para microplacas
(Biotek, EUA) com auxilio do software GEN5.02.
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2.5 Extracao de DNA

Para a confirmacdo da presenca do plasmideo na cepa de L. amazonensis transfectada,
por meio da PCR qualitativa, primeiramente foi realizada a extragdo de DNA gendmico pelo
método em membrana de silica (Kit DNeasy Blood & Tissue, Qiagen, ALE). Esse método
permite a adsorcéo especifica de DNA a membrana de silica e a remocao ideal de contaminantes
e inibidores de enzimas, além de sua purificacdo ndo requer extracao de fenol, cloroférmio ou
precipitagdo de lcool, evitando o contato com essas substancias nocivas a satde.

Para o primeiro passo de lise celular, as culturas foram transferidas para tubos conicos
de 15ml (Falcon®) e centrifugadas a 3000 rpm (Eppendorf®, ALE) por 10 min. O sobrenadante
foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 200ul de PBS e transferidos para microtubos de
2ml. Neles foram adicionados 20 pl de proteinase K, 200 ul de tampdo AL e foi misturado em
vortex (Fisher Scientific, EUA) e incubado a 56°C (SevenLabor, BR) por 10 min. No proximo
passo, foram adicionados 200 pl de etanol e vortexado em seguida. O componente foi
transferido para microtubos de 2 ml com coluna de silica e centrifugado a 8000 rpm
(Eppendorf® 5415 C, ALE) por 1 minuto. A coluna foi transferida para novo microtubo e o
outro com o sobrenadante descartado. Foi adicionado 500 pl de tampéo AWL1 e centrifugado a
8000rpm por 1 minuto, novamente o microtubo e seu sobrenadante foram descartados e a
coluna de silica mudada para novo microtubo. Foram adicionados 500 pl de tampao AW?2 por
3 minutos a 14000 rpm. Foi descartado e mais uma vez a coluna € movida para novo microtubo
e 0 anterior descartado junto com seu sobrenadante. Para eluir o DNA foi adicionado 200 pl de
tampéo AE no centro da membrana da coluna. Foi incubado em temperatura ambiente por 1
minuto e para finalizar centrifugado também por 1 minuto a 8000 rpm. A coluna de silica foi
descartada e o microtubo armazenado em freezer 20°C para a posterior realizacdo da PCR
(Quiagen, 2016).

2.6 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) Qualitativa

As reagdes de PCR conduzidas com a enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen, EUA)
foram realizadas em tampéo de reagdo 10X PCR Buffer (Invitrogen, EUA), de acordo com as

especificacOes do fabricante. Os mixes de reacdo foram ajustados a um volume total de 25 pL
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por amostra e continham: 2.5 pL do tamp&o supracitado, 2.5 pl de de desoxirribonucleotideos
Fosfatado (dNTPs) (Invitrogen, EUA), 2.5 pl de primer senso (gfp-F: CCTGAAGTTCAT
CTGCACCA) e 2.5 pl de primer anti-senso (gfp-R: TGTTCTGCTGGTAGTGGTCG), 2.0 pl
de MgCl: (Invitrogen, EUA), 1 pL de DNA gendmico. Foram empregados 0.5 pl da enzima
polimerase além de H-O MilliQ para completar 25 pL. de volume final para cada reacdao. No
termociclador (Applied biosystems, EUA), as etapas das reacGes de PCR para o alvo gfp
compreendem um total de 30 ciclos, descritas a seguir.

A desnaturacdo inicial das moléculas de DNA foi realizada a 98°C por 2 minutos, no
inicio das etapas de reacdes. A temperatura ideal para esse processo é 94°C por 1 minuto. O
estagio de associacdo dos oligonucleotideos as fitas de DNA molde (“annealing’) ocorreu a
65°C por 1 minuto e o periodo de polimerizacdo a 72°C por 1 minuto. Ao final dos ciclos,

sucede uma etapa adicional de polimerizacdo com incubacgéo a 72°C por 10 minutos.

2.7 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os produtos amplificados nas reacdes de PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1%, corado com SYBR Safe (10.000X concentrado, Invitrogen) em tampao TAE
(40mM Tris-acetato, 2 mM EDTA pH 8,0) com corrida a 90V por 90 minutos. Os resultados
foram visualizados por meio de uma camara escura com transiluminador de luz ultravioleta
(High Performance UV Transiluminator UVP) (SPLabor, BR).

2.8 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o teste Two-way anova (sofware
GraphPad Prism 6.01) para a comparagdo do nimero de promastigotas de ambas as cepas, em
cada concentracdo por dia de experimento. Os resultados foram considerados significativos

quando p < 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Resposta das cepas de Leishmania (L.) amazonensis frente ao agente lesivo menadiona

Para analisar as cepas de L. amazonensis mantidas congeladas por 3 anos eram capazes
de manter a resisténcia ao estresse oxidativo, as culturas de promastigotas foram desafiadas
com menadiona e o crescimento acompanhado por 4 dias. Observamos que a cepa JOSEFA
LAMAP cresceu na presenca de menadiona até¢ 50 uM, mas houve reducao significativa do
crescimento (p < 0.0001) com 100 uM de MD (Gréfico 1A). Resultado similar ocorreu com a
cepa selvagem (Grafico 1B). A comparacdo do crescimento em cada concentracdo entre as

cepas foi analisada através do teste Two-way anova.
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Legenda: 10° promastigotas/mL foram incubadas na presenga das concentragdes indicadas de MD e 0 nimero de células foi contado diariamente. 1A refere-se a cepa JOSEFA LAMAP

enquanto 1B a cepa JOSEFA.

Na comparac¢do da quantidade de promastigotas por concentracdo entre as duas cepas, podemos observar que no dia 1 apés o tratamento, a

cepa JOSEFA LAMAP obteve maior crescimento em relagao a cepa JOSEFA nas concentragdes 0 (p < 0.0001), 12,5uM e 100uM (p < 0.001) de

MD (Gréfico 2A). No dia 2 do tratamento, o crescimento da cepa JOSEFA LAMAP continuou sendo maior na concentragdo 12,5 uM (p < 0.02)

(Gréfico 2B) e no dia 3 também (p < 0.01) (Grafico 2C).
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Gréfico 2 - Comparacdo dos nimeros de promastigotas entre as cepas JOSEFA e JOSEFA

LAMAP
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Legenda: Numeros de promastigotas (x10%ml) nas concentragdes de menadiona a partir do primeiro dia pos-tratamentode cada
uma das cepas. 5A) Quantidade de promastigotas por concentracdo de MD no dia 1 ap6s tratamento (**** p < 0.0001 e **ép <
0.001). 5B) Quantidade de promastigotas por concentragdo no dia 2 apds tratamento (** p < 0.02). 5C) Quantidade de
promastigotas por concentracdo no dia 3 apds tratamento (** p < 0.01). 5D) Quantidade de promastigotas por concentracao no dia

4 ap0s tratamento, sem significancia estatistica.

Em relacdo a analise morfologica das formas promastigotas, observamos que a cepa
JOSEFA LAMAP (figura 10A-10E) ndo apresentou alteracdo morfoldgica, ou seja, se
apresentavam alongadas com seu flagelo livre. Na cepa JOSEFA (figura 10F-10J), apenas na
concentracdo de 100uM (figura 10J) foi observado alteracdo morfoldgica, onde em alguns

campos foram encontradas formas promastigotas pequenas e arredondadas.



Figura 10 - Formas promastigotas pés-tratamento com menadiona
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Legenda: Imagens capturadas (aumento de 100x) das promastigotas de ambas as cepas de Leishmania que foram tratadas com as concentracdes de MD indicadas e coradas pelo panético. A é a
cepa JOSEFA LAMAP na concentracdo 0 de MD; B na concentragdo 12,5 uM de MD; C na concentra¢do 25 uM de MD; D na concentragdo 50 uM de MD; E na concentracdo 100
uM de MD. Em nenhuma das concentraces de JOSEFA LAMAP houve alteracdo morfoldgica. F corresponde a cepa JOSEFA na concentragdo 0 de MD; G na concentragio 12,5 uM
de MD; H na concentragdo 25 uM de MD; | na concentragdo 50 uM de MD e J na concentra¢do 100 uM de MD. Apenas na concentragdo 100 uM de MD foi observada alteracéo
morfolégica (Fonte: Autora, 2023).
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3.2 Ensaio de viabilidade celular por MTT

O ensaio de viabilidade celular por MTT avalia a atividade metabdlica das células ao
quantificar a reducdo do tetraz6lio amarelo em cristais de formazan de coloracdo roxa. A
densidade optica (D.O.) de cada pogo ¢ lida pelo espectrofotdbmetro e interpretada por um
software. A partir dos valores de D.O. que foram gerados pelo software, foram construidos
graficos para comparacéo e analise estatistica. E possivel observar que para ambas as cepas,
JOSEFA LAMAP (grafico 3A) e JOSEFA (gréfico 3B), a concentracdo de 100uM apresentou a
menor D.O em relacdo as outras concentragdes (p < 0.0001).

Gréfico 3 - Densidade Optica das cepas JOSEFA LAMAP e JOSEFA
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Legenda: Apds o ensaio da reducdo do MTT, o espectrofotdmetro gerou os valores de densidade dptica de cada cepa estudada nas
concentracdes de menadiona informadas. 3A) Densidade Optica por concentragio de MD do ensaio de MTT da cepa
JOSEFA LAMAP (*** p < 0.0001). 3B) Grafico de Densidade Optica por concentragdo de MD do ensaio de MTT da
cepa JOSEFA. (**** p < 0.0001).

3.3 Eletroforese dos produtos da PCR Qualitativa para a avaliacao da presenca do
plasmideo pXG-'GFP lamap*

A PCR qualitativa foi realizada para avaliar se o plasmideo (pXG-'GFP lamap®) ainda
estava presente na cultura. Na figura 11, é possivel visualizar os produtos da PCR em gel de
agarose a 1%. Os pogos das amostras de DNA que estavam sendo analisadas apresentaram
resultado negativo, ou seja, ndo houve amplificacdo do gene alvo gfp, onde nos controles
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positivos tém-se a presenca da banda de tamanho aproximado 722pb. Ainda é possivel observar
no pocgo 6, uma discreta banda de aproximadamente 600-650pDb.

Figura 11 - Gel de agarose a 1% corado com SYBR Safe e corrido em tampédo TAE

Legenda: Gel de agarose apresentando os resultados da amplificacdo do
gene gfp e visualizado por meio de um transiluminador de luz
UV. Pogo 1: Marcador de peso molecular (1 Kb DNA plus
Ladder); Pocgo 2: Controle negativo; Poco 3: Controle positivo
(pXG-'GFP); Poco 4: Amostra de DNA extraida da cultura sem
adicdo da geneticina; Pogo 5: Amostra anterior diluida 10x;
Pogo 6: Amostra de DNA extraida da cultura com adic&o de
geneticina; Poco 7: Amostra anterior diluida 10x e Poco 8:
Controle positivo (pXG-'GFP lamap*) (Fonte: Autora, 2023).
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4. DISCUSSAO

O presente trabalho buscava inicialmente avaliar a hipdtese de que a superexpressao do
gene poderia atribuir maior resisténcia ao protozoario frente a agentes causadores de danos
lesivos ao DNA. No trabalho de Oliveira (2016) com metodologia similar a desenvolvida neste
trabalho, a cepa selvagem e a cepa com superexpressdo do gene lamap foram tratadas com
diferentes concentracdes de MD (0; 62.5 uM; 125 uM; 250 puM; 500 uM; 1000 uM) por 1 hora.
Ap0s 48h, a cepa superexpressora do gene lamap apresentou sobrevida para concentracao de 500
KM, enquanto as culturas com as cepas controle (selvagem e vetor sem inserto) encontravam-se
com parasitos viaveis apenas até a concentracdo de 250 uM (Oliveira, 2016). Em nosso trabalho,
ao realizar os testes para definir as concentracdes de MD utilizadas, as cepas ndo apresentavam
sobrevida a partir de 125 uM de MD. Além de terem queda acentuada no crescimento a partir da
concentragdo 100 uM. Ou seja, apesar da exposi¢do a MD ter sido por um tempo menor (30 min),
as cepas estavam apresentando menor resisténcia em concentracdes acima de 100 uM.

Além disso, ainda no trabalho de Oliveira (2016), as formas promastigotas na
concentracdo de 250 UM apresentaram alteracdo morfoldgica, estando arredondadas e com
presenca de granulos (Oliveira, 2016). No presente trabalho, foi observado alteracdo na
concentracdo de 100 uM, porém apenas na cepa JOSEFA. No trabalho de Mittra e colaboradores
(2013), reducBes no nivel de expressao génica de lamap em amostras de promastigotas tratadas
com menadiona, poderiam estar associadas as alteracdes metabdlicas e inducao de alteracdes na
fase bioldgica do parasito, condi¢do dependente da regulacdo de ferro (Mittra et al, 2013). Porém,
como nosso trabalho ndo avaliou os niveis de expressdao génica de lamap e nem de ferro, ndo
podemos determinar a ligacdo da alteracdo morfolégica com a acdo do ferro. A alteracdo de
morfologia pode ser também indicativa de morte celular, onde na apoptose o volume celular pode
diminuir e ha assimetria na membrana, mecanismo que pode ser encontrado em protozoarios
como a Leishmania (Proto, Coombs & Mottram, 2013).

Com relagéo ao ensaio de reducdo do MTT, foi observada uma grande reducéo do valor
da D.O de ambas as cepas na concentragdo 100 pM em comparagdo as outras concentracdes.
Porém, néo foi possivel determinar a citotoxicidade da MD, pois no ensaio ndo foi utilizado um
controle positivo de toxicidade, por exemplo, o triton, sendo um erro de metodologia. No trabalho
de Oztopcu-Vatan e colaboradores (2014) o ensaio por reducdo do MTT foi utilizado para avaliar
a viabilidade de células de carcinoma hepatocelular de camundongos, tratadas com

concentragdes distintas de menadiona, onde ela apresentou atividade citotdxica na concentracéo
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25 uM e pode induzir dano ao DNA e apoptose (Oztopcu-Vatan et al, 2014). Assim como em
outros trabalhos que reproduzem o ensaio de reducdo MTT, a utilizacdo de um controle positivo
de toxicidade é essencial para avaliacdo da citotoxicidade da molécula que esta sendo testada.

Pelos nossos estoques estarem congelados ja ha algum tempo (desde 2016) e os resultados
dos ensaios com a MD estarem muito discrepantes dos trabalhos realizados pelo nosso grupo,
precisdvamos confirmar se as cepas transfectadas apresentavam ainda o plasmideo, e ao
realizarmos o teste para confirmacdo, obtivemos o resultado de que elas tinham perdido este
plasmideo.

Desde a descoberta do DNA como material genético e sua estrutura, ha o
desenvolvimento de técnicas que buscam manipular e modificar geneticamente organismos, o
que podemos chamar de Engenharia Genética. Uma das primeiras técnicas utilizadas, foi a de
clonagem molecular, onde hé insercédo de um fragmento de DNA em um plasmideo para produzir
0 DNA recombinante que pode se replicar dentro de uma célula hospedeira. A partir disso, ha a
producdo de multiplas copias do fragmento de DNA incorporado na cultura e as células-filhas
apresentardo esse fragmento em seu genoma (Pyne, Sukhija & Chou, 2011).

O desenvolvimento de microrganismos recombinantes apresenta problemas,
principalmente relacionados a estabilidade do plasmideo. A instabilidade é definida como a
tendéncia das células recombinantes de perderem algumas propriedades moleculares por causa
de alteracdes ou perdas do plasmideo. A estabilidade plasmidial pode ser considerada como fator
critico na producdo de proteinas recombinantes, uma vez que a expressao da proteina de interesse
estd condicionada a manutencdo do plasmideo na célula (Silva et al, 2009; Vitor, 2018).

Existem dois tipos de instabilidade plasmidial: a estrutural e a segregacional. A estrutural,
é caracterizada por alteracOes da sequéncia de bases de um plasmideo por insercdes, delecbes ou
muta¢Oes pontuais. 1sso pode ocorrer pela agdo de mutagénicos ou espécies reativas do oxigénio
e nitrogénio. Também podem ocorrer erros da DNA polimerase ou insuficiéncia de mecanismos
de reparo. Eventos de recombinacdo entre sequéncias no plasmideo e sequéncias no cromossomo
podem estar ligados a essas alteragdes. A expressao de genes também pode ser considerada um
fator importante. Ja na instabilidade segregacional, a perda plasmidial ocorre durante a divisao
celular, resultando em uma célula-filha sem o plasmideo. Os plasmideos sdo considerados uma
carga metabolica para as células, o que leva a uma preferéncia por células livres de plasmideo
durante o crescimento. Quanto mais essas células sem o plasmideo crescem em uma populacéo,
mais dificil se torna a replicacdo do DNA recombinante (Friehs, 2004; Katayama, 2016; Vitor,
2018).
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Ainda no trabalho de Vitor (2018), sdo citados alguns outros fatores que influenciam na
estabilidade plasmidial, como temperatura e pressdo seletiva com antibi6tico. Com relagdo a
manutencdo de plasmideos em baixas temperaturas, Nguyen e colaboradores (2018), conduziram
um estudo para avaliar a estabilidade e integridade do plasmideo a longo prazo, onde utilizaram
celulas congeladas por 3 anos a -20°C e células que passaram por método de aceleracdo de
condicOes de envelhecimento a 65°C por 20 dias. Seus resultados mostraram que o plasmideo
contendo informacdes de DNA armazenado em condicdes controladas de -20°C, poderia possuir
estabilidade de DNA por pelo menos 3 anos, e o plasmideo poderia ser protegido da degradacéo
mesmo sob condicdes elevadas de temperatura de até 65°C por 20 dias, 0 que é equivalente a
aproximadamente 20 anos de armazenamento de DNA a -20 °C (Nguyen et al, 2018). Porém,
ndo foram encontrados estudos de avaliacdo de estabilidade a longo prazo em condic¢des reais e
em temperaturas mais baixas, como -80°C e -150°C.

A literatura também ndo possui material suficiente em relacdo a preservacao de espécie
de Leishmania, principalmente em como os métodos podem afetar em niveis moleculares. Na
revisdo bibliografica de Sola e colaboradores (2012), que expfe as questdes de conservacao e
viabilidade na manutencao de microrganismos, € relatado que a manutencdo em temperaturas
ultrabaixas (-150°C a -196 °C em containeres de nitrogénio liquido) é mais eficiente que em
temperaturas baixas (-20°C a -80°C em freezers), ja que nesses Gltimos podem ocorrer variagdes
de temperatura do equipamento, enquanto em sistema de nitrogénio liquido é constante (Sola et
al, 2012). No trabalho de Pires & Cupolillo (2010), foi avaliado a eficiéncia dos métodos de
criopreservacdo de 8 espécies de Leishmania, incluindo a L. (L.) amazonensis, que apresentou
viabilidade ao ser preservada diretamente a 196°C independentemente do método de
descongelamento, e quando o esquema de congelamento foi 0°C/-70°C/-196°C e -20°C/-70°C/-
196°C sua viabilidade foi melhor quando descongelada a 37°C/3min. (Pires & Cupolillo, 2010).

Na revisdo de Black e colaboradores (2023), é explorado o que é considerado
instabilidade do genoma e causa consequéncias graves para outros eucariontes, para a
Leishmania pode fornecer substratos selecionaveis para catalisar alteracGes da expressao génica
necessarias para modificar o namero de copias do gene frente a alteracdes ambientais. Replicacdo
néo ortodoxa do DNA, reparo de DNA, fatores de estresse de replicacdo e repeticdes de DNA
séo reconhecidos no protozoario como contribuintes para esta instabilidade intrinseca, mas como
a Leishmania regula a plasticidade do genoma ainda nao esta elucidado (Black et al, 2023). Essa
capacidade de instabilidade genémica da Leishmania pode ter contribuido para a perda do

plasmideo.
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As cepas transfectadas de nosso trabalho estavam desde 2016 armazenadas em nitrogénio
liquido na FIOCRUZ, mas quando vieram para nosso laboratorio em 2020, foram transferidas
para o freezer -80°C. O método de descongelamento foi & temperatura ambiente. E possivel que
essa variacdo de temperatura de armazenamento e descongelamento péde causar alteragdes
moleculares tanto no protozoario quanto na estabilidade do plasmideo.

Com relacdo a utilizacdo de antibioticos para aumentar a estabilidade do plasmideo, s&o
inseridos genes que conferem resisténcia ao antibiotico no plasmideo, seguido da adi¢do do
antibidtico correspondente ao meio de cultivo, permitindo a presséo seletiva das células com
plasmideo. Porém, em condi¢des de cultura intensiva (alta densidade celular e/ou cultivo
continuo) o uso de antibioticos pode se tornar menos eficiente devido a dilui¢do ou inativagao do
antibidtico (Baneyx, 1999).

Em 2016, quando as leishmanias foram transfectadas, o meio Schneider’s era
complementado com estreptomicina e penicilina (5pug/mL e 5U/mL respectivamente) e ainda
havia a adicdo do antibidtico seletivo geneticina (8 pg/ml). Atualmente, esse meio é
suplementado com gentamicina (10 pg/ml), que também é um aminoglicosideo seletivo de
estrutura semelhante a geneticina, entdo em um primeiro momento foi considerada a
possibilidade de que esse antibidtico estaria fazendo pressao seletiva. Ao voltar com a adi¢do de
geneticina nesse meio, percebemos que a cultura ndo estava se multiplicando, além de apresentar
algumas anormalidades na morfologia da promastigota. Ao analisarmos as especificacdes do
produto do fabricante (Sigma-Aldrich, EUA) além de atuar no ribossomo 70S, a geneticina tem
como espectro da acdo antimicrobiana selecionar células transfectadas de modo estavel com um
construto de promotor iINOS e gene de resisténcia a neomicina, mostrando atividade contra
protozoarios e helmintos.

As cepas Leishmania teriam sido inicialmente selecionadas por algumas passagens sem
geneticina (G418) ap6s o descongelamento, o que seria critico para a estabilidade dos epissomos,
resultando na perda destes na maior parte da populagéo celular (Casagrande et al., 2005). Cabe
outrossim ressaltar que dados na literatura indicam que concentracdes deste antibiotico até 64
vezes maiores, seriam fundamentais para melhor expressdo de genes neste género de parasitos.
Provavelmente, envolvendo a selegdo de subpopulagcBes com maiores nimeros de copias
plasmidiais (Callahan et al, 1992; Coburn et al, 1991).

A presenca de uma banda em um dos poc¢os analisados com tamanho aproximado 600-
650pb, pode indicar uma amplificagdo parcial do gene gfp e alguma delecdo no mesmo,
representando plasmideos em baixo nimero de cépias. Porém, ndo € possivel confirmar essa

informacao sem a realizacdo de sequenciamento ou outras analises mais refinadas.
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Outro detalhe a ser pontuado é que apds a extracdo do DNA, ndo foi realizada a
quantificacdo do mesmo. Isso € um ponto critico, pois ndo foi definido a quantidade de DNA
presente nas amostras, nao dando a certeza se algum DNA foi analisado na PCR.

Os resultados desse trabalho mostram a importancia do controle das variaveis em um
estudo. Processos como estocagem, manutencdo e manipulagdo de células devem ter

metodologias cuidadosas, ja que sdo fatores criticos, principalmente a nivel molecular.



49

CONCLUSOES

Apos 3 anos de congelamento da cepa JOSEFA LAMAP nas condi¢des testadas (com
10% glicerol e armazenamento em freezer -80°C), as promastigotas ndo foram capazes de manter
a resisténcia ao estresse oxidativo induzido pela menadiona, a partir da concentragdo de 100 uM,
apresentando uma reducdo significativa no seu nimero ao longo dos dias de experimento. Houve
uma reducdo na viabilidade celular de ambas as cepas a partir da concentracdo de 100 uM. O

plasmideo nao foi identificado pela analise por PCR qualitativo, indicando a perda dele.

PERSPECTIVA

v Refazer a transfeccao de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis com o gene lamap;

<

Produzir uma cepa nocaute para o gene lamap de L. (L.) amazonensis;

v Avaliar a capacidade das cepas de resistir ao estresse oxidativo induzido por pro-
oxidantes

v Testar a capacidade infectante das cepas L. (L.) amazonensis transfectadas e nocaute para

macrofagos murinos.
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