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Resumo

A prolil oligopeptidase (POP) é uma serino protease que cliva peptideos
de até 30 aminoacidos, porém ja foi observada sua capacidade de hidrolise de
colageno, fibronectina e componentes da matriz extracelular. Participa de
importantes processos biologicos e esta envolvida em diversas doencas
neurologicas e inflamatérias. Estudo recentes apontaram a POP de
Trypanosoma cruzi (POPTc80) como importante alvo contra a doenca de
Chagas por meio do desenvolvimento de vacina contra a proteina. Este trabalho
teve como objetivo analisar o envolvimento da POP na patogenia de duas
doencas: a doencga de Chagas e a Leishmaniose visceral. A prolil oligopeptidase
de T. cruzi (POPTc80) foi analisada por meio de nocaute fisico do gene
POPTC80 com a delecdo do alelo Non-esmeraldo like pela integracdo do
cassete contendo o gene NEO, que confere resisténcia a geneticina (G418),
sendo observado diferencas de expressao da proteina tanto entre os diferentes
clones quanto comparado a cultura selvagem. O clone B2 apresentou uma
divisdo celular a cada 47 h e o clone C6 a cada 52h, e a imuno marcagao mostrou
uma reducdo na intensidade do sinal de fluorescéncia. O nocaute do alelo
Esmeraldo-like para realizar o duplo nocaute, foi com reparo por homologia direta
(RHD) e insercdo do cassete que confere resisténcia a marca de selecdo
higromicina. O duplo nocaute (poptc80-/-) foi confirmado pela amplificacdo do
gene higromicina fosfotransferase e corroborado pela imunofluorescéncia (IF)
com auséncia de marcacdo da POPTc80 nos parasitos. A POP de L. infantum
(POPLI) foi avaliada quanto a sua capacidade infectiva em macré6fagos murinos
sob presenca de inibidores especificos da POP, S 17092 e Z-Pro-Prolinal,
indicando 50% de reducgdo da taxa de infeccdo, o que também foi observado
guando os parasitos foram incubados com a proteina recombinante e o
anticorpo. A POPLI foi observada expressa na fracdo de membrana e
citoplasmatica do parasito e este resultado foi corroborado pelo ensaio de IF. A
andlise funcional da POP de T. cruzi e L. infantum, nos permite avangar na busca
por novos alvos quimioterapicos para o tratamento de ambas as doencas
tropicais negligenciadas.

Palavras-chaves: Trypanosoma cruzi, Leishmania infantum, prolil

oligopetidase, leishmaniose, doenca de Chagas, nocaute, infecc¢ao, inibidor.
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Abstract

Prolyl oligopeptidase (POP) is a serine protease that cleaves peptides of
up to 30 amino acids, but its ability to hydrolyze collagen, fibronectin and
extracellular matrix components has already been observed. It participates in
important biological processes and is involved in several neurological and
inflammatory diseases. Recent studies have pointed to POP of Trypanosoma
cruzi (POPTc80) as an important target against Chagas' disease through the
development of a vaccine against the protein. This work aimed to analyze the
involvement of POP in the pathogenesis of two diseases: Chagas disease and
visceral leishmaniasis. The T. cruzi prolyl oligopeptidase (POPTc80) was
analyzed by physical knockout of the POPTC80 gene with the deletion of the
Non-Esmerald allele allele by the integration of the NEO gene-containing
cassette that confers resistance to geneticin (G418), with differences expression
of the protein both among the different clones and compared to the wild type.
Clone B2 showed a cell division every 47 h and clone C6 every 52 h, and
immunoblotting showed a reduction in fluorescence signal intensity. The
knockout of the Esmeraldo-like allele to perform the double knockout was with
direct homology repair (RHD) and insertion of the cassette that confers resistance
to the hygromycin selection marker. The double knockout (poptc80 - / -) was
confirmed by amplification of the hygromycin phosphotransferase gene and
corroborated by immunofluorescence (IF) with no labeling of POPTc80 in the
parasites. The POP of L. infantum (POPLIi) was evaluated for its infective capacity
in murine macrophages in the presence of specific inhibitors of POP, S 17092
and Z-Pro-Prolinal, indicating a 50% reduction in infection rate, which was also
observed when the parasites were incubated with the recombinant protein and
the antibody. POPLi was observed expressed in the membrane and cytoplasmic
fraction of the parasite and this result was corroborated by the IF assay. The
functional analysis of the POP of T. cruzi and L. infantum allows us to advance in
the search for new chemotherapeutic targets for the treatment of both neglected
tropical diseases.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Leishmania infantum, prolyl oligopetidase,

leishmaniasis, Chagas' disease, knockout, infection, inhibitor.
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Introducao

Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, descoberta pelo médico Carlos Chagas em 1909,
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, protozoario que pertence a ordem
Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae. O T. cruzi é um parasito flagelado
que apresenta quatro formas principais durante seu ciclo de vida alternando
entre 0 hospedeiro mamifero e o vetor invertebrado (1). A principal forma de
transmissao ocorre por insetos triatomineos, conhecidos popularmente como
barbeiro, que no momento do repasto sanguineo deposita suas fezes
contaminadas com o parasito. No intestino médio do vetor, as formas
epimastigotas se replicam por divisdo binaria e antes de serem eliminada pelas
excretas sédo diferenciadas para a forma infectiva tripomastigota metaciclica.
Para que ocorra a invasao na célula hospedeira, o parasito recruta lisossomos
em direcdo ao local de adesdo a membrana plasméatica formando o vacuolo
parasitoforo. Devido principalmente a acidez desse ambiente, ocorrera o gatilho
molecular para diferenciacdo na forma amastigota que se da apds a lise
enzimatica da membrana do vacuolo. Agora no citoplasma, as formas
amastigotas se multiplicam por divisdo binaria e, apds cerca de nove ciclos de
divisdo, o T. cruzi diferencia-se em tripomastigota sanguineo, rompem a célula
e retornam para circulacéo do hospedeiro (2,3), estabelecendo assim o processo
infeccioso. O ciclo se encerra quando as formas sanguineas sdo novamente

ingeridas pelo barbeiro e diferenciam para epimastigotas (Figura 1)(4).
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Figura 1 — Ciclo de vida Trypanosoma cruzi. No vetor, formas epimastigotas
migram para o intestino e para o reto, onde diferenciam para tripomastigota
metaciclico. No momento do repasto, o barbeiro depositas as fezes
contaminadas com o parasito na pele do hospedeiro e através da ferida
alcancam a corrente sanguinea, onde sdo fusionados ao lisossomo e infectam
as células de defesa. Os parasitos diferenciam-se em amastigotas e replicam
por fissdo binaria e, transformando-se novamente em tripomastigotas, que lisam
a célula e vdo para a corrente sanguinea. Novas células séo infectadas,
estabelecendo assim a infec¢cdo. Quando ocorre outra alimentacdo, o vetor
ingere 0 sangue contaminado e a forma tripomastigota diferencia para
epimastigora replicativo, completando o ciclo. Fonte: (4)

Existem ainda outras formas de transmisséao da doenca tais como via oral
pela ingestdo de alimentos contaminados, via transfusdo sanguinea, acidentes
laboratoriais, transplante de 6rgdos e via congénita. A infeccdo oral acontece
principalmente na Regido Norte do Brasil, onde o consumo de alimentos n&o
processados, como o0 acai, sao mais frequentes (5,6), enquanto que 0s outros
meios de transmissao ocorrem, principalmente, nos paises ndo endémicos (7,8).

A doenca de Chagas possui duas fases e a manifestacao clinica varia de
individuo para individuo. A fase aguda se apresenta nos primeiros dias apos a

picada com uma alta parasitemia e sintomas néo especificos como febre, mal-
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estar, falta de apetite, aumento do figado, dor muscular e em 1% dos individuos,
geralmente as criancas, podem apresentar inflamacéo do coracdo. O sintomas
mais caracteristicos observados nesta fase da doenca é a inflamacao no local
da picada, conhecido como sinal de Romafia, que € o inchaco da pélpebra e/ou
o chagoma de inoculacao, o inchaco no local da ferida (9,10). Entretanto, uma
diminuicdo da parasitemia pode ocorrer permitindo que a doenca permaneca
assintomatica durante varios anos e sua manifestacdo ocorrer somente quando
0 coragdo ou o0s Orgdos do sistema digestivo estiverem gravemente
comprometidos pela quantidade de parasitos localizados nos musculos,
causando cardiomiopatias e a sindrome dos mega, esbdfago e colon,
caracterizando assim a fase crénica da doenca (11,12). Muitos pacientes podem
permanecer numa fase indeterminada e n&o apresentar nenhum sintoma da

infeccdo com o parasito apos a fase aguda (Figura 2) (9,13,14).

Cura 80%

Se tratada... _

Fase aguda Fase cronica Fase cronica
© Digestiva
= / ! 10%
Q Sintomatica Sintomatica
E ; ‘ Cardiaca
© .
o ; / 20%
;”Assintoma'tica Assintomatica <

Indeterminada
70%

Dias/meses Anos

Resposta imune

Figura 2- Evolucado clinica da doenca de Chagas. A fase aguda é
caracterizada por uma alta parasitemia e pode apresentar sintomas inespecificos
ou ser assintomatica. Na fase crbnica sintomatica € observada as sindromes dos
megas, colon e esbéfago e o inchaco do coragdo. Entretanto, a doenca pode
permanecer assintomatica durante toda a vida, classificando esses pacientes
indeterminados. Adaptado de (9)
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Estima-se que 6 a 7 milhGes de pessoas em todo o mundo estejam
infectadas pelo parasito e cerca de 70 milhBes de pessoas estdo em risco de
contrair a doenga em todo o mundo (15). O maior nimero de casos registrados
sdo na América Latina, onde a doencga € endémica em 21 paises e 0s vetores
de transmissdo estdo presentes e amplamente distribuidos (13). A doenca de
Chagas é classificada como Doenca Tropical Negligenciada (DTN) por atingir a
populacdo de baixa renda, principalmente as que vivem nas &reas rurais em
paises subdesenvolvidos (16), e por ndo haver investimento de recursos
destinados ao desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e benéficos aos
pacientes, ou ao seu controle.

Entretanto, com o crescimento populacional, a expanséo de cidades para
as areas proximas ao habitat natural dos insetos transmissores e a imigracao de
individuos para paises ndo-endémicos (17), os casos da doenca tem aumentado
mundialmente (Figura 3). Além do impacto da morbidade e mortalidade, a
globalizagcéo da doenca de Chagas tem impactado a economia mundial visto que
o investimento no tratamento e controle da doenca gera um enorme custo anual
(18). Em 2008, a Colémbia teve um gasto estimado de aproximadamente US$
267 milhdes (19) o que acarretou um grande peso na economia global, sendo

este estimado em US$ 7 bilhdes por ano (11).

Figura 3 - Distribuicdo global da doenca de Chagas. Devido ao grande fluxo
migratério de individuos de paises da América Latina, endémicos para a doenca
de Chagas, houve uma globalizacdo da doenca com destaque para EUA,
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Canada, paises Europeus, Japao e Australia. Nao ha dados de outros paises
asiéticos e africanos. Fonte: (20)

O tratamento ndo promove a cura da doenca na fase cronica e € agressivo
para o organismo devido a toxicidade dos medicamentos utilizados que séo o
benznidazol e Nifurtimox. Ambos sdo eficazes no tratamento da fase aguda
quando a doenca é identificada (cerca de 80% de sucesso), porém 0O uso
indevido e recorrente além de gerar resisténcia ao parasito pode causar efeitos
colaterais abusivos nos pacientes e nenhum tratamento disponivel promove a
cura (14,21).
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Leishmanioses

Junto com a doenca de Chagas, a leishmaniose é uma das sete Doencas
Tropicais Negligenciadas (DTN) mais importantes, com uma ampla distribuicéo
geografica, estando presente em 98 paises da América, Africa, Asia e Europa
(22,23). O agente etiologico é o parasito do género Leishmania, com mais de 20
espécies que causam diferentes manifestacbes da doenca. O parasito €
transmitido pela picada do flebotomineo fémea infectada, da familia Psychodidae
e subfamilia Phlebotominae, sendo descritas 98 espécies dos géneros
Phlebotomus e Lutzomyia como transmissores da doenca (22—24). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (24), anualmente surgem entre 700.000 mil a 1
milhdo de novos casos da doenca com uma estimativa de 20.000 a 30.000
mortes, atingindo mais de 12 milhdes de pessoas ao redor do mundo (25).

O parasito possui um ciclo de vida dividido em duas etapas, uma que
ocorre no vetor e outra no hospedeiro vertebrado e a Leishmania se apresenta
em formas distintas em cada um. No momento do repasto, o flebotomineo fémea
deposita na pele do hospedeiro a forma promastigota metaciclica que possui um
flagelo para auxiliar na locomocdo e ao adentrar na corrente sanguinea séo
fagocitados pelas células do sistema imunolégico, macréfagos e neutrofilos e se
diferenciam para a forma amastigota, que possui o flagelo atrofiado. A forma
amastigota é replicativa intracelular e encontra no fagolisossomo dos
macrofagos, as condi¢cdes ideiais para a multiplicacdo por fissdo binaria,
causando assim a lise dos macrofagos e retornando para a circulagéo sanguinea
infectando novas células. Quando ocorre uma nova alimentacdo, 0 mosquito
ingere macrofagos infectados e a forma amastigota diferencia para promastigota
prociclico, que esta presente no intestino médio do vetor (26). Por fim, estes se
dividem e migram, jA na forma promastigota metaciclica, para a probdscide do

flebotomineo, reiniciando o ciclo, como podemos ver na figura 4 (27,28).
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Figura 4 - Ciclo de vida do parasito Leishmania. O esquema representa o
momento do repasto realizado pela fémea do flebotomineo que inicia o ciclo ao
depositar formas promastigotas metaciclicas na corrente sanguinea do
hospedeiro vertebrado. Os parasitos sdo fagocitados pelos macrofagos e, no
fagolisossomo, diferenciam-se para a forma amastigota e multiplicam-se até
romperem os macrofagos, que liberam os parasitos novamente na circulacéo e
infectam outros macrofagos. Quando ocorre novo repasto, macréfagos
infectados séo ingeridos pelo flebotominio e diferenciam para promastigotas
prociclicas, reiniciando o ciclo. Fonte: Adaptado de (29).

A leishmaniose manifesta-se em trés formas clinicas diferentes e de
acordo com a espécie que causou a infec¢do, séo elas: cutdnea, mucocutanea
e visceral (30). A leishmaniose cuténea (LC) & a forma mais comum, estando
presente na Asia, Sudeste da Europa, Africa, América Latina, México e Sudeste
dos Estados Unidos (22) e sua manifestacao € na forma de Ulceras espalhadas
nas regidbes mais expostas do corpo, como rosto, pernas e bragos (31), sendo
as principais espécies envolvidas no processo de infeccdo: L. major, L.

amazonensis e L. mexicana. A forma mais disseminada na América Latina é a
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leishmaniose mucocutanea (LMC), que afeta as membranas da mucosa da boca
e do aparelho respiratério superior, destruindo o labio e palato, podendo causar
deformacdo no rosto; € causada, principalmente, pelas espécies L.
amazonensis, L. braziliensis. A leishmaniose visceral (LV) € a manifestacdo mais
agressiva da doenca por atingir érgaos vitais como o baco e a medula 6ssea e
levando a 95 % de O6bito, se ndo for tratada. E encontrada na Africa, Asia,
Sudeste da Europa e América Latina (Figura 5) e a transmissdo ocorre pelas
espécies do parasito L. infantum, L. donovani e L. tropica, caracterizada por

febre, perda de peso, esplenomegalia, hepatomegalia e anemia (22,30,32).

o000
0 000 0

Number of new cases
of visceral leishmaniasis
reported

B =1000

B 500-999

3 100-499 [ No autochthonous cases reported
<100 [ Nodata

Clo [ Not applicable

Figura 5 - Distribuicdo global das leishmanioses. Casos de leishmaniose
visceral registrado ao redor do mundo, indicando a maior incidéncia no Brasil,
algumas regides da Africa e India Fonte: (26)

O principal tratamento para as leishmanioses é realizado por meio dos
antimoniais pentavalentes (Sb5+), entretanto outras drogas tém sido eficientes
no controle da doenca quando os parasitos adquirem resisténcia aos
antimoniais. Os medicamentos utilizados sdo: o antifungico Anfotericina B

lipossomal, miltefosina, paromomicina e pentamidina (33,34), € mesmo com
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tratamentos alternativos disponiveis, € comum haver falha terapéutica. Os
efeitos colaterais decorrentes do tratamento podem ser agressivos e toxicos aos
pacientes, dentre eles podemos citar nduseas, alteracbes cardiacas, nefrite,
distarbios grastrointestinais e respiratérios que contribuem para o abandono e
falha do tratamento (22,34).

Diante deste quadro, tem-se a necessidade de um estudo minucioso da
biologia molecular do T. cruzi e de Leishmania para a melhor compreenséo dos
seus mecanismos de viruléncia e de escape do sistema imune que garantem o
sucesso da infec¢ao e, desta forma buscar potenciais alvos quimioterapicos para
um melhor tratamento da doenca de Chagas e leismanioses. Dentre os possiveis
alvos, propomos a prolil oligopeptidase, uma serino-protease que sera

contextualizada a seguir.

Proteases como potenciais alvos de drogas

Proteases sdo enzimas que clivam ligacdes peptidicas de proteinas ou
peptideos podendo agir em um sitio especifico ou ndo, ou ser limitado a uma ou
a diversas regides de clivagem (35). As proteases ou peptidases sdo esséncias
todos 0s organismos vivos e aos virus e estao envolvidas nos mais diversos
processos biolégicos como a modulacdo do sistema imunoldgico, a digestédo de
peptideos, a localizacéo e a ativacdo de muitas proteinas o que contribui para o
processamento de informacdo celular, transducdo de sinal, proliferacdo e
diferenciacdo celular, transcricdo e replicacdo do DNA, angiogénese,
neurogénese, ovulacéo, senescéncia, necrose e apoptose celular, dentre outros.
Estdo envolvidas também em doencas cardiacas, cancer, desordens
neuroldgicas, processos inflamatérios (36,37). As proteases sao divididas em
exopeptidases e endopeptidases de acordo com a posicéo do sitio de clivagem.
As exopeptidases clivam ligacdes peptidicas préximo as regides C e N-terminal,
enquanto que as endopeptidases hidrolisam as ligagdes internas ou distante dos
finais da cadeia polipeptidica (38). As proteases sao classificadas de acordo com
a clivagem do sitio catalitico e a presenca do residuo de aminoacido sendo
distribuidas nos grupos aspartico, cisteino, metaloprotease, treonina, glutamico,

asparagina e serino proteases (38-40).
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Proteases de patégenos

Estudos tem mostrado que proteases além de serem essenciais para a
viabilidade de patogenos estdo envolvidas na patogenia de muitas doencas
causadas por eles. Um estudo recente da protease otubaina-like de Leishmania
infantum (OtuLli) indica que essa enzima induz in vitro a secrec¢ao da interleucina-
6 (IL-6) e secrecdo do TNF-a, podendo contribuir para uma atividade pro-
inflamatoria no desenvolvimento da leishmaniose (37). A catepsina L, uma
protease pertencente a classe das cisteino, teve seu papel sugerido na
sobrevivéncia da Leishmania presente nos macrofagos, com altos niveis de
expressdo identificados na forma amastaigota. Em Trypanosoma brucei (T.
brucei), a catepsina L esta relacionada viruléncia, auxiliando o parasito a
atravessar a barreira do cérebro para a corrente sanguinea, enquanto que no T.
cruzi esta envolvida em diferentes fungdes, como metabolismo, diferenciacgéo,
invasdo da célula hospedeira e evasao do sistema imunoldgico; e é conhecida
como cruzipaina, uma papaina tipo catepsina L-Like (37,41). As cisteino
protease sao de grande importancia no estabelecimento da infeccdo causada
pelo Plasmodium, visto que sédo implicadas na hidrélise da hemoglobina, com o
envolvimento da falcipaina-2, falcipaina-3 e dipeptidil aminopeptidase. Essas
proteases estdo envolvidas na ruptura dos eritrécitos, o que é corroborado pela
inibicdo destas enzimas acarretando no blogueio da ruptura por esquizontes
maduros (37).

Outra classe de protease que esta envolvida com patégenos auxiliando
na progressao de muitas doencas, € a das serino-proteases. No parasito T. cruzi,
a oligopeptidase B esta envolvida na sinalizacédo do célcio e, o nocaute do seu
gene, 0 parasito mostrou que ndo era capaz de invadir a célula hospeira e,
consequentemente, ndo foi eficiente em estabelecer a infeccdo (41). De forma
oposta, 0 nocaute de um alelo do gene DPP8TC, que codifica outra serino
protease, apresentou uma reducdo no crescimento dos parasitos, porém num
ensaio de infecg&o in vitro se mostraram mais infectivos quando comparados aos
parasitos selvagens (42). Este aumento da infeccdo pode ter o ocorrido pela
acao de proteases que clivam no mesmo sitio e assim compensam a perda do
alelo da DPP8TC.

10
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Diante da importancia das proteases no desenvolvimento de patogenias
causadas por protozoario, a peptidase que é objeto de estudo deste trabalho
pertence ao grupo das serino proteases e possui grande interesse devido a sua
participacdo em diversos processos fisiolégicos e envolvimento em muitas
doencas: a prolil oligopeptidase.

A prolil oligopeptidase (POP) € uma serino protease, pertencente a familia
S9 do cla SC (43) e tem como caracteristica a capacidade de clivar peptideos de
até 30 aminoacidos na regido carboxi-terminal pdés prolina e com menos
eficiéncia apos alanina (28,44) Seu peso molecular pode variar de 70 kDa, como
a POP de Pyrococcus furiosus (45), a aproximadamente 80 kDa, como por
exemplo a POPTc80 (46).

No homem, a POP estd presente em nos tecidos e tipos celulares
especificos bem como em células do cérebro, onde é altamente expressa
(47,48). Foi primeiramente descrita no Utero humano como uma proteina capaz
de inativar o horménio oxitocina que esta envolvido nas contra¢cées musculares
do utero (49). A POP é descrita principalmente como citosélica, entretanto
estudos apontam sua presenca na membrana plasmatica e na forma de ligante
de membrana no reticulo endoplasmatico rugoso e no aparelho de Golgi (48) e
suas funcdes bioldgicas variam de acordo com a célula em que se encontra e
se a sua localizacdo € extracelular ou intracelular. Sua especificidade em clivar
pequenos peptideos torna a POP essencial para diversos processos fisioldgicos
e entre suas funcBes conhecidas estdo a degradacdo e a maturacdo de
peptideos hormonais e neuropeptideos como a substancia P, neurotensina,
tirotropina e angiotensina que estdo envolvidos ndo somente nos processos de
memoria e aprendizagem, mas também em varias doencas neurologicas (44,50—
53). Um estudo realizado com feto de camundongos indicou um aumento da
atividade enzimatica e dos de niveis de RNA mensageiro no cérebro logo no
estagio inicial da embriogénese, sugerindo assim que a POP esta envolvida na
neurogénese e na proliferacao celular (53). Niveis anormais da atividade da POP
foram encontrados em tecidos neurais de pacientes com amnésia, Alzheimer,
transtorno bipolar e depresséo e, ainda esta envolvida na modulagéo de inositol
fosfato e, consequentemente, na via de sinalizacéo celular, fato que tem sido

mostrado em estudos da patogenia de doencas neurodegenerativas (54-56).

11
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Cada vez mais a POP vem sendo relacionada a diferentes doencas e uma
das mais recentes descobertas, foi o seu envolvimento em processos
inflamatoérios por meio da modulagdo de peptideos ativos. Os neutréfilos sdo
células inflamatérias importantes na defesa contra patégenos e sao recrutados
por meio de sinais quimioatraentes liberados pelo organismo invasor. Um desses
sinais é o tripeptideo prolina-glicina-prolina (PGP), o qual a POP tem capacidade
de gerar a partir de fragmentos de colageno indicando assim seu papel nas
doencas inflamatérias pulmonares como a Fibrose Cistica (FC) e nas doencgas
inflamataorias intestinais, como a doenca de Crohn (57-59).

Diante do exposto, € necessario expandir o conhecimento sobre a prolil
oligopeptidase no que se refere a outras doencgas, como as Doencas Tropicais
Negligenciadas (DTN) e, no presente trabalho o enfoque s&o a Doenca de
Chagas e a Leishmaniose.

A prolil oligopeptidase de Trypanosoma cruzi (POPTc80) (Figura 6) vem
sendo objeto de estudo pelo nosso grupo ja h& alguns anos, onde foi
primeiramente descrita como uma protease capaz de clivar um substrato
fluorogénico N-Succinyl-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-AMC, que representa uma
sequéncia conservada de colageno, bem como foi eficiente na hidrélise de
coldgenos humanos purificado dos tipos | e IV e colageno nativo do tipo |
presente no mesentério de rato, com atividade comparavel aquela da

colagenase da bactéria invasiva Clostridium histolyticum (60).

12
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Figura 6 - Modelo tridimensional da POPTc80. O substrato Suc-Gly-Pro-Leu-
Gly-Pro-AMC (laranja) encontra-se posicionado por docking proximo ao sitio
catalitico Ser-Asp-His (verde). (61)

Com resultados obtidos nos estudos anteriores, foi levantada a hipétese
desta protease estar envolvida na degradacdo de componentes da matriz
extracelular e, para avaliar se de fato isto ocorre, um estudo aprofundado da
enzima foi realizado e observado que esta protease também hidrolisa outro
componente da matriz extra celular (MEC), a fibronectina, porém de maneira
limitada (62), sugerindo assim que a POPTc80 poderia facilitar a infec¢cado de
células hospedeiras pelo T. cruzi por meio da destruicdo de fibras colagenas
presentes na MEC e ha membrana basal, permitindo acesso do parasito a célula
(46,62). A degradacdo do colageno é feita por alguns microorganismos
invasores, gerando danos nos tecidos e permitindo a distribuicdo dos agentes
patogénicos no organismo hospedeiro. Este dano tecidual induz a expressao de
metalo proteases (MMPSs) que apresentam uma resposta inflamatéria e repara o
tecido. A quebra do colageno pelas MMPs gera fragmentos menores que podem
ser clivados pela POP resultando no tripeptideo Pro-Gly-Pro. Essa sequéncia de
peptideos ligados aos receptores CXCR1 e CXCR2 funcionam como
quimioatrativos para neutréfilos que se dirigem para o local da infeccéo infiltrando
e lesionando o tecido. A inibicdo da MMP no tecido de coragdes infectados pelo
T. cruzi foi capaz de reduzir o dano no miocardio e aumentou a taxa de
sobrevivéncia dos animais (63,64), implicando o envolvimento da POPTc80 no
estabelecimento da infeccao.

O papel da POPTc80 na infeccdo de células hospedeiras pode ocorrer via
secrecao ou proteina de superficie (Figura 7) e, para esclarecer essa hipotese, um
ensaio de secrecao foi realizado em diferentes tempos e o resultado indicou que
a atividade enzimética aumentou em relacdo ao tempo de secrecdo (60). Para
melhor compreender a participacdo da POPTc80 na doenca de Chagas,
inibidores especificos foram testados em um ensaio de infeccdo por
tripomastigotas em células L6 e foi observado que quanto maior a inibicdo
enziméatica maior foi a inibicdo da infec¢éo pelo parasito. Para atestar que a POP
do parasito estava sendo inibida, inibidores irreversiveis especificos foram

sintetizados e modificados por quimica combinatéria para que seu potencial
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inibitério fosse avaliado sobre a capacidade infectiva do parasito (62), pois
estudos apontam que esta protease é secretada pelas formas tripomastigotas,
podendo assim favorecer o processo de infeccdo das células hospedeiras
(62,65,66). Os inibidores obtidos se destacaram pela alta especificidade e
seletividade para a POPTc80, uma vez que nao inibe outras proteases de T.
cruzi como oligopeptidase B, catepsina B e cruzipaina e em testes de infeccao
in vitro foi observado que o inibidor 4a bloqueou a infec¢éo da célula hospedeira
por formas tripomastigotas com uma ICso of 15 uM (62,66).

Para analisar se a inibicdo com inibidores especificos da POP (67)
interferem na adesao ou invasao do parasito a célula hospedeira, um ensaio com
diferentes concentracdes de inibidor foram testadas (10 uM, 25 uM e 100 uM) e
observou-se que a quantidade de parasitos intracelulares foi inversamente
proporcional a concentracdo dos inibidores testados, ao passo que a quantidade
de parasitos extracelulares variou de maneira diretamente proporcional. Dentre
todas, a concentracdo de 10 uM foi a mais eficiente. Esses dados indicam que a
inibicdo interfere principalmente no processo de invasao da célula hospedeira,
sugerindo, assim, a participacao da POPTc80 na infecgéo pelo T. cruzi (46), bem
como seu potencial alvo quimioterapico para o tratamento da doenca de Chagas
(62)
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Figura 7 — Participacdo da POP em processos infectivos. Envolvimento na
clivagem de colagenos, sinalizagédo celular, inducédo da secrecdo de MMPs do
hospedeiro, disseminacéo dos parasitos. (63)

Através de modelagem e analise da estrutura por screening virtual,
possiveis inibidores da POPTc80 foram desenvolvidos. Apds analises in silico,
13 moléculas foram selecionadas para testar a capacidade inibitoria da enzima
recombinante e todas elas apresentaram um Kjentre 0.667 a 81.4 uM (61). Os
melhores Ki encontrados (0,667-1,009 uM) referiam-se aos inibidores 1, 4 e 5,
gue sdo da mesma série quimica e obtiveram as melhores pontuacfes no célculo
de encaixe a proteina (61).

A mais recente descoberta do papel desta protease na doencga de Chagas
foi através do desenvolvimento de uma vacina produzida a partir do soro imune

contra a POPTc80 e que foi capaz de conferir protecao contra a infeccéo pelo T.
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cruzi. Camundongos imunizados neutralizaram a infeccao por tripomastigotas, o
soro anti-Tc80 inibiu quase 100% da atividade enzimética e o ensaio de
citotoxicidade dependente do complemento desencadeou a lise do parasito.
Camundongos imunizados e infectados com a cepa subletal K98 indicou que
desordens cardiacas foram evitadas na fase cronica da doenca, mostrando que
a vacina é eficaz também nesse estagio (68), confirmando a importancia da
POPTc80 e a necessidade de estudos e abordagens aprofundadas para o
desenvolvimento de farmacos.

Esta protease também é estudada em outros organismos por N0SSo grupo
de pesquisa e, assim como a POPTc80, a POP de Trypanosoma brucei (POPTb)
também é capaz de clivar colageno purificado humano dos tipos | e IV, sendo
que na presenca de inibidor especifico nenhuma hidrélise é detectada. A POPTb
tem um papel importante patogenia da doenca do sono dada a capacidade desta
enzima em hidrolisar peptideos hormonais como o hormdnio liberador de
tireotrofina (TRH) e hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH). Estes
hormonios estéo descritos como desregulados no ambito da doenga e, em um
modelo experimental realizado em camundongos infectados pelo parasito T.
brucei, foi observado que a POPTb é liberada no plasma destes animais onde
permanece ativa por varias horas e devido a sua capacidade em hidrolisar
colageno, a entrada e propagacao do parasito no hospedeiro pode ser facilitada.
O ensaio in vivo realizado em camundongos infectados com o parasito T. brucei
apresentou atividade enziméatica no plasma infectado (Figura 8A) €, na presenca
do inibidor especifico para a POPTc80, a atividade foi inibida sendo comparada
a observada no plasma dos camundongos nao infectados (Figura 8B). A
expressdo da proteina foi identificada no plasma infectado no ensaio de
immunobloting (Figura 8C) (69).
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Figura 8 — Detec¢cao da POPTb no plasma de camundongos infectados por
T. brucei. (B) A POPTb é liberada no plasma infectado pelo parasito e sua
atividade enzimética aumentou de acordo com a parasitemia. As barras
representam o intervalo de dados; as caixas representam quartil inferior e
superior. * p <0,05 comparado com o inicio da infec¢do. (C) Plasma infectado ou
nao infectado foram inibidos com 100 nM do inibidor 42 e a atividade foi medida
com o substrato N-Suc-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-AMC. Barras fechadas (inibidor);
barras abertas (sem inibidor). (D) A POPTb estd presente no plasma dos
camundongos infectados. rPOPTb (linha 1), plasma de 2 camundongos nao
infectados (pista 2 e 3) ou 5 camundongos infectados com T. brucei (linha 5 a 9)
foram removidos por SDSPAGE10%, transferidos para uma membrana de
nitrocelulose e incubados com anticorpo anti-rPOPTb. Linha 4: marcador de
peso molecular. (69)

Outra protease que vem sendo estudada em tripanossomatideos por
nosso grupo, € a prolil oligopeptidase de L. infantum (POPLIi). Durante meu
mestrado realizei o estudo dessa enzima. A proteina recombinante foi produzida
com sucesso e a partir disto foi realizada sua caracterizacdo bioquimica, por
meio de ensaios que determinaram suas condi¢des 6timas, como pH e o tampéo
de atividade para melhor hidrélise do substrato, que foi estabelecido Hepes 25
mM, NaCl 150 mM, DTT 5 mM com o pH de 7,5. Testes com diferentes
substratos determinou o Suc-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-AMC a 20 uM, como a melhor

atividade e a clivagem foi inibida em aproximadamente 95% pelos inibidores
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classicos de serino protease, TPCK e TLCK, bem como pelo inibidor especifico
para POP, o Z-Pro-Prolinal (70).

Diante do conhecimento adquirido acerca da POPLIi, uma investigacao
aprofundada do seu envolvimento na leishmaniose foi realizada durante o
doutorado através de ensaios de infec¢do in vitro e testes adicionais de inibicédo

enzimatica, que serdo apresentados na segunda parte de resultados desta tese.

Edic&o génica por CRISPR/Cas9

O sistema CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats), derivado da bactéria Streptococcus pyogenes, é uma
técnica desenvolvida para manipulacdo génica e consiste de sequéncias
especificas de RNA que age associada ao gene Cas9, uma endonuclease
presente em bactérias e arqueas, conferindo imunidade adquirida contra virus e
DNA exdgenos (71). O DNA invasor, ao ser identificado € cortado e incorporado
entre sequéncias repetitivas e palindrénicas no locus CRISPR. O locus é
transcrito inicialmente em um RNA precursor nao-codificante (pre-crRNA) para
em seguida ser processado em crRNA maduro (Figura 9). O &cido nucleico alvo
€ reconhecido por possuir uma sequéncia conservada denominada PAM (Motivo
Adjacente ao Protospacer) ligada na regido acima do crRNA que em conjunto
com o RNA trans-ativador (tracrRNA) formam um complexo com endonuclease
Cas9 (71,72). A fusdo dos crRNA e tracrRNA geraram a sequéncia unica, RNA
guia (gRNA), que direciona a Cas9 para sitios especificos no genoma
hibridizando o RNA-DNA, o que provoca uma quebra na dupla fita que engatilha
a edicdo génica (71,73,74).

A B
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Figura 9 - CRISPR/Cas9. Mecanismo de acao do sistema CRISPR como
sistema de defesa adquirido em procariotos (A) ou na utilizacdo como ferramenta
de edicdo de genes (B).

O DNA pode ser reparado por 3 formas distintas, que sao a Juncéo Final
Ndo-Homdéloga (Non-Homologous End Joining — NHEJ, Figura 9), € um
mecanismo conhecido por gerar erros no momento da substituicdo, inser¢do ou
delecao, que pode ser pela formacdo de um coédon de parada no local da quebra
(75). Este tipo de reparo apesar de amplamente distribuido entre os eucariotos
€ ausente em tripanossomatideos (73). Outra forma é o Reparo por Homologia
Direta (Homology Directed Repair — HDR), que na presenca de uma sequéncia
de DNA doador homdloga induz o reparo por recombinacdo causando mutacées
precisas na base (72,74). A Juncdo Final mediada por microhomologia
(Microhomology-Mediated End Joining — MMEJ), reparo que substitui o NHEJ
em tripanossomatideos (73), pode gerar inversdo ou duplicacdo por
recombinacdo trans-alélica entre duas quebras da dupla fita, com reparo por
homologia direta; a inversao € feita através de repeti¢cdes curtas invertidas que
séo inseridas e, este mecanismo tem alta eficiéncia na modificagéo génica (74—
76).

O sistema CRISPR/Cas9 possui aplicagdes na pesquisa, medicina e
biotecnologia, sendo atualmente uma das principais ferramentas para a

descoberta de tratamentos de varias doencas, principalmente as doencas
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genéticas. Seu uso pode ser na geracdo de transgénicos, selecdo de genes
embrionarios, estudo funcional de genes envolvidos em patologias, como no
caso das tripanossomiases (73,74,76).

Neste trabalho, a aplicabilidade da engenharia génica CRISPR/Cas9, foi
na delecdo do alelo Esmeraldo-like do gene prolil oligopeptidase de
Trypanosoma cruzi (poptc80) para um melhor entendimento da sua participacéo
da patogenia da doenca de Chagas. O nocaute reparado por homologia direta,
com a integracdo de um cassete contendo o gene higromicina fosfotransferase

e regides de homologia ao gene alvo.
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Justificativa

A doenca de Chagas e a Leishmaniose, sdo classificadas como Doencas
Tropicais Negligenciadas (DNT) por atingirem, principalmente a populacao de
baixa renda de paises subdesenvolvidos, embora este fato esteja mudando dada
a imigracdo populacional para paises da Europa e América do Norte. Os
tratamentos disponiveis sdo agressivos, toéxicos e ndo garantem a cura da
doenca, principalmente no que tange a doenca de Chagas. Neste contexto,
investimento em pesquisa basica e aplicada que focalizem na busca de alvos
terapéuticos e desenvolvimento de novos farmacos deveria ser uma prioridade
mundial dado o carater emergente dessas doencgas.

Os resultados prévios obtidos nos ultimos anos em estudos sobre a POP
de tripanossomatideos, principalmente pelo nosso grupo de pesquisa, revela o
potencial dessa enzima como alvo terapéutico. Para corroborar esse potencial
em relacdo ao T. cruzi, optamos por aprofundar o estudo funcional, por meio de
nocaute fisico e de edicao génica por CRISPR-Cas9 de POPTC80, e assim obter
informacBes da sua relevancia na viabilidade e viruléncia do parasito e
consequentemente do impacto na doenga de Chagas.

Apbs uma caracterizacao bioquimica inicial da POP de L. infantum um
estudo aprofundado para melhor compreender a sua importancia para o parasito
se faz necessario, além disso, estabelecer a sua participacdo no processo de
infeccdo pela L. infantum em macréfagos assim, os resultados obtidos podem

contribuir para o desenvolvimento de potenciais alvos terapéuticos
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Objetivo
O objetivo geral deste trabalho foi aprofundar o estudo funcional da prolil
oligopeptidase de T. cruzi e de L. infantum, por meio de:
1. Trypanosoma cruzi

1.1- Nocaute génico de ambos alelos da POPTCS80 tanto por
metodologia classica quanto usando o0 sistema
CRISPR/Cas?9.

1.2- Analise funcional dos mutantes in vitro, quanto a sua
viabilidade, taxa de crescimento;

1.3- Andlise do nivel de expressédo da POPTc80, de outras
proteases da familia POPs e proteases capazes de clivar
pés-prolina;

1.4- Avaliacdo da metaciclogénese nos parasitos mutantes
e selvagens.

1.5- Avaliacdo in vitro dos efeitos dos inibidores de
POPTc80 na infeccdo do T. cruzi em células
hospedeiras.

2. Leishmania infantum

2.1- Avaliacéo dos efeitos de inibidores especificos de POP,
Z-Pro-Prolinal e S 17092, na infeccao de L. infantum em
macrofagos diferenciados de medula éssea;

2.2- Avaliacdo da taxa de inibicdo da infeccdo com o
anticorpo policlonal anti-rPOPLi;

2.3 - Determinacéo da localizagdo de POPLi em L. infantum

por meio de Western blot e imunofluorescéncia confocal.
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Material e Métodos

Cultura de células

Epimastigotas de T. cruzi da cepa CL-Brener foram cultivados em meio
Liver Infusion Triptose (LIT) suplementado com 5% (v/v) de soro fetal bovino
inativado (SFB) adicionado de 150 pug/mL de gentamicina, a 28°C. Para selecdo
de epimastigotas mutados, a cultura do parasito foi mantida na concentracéo de
20 % SFB, inicialmente e conforme a cultura foi estabelecida, a concentracao foi
reduzida gradualmente a 5%; além do antibiético gentamicina, foi adicionado o
antibiético de selecdo G418 a 200 pg/mL. As formas tripomastigotas foram
obtidas por infeccdo de células L6, cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) com 10% de Soro Fetal Bovino Inativado e 150 pg/mL

de gentamicina, a 37°C com 5% de COo..

Expresséo e Purificacdo da POPTc80

A POPTc80 foi expressa e purificada de acordo com protocolo ja
estabelecido em um trabalho anterior (46). Uma col6nia derivada da
transformacdo em E. coli cepa BL21 DE3 com o vetor pET15b-poptc80, foi
cultivada em meio Luria-Bertani (LB) na presenca de ampicilina na concentracéo
de 100 pg/mL, até atingir a densidade 6ptica (O.D) de 0,4. Em seguida, a cultura
foi induzida com 0,05 mM de IPTG durante 5h a 18°C, centrifugada a 2.000 x g
por 20 minutos e o sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspendido
em tampao de ligagao (Tris 50 mM e NaCl 400 mM, pH 8,0) e lisado com
BugBuster™ contendo 20 pg/ml de RNAse, sob agitacdo por 20 min. O
sobrenadante da amostra lisada foi submetida a uma coluna com matriz de
niquel — agarose, previamente equilibrada com tampao de ligacdo, onde a
proteina recombinante que contém uma cauda com seis histidinas se liga ao
niquel da coluna. O extrato foi lavado com 30 volumes (da matriz) com tampao
de lavagem (Tris 50 mM, NaCl 400 mM e Imidazol 5 mM pH 8,0) e eluido com
tampao de eluicdo em trés diferentes concentracdes de imizadol: 20 mM, 50 mM
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e 80 mM. Foram realizadas eluicdes no volume de 500 pl estando a proteina

pronta para o uso.

Producé&o de soro anti-rPOPTc80

Seis camundongos BALB/C foram imunizados com aplicacéo intradérmica
de 10 ug de proteina purificada em quatro aplicagdes. Na primeira imunizagao
foi usado o adjuvante completo de Freund e, nas seguintes, o adjuvante
incompleto, havendo um intervalo de 15 dias entre as imunizacfes. O soro foi
coletado 7 dias apds a Ultima imunizacdo por puncdo cardiaca e incubado a
temperatura ambiente por 1h e, em seguida, centrifugado 3000 g por 5 min para
separacao do soro. Foi adicionado igual volume de glicerol e o soro foi estocado
a -20°C.

Identificac&o dos niveis de expressdo da POPTc80 por Western blot

Para testar os soros produzidos, extrato proteico soluvel e insoluvel de
formas epimastigotas, na quantidade de 5x107 cels/mL, foi obtido apés 3 ciclos
de congelamento/ descongelamento, na presenca de coquetel de inibidores de
protease. O extrato foi centrifugado a 16.000 g por 15 min, para separacao das
fracBes soluvel e insolavel e, ambas, foram fervidas por 5 min, 95 °C em tampé&o
Laemmli (2% de SDS, 10% de glicerol, 5% de 2-mercaptoetanol, 0,002% de azul
de bromofenol, 125 mM de Tris HCI, pH 6.8) (Laemmli, 1970). A POPTc80
recombinante, fervida na presenca de tampao Laemmli e na concentragcéo de 60
ng, foi usada como controle na reagéo com soro e as amostras foram submetidas
a eletroforese em SDS-PAGE 10%. As proteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose (GE Healthcare Life Sciences) usando tampéao de
transferéncia 1X (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% metanol; 0,1% SDS) durante
1h com a amperagem constante de 350 mA. O bloqueio da membrana foi feito
com TBS (Tris-buffered saline) na presenca de 5% leite desnatado (p/v) por 30
min e, em seguida, foi incubada durante 1 h, em temperatura ambiente com o
anticorpo anti-rPOPTc na diluicdo de 1:100 em TBS-Tween 0,1% e leite 1% (p/v).
Para incubacdo com o segundo anticorpo anti-mouse/peroxidase (1:30.000), a
membrana foi lavada 7 vezes com TBS-Tween 0,1% (v/v). A incubagao ocorreu
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durante 1 h. Para revelacdo, a membrana foi lavada nas mesmas condicdes
descritas anteriormente e incubadas com o substrato peroxidase Amersham™
ECL™ Prime Western Bloting Detection Reagent (GE Healthcare Life Sciences)
para deteccdo do complexo antigeno anticorpo, com revelagdo por

guimioluminescéncia no aparelho ImageQuant (GE Healthcare Life Sciences).

Construcéo de cassetes para o nocaute do POPTCS80

A estratégia de delecéo do alelo Esmeraldo Like do gene poptc80 foi por
CRISPR/Cas9. Para a construcdo do cassete, uma andlise da sequéncia
gendmica do alelo Esmeraldo-Like da prolil oligopeptidase de Trypanosoma cruzi
(TcCLB.506247.230- http://www.genedb.org) e das enzimas de restricdo que

seriam utilizadas nos sitios de clonagem foi realizada. Para compor o cassete,
uma sequéncia de 91 bases no sentido 5 e outra no sentido 3’ foram
selecionadas para a inducdo por homologia direta no locus da poptc80,
denominada ultramero. Os ultrameros possuem em suas regides iniciais e finais
primers que reconhecem a regido intergénica HX1 e B-Tubulina (TUB), para
serem ligados ao cassete. O gene higromicina fosfotransferase, que confere
resisténcia ao antibiotico higromicina foi usada como marca de selecdo para
selecionar os parasitos, e a sequenciada utilizar foi a contida no plasmideo
pLESXY HYG. Primers para amplificacdo de cada gene foram desenhados, de
forma que os sitios de restricdo fossem compativeis para clonagem do gene
higromicina fosfotransferase entre as regibes HX1 e TUB. Para iniciar a
construcéo, o gene HX1, foi amplificado com o iniciador 1 com sitio de restricdo
para Nhe | e o iniciador 2, com os sitios Xho I+Xba I+Hind Ill; a sequéncia do
gene TUB foi obtida pelos iniciadores 3 (Xho I1+Xba I+Hind IIl) e 4 (EcoRV+Clal).
Os dois fragmentos foram ligados por uma nova PCR utilizando os primers 1 e
4, mantendo entre as duas sequencias 0s sitios de clonagem compativeis com
o gene de hyg, que foi amplificado pelos iniciadores 5 e 6, com sitios de restricdo
Hind 1ll e Xho I, respectivamente, e os produtos foram clonados em sistema

PGEM-T easy vector gerando os clones pgem-hx1tub e pgem-hyg (Tabela 1).
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Tabela 1 - Iniciadores utilizados na construcdo do cassete para delecdo do alelo

Esmeraldo Like.

Iniciador Sequéncia
1 HX1 Senso 5 GCTAGCGAAACATTTTCACGCACGAAA 3
2 HX1 Antisenso 5'CTCGAGCTCTAGAGAAGCTTACAAGACAACTTATAGAGCAAA 3
3 TUB Senso 5'AAGCTTCTCTAGAGCTCGAGGTCGCACCATGTGTAGGTTT 3
4 TUB Antisenso 5" ATCGATGATATCACTATTTTCTTTGATGAAAGGG 3
5 HYG Senso 5 AAGCTTATGAAAAAGCCTGAACTCACCG 3
6 HYG Antisenso 5" CTCGAGCTATTCCTTTGCCCTCGGAC 3
7 ULTPOPTc80 Senso STAACCCCAGTTATATTAACGGGCACTATTATTATTACCATAACTCTGGCCTGCAGA

ACCAGAGTGTTTTGATGCGCGCAACGAGTCTCACCGAAACA CACGCACGAAA

8 ULTPOPTc80 Antisenso GCCTCACATGGATACGCTGCCAGTCACTGCCCTTATCGCTGAGACTGTAGGCCAGCA

TTGACTCGTCTTCACTCCAGGCGGTGGCTTTTAAACTATTTTCTTTGATGAAAGGG

O clone pgem-hx1tub foi digerido com as enzimas de restricdo Hind Il e
Xho I, no sitio de clonagem para ligacdo do clone pgem-hyg, que foi liberado do
vetor com as mesmas enzimas e inserido na regido de interesse por meio da
enzima T4 DNA ligase.

O cassete pgem-hx1-hyg-tub, foi digerido do plasmideo para que sua
amplificacdo com os ultrameros poptc80 fosse realizada ocorrendo a integracéo
do cassete no loccus génico de interesse. O cassete completo foi amplificado e
clonado no mesmo vetor, gerando o clone pgem-ultpoptc80+hx1-hyg-
tub+ultpoptc80, que foi digerido do plasmideo para transfec¢édo. O cassete final
foi sequenciado.

Em todos os passos de clonagem foram realizadas transformacdes em
célula competente Escherichia coli (E. coli) TOP10, seguindo protocolo de rotina
do nosso laboratério (77). A transformacéo foi plagueada em meio LB contendo
ampicilina 100 pg/mL, IPTG 5 mM e X-gal 40 pg/mL e as colbnias positivas foram
selecionadas e confirmadas por PCR de col6nia, preparagédo plasmidial e
digestao. Foram feitas midiprep de todos os cassetes com o PureLink™ HiPure
Plasmid Midiprep Kit (Thermo Fischer Scientific) e as amostras foram digeridas
do pGEM-T easy vector, cada qual com suas enzimas de restricdo. Para
transfeccdo nos parasitos, os cassetes digeridos foram purificados do gel de
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agarose 0,8% de acordo com as orientacdes do fabricante do QIAquick Gel

Extraction Kit (Qiagen).

Desenho de sgRNA e sintese do sgRNA in vitro

O RNA guia foi confeccionado no site de desenho de sgRNA (disponivel
em: http://grna.cteqgd.uga.edu/) descrito por Tarleton e Peng (78). Foi

determinada a sequéncia de interesse do gene poptc80 para o direcionamento
da enzima endonuclease Cas9 e correta clivagem na regido de insercédo do
cassete, para que a delecdo do gene seja bem-sucedida. Posteriormente, 0s
primers contendo a sequéncia do crRNA usado para amplificagcdo completa do
sgRNA foi enviado para sintese in vitro em uma empresa especializada (IDT).
O sgRNA foi amplificado por reacdo de PCR com os primers especificos
e o produto gerado foi purificado usando QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
de acordo com o protocolo. A amostra purificada, foi submetida a transcrigéao in
vitro durante 5 horas a 37°C, seguida de nova purificagdo com miRNeasy Mini
Kit (Qiagen). O material purificado foi pasteurizado no termociclador a 65°C, por

30 min.

Nocaute do alelo Non-Esmeraldo Like POPTc80

Em um trabalho anterior, a constru¢éo do cassete para a delecdo do alelo
Non-Esmeraldo Like, foi realizada de forma que o mesmo se integrava entre as
regides 5’ e 3' UTR do gene (79). Para transfeccdo do cassete contendo o gene
de resisténcia neo, formas epimastigotas de T. cruzi na concetracdo de 5x10’
parasito/ mL, foram lavadas duas vezes com PBS estéril gelado e uma vez com
o tampao de transfeccdo CITOMIX (120 mM KCI, 0,15 mM CaClz, 10 mM
K2HPO4, 25 mM HEPES pH 7,4, 2 mM EDTA, 5 mM MgClz2), por fim, o precipitado
foi ressuspendido em 500 pL de CITOMIX. Os parasitos foram colocados em
cubetas de 0,4 mm de espessura juntamente com 25 pg do cassete e receberam
dois pulsos de 500 uF, 400 kV e resisténcia (Q) ao infinito utilizando o Bio-Rad
Gene Pulser ™:; o grupo controle foi transfectado somente com CITOMIX.

Imediatamente apds a eletroporacdo, os parasitos foram transferidos para
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frascos contendo 5 mL meio LIT condicionado com 20% de SFB e 150 pug/mL de
gentamicina e incubados a 28 °C. Apds 24 h, a cultura foi diluida para um volume
final de 50 mL e o antibiético de sele¢cdo geneticina (G418) foi adicionado na
concentracédo de 200 pug/mL e transferidas para duas placas de 24 pocos onde
ocorreu a selecéo e clonagem dos parasitos mutantes. Aproximadamente quatro
semanas pos transfeccdo, as culturas foram expandidas e congeladas em meio
LIT (60% v/v) contendo 30% de SFB e 10% de glicerol.

Nocaute do alelo Esmeraldo-Like POPTc80

Para nocautear o alelo restante, a técnica realizada foi CRISPR-Cas9. A
cultura POPTc80 KO*/-clone B2, nocauteada no alelo Non-Esmeraldo Like e
com resisténcia a neomicina, foi selecionada para transfeccdo com o cassete
ultpoptc80+hx1-hyg-tub+ultpoptc80 (5 pg de DNA) e com 0 RNA guia (15 pg) em
uma cultura simples nocaute. A transfeccao foi feita com o uso do aparelho
Nucleofector 2b (Lonza) e de acordo instrucdes do Basic Parasite
Nucleofector™ Kit 1 (Lonza). Formas epimastigotas na concentracéo de 5x10°
p/mL foram ressuspendidos em tampao Nucleofactor e transferidos para cubeta
de eletroporacéo, acrescidos dos fragmentos a serem inseridos no genoma do
parasito. A cultura foi mantida em 5 mL de meio LIT com 20% de SFB e 150
pg/mL de gentamicina. ApOs 48 h, a cultura foi dividida igualmente em dois
frascos; uma foi diluida 10 vezes e clonada em placa de 24 pocos e a outra
mantida sem nenhuma alteracdo, com exce¢do dos antibiéticos de selecéo
(higromicina 100 pg/mL e G418 200 pg/mL) que foram adicionados em ambas.

Southern blot

Uma andlise de restrigcdo in silico foi realizada para escolha da enzima a
ser utilizada na digestdo do DNA gendmico, e assim calcular o tamanho do
fragmento a ser reconhecido. A analise foi realizada
http://www.restrictionmapper.org no programa utilizando a sequéncia
(TcCLB.506247.230) e  depositadas no banco de  dados
http://tritrypdb.org/tritrypdb/. O gene esta localizado no cromossomo 37 (CL

Brener Non-Esmeraldo Like), e a regido analisada comecga na posigéo 137028 e
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termina em 148634 (Figura 10). Apos feita a analise, a enzima selecionada foi a
Ncol que ndo possui sitio de restricdo no gene da poptc80 e que libera um
fragmento de 3963 pares de bases, fragmento este que contém o gene de
interesse. Entretanto, no gene neo, a Ncol corta na posi¢ao 570, gerando assim

uma banda de 1,6 kb se o cassete tiver sido integrado na posicéo correta.
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Figura 10 — Andlise de restricdo para digestdo de DNA genémico. Analise
da regido cromossémica onde esta localizado o gene da prolil oligopeptidase
indicando a enzima de restricdo escolhida e as posicdes em que ocorre a
digestao. Fonte:
http://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/TcCLB.506247.230

Para confirmar o nocaute dos alelos da POPTc80, o DNA das linhagens
selvagem e mutantes foram extraidos conforme protocolo utilizado no
laboratério. O DNA extraido foi digerido com a enzima de restricdo Ncol (Jena
Bioscience) a 37°C por 18h e em seguida submetido a eletroforese de DNA em
gel 0,8% agarose. Apds a corrida do gel, foi realizada a transferéncia por
capilaridade para uma membrana de nylon e em seguida o cross-link foi feito por
meio da exposi¢do a luz ultravioleta, com trés pulsos de 1 minuto cada e 2
minutos de intervalo entre cada um. A membrana foi incubada por quatro horas
a 65°C em solugéo de pré-hibridagéo (5 x SSC, 1 x solu¢do Denhardt’s, 0,5%
SDS, 0.2 mg/mL de DNA de esperma de salméo desnaturado) para bloquear

ligacbes ndo especificas e, decorrido este tempo, foi adicionado na mesma
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solucéo a sonda desnaturada na concentracédo de 25 ng/ml para a marcacéao da
amostra. Duas sondas foram produzidas para marcar o fragmento de DNA
desejado e foram geradas por PCR seguindo especificacdes do PCR Dig Probe
Synthesis Kit da Roche. Uma foi desenhada para reconhecer a regido 5’ da
poptc80 do alelo Non-Esmeraldo Like e a outra para 0 gene neo e a marcacao é
através de um dUTP-digoxigenina inserido na sonda e, ao reagir com um
anticorpo especifico indica a sequéncia de DNA desejada. A hibridizacdo com a
sonda de interesse ocorreu overnight a 65°C. Decorrido este tempo, a membrana
foi lavada duas vezes com tampao de lavagem composto de SSC (Citrato de
Sdodio Salino) 0.2 e SDS (Dodecil Sulfato de Sdédio) 0,05%, contendo baixa
concentracéo de sal para remover o background de intera¢cdes falsas ligadas ao
fragmento de DNA. Para detecc¢éo e revelacdo do DNA hibridizado, foi seguido
o protocolo do Dig Luminescent Detection Kit (Roche) e o resultado foi obtido por
guimioluminescéncia.

Apos detecgcado do DNA por meio da sonda que reconhece a regido 5’ da
POPTCc80, foi feita uma nova sonda que detectaria o cassete inserido no genoma
do parasito. Entdo, a nova sonda foi amplificada usando os iniciadores de neo,
gene de resisténcia a G418 contido no cassete. A membrana foi desibridizada
seguindo protocolo do Kit Dig Luminescent Detection (Roche) e novamente pré-
hibridizada e hibridizada, entretanto, desta vez usando a sonda neo. Para revelar
a membrana, foi realizado o mesmo protocolo anterior e a deteccéo do sinal foi

por quimioluminescéncia.

Curva de crescimento

A curva de crescimento teve inicio com de 1 x 10° parasitos/mL (selvagem
ou mutantes). Os parasitos foram cultivados em meio LIT com 20% de soro fetal
bovino inativado (SFB) e gentamicina 150 pg/ml, sendo acrescido na cultura
nocauteada o antibiético de sele¢do geneticina (G418). O crescimento ocorreu
durante 10 dias com contagem realizada diariamente no mesmo horario e em
triplicata. Os clones avaliados e comparados ao parasito selvagem, foram o
SKOPOPTc80 B2, SKOPOPTc80 C6 e DKOPOPTCc80 B2.
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Metaciclogénese

Os parasitos selvagens e clones SKOPOPTc80 B2 e SKOPOPTc80 C3,
foram incubados na concentragéo de 5x10* parasitos/mL em placas de 6 pocos.
As culturas foram centrifugadas a 1000 xg por 10 minutos a 28°C e lavadas trés
vezes com PBS 1X estéril, nas mesmas condi¢des de centrifugacao ja descrita.
Apés lavagem, os parasitos foram incubados durante 1h em meio TAU,
ocorrendo a aderéncia no fundo da placa. Decorrida a incubacdo, o meio foi
descartado e a cultura mantida em meio TAU3AAG por um periodo de 96h,
ocorrendo assim a metaciclogénese dos parasitos. O sobrenadante foi
centrifugado e os parasitos ressuspendidos e fixados em formaldeido 4%, foram
depositados em uma placa de 24 pocos e corados com panotico Instant prov
stain (NewProv). Foram contados 100 parasitos por po¢o e obtida a porcentagem
de tripomastigotas metacilcicos em cada cultura. O experimento foi realizado em

triplicata.

Inibicdo da metaciclogénese

Culturas clones e selvagens foram submetidas a metaciclogénese na
presenca do inibidor Z-Pro-Prolinal em duas concentracdes diferentes, 10 uM e
50 uM e o controle foi tratado com DMSO na mesma concentracao final contida
no inibidor. O teste foi realizado em placa de 6 poc¢os e com triplicata para cada
condicédo, sendo avaliado a inibicdo da diferenciacdo e o tempo em que esta
ocorreria no periodo de 5 dias (96 h). No quinto dia de metaciclogénese, o
sobrenadante foi recolhido, centrifugado e fixado com metanol na placa de 24
pocos seguida de coloragcdo com pandtico Instant prov stain (NewProv), para a
contagem de tripomastigotas metaciclicos (TM). Os parasitos que ficaram
aderidos na placa de 6 pocos receberam o mesmo tratamento ja descrito e,
novamente foram contados 100 parasitos por po¢o, no microscépio 6ptico Nikon

Eclipse Ti.
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Imunofluorescéncia

O protocolo utilizado para imunofluorescéncia foi o obtido no guia Lab.

Mottram (http://www.mottramlab.org/resources). Foram submetidas a analise,

formas epimastigotas das culturas selvagem, os clones simples nocaute C6, B2,
C3 e o duplo nocaute B2. As culturas foram centrifugadas e o pellet lavado 2x
em PBS e submetidas ao protocolo de fixagao.

As laminas foram higienizadas com metanol (100%) e tratadas com poli-
L-lisina. Os parasitos foram colocados em pocos desenhados (com a caneta
DakoPen - dakocytomation pen) nas laminas e o bloqueio foi feito TB (PBS com
0,1% de Triton X-100 e 0,1% de BSA) por 5 min. O anticorpo primario utilizado
foi anti-rPOPTc80 produzido em camundongos, diluidos em TB na concentracao
1:100 e incubacdo de 1 h. As laminas foram lavadas com PBS e incubados
durante 1 h no anticorpo secundario Alexa Fluor 488, em camara escura. Nova
lavagem das laminas foi feita e adicionado DAPI na concentracéo 10 ug/mL por
5min. As laminas foram montadas com a solu¢cdo de montagem DABCO (50%
glicerol, 2,5%) e estocadas a 4°C.

Para analisar a diferenca na fluorescéncia entre as culturas, dez campos
aleatérios foram selecionados e a intensidade de fluorescéncia foi medida
através do programa FIJI. O resultado obtido foi analisado no programa

Graphpad Prism 6.

Andlises estatisticas e gréaficos

A ferramenta utilizada para andlise estatistica e montagem dos graficos
foi o Graphpad Prism 6. Os resultados das infeccbes em macrofagos que
visavam a comparacgao individual das amostras em relagdo ao controle, foi
aplicado o teste T. Para analisar a variancia em grupos amostrais com numero
maior que 2, foi aplicado One wayAnova seguido do teste com multiplas

comparacdes de Tukey. O valor de indicacdo de significancia foi p<0.05.
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Comité de Etica

Os experimentos realizados com animais tiveram aprovacao pelo comité

de ética da Universidade de Brasilia, sob o processo n°® 27764/2016.
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Resultados

Purificacdo da proteina recombinante POPTc80 e obtencéo de

anticorpo policlonal

Em um trabalho anterior (80), o gene que codifica a prolil oligopeptidase
de Trypanosoma cruzi (POPTCB8O0) foi clonado em pET -15B e o protocolo de
expressao, inducéo e purificagdo da proteina ja havia sido estabelecido. Neste
protocolo, a concentracdo de imidazol no tamp&o de eluicdo variava entre 10 a
400 mM, obtendo assim a melhor pureza da proteina. A amostra de 400 mM foi
dialisada e concentrada com Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Units
(MILLIPORE) e adicionada igual volume de glicerol, para evitar o congelamento
da proteina. Todas as fragBes foram recolhidas e submetidas a gel SDS-PAGE
10% e teste de atividade para medir a catalise enzimética, para analise da
purificagé@o (Figura 11).

MW EX NL L5 E1 E2 E3 E4 E5 [POP] [POP]

Figura 11 — Analise da purificacdo da POPTc80 recombinante. A analise foi
realizada em SDS-PAGE 10% corado com azul de Coomassie. Extrato total de
bactéria induzida (Ex), fracdo nao ligada a coluna (NL), lavagem 5 mM de
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imidazol (L5), 10 mM eluicdo 1 (E1), 20 mM eluicéo 2 (E2), 50 mM eluicéo 3 (E3),
80 mM eluicédo 4 (E4), 400 mM eluicao 5 (E5), POP concentrada [POP].

Apos analise do gel SDS-PAGE, foi visto que as melhores
condicbes de eluicdo da proteina € nas concentracfes de 10 mM e 20 mM de
imidazol, devido a isso uma nova expressao e inducgao foi realizada para purificar
a proteina com as novas condi¢des de eluicdo. A proteina foi eluida com 20 mM,
50 mM e 80 mM de imidazol, sendo as duas ultimas concentracdes para certificar
gue nao restou proteina na coluna. As amostras foram submetidas a novo gel
SDS 10% para verificar a qualidade da purificacdo e foram obtidas proteinas em
todas as elui¢cbes (Figura 12). Essas amostras nao foram mantidas em glicerol,

pois foram usadas apenas para producao de anticorpo.
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Figura 12 — Analise da purificagdo da POPTc80 com novas condi¢fes de
eluicdo. Foram testadas baixas concentracdes de imidazol nas fragfes eluidas.
Marcador molecular (MW), extrato protéico (EXT), 5 mM de imidazol (5 mM), 20
mM de imidazol (20 mM), 50 mM de imizadol (50 mM), 80 mM de imizadol (80
mM). Gel SDS 10%.

A proteina purificada foi utilizada na producdo de anticorpos em
camundongos. Foram feitas duas imunizacbes separadamente, entretanto

nenhuma delas teve bom rendimento, gerando um baixo sinal no
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reconhecimento da proteina no extrato do parasito (Figura 13). Desta forma, €

necessario que nova imunizacao seja realizada para obtencao de um soro viavel.

rPOPTc
A AC1 AC2 AC3 AC4 PI1 PI2 PI3 B

80kDa =>

80kDa >

Figura 13 — Andlise da producdo de soro anti-POPTc80 em extratos
proteicos de epimastigotas. O soro foi testado na diluicdo 1:100 (AC1, 2 e 3)
bem como os respectivos soros pré-imune. Segunda imunizacdo (A). Primeira
imunizacao (B). Anticorpos: AC1, AC2, AC3, AC4. Soro pré-imune: P11, P12, PI3.

A producdo de um novo anticorpo foi realizada com a proteina
recombinante, alterando a concentragdo de 5 pg para 10 ug em cada aplicacéo.
Os soros obtidos por pungéo cardiaca foram testados em fragdes sollveis de
extrato de T. cruzi e na proteina recombinante na concentracdo de 60 ng, na
diluicdo de 1:100. O soro reconheceu a proteina como uma forte marcacao e
com a massa molecular predita de 80 kDa na rPOPTc80, devido a cauda de seis

histidinas na porcdo N-terminal e 78 kDa no extrato de parasito (Figura 14).
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Figura 14 — Andlise da producdo de soro anti-POPTc80 em extratos
proteicos de epimastigotas. Os soros produzidos usando 10 pug de proteina
pura por imunizacdo foram testados sobre a proteina nativa presente no extrato
de parasito (EXT) e a recombinante (rPOPTc80).

Geracao de sonda

Para realizacdo do Southern blot, duas sondas diferentes foram geradas
para confirmar a integracdo do cassete na regido esperada. A primeira sonda,
com tamanho esperado de aproximadamente 600pb, foi desenhada para
reconhecer a regidao 5’UTR do gene que codifica para poptc80, enquanto que
segunda sonda de 850pb reconhece o gene neomicina fosfotransferase (Figura
15). As sondas foram feitas de acordo com as instrugdes descritas no Kit PCR
Dig Probe Synthesis (Roche), que por meio da substituicdo do dTTP por dUTP-
digoxigenina aumenta a massa da sonda como pode ser observada na Figura
14. Essa marcacgao permite detectar o DNA de forma indireta, usando o anticorpo

anti-digoxigenina-AP.
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Figura 15 — Obtencéo das sondas para confirmacao do nocaute do gene da
POPTc80. Sonda da regidao 5’ UTR da POP com 650 pb marcada com dUTP-
DIG (+) e sonda ndo marcada (-) como controle (A). (B) Sonda com 850 pb
marcada (+) que reconhece o gene neomicina-fosfotransferase e a sonda nao
marcada (-).

Nocaute do gene POPTc80

A estratégia de nocautear de genes é a ferramenta ideal para a
caracterizacdo de genes que codificam proteinas com fun¢des preditas ou até
mesmo desconhecidas no genoma do T. cruzi, uma vez que a técnica de RNA
de interferéncia ndo é possivel nesse microrganismo. Ao retomar o estudo do
nocaute do gene POPTCS80, o cassete contendo 0 gene neo flanqueado pelas
regides 5’ e 3’ UTR da POPTCB8O0 (Figura 16) foi transfectado em quatro turnos
separados de transfeccdo. Na primeira tentativa todos os parasitos morreram
durante o processo de selecao e clonagem e, a segunda transfeccéo apresentou
contaminagdo por bactéria tornando assim o0s parasitos invidveis para a
clonagem, entédo a cultura foi descartada e uma nova transfecgao foi realizada.
Os parasitos transfectados com o cassete contendo neo foram selecionados,
clonados e a cultura expandida, permitindo a realiza¢do de curva de crescimento,
PCRs e Southern Blot (SB) que visavam a confirmacao do nocaute nos parasitos.
Diversas PCRs e em diferentes condi¢cdes foram realizadas para otimizacédo do
protocolo, entretanto, nenhum resultado positivo foi obtido e o nocaute néo foi
confirmado por PCR, mesmo com a diferenga de crescimento entre as culturas
selvagens e mutantes, observada por meio da curva (dados ndo mostrados). A

partir destes resultados inconclusivos, foi necesséaria a realizacdo de um
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experimento mais preciso e que confirmasse a ocorréncia ou nao do nocaute. O
resultado do SB mostrou que os parasitos selvagens e nocauteados
apresentaram a marcagédo do alelo Non-Esmeraldo Like da poptc80 na altura
correspondente ao gene integral (Figura 17A e B), indicando a n&o ocorréncia do
nocaute. Para confirmar o resultado, a membrana foi de-hibridizada e nova
hibridizagdo com a segunda sonda, que reconhece o gene neo e nenhuma
marcacao foi observada (Figura 17C). Os dados mostram que o nocaute fisico ndo

ocorreu como o esperado.

PR gl & ] 1)
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Figura 16 - Desenho esquematico da hibridizacdo das sondas no gene alvo.
Esquema indicando as sequéncias das sondas geradas para identificar a
integracao correta do cassete que confere resisténcia a neo. A enzima de
restricdo Ncol, foi utilizada para digestdo do DNA gendmico. Na marcacao com
a sonda 5’'UTR pop, o fragmento reconhecido é no tamanho de 3963 pb e com

a sonda neo, o tamanho marcado € de 1600 pb.
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MW KO POP

Figura 17— Identificacdo do gene poptc80 por Southern blot. Eletroforese em
gel de agarose do DNA gendmico dos parasitos selvagem e nocauteados apos
digestdo com a enzima Ncol (A). DNA gendmico de parasitos nocautes (KO
poptc80) e WT, apresentaram a mesma marcacao do gene da poptc80 indicando
gue o nocaute nao foi realizado (B). Auséncia de marcacdo com a sonda neo
gue reconhece o cassete, confirmando que o0 mesmo nao foi inserido no genoma
do T. cruzi (C).

Uma nova tentativa de nocaute foi realizada nas mesmas condicfes ja
descritas, no que se refere ao processo de transfeccéo, e o processo de selecéo
e clonagem foram alteradas. Os parasitos foram selecionados e clonados ao
mesmo tempo para que fenétipos diferentes fossem expressos e em uma
concentragdo mais alta do antibiético de resisténcia, 200 pg/mL de G418. O
grupo controle (sem a insercéo do cassete) morreu ap6s um més da transfeccéo
e, apOs aproximadamente 45 dias, foram obtidos alguns clones da cultura
nocaute e estes foram submetidos a ensaios para confirmar a correta integragcéo
do cassete. A primeira analise foi por amplificacdo de regibes especificas
presentes no cassete ou adjacente a ele, por meio de iniciadores que
combinados uns aos outros geram diferentes fragmentos. Para realizacdo da
PCR, DNA genémico foi extraido de cinco clones e do parasito selvagem, usado
como controle. Os fragmentos amplificados estavam no tamanho esperado em
todos os clones, incluindo o gene da POPTC80, que amplificou no tamanho
correto de 2040 pb e apresentou uma reducédo da quantidade de DNA quando
comparado ao controle (Figura 18). Este dado sugere que um alelo da poptc80 foi
deletado do genoma do parasito, porém ndo é o suficiente para confirma o
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nocaute. Um ponto a ser destacado, foi a presenca da banda no poco 4 do
controle selvagem e do controle sem DNA (CNT-), o que ocorreu devido a

contaminacgao do primer neo antisenso.

MW WT Blc D2c Adc Alc

Primers:

1-hlys s> € neoas (1708 pb)

2 —neo s> € 741 as (1559 ph)

3 —neos—> € 578as(1392 pb)
4-470 s> € neoas (1280 ph)
5—-POP s> € POP as (2400 pb)

neo s> € neo as(1708 ph)

Figura 18 — Amplificacdo das sequéncias génicas para confirmacao do
nocaute. A amplificacdo do gene poptc80 através de iniciadores que
reconhecem diferentes regides do cassete poptc80-neo, confirmando a correta
integracdo do mesmo e a delecdo do gene de interesse. Marcador molecular
(MW), wild type (WT), clone B2 (B2c), clone D2 (D2c), clone A4 (A4c), clone A3
(A3c), clone C3 (C3), controle sem DNA (CNT).

Para confirmar o nocaute, os clones amplificados por PCR e outros quatro
foram selecionados com base na diferenca no tempo de crescimento e
mobilidade dos parasitos, para analise por SB. Como esperado, o SB indicou o
reconhecimento da POPTCS80 através da marcacdo da sonda que reconhece a
regidao 5’ em todas amostras, mutantes e selvagem, no tamanho esperado de 4,0
kb. O tamanho corresponde ao fragmento de DNA liberado pela clivagem da
enzima de restricdo Ncol, que se apresentou em uma marcacao unica no DNA
wild type (4 kb) e com duas bandas nos clones, a de 4 kb que corresponde ao
alelo integro e uma menor, no tamanho de 1.6 kb, que se d&4 ao fato de a enzima
Ncol clivar dentro do gene neo, confirmando assim a integracdo do cassete e,
consequente nocaute. Para reforcar o resultado obtido, uma nova sonda foi
construida para reconhecer o gene neo. A membrana foi de-hibridizada e

marcada com a sonda neo, indicando o reconhecimento das bandas no tamanho

41



h‘ UNIVERSIDADE DE BRASILIA Camila Lasse Silva — Prolil oligopeptidase de T. cruzi e L. infantum

correto de 1.6 kb somente nas culturas que contém o cassete para o0 gene de
resisténcia neomicina fosfotransferase (Figura 19), confirmando novamente que a
delegéo do alelo Non-esmeraldo Like foi obtido. As culturas foram expandidas e

congeladas.

Digestao DNAg

Figura 19 - Confirmacdo simples nocaute a poptc80. Southern Blot
confirmando a delecdo do alelo Non-Esmeraldo Like da poptc80 por meio da
deteccdo do DNA com marcacédo das sondas 5’'UTR poptc80 e neo. Gel Agarose
indicando a digestdo do DNA genbmico das culturas nocauteadas e a cultura
selvagem (A). Revelacdo do SB com a sonda que reconhece a regido 5’ do gene
poptc80 (B) e com a sonda que reconhece neo (C), confirmando que o gene que
confere resisténcia ao antibiético neomicina esta integrado no genoma do
parasito.

Confirmacdo do nocaute do alelo Non-Esmeraldo Like da poptc80
por immunobloting

Um primeiro Western Blot foi realizado com extrato de formas
epimastigotas (epi) de parasitos selvagens e mutantes da primeira transfeccao
para observar o padrdo da proteina em ambos extratos e verificar se haveria
diferenca nos niveis de expressdo. As formas epimastigotas foram preparadas
como descrito anteriormente e submetidas a immunobloting com o anticorpo
contra a POP de T. cruzi, produzidos no laboratério. Apesar deste experimento
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ter sido repetido diversas vezes, a enzima nao foi reconhecida pelo anticorpo,
indicando que foi obtida uma baixa titulacdo do anticorpo. Desta forma, anticorpo
contra a POP Trypanosoma brucei, anti-POPTb (69) produzido em um trabalho
anterior no laboratério e que reconhece a POPTc80, foi testado nos extratos e a
proteina marcada, tanto no parasito como na recombinante (Figura 20). Entretanto,
nenhuma diferenca foi observada nos niveis de expressao da POPTc80 quando

comparada ao controle (parasitos selvagens).

rPOPTc KO WT
POP

Figura 20 — Identificacdo dos niveis de expressdao da POP no extrato total
de parasitos selvagem e nocauteados. Fracdo soluvel do extrato mutante
(KOPOP) e selvagem (WT), indicando niveis semelhantes na expressdo da
proteina. A POPTc80 recombinante (rPOPTc80) foi usada como controle
positivo. A tubulina (a-TAT) foi usada para normalizar o extrato.

Apobs realizada a nova transfeccdo e confirmado o nocaute por SB, novo
ensaio para deteccdo da proteina foi realizado com as culturas mutantes e
selvagem nas formas epimastigotas. A identificagdo foi feita com o0 novo
anticorpo, o soro 3 na diluicdo de 1:100 e o immunobloting mostrou que a
guantidade de proteina € maior na cultura selvagem quando comparado as
culturas nocautes para um alelo da poptc80, como podemos ver na figura 21. Ha

também diferenca na expressdo entre os proprios clones, indicando que
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diferentes fenoétipos podem ter sido obtidos durante o processo de clonagem dos

parasitos.

WT Cé Ad C3  rPOPTc30

80 kDa

P

o-POPTc80

64 kDa

a-tat

WT Ad A3 B2

FS FI ET FS FI ET FS FI ET FS FI ET VZ rPOPTc

(TP .1].&

o-tat

64 kDa
bbbl | | .

Figura 21 — Identificacdo da POPTc80 em extrato de parasitos mutantes e
selvagens. Immunobloting indicando os diferentes niveis de expressédo da
proteina em culturas mutantes e selvagem, confirmando a redugéo da POPTc80
nos parasitos mutados. Wild type (WT), clone simples nocaute C6 (C6), clone
simples nocaute A4 (A4), clone simples nocaute C3 (C3), proteina recombinante
POPTc80 (rPOPTc80), clone simples nocaute A3 (A3), clone simples nocaute
B2 (B2). Extrato total (ET), fracdo soluvel (FS), fragcéo insoluavel (FI), vazio (VZ),
anti-tubulina, a-TAT.

Para identificar a expressao de diferentes serino-proteases nos extratos
de parasitos selvagens e nocautes, um Western blot com anticorpos para
oligopeptidase B (Oligo B) e dipeptidil peptidase 8 (DPP8), ambas da familia de
POP e X-PRO (enzima capaz de clivar apés prolina) foi realizado. O resultado
obtido indicou que o clone C6 incubado com o soro anti-rOligo B manteve a
mesma quantidade de proteina expressa, em relacdo ao controle positivo,
POPTCc80 , ao passo que na reagcdo com o soro anti-XPro o nivel da proteina foi
reduzido neste clone. A expressao proteica no clone A4 aumentou com O

anticorpo para oligopeptidase B, enquanto que o clone C3 apresentou resultado
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similar ao controle; o contrario foi observado com anticorpo X-pro, onde o clone
C3 teve mais proteina expressa. O soro anti-rDPP8 apresentou baixa titulacédo

em todas as amostras (Figura 22).
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Figura 22 — Reconhecimento de diferentes proteinas em parasitos
mutados. Extrato de parasitos selvagens e mutados no gene poptc80 foram
submetidos a immunobloting com anticorpos especificos para as proteinas prolil
oligopeptidase (POPTc80), oligopeptidase B (oligo B), dipeptidil peptidase 8
(DPP8), (X-Pro) e o controle tubulina (TAT). Wild type (WT), clone simples
nocaute C6 (C6), clone simples nocaute A4 (A4), clone simples nocaute C3 (C3),
proteina recombinante POPTc80 (rPOPTc80).

Inibicdo da Metaciclogénese

O ensaio de metaciclogenése na auséncia de inibidores indicou que ha
um maior niumero de tripomastigotas metaciclicos nas culturas simples nocaute
comparado ao wild type (WT), embora ndo tenha diferenca significativa. No
intuito de simular e corroborar o efeito do nocaute foi utilizado o Prolil
Endopeptidase Inibidor Il (Z-Pro-Pro-CHO), que € um inibidor comercial de POP
de mamiferos. O Z-Pro-Pro-CHO (ZPP) é um potente inibidor que contém um
aldeido capaz de se ligar eficientemente com a serina ativa da POP, como foi
mostrado por Wilk & Orlowski (1983), onde a POP do cérebro de camundongo
foi inibida com um Ki de 14 nM, porém sua atividade ndo foi totalmente
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restabelecida (81,82). Com a mesma tendéncia observada nos mutantes,
quando os parasitos foram incubados com o ZPP, houve um aumento na
diferenciacao dos parasitos WT em relagdo ao controle sem o inibidor. Entre os
clones analisados, o inibidor ndo afetou a metaciclogénese no clone C3,
conservando a quantidade de TM em todas as condicdes, enquanto que o clone
B2 apresentou uma leve diminuicdo dos parasitos TM, contudo ndo € um dado
significativo (Figura 23). Este foi um teste preliminar do efeito da POPTc80 no
processo de diferenciacdo parasitaria, sendo necessario a realizagdo de um

novo experimento para confirmar e melhor entender o resultado obtido.
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Figura 23 — Anélise da metaciclogénese em parasitos poptc80-/+. Efeito da
delecdo de um alelo de poptc80 no T. cruzi (clones B2 e C3) comparados ao
parasito selvagem (A). Efeito do inibidor Z-Pro-Prolinal (ZPP) na
metaciclogénese nos parasitos selvagens (B), no clone C3 (C) e no clone B2 (D).

46



h‘ UNIVERSIDADE DE BRASILIA Camila Lasse Silva — Prolil oligopeptidase de T. cruzi e L. infantum

Construcao do cassete POPTc80 alelo Esmeraldo-like

Para proceder com a delecédo do segundo alelo da poptc80, uma anélise
rigorosa e detalhada do alelo foi realizada para determinar quais sitios de
restricdo seriam utilizados na construcdo do cassete, visto que varios genes
diferentes foram utilizados na metodologia escolhida para o nocaute. O cassete
confere resisténcia a marca de sele¢édo higromicina que € flanqueada por uma
regido intergénica hx1 (amplificada pelos iniciadores 1 e 2) e ap-tub, gerada com
os primers 3 e 4. O cassete hx1+hyg+tub é anelado ao ultramero senso na regiédo
5" hx1 e ao ultramero anti-senso na regiao 3’ do cassete tub. Os ultrameros sé&o
regides de homologia ao gene poptc80, formado por 91 bases cada um e indica

a posicao de insercao do cassete para a delecdo génica (Figura 24).

1y —3» 306 pb
173pb 2 1025 pb
-— -
1 4
—_ —_
R L L R L R R L Y] 1504 pb BN RNNNNNNNINNNRBRINRRNRRIINS
o —

L Y TR R LY 1728 pb L T T T

Figura 24 — Cassete para delecdo do alelo Esmeraldo-Like do gene poptc80.
O cassete foi desenhado para integracdo no gene alvo e é flanqueado por
ultrameros, que sdo sequéncias do gene e indicam a regido de integracdao do
cassete (POPTc80 ULT Fwd e POPTc80 ULT Rvs). A marca de selecéo utilizada
foi higromicina, que confere resisténcia ao gene higromicina fosfotransferase
(HYG). O antibidtico foi inserido entre a regido intergénica HX1 (HX1) e a
seguéncia B-Tubulina (TUB).

Desta forma, as sequéncias HX1 e TUB foram amplificados por PCR com
iniciadores especificos gerando amplicons nos tamanhos esperados de 173 pb
para HX1 e 306 pb para TUB (Figura 25 I). Os produtos gerados foram usados
para unir os dois fragmentos por PCR obtendo um amplicon de 479 pb que foi
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clonado em vetor pGEM-T easy. Para a correta insercdo do gene hyg, a
sequéncia de interesse foi amplificada com iniciadores que continham os
mesmos sitios de restricdo que os usados na jun¢do dos genes HX1 e TUB, para

que assim, apés a digestdo o gene fosse integrado corretamente no cassete
(Figura 25 1I).
O proximo passo na construcao do cassete, foi digerir o gene hyg do

plasmideo e ligar entre as sequencias de HX1 e TUB, com a enzima T4 DNA
ligase. O gene foi clonado e confirmado por PCR de colbnia e digestado
enzimatica com EcoRI que corta dentro do gene higromicina fosfotransferase, na
posicéo 244 pb, liberando um fragmento de 417 pb e outro de 1087 pb. Com a
clonagem confirmada, o cassete pgem-hx1-hyg-tub foi digerido do plasmideo
com a enzima Notl, que flanqueia o sitio de clonagem no plasmideo, e o produto
foi amplificado com os ultrameros senso e anti-senso poptc80. O cassete
completo foi clonado novamente em pGEM- T easy vector gerando o produto
final pgem-ultpoptc80+hx1-hyg-tub+ultpoptc80 e confirmado por digestéo (Figura
25 111), liberando um fragmento de 1684 pb. Apés confirmacdo da clonagem, foi
feita uma midiprep, que foi digerida novamente com Notl liberando o cassete
para transfeccao nos parasitos simples nocaute (Figura 25 1V).

HX1-TUB
I MW HX1 TUB MW 1 1:10 1:100 HYG

1000 ==
1025 ==pp

206 ==
173 =

479 =i

1684 =i
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Figura 25 — Geracdo do cassete poptc80-hx1-hyg-tub. Amplificacdo dos
genes hx1 (regido intergénica 173 pb) e tub (B-Tubulina 306 pb) (I). Ligacao de
hx1 e tub, por PCR e amplificacdo do gene hyg (hygromicina fosfotransferase
1025 pb) (Il). Cassete pgem- ultpoptc80+ hx1-hyg-tub+ultpoptc80 digerido com
EcoRl, liberando um produto de 1684 pb (lll). Liberacdo do cassete final do
plasmideo pGEM-T easy vector, com a enzima de restricdo Notl (IV).

Delecao alelo Esmeraldo-like

Para delecéo do alelo restante da poptc80, a cultura simple nocaute B2
foi selecionada para transfeccdo. Formas epimastigotas, foram ressupendidas
em tampao Nucleofactor, adicionada o cassete pasteurizado e eletroporada com
o aparelho Nucleofector-2b (Lonza). Apés selecao e clonagem dos parasitos, a
cultura foi mantida por mais tempo para expandir a quantidade de parasitos,
entretanto, um crescimento mais lento comparado ao B2 foi observado. Diante
deste resultado, muito testes de confirmagao e caracterizagdo no duplo nocaute
nao foram possiveis.

Para confirmar se o alelo Esmeraldo-like da poptc80 foi editado no
genoma do parasito, uma PCR foi realizada com DNA génomico extraido da
cultura e com pares de iniciadores que amplificam o gene de resisténcia
higromicina fosfotransferase com o tamanho predito de 1025 pb. Por ter pouco
material, somente esta PCR foi realizada e o resultado obtido na amplificacéo
indicou que o gene hyg foi integrado corretamente no genoma do parasito,
deletando o alelo restante da poptc80 (Figura 26). Contudo, a cultura ndo expandiu
e as culturas congeladas, ndo resistem ao processo de descongelamento,

morrendo dentro de uma semana.
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MW c- DKO WT

1600 pb

1025 pb

Figura 26 — Confirmacéo do duplo nocaute do gene poptc80. Amplificacdo
do DNA gendmico com inciadores que anelam ao gene hyg que esté inserido no
cassete, no tamanho esperado de 1025 pb. Este resultado indica a delecdo do
gene alvo. Marcador molecular (MW), controle sem DNA (C-), duplo nocaute
para poptc80 e wild type (WT).

Deteccéo e colocalizagcdo da POPTc80 em parasitos selvagens

e nocautes

Com o intuito de corroborar e analisar morfologicamente o efeito do
nocaute do gene da POPTCB80 os parasitos selvagens e mutantes foram
submetidos a imuno marcacdo com o anticorpo especifico contra a proteina.
Para a andlise dos parasitos simples nocaute (SKO), trés clones (B2, C3 e C6)
foram selecionados e foi possivel observar uma diminuicdo no sinal da
fluorescéncia comparado ao controle. Entre os clones, uma diferengca na
quantidade de proteina foi vista, obtendo um perfil comparativo ao encontrados
nos ensaios de Western blot, com baixos niveis de expressdo da POPTc80,
principalmente no clone C3 (Figura 27). No entanto, nestas condicdes testadas,

nao foi observado um padréo de alteracdo morfologica no parasito.
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Figura 27 - Analise do simples nocaute do gene poptc80 por
imunofulorescéncia. Diminuicdo do sinal fluorescénte nos parasitos mutados
comparado ao parasitos selvagens (WT), confirmando assim a delecéo de uma
alelo do gene. Menor fluorescéncia foi observada nos clones C3 e C6 em relacdo
ao clone B2. Verde (POPTc80); vermelho (DAPI).

Na cultura duplo nocaute B2, foi observado claramente a presenca de
parasitos sem nunhuma marcacéo para a proteina POPTc80. Este resultado
indica que ocorreu a delecdo do gene poptc80 do genoma do T. cruzi, contudo
uma cultura homogénea com os parasitos duplo nocaute néo foi obtida, como
podemos ver na Figura 28. Nao foi possivel reproduzir o experimento, pois 0s

parasitos ndo sobreviveram para estabelecer uma cultura.
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WT WT/Pré-imune

Poptc80 /- clone B2

Figura 28 — Detecc¢éo de parasitos duplo nocaute. Parasitos mutados nos dois
alelos da poptc80 (poptc80 -/- clone B2), detalhe ampliado a direita mostrando
parasitos sem marcacdo da proteina quando incubados com o anticorpo a-
rPOPTc80 o que confirmaria a delecéo dos dois alelos do gene.
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Avaliacdo do crescimento dos parasitos mutantes e controles

Para verificar se o crescimento dos parasitos transfectados havia sido
afetado pelo nocaute de um alelo da poptc80, uma curva de crescimento dos
clones C6 e B2 foi realizada e comparada ao parasito wild type (WT), durante 10
dias para gerar um perfil avaliativo. Foi possivel observar que os parasitos
mutantes tiveram um crescimento lento em relagao ao selvagem (Figura 29), 0 que
ja era visto diariamente no cultivo da cultura. Para se obter uma cultura na fase
log, os parasitos nocautes demoraram cerca de 15 dias com alguma variacdo de

tempo entre os proprios clones.

>
w
®
T

108
59,0
3 - WT g 604
T 107 4 SKOB2
g . A - SKOCB l§
o -4
S
108 8
A A
o 2 4 6 8 10
Dias WT SKO B2 SKO Cé6

Figura 29 — Curva de crescimento parasitos simples nocaute. (A) A curva foi
realizada em triplicata com contagem diaria em camara de Neubauer num
periodo de 10 dias (240 h). (B) Grafico indicando o tempo de divisdo celular de
cada cultura. Wild Type (WT); simple nocaute B2 (SKO B2); simples nocaute C6
(SKO C6).

ApoOs a delecdo do segundo alelo da poptc80, uma nova foi curva
realizada para verificar se havia diferengca no crescimento entre parasitos
simples e duplo nocaute. A curva indicou que a cultura DKO B2 apresentava um
crescimento ainda mais lento quando comparado ao SKO B2 (Figura 30), atingindo
a concentracdo de 1x108 parasito/mL ap6s 10 dias de cultivo, isso representa
um desenvolvimento 10 vezes menor em relacdo ao simples nocaute. A cultura

selvagem alcancou a fase log em aproximadamente 120 horas (6 dias).
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Figura 30 — Curva de crescimento parasitos DKO. (A) A cultura duplo nocaute
(DKO) alcancou a concentracédo de 1x108 p/mL em 216 h de cultivo. (B) Gréfico
indicando o tempo de divisdo celular de cada cultura. Wild Type (WT); simple
nocaute B2 (SKO B2); simples nocaute C6 (SKO C6).

Discussao

Prolil oligopeptidases sédo enzimas de grande relevancia cientifica devido
ao seu possivel papel em doencas neuroldgicas tais como Alzheimer, transtorno
bipolar e Parkinson (83), além de doencas inflamatodrias (58) e doenca de
Chagas (68). A POPTc80 vem sendo estudada por nosso grupo de pesquisa ha
muitos anos, desde sua caracterizagao inicial, a ensaios de infecc¢ao e de inibicdo
que abrange testes in vitro e sintese de novas moléculas (46,84-86). Uma
abordagem funcional do estudo do gene é necessaria para um melhor
entendimento da sua participacdo na infeccdo pelo T. cruzi. Uma técnica
importante para o estudo funcional de um gene € RNA interferente (RNAI) que
permite avaliar os efeitos causados pela diminuigcéo transitoria da sua expresséo
(87), permitindo avaliar, sob determinadas condi¢Ges, genes essenciais a um
organismo. Entretanto, esta técnica ndo pode ser usada no parasito T. cruzi, por
este ndo possuir todos os genes da maquinaria RNAI, fazendo com que o
nocaute fisico seja a abordagem de escolha para o estudo génico neste
microorganismo.

A delecdo do alelo Non-esmeraldo like da poptc80, foi obtida por
recombinacado nas regides 5 e 3' UTR, através da insercdo de um cassete
contendo o gene neo (neomicina fosfotransferase) que permitiu selecionar

mutantes com geneticina. O nocaute foi obtido somente apds a quarta tentativa
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de transfeccéo, porém alguns fatores indicavam que os parasitos transfectados
anteriormente tinham perdido o alelo em questdo, dado ao seu lento crescimento
e divisdo (dados ndo mostrados). A cultura foi submetida a analises quanto ao
nivel de expressao proteico e DNA, e os niveis foram similares ao observado nos
parasitos controles, confirmando a ndo delecdo do gene. O crescimento lento da
cultura pode indicar resisténcia ao antibiotico de selecdo, pois um estudo
apontou que células tratadas com o G418 podem ter seu crescimento afetado e
gerar um resultado falso positivo quanto a selecao de clones (88). Desta forma,
uma nova transfeccdo foi realizada, modificando o processo de selecdo e
clonagem dos parasitos para que diferentes culturas apresentassem diferentes
fenotipos. Sendo assim, os parasitos transfectados foram submetidos ao
processo de clonagem ao mesmo tempo em que ocorria a selecéo, resultando
em culturas homogéneas de clones com caracteristicas diferentes quanto a taxa
de crescimento, a capacidade de estabelecimento de uma cultura viavel,
diferenca nos niveis de expressdo da proteina e na diferenciacdo da forma
epimastigota para a forma tripomastigota metaciclico (89-91).

Cerca de 5 meses foram necessarios para obtencdo de uma cultura SKO
poptc80 viavel para que a caracterizacdo do nocaute fosse realizada. O passo
inicial foi a confirmacédo do nocaute por PCR, que foi positiva para todos os
clones testados e com amplificacbes em diferentes regides do cassete ou do
genoma do parasito (Figura 18), como 0 amplicon gerado pelos iniciadores hlys
Senso e neo antisenso, no tamanho esperado de 1708 pb. Histidina amdnia-liase
(hlys), € um gene adjacente a poptc80, e seu primer foi utilizado para confirmar
a insercdo do cassete neo no gene de interesse (79).

A técnica de Southern Blot é uma ferramenta importante na confirmacao
do nocaute génico que ocorre pela hibridizacdo em sequencias fragmentadas
especificas do genoma analisado (92). A deteccéo do gene poptc80 foi feita pela
sonda que reconhece a regiao 5’ e o cassete neo, inserido por recombinacéo, foi
detectado por meio da sonda com marcagao para 0 gene neo.

Em nivel proteico, os extratos dos parasitos nocauteados e selvagem
foram analisados por immunobloting e uma diminuigdo da expressao da proteina
POPTc80 foi vista nas amostras SKO, comparada ao controle. A quantidade de
proteina expressa nos parasitos SKO, indicou uma variacao entre eles, como por

exemplo o clone C6 que apresentou um maior nivel da proteina em relagcéo ao

55



‘ n 1 UNIVERSIDADE DE BRASILIA Camila Lasse Silva — Prolil oligopeptidase de T. cruzi e L. infantum

clone C3. Nao foi feita a caracterizacdo de todos os clones confirmados, mas
dentre os analisados, o clone C3 foi 0 que apresentou 0s niveis mais baixos da
POPTc80 em todas as fracOes observadas, resultado este confirmado pelo
ensaio de imunofluorescéncia, que obteve um baixo sinal da proteina. Os
extratos testados com o0s anticorpos para as proteases X-Pro e Oligo B, de
Trypanosoma cruzi, apresentaram niveis diferencialmente expressos de suas
proteinas dos encontrados nos clones identificados com o soro anti-rPOPTc80.
Entre os clones houve variacdo na quantidade de proteina expressa, com uma
leve diminuicdo no clone C6 e um aumento no clone A4 referente a Oligo B,
enguanto que na protease X-Pro, uma protease que cliva pés-prolina na posicéo
N-terminal, os extratos C6 e A4 tiveram sua expressao reduzida e o clone C3
aumentada duas vezes quando comparada ao controle rPOPTc80. Um
comportamento similar no clone C3 foi observado na DPP8Tc, uma serino
protease da familia POP que cliva pdés-prolina e podem estar compensando a
auséncia do alelo deletado, uma vez que este clone € o0 que apresenta a menor
expressao da proteina no controle. Estes dados sugerem que a dele¢cédo do gene
poptc80-/+ pode afetar a expressao destas proteases e que isto ocorre de formas
diferentes entre os clones (Figura 22). A oligopeptidase B, por ser um membro da
familia POP e possuir caracteristicas semelhantes quanto aos aminoacidos do
sitio catalitico (93—95) pode ter sua expressao afetada devido a reducdo da taxa
metabdlica dos parasitos. Resultados estes que séo corroborados pelos dados
obtidos na curva de crescimento, que indicou uma taxa de divisdo parasitaria
reduzida para os clones C6 e B2 de 59 h e 47 h, respectivamente, enquanto que
0s parasitos selvagens se dividem a cada 22 h. Os parasitos nocautes tiveram
seu crescimento afetado e isto pode ter ocorrido devido a delecdo do alelo Non-
Esmeraldo Like do gene POPTCS80.

O ensaio de metaciclogénese apresentou resultados inesperados e novos
experimentos sdo necessarios para melhor compreender o papel da POPTc80
na diferenciagdo do T. cruzi. Quando comparado os clones C3 e B2 a cultura
WT, foi observado uma maior quantidade de TM nos parasitos nocauteados e,
quando foi avaliada a inibicdo da POPTc80 nas culturas, ocorreu um aumento
da diferenciacdo de formas epimastigotas para tripomastigotas metaciclicos em
parasitos selvagens. Enquanto que os clones simples nocaute poptc80-/+, C3 e

B2, ndo apresentaram diferenga entre o controle e os parasitos tratados com
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ZPP, embora um niimero menor de parasitos TM tenha ocorrido no clone B2. A
prolina € uma importante fonte de energia para o T. cruzi e altos niveis de prolina
livre é detectada durante a diferenciacdo celular, tornando-a essencial para o
parasito; outro ponto importante a ser considerado € a atividade catalitica da
POPTc80 , que cliva ligacbes peptidicas na regido C-terminal pds prolina
(60,62,96,97). Sendo assim, a hipdtese seria que a presenca de um inibidor
especifico de POP ou a auséncia de um alelo do gene, interferisse
negativamente na diferenciacdo do parasito. Entretanto, os dados sugerem que
devido a POPTc80 estar menos ativa, ocorre uma menor producdo de prolina
livre e a deficiéncia deste aminoacido induz a célula a captar mais prolina do
meio extracelular (98). Esta captura pode estar acontecendo por um aumento da
expressao dos receptores de prolina, que continua a auxiliar a metaciclogénese.

Estudos anteriores apontam que a POPTc80 é mais expressa nas formas
amastigota e tripomastigota (80), que sdo a forma infectiva e replicativa
intracelular, respectivamente, encontradas no hospedeiro vertebrado. A
POPTCc80 é secretada pela forma tripomastigota, sugerindo sua participacdo no
processo de infeccdo a célula hospedeira devido a sua capacidade de clivar
componentes da matriz extracelular (MEC), colagenos do tipo | e IV, fibronectina,
entre outros que podem facilitar sua progressao na doenca de Chagas bem como
sua diferenciacdo celular (84). Afim de avaliar a capacidade infectiva dos
parasitos nocautes para um alelo da POPTC80, algumas tentativas de infeccao
em células L6 e Vero foram realizadas, porém sem éxito alcancado. As células
foram infectadas com formas epimastigotas da cultura selvagem, clone B2 e
clone C3 e apés 8 dias de infeccao ocorria a lise celular liberando os parasitos
ainda na forma amastigota. Alguns tripomastigotas eram identificados na cultura,
porém nao foram obtidos o suficiente para realizar o experimento de maneira
adequada. O ensaio realizado, nos permitiu observar que os clones néo
conseguiam diferenciar da forma amastigota para tripomastigota antes da lise da
célula, o que indica que a proteina POPTc80 é importante para este processo
(62,63,68) e que a delecdo de um alelo pode afetar a infeccdo do parasito em
células hospedeiras. Novos testes serdo realizados para melhor caracterizar o
papel dos parasitos simples nocautes na infec¢do in vitro e in vivo.

A delecao de genes por meio da ferramenta CRISPR/Cas9, permite uma

maior eficiéncia e rapidez na modificagdo génica (73). Esta técnica tem sido
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utilizada no estudo das mais diversas doencas por meio da edi¢cdo dos principais
genes envolvidos e/ou que sao alvos para o desenvolvimento de novos farmacos
(99-101). Na tentativa de nocautear o alelo restante do gene POPTC80, um
cassete construido para insercdo por homologia foi transfectado na cultura SKO
B2 pela ferramenta CRISPR/Cas9. O cassete confere resisténcia a marca de
selecédo higromicina e possui regides de homologia para serem integrados no
locus génico de interesse, e deletar por completo o gene POPTC80. Apos
selecéo e clonagem dos parasitos transfectados, uma amplificacdo do gene hyg
foi feita por PCR para a confirmacéo do duplo nocaute, entretanto como havia
um baixo numero de parasitos e o rendimento do DNA foi pouco, apenas um
fraco sinal confirmando a integracdo do cassete foi obtido no produto da PCR
(Figura 26). Corroborando este resultado, temos 0 ensaio de imunofluorescéncia
em que parasitos sem nenhuma marcacdo para a proteina POPTc80 foram
identificados, indicando que, embora a cultura ndo esteja homogénea, uma
populacdo dos parasitos foi nocauteada nos dois alelos. Nao foi possivel a
realizacdo de novos testes na cultura DKO poptc80 clone B2, pois 0s parasitos
nao foram capazes de estabelecer uma cultura viavel por periodos prolongados.
Apods, aproximadamente 4 meses de transfeccdo, os parasitos morreram e a

cultura que estava congelada n&o conseguiu se restabelecer.
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Conclusao

O foco deste trabalho foi de aprofundar o estudo funcional da POPTc80
pela estratégia de nocaute fisico do seu gene correspondente. Os resultados
obtidos juntamente com resultados prévios nos permitem reforcar o
envolvimento desta enzima no processo de infeccdo e provavelmente no
estabelecimento da doenca de Chagas. N6s demonstramos que com apenas um
alelo, o parasito apresenta um crescimento lento e a sua diferenciacao € afetada
gquando comparamos com 0S parasitos controles. Foi possivel observar os
clones de parasitos mutados apresentaram caracteristicas diferentes entre si,
quanto ao estabelecimento da cultura, crescimento e quantidade de proteina
expressa nas diferentes formas do parasito. A cultura duplo nocaute nédo
sobreviveu a delecdo dos dois alelos, indicando que esse gene é essencial a
viabilidade do parasito e assim corroborando a sua caracteristica de alvo

potencial de drogas para a doencga de Chagas.
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Identification and Characterization of Leishmania infantum Prolyl
Oligopeptidase as a Potential Candidate for Novel Drug Design

Against Leishmaniasis

Abstract

Leishmania infantum is a flagellated protozoan and one of the main
causative agents of visceral leishmaniasis. This disease usually affects the
human reticuloendothelial system and causes lymphadenopathy,
hepatosplenomegaly, anemia, leuko- and thrombocytopenia, among other
clinical manifestations, which can progress and cause death. Available therapies
can lead to serious side effects and, since it is a tropical neglected disease, the
incentives for the development of new drugs are insufficient. It is important to
know leishmania virulence factors that contribute most to the disease in order to
develop anti-virulence drugs. In the present work, we have produced L. infantum
prolyl oligopeptidase (rPOPLIi) in Escherichia coli cells, and investigated its
biochemical properties as well as the effect of protease inhibitors on its enzymatic
activity and on inhibition of L. infantum entry into macrophages. The optimal
activity occurred at pH 7.5 at room temperature. The Michaelis constant (Km) and
maximum reaction rate (Vmax) for N-Suc-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-AMC were 58.57
and 4.651,16 mFU/min, respectively. rPOPLIi was inhibited by TPCK, TLCK and
Z-Pro-prolinal (ZPP). Based on the results obtained by immunofluorescence
microscopy and plasma membrane western blot, rPOPLI is a cytoplasmic enzyme
that may be directed to the parasite outer membrane. Interestingly, two POP
specific inhibitors, S17092 and ZPP, prevented invasion of murine macrophages,

suggesting that POPLi may be involved in the invasive process of L. infantum.
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These data establish POPLI as a virulence factor that may prove potential as a
target for designing new anti-leishmaniasis drugs.

Keywords: Leishmaniasis, protease, POPLI, virulence factor, drug target

Introduction

Leishmaniasis is a group of diseases caused by Leishmania, protozoan that
have more than 20 species infective to mammals, which are transmitted by the
bite of female phlebotomine during blood meal (1). According to WHO,
leishmaniasis are neglected tropical diseases (NTD) endemic in 97 countries of
American, European, Asian and African continents, responsible for 700.000 to 1
million new cases and approximately 30.000 deaths annually (2). The biological
diversity of Leishmania can induce different clinical manifestations ranging from
skin and mucosal lesions to a more severe systemic form affecting vital organs
(3). Visceral leishmaniasis, caused mostly by L. donovani and L. infantum, cause
hepatosplenomegaly and lymphadenopathy associated to cellular immunity
depression and can be fatal if not treated (Choi and Lerner, 2001). The available
treatments for leishmaniasis are toxic, long-lasting, expensive and are affected
by emerging drug resistance (10.1128/CMR.19.1.111-126.2006)(4). The
identification and characterization of pathogen virulence factors as potential
targets for drug and vaccine development is a rational strategy in prospection of
accessible and efficient compounds with minimal side effects or protective
antigens.

Proteases are potential targets for new drugs development as they play
crucial roles in both physiology and infectivity of pathogens (5). Among them,
prolyl oligopeptidase (POP, EC 3.4.21.26) is an ubiquitous serine-protease (6-9)
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belonging to the S9 family (10) that cleaves peptides up to 30 amino acids in the
carboxyl side of proline and, less efficiently, alanine residue. It is believed to play
a key role in many physiological processes, as in inflammatory responses,
angiogenesis, in the regulation/maturation of peptide hormones and
neuropeptides. Abnormal POP activity levels were reported in neural tissue or in
plasma of individuals suffering from amnesia, depression, Alzheimer's disease
and bipolar disorder (8,11,12)(13-15).

Members of this family of serine-proteases have been identified in mammal
pathogens. POP activity of Mycobacterium tuberculosis (POPMt) induces the
secretion of pro-inflammatory Thl cytokines as TNF, IL-12p70, IL-6, IL-23 and
IL-1b, modulating murine macrophages and suggesting that it is involved in M.
tuberculosis infectivity (16). Amongst Trypanosomatidae, Trypanosoma cruzi
POP (POPTCc80) is a 80 kDa protease capable to hydrolyse extracellular matrix
proteins type | and IV collagens and fibronectin in vitro (17—-21) and to degrade in
situ collagen fibers from rat mesentery in its native state (22). Specific and
selective inhibitors obtained by molecular screening and combinatorial chemistry
prevent the entrance of T. cruzi trypomastigotes in non-phagocytic mammalian
cells, suggesting that this enzyme may be involved in the parasite invasion of the
host cell (20,23). Likewise, Trypanosoma brucei POP (POPTb) mediates the
hydrolysis of denatured and native collagens (17). In Trypanosoma evansi
infections, mice inoculated with a null mutant clone for a prolyl oligopeptidase-
like were able to survive longer than those inoculated with wild-type parasites.
The authors also suggested that T. evansi POP-like protease might play a role in
immune responses by affecting interleukin concentrations in the host (24). In the

blood fluke Schistosoma mansoni, POPSm is produced by adult worms and

62



‘ ) 1 UNIVERSIDADE DE BRASILIA Camila Lasse Silva — Prolil oligopeptidase de T. cruzi e L. infantum

schistosomula and may contribute to parasite survival by cleaving host bioactive
peptides (25). Therefore, POPs have been considered as therapeutic targets
(26).

Here we expressed recombinant L. infantum POP (rPOPLI) in bacterial cells
and investigated its biochemical properties as well as the effect of specific
protease inhibitors on its enzymatic activity and on inhibition of L. infantum entry
into macrophages. We found that Z-Pro-Prolinal inhibition constant (IC 50) was
5.22 nM and that the inhibition of POPLI by both specific POP inhibitors, Z-Pro-
Prolinal and S17092, results in diminished macrophage infection, suggesting it is

a key player in host cell infection.

Materials and Methods
Parasites

L. infantum promastigotes were maintained in Schneider's medium
supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS, Gibco) and 100 pg/mL
gentamicin, at 28 °C. To obtain axenic amastigotes, promastigotes were
transferred to M199 medium at pH 4.0 supplemented with 10% FBS and 100

pHg/mL gentamicin, and maintained at 37 °C in 5% CO2, during three days.

Heterologous expression of POPLI

The full-length popli gene from L. infantum (LinJ.36.7060) was synthesised
after codon optimization and cloned into the pET15b plasmid by GenScript (New
Jersey, USA). The construction was used to transform Escherichia coli BL21 (Al)
and recombinant POPLi expression was induced by the addition of 0.5 mM

isopropylthio-p-D-galactoside (IPTG) and 0.2 % L-arabinose at 20 °C for 4 h.
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Subsequently, cells were harvested, lysed with BugBuster™ (Novagen) and
soluble extract was cleared by centrifugation at 2,000 x g at 4 °C for 10 min. Then,
the extract was submitted to a nickel-agarose affinity chromatography, washed
with 30 column volumes of 50 mM Tris pH 8.0, 500 mM NaCl and 15 mM
imidazole, and eluted with 50 mM Tris pH 8.0, 500 mM NaCl and 80 mM
imidazole. Purified recombinant protein was analysed by Coomassie Blue-

stained 10% SDS-PAGE and stored in 50% glycerol at -20°C.

Enzymatic Assays
Substrate specificity

To investigate rPOPLi (40 ng/ul) substrate specificity, the fluorogenic
substrates Pro-AMC, N-lle-Ala-AMC, Suc-Gly-Pro-AMC, Ala-Ala-Phe-AMC, Arg-
Arg-AMC, Gly-Pro-AMC and N- Suc-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-AMC (20 yM final
concentration) were tested in 25 mM HEPES, 150 mM NaCl and 5 mM DTT at
pH 7.5 in a final volume of 100 pL in 96-well plate. The AMC fluorescence
releasing was recorded by its emission at 460 nm upon excitation at 380

nm in kinetic mode for 15 min, in a microplate fluorescence reader

(Molecular Devices). Assays were performed in triplicate.

pH dependence

To determine the effect of pH on rPOPLI (40 ng/uL) activity, the enzyme
activity was assayed over a pH range (5.0, 6.0, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 and 10.0)
using 20 uM N- Suc-GPLGP-AMC in AGMT buffer. This buffer consisted of 25

mM acetic acid, 25 mM glycine, 50 mM MES, 75 mM Tris with 1 mM EDTA and
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1 mM DTT adjusted to the different pHs. The activities were measured in triplicate

as described above.

Optimal buffer
To identify the ideal buffer and additives for enzyme activity, 40 ng/uL of

rPOPLi and N-Suc-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-AMC to 20 uM final concentration were
assayed in two different buffers, 50 mM Tris or 25 mM HEPES, both at pH 7.5, in
the presence or absence of additives. Additives were NaCl 150 or 300 mM or
DTT 5 or 10 mM. After identification of optimal NaCl and DTT concentrations,

assays with both additives in each buffer were performed.

Temperature
To determine the effect of temperature on rPOPLi (40 ng/pL) activity,

assays were performed at 28, 37, 40 and 45 °C. rPOPLi was pre-incubated for 5
min at each temperature before addition of N-Suc-GPLGP-AMC (20 pM final
concentration) followed by incubation for 20 min. The reaction was stopped with
100 pL of absolute ethanol and transferred to a 96-well plate where the

fluorescence was measured by endpoint. The assay was performed in triplicate.

Enzymatic parameters
Different concentrations (200 - 9.37 yM) of N-Suc-GPLGP-AMC were

tested in 25 mM HEPES, 150 mM NacCl, pH 7.5 with 40 ng/pL of rPOPLI with or
without 5 mM DTT in order to determine the Km. The fluorescence was measured
in a kinetic assay of 30 min. The data was analysed using the method of Hanes-
Woolf ([S]/V x [S]) and the values of Km determined by the equation [S]/v=

1/Vmax * [S] + (Km/Vmax).
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Inhibition test

The protease inhibitors 100 uM 4-(2-Aminoethyl)benzenesulfonyl
fluoride hydrochloride (AEBSF), 1 mM Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA),
100 yM N-tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone (TPCK), 1 mM L-trans-
epoxisuccinilleucilamido  (4-guanidino)-butano (E-64), 100 pM 1-cloro-3-
tosilamido-7-amino-2-heptanona (TLCK), 100 yM Leupeptin, 100 uM Pesptatin
or POP specific inhibitor Z-Pro-Prolinal (0.6-10 nM ZPP) were pre-incubated for

15 min with 40 ng/uL of rPOPLi diluted in 25 mM HEPES at pH 7.5. The
reactions proceeded after addition of the fluorogenic substrate N-Suc-Gly-
Pro-Leu-Gly-Pro-AMC diluted to a 20 uM working concentration for each

assay.

Activity of POPLI from parasite extracts

L. infantum promastigotes and amastigotes were washed three times with
PBS (1000 x g, 10 min, 4 °C) and resuspended in 500 pL of 25 mM HEPES pH
7.5. Lysis was performed using BugBuster lysis reagent, according to the
manufacturer’s instructions, or by three cycles of freezing/thawing. After lysis by
the latter, soluble and insoluble fractions were obtained by centrifugation (16.000
X g, 10 min, 4 °C) and the insoluble fraction was reconstituted in 25 mM HEPES
pH 7.5 and 0.1% Triton X-100, centrifuged again to obtain the membrane fraction
(supernatant) and the cytoskeleton fraction (pellet), which was reconstituted in 25

mM HEPES pH 7.5. The activities were measured as described above.
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Western blotting

Three male BALB/C mice were immunized with four biweekly boosts of 10
Mg aliquots of purified rPOPLI, the first boost emulsified in complete Freund’s
adjuvant, followed by two in incomplete Freund’s adjuvant and the last without
adjuvant. Sera were collected after the last booster, diluted 1:1 in glycerol (v/v),
aliquoted and stored at —20 -C. All animal experiments were approved by the
Comissdo de Etica de Uso Animal from the University of Brasilia, No.
27764/2016.

L. infantum promastigotes and amastigotes (1.0 x 107 cells/well) were used
to analyse the protein level of POPLI in the parasite total extract, cytoplasmatic,
membrane or cytoskeleton fractions. rPOPLiI and the parasite fractions were
applied on 10% SDS-polyacrilamide gels and transferred onto nitrocellulose
membranes (Amersham Biosciences). After blocking non-specific binding with 5
% skimmed milk in TBS containing 0,1% Tween (TBST) for 1 h at room
temperature, membranes were incubated 1 h with the primary antibody anti-
rPOPLi (1:200) or anti-His tag (1:1000), followed by horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibody (1:30000) for 1 h. Immunoreactive bands were
detected using the substrate Amersham ™ ECL ™ Prime Western Blotting

Detection Reagent (GE Healthcare).

Immunofluorescence

L. infantum promastigotes were washed with PBS, fixed in 1.0 %
formaldehyde for 30 min, permeabilized with 0.1 % Triton X-100 and after 10 min,
glycine was added to 0.1 M and incubated for 10 min. After centrifugation,
parasites were resuspended in PBS and spreaded on glass slides coated with

poly-L-lysine. Cells were blocked in PBS with 0.1 % Triton X-100 and 0.1% BSA
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for 15 min. Next, cells were treated with pre-immune serum (1:100) or anti-POPLI
antibodies (1:100) for 1 h at room temperature, washed three times with PBS for
10 min and stained with Alexa Fluor 488-labeled secondary antibodies (1:200)
for 1 h. 5 yg/mL DAPI (Sigma) were added for 10 min and washed with PBS for
5 min. Slides were mounted with Fluorescent Mounting Medium (DAKO) and

observed in fluorescent microscope, ZEISS LSM 800/Airyscan.

Inhibition of macrophage infection by L. infantum

Bone marrow-derived macrophages (BMM) were obtained from femur and
tibia of BALB/c mice. Briefly, hind legs were gently smashed with RPMI 1640 in
a sterile mortar using a pestle. Bone marrow was filtered through a 70 um cell
strainer (Sigma Aldrich) and then centrifuged at 400 x g for 10 min at 4 °C. Bone
marrow was resuspended in complete RPMI 1640 medium (20% iFBS and 100
pg/mL gentamycin sulfate) and cells counted in Neubauer chamber by Trypan
Blue viability test. Cells were seeded at 2 x 10° cells/mL in 10 mL of complete
RPMI 1640 medium with 10 ng/mL M-CSF (Peprotech) in Petri dishes at 37 °C,
5% CO2 for 8 days with re-feeding at day 4 with additional 10 mL complete RPMI
1640 with M-CSF. BMM purity was analyzed by phenotypic expression of specific
macrophage panel (F4/80 and CD11b, Biolegend) using flow cytometer (BD
FACSVerseTM, BD Biosciences).

For in vitro infection, BMM were harvested and 4 x 10° cells were seeded
in 24-well plates at 37 °C, 5% CO2 for 24h. The following infection assays were
performed: 1) L. infantum infective promastigotes obtained from two successive
passages in mice were incubated for 1 h with S17092 or ZPP (1 uM, 10 uM or 50
uM), specific POP inhibitors, or 0,1 % DMSO; 2) to evaluate the effect of the

inhibitors on the BMM, they were previously incubated for 1 h with S17092 or
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ZPP (50 upM) before infection with L. infantum; 3) L. infantum infective
promastigotes were previously incubated for 30 min with anti-rPOPLi (1:100 and
1:200); 4) infection was also evaluated in the presence of 10 ug rPOPLi boiled or
not; and 5) rPOPLi was incubated with anti-rPOPLi (1:50, 1:100 and 1:200) for
30 min before proceeding the infection assay.

Infection proceeded by incubation of L. infantum at 10:1 parasite-to-cell
ratio. For infection synchronization, plates were quickly centrifuged at 300 x g for
20 sec and infection occurred for 2 h at 37 °C, 5% CO2. Afterward, wells were
washed with PBS to eliminate extracellular parasites. Infection rate was
determined by panoptic staining (Instant Prov, Newprov) and 100 macrophages
were counted under light microscopy. Assays were performed in triplicate and the
infection was evaluated by the percentage of infected cells compared to the

control.

Statistical analysis

The graphics were generated using the Software GraphPad Prism 6. The
results were expressed as mean * standard error of the mean (SEM) and
statistically analysed with analysis of variance (ANOVA) followed by t-Student

test. The p significance level was broken down in the results.

Results
Expression and purification of rPOPLI

rPOPLi was produced as a recombinant protein in a bacterial system,
purified and analysed by SDS-PAGE and western blotting (Fig. 1). One protein
band in accordance with the predicted molecular weight of His-POPLi (80 kDa)

was observed in the purification elution fraction (Fig. 1A) and in the western blot
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(Fig. 1 B), suggesting rPOPLi were produced as soluble recombinant enzymes.
These results demonstrate that rPOPLI are soluble, pure and could be used to

perform biochemical and functional characterizations.
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wses 80 kDa e
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Fig. 1. SDS-PAGE and western blot of purified rPOPLi. Analysis of
recombinant POPLI expressed in E. coli. (A) SDS-PAGE 10% of fractions from
flow-through, wash and elution steps. The gel was subjected to Coomassie
staining. Ext = total extract, NL = non-linked, W1-W3 = washes, Elu = elution
fraction. (B) Western blot of purified rPOPLi and total protein extracted from L.

infantum promastigotes reacted with anti-rPOPLi mice antibody.

Enzymatic characterization of rPOPLI

rPOPLI was tested in enzymatic assays using initially the collagenase
substrate Suc-GPLGP-AMC, which is already known to be effectively cleaved by
POPTc (19). After a serial dilution, rPOPLI ideal concentration established to be
used in the experiments was 40 ng. The enzyme was used to assess the activity
using different substrates. The results demonstrated that rPOPLi was able to
hydrolyze Suc-GP-AMC (25,27), although less efficiently, and was not able to

hydrolyze GP-AMC and P-AMC, which are unblocked in the N-terminal region
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(Fig. 2A). Suc-GPLGP-AMC substrate was used as reference, assuming its
hydrolysis efficiency as 100%. rPOPLi exhibited maximum activity at 37 °C (Fig.
2B) that decreased to 60% at 40°C, and to approximately 45% at 28 °C and 45°C.
Next, to evaluate the pH dependence, the buffer AGMT (28) was used at pH
ranging between 5 to 10. The best pH for enzyme activity was 8.5 (Fig. 2C).
Similar results were observed at 50 mM Tris pH 8.5 and 25 mM HEPES pH 7.5.
Salt (150 mM NaCl) and reducing agent DTT (5 mM) additions to the latter buffer
increased rPOPLI activity (Fig. 2D). This buffer was used to determine the kinetic
parameters. Lastly, it was observed that the inhibitory activity of anti-POPLi on
rPOPLI activity significantly diminished along with increased antibody serial

dilution (Fig. 2E).
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Figure 2. Substrate specificities and the effects of pH, temperature,
additives and anti-POPLi on recombinant enzyme activity. (A) Substrates (25
MM final concentration) were tested in 25 mM Hepes pH 7.5 containing 150 mM

NaCl and 5 mM DTT. (B) Effect of temperature on rPOPLI activity. Activities were
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determined in pH 7.5 with incubation temperature ranging from 28 °C to 45 °C.
(C) Stability of rPOPLI at different pH. Activities were determined in 25 mM acetic
acid, 25 mM glycine, 50 mM MES and 75 mM Tris (AGMT) buffer with 1 mM
EDTA and 1 mM DTT, adjusted to different pHs. (D) Effect of salt (150 mM NacCl)
and reducing agent DTT (5 mM) on rPOPLI activity. (E) Effect of increasing
dilutions of anti-POPLi on rPOPLI activity. The assays were performed in

triplicate.

Kinetics studies and IC50 values of rPOPLI inhibition

It was possible to determine, according to the regression of Hanes-Wolff,
the Km of 58.56 mM and Vmax of 4651.16 MFU/min in the absence of additives
and Km 233.58 mM and Vmax 23.809,52 MFU min in their presence (Fig. 3A).
Inhibition of substrate hydrolysis occurred at low concentration of protease
inhibitors. The amounts of ZPP or S17092 inhibitors necessary for 50% inhibition

(ICs0) of rPOPLi were 4.23 nM and 3.50 nM, respectively (Fig. 3B).
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Figure 3. Enzymatic activity and inhibition of rPOPL.I.

Effect of various protease inhibitors on rPOPLI activity

The activity of rPOPLi in the presence of protease inhibitors was
determined by incubating rPOPLI with different protease inhibitors. TLCK and
TPCK were able to significantly reduce rPOPLI activity by 96.8% and 92.3%,
respectively. Pepstatin A, an aspartic protease specific inhibitor (29), inhibited
33%t of rPOPLI activity. In the presence of a POP specific inhibitor, Z-Pro-Prolinal
(30), a modified canonical peptidomimetic compound with high specificity to the
active site of POP (31), catalytic efficiency was reduced in 81 % at 10 mM and

resulted in an ICso of 5.22 nM.
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POPLIi localization and activity in parasite extract

To verify where POPLI is localized in the parasite, the promastigotes were
lysed by freeze and thaw cycles and the insoluble fraction was solubilized with
Triton to release the membrane bound proteins. As expected, POPLi was
observed in the cytoplasm and membrane-bound protein fractions (Fig. 4A).
Highest POPLI activities were exhibited in these fractions (Fig. 4B), in agreement

with the previous result.
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Figure 4. POPLIi localization and activity in the parasite extract
fractions. (A) L. infantum promastigotes were lysed and processed for western
blotting by using anti-POPLi antibody followed by ECL detection. rPOPLi was
loaded for reference. The same membrane was probed with anti-tubulin (anti-
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Tub) antibody as loading control. (B) Enzymatic activity was measured in the
soluble and insoluble fractions of BugBuster lysed extract and/or by
freezing/thawing, with an increase in fluorescence in soluble detergent and
insoluble frozen/thawed fractions, suggesting that POPL.i is bound to the parasite

membrane. P<0.05, test t.

POPLI is distributed near the inner membrane in the developmental
forms of L. infantum

The cellular localization of POPLi was determined by immunofluorescence
microscopy using anti-POPLi polyclonal antiserum produced in mice against the
rPOPLI. In both parasite forms, POPLI proteins were observed in the cytosol,
concentrated near the inner membrane, suggesting that POPLi may be

membrane-bound (Fig. 5).
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Figure 5. Cellular distribution of POPLi in the developmental forms of

L. infantum. Promastigotes and amastigotes were fixed with 1% formaldehyde,

permeabilized and incubated with anti-POPLi polyclonal antibodies, followed by
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incubation with Alexa Fluor 488-conjugated anti-mice IgG (green). Parasite DNA

was stained with DAPI (blue). Scale bar, 5 um.

POP specific inhibitors decrease L. infantum macrophage infection

To examine whether POPLiI is involved in L. infantum internalization into
murine macrophages, POP specific inhibitors were used. Pre-treatment of L.
infantum with ZPP and S17092 markedly inhibited the percentage of infected
cells (~50%) (Fig. 6A and 6B). Nevertheless, pre-treatment of murine
macrophages with 50 uM POP specific inhibitors did not affect macrophage
infection by L.infantum (Fig. 6C). Macrophage infection in the presence of rPOPLi
boiled or not was not altered (Fig. 6D), as well as following L. infantum pre-
treatement with anti-rPOPLI (Fig. 6E). However, when rPOPLi was pre-incubated
with anti-rPOPLi for 30 min before proceeding with the infection assay, significant
inhibition of infected cells (~50%) was observed (Fig. 6F). These results suggest
POPLI may be involved in the invasion by L. infantum into host cells and in the

pathogenesis of leishmaniasis.
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Figure 6. POP specific inhibitors diminish infection of macrophage
by L. infantum. (A-B) Murine macrophages were infected with L. infantum
promastigotes (moi=20:1) after parasite previous incubation with POP inhibitors,
rPOPLI, anti-POPLI antibody or both rPOPLi and anti-POPLI. (A) Z-Pro-Prolinal
(ZPP) POP inhibitor. (B) S17092 POP inhibitor. (C) Murine macrophages were
incubated with POP inhibitors only. (D) rPOPLI. (E) Anti-POPLi antibody. (F)
rPOPLi (10 ug) and anti-POPLi antibody. Control: no inhibitor, rPOPLIi or anti-

POPLI.

Discussion

In this study, L. infantum prolyl oligopeptidade was expressed and
characterized for the first time. The best conditions for rPOPLI production were
optimized as 20 °C and induction time of 4 h, which led to shifting of expression
from insoluble to a soluble and active form. rPOPLiI showed maximum activity at
pH 7.5 in 25 mM Hepes with 150 mM NaCl and 5 mM DTT. POPTc80 also
presented an increased activity in the presence of salt and reducing agent DTT
(32). This increase may be due to the property of DTT to prevent the oxidation of
Cys?% located near POP catalytic site (15), as observed in POPLI. Bastos et al.
showed rPOPTb present maximum activity in 25 mM HEPES at pH 7.5 without
salt and reducing agent (22). Similar results were found in Thermococcus sp., a
thermophile whose POP has higher activity at pH 7.5 (13).

In this study, similar types of substrates with AMC fluorophore were used.
rPOPLi showed preference for collagenase substrates containing proline residue
at position P1 of the C-terminal region, but this activity is negligible when N-
terminus is free (33), as seen is the case of GP-AMC. Similar results were
observed for POPTc80 and POPTb (19,22,23,32). The protease showed
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maximum activity at 37 °C, differing from other trypanosomatids whose POP
maximum activities were observed at 28 °C, but in agreement with the POP from
gram-negative Myxococcus xantus (34). The optimal temperature for enzyme
activity at 37 °C matches well to the environment for Leishmania growth in the
mammalian host, while in T. cruzi and T. brucei, optimal temperature at 28 °C
matches to the milieu for parasite growth in the vector. This difference was not
expected and further investigation is necessary for a better understanding.

Effect of salt and reducing agent was also studied on activity of rPOPLI.
NaCl and DTT remarkably increased enzyme activity, four times (233.58 uM)
compared to activity tested in their absence (58.57 uM). These results indicate
rPOPLi may have lower affinity for the substrate compared to POPTc80 and
POPTDb that presented lower Km (~14 uM) (17,32).

Further, the effects of protease inhibitors were evaluated on rPOPLI
activity. This protease was moderately inhibited by AEBSF and showed 90%
inhibition in the presence of TPCK and TLCK, which inhibit a broad spectrum of
serine peptidases (17,32,35). ZPP, specific POP inhibitor, reduced enzymatic
activity by 81 %, and presented an ICso of 5.22 nM, comparable to the POP bovine
brain (36). This result suggests these enzymes might exhibit high structural
similarity in the region of the catalytic pocket where the inhibitor binds. ZPP
contains a CHO group at the P1 site and was shown to form a hemiacetal adduct
with the serine residue in the active site, mimicking the tetrahedral transition state
of the enzyme catalysed reaction (37) and leading to a slow-binding inhibition of
POP (38,39).

With the purpose of knowing the localization of POPLI in the parasite,

immunofluorescence was performed. The enzyme has a cytoplasmic location,
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closely associated with the membrane, although it is not possible to assume it is
circumscribed to the inner or outer membrane, or both. In an attempt to confirm
this subcellular localization/establish the correct location of the protein, rPOPLI
activity was measured in the cytoplasmic, membrane and cytoskeleton fractions
of the parasite extract, being higher in the membrane fraction. Proteomic analysis
of Leishmania donovani showed POP was present throughout the cell lysate and
the exosome (40). It may be transported by exosomes to the parasite membrane
supporting the results that we observed in this work. Exosomes are membranous
vesicles released by the cells into the extracellular medium and are involved in
many cellular processes such as cell signalling and communication. Their role in
several diseases have been evidenced, specially in pathogen-host interaction
through proteins releasing in the extracellular environment (41).

POPLI inhibition was also tested to understand the effect of inhibitors on
vertebrate host cell infection. L. infantum promatigotes pre-incubation with
specific POP inhibitors markedly reduced relative macrophage infection. In T.
cruzi, POPTc80 inhibition also reduces T. cruzi infection of the host cell
(17,18,32). Interestingly, reduced infection was also observed when infection
assay was performed in the presence of immunecomplexes formed between
rPOPLi and anti-rPOPLi antibodies, indicating the interaction of the
immunecomplex with macrophage membrane Fc receptors might activate
signalling pathways that stimulate macrophages to eliminate intracellular
parasites. This study provides evidence that rPOPLi has potential as candidate

for drug design aiming at therapy against L. infantum infection.
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Perspectivas
Os resultados obtidos neste trabalho nos permitem compreender melhor
o papel da prolil oligopeptidase nas tripanossomiases, bem como avancar no
estudo para a futura obtencéo de novos farmacos para o tratamento das doencas
tropicais negligenciadas.
No que se refere a POPTc80, serédo feitos:
¢ Novos testes de infeccéo in vitro serdo realizados com os parasitos
simples nocaute e, em seguida, experimentos in vivo, para avaliar a
capacidade infectiva destes parasitos frente ao sistema imunolégico;
e Metaciclogénese e inibicdo com o uso de outros inibidores especificos
da POP;
e Estabelecimento e clonagem da cultura duplo nocaute para
caracterizagao e avaliacao infectiva;
e Superexpressdao da POPTc80 e obtencdo de possiveis ligantes a
proteina.
Quanto a POPLI, seréo feitos:
e Testes de infec¢do in vivo;
e Delecdo do gene com o uso do sistema CRISPR/Cas9;
e Superexpressao da POPLi e obtencdo de possiveis ligantes a
proteina.
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ANEXOS

Participacéo no trabalho:

e Na tentativa de obter novas alternativas para o tratamento das
leishmanioses, que sejam eficientes e menos toxicos, N0sso grupo de
pesquisa tem estudado compostos originarios de produtos naturais. O
estudo em anexo, foi desenvolvido com Oleos esséncias (OEs) para
identificar seus efeitos em formas promastigotas de L. amazonenisis,
através da inibicdo do crescimento do parasito na presenca de OEs e
sua toxicidade. Foi possivel observar que a maioria dos OEs possuem
moderada toxicidade e, dentre os testados, 0s 0Oleos Siparuna
guianensis, Cinnamodendron dinisii, Matricaria chamomilla, Cordia
verbenaceae, Bulnesia sarmientoi, Ferula galbaniflua e Melissa

officinalis apresentaram atividade anti-leishmanicida (102).

98



Andrade et al. BMC Complementary and Alternative Medicine (2016) 16:444
DOI 10.1186/512906-016-1401-9

BMC Complementary and
Alternative Medicine

@ CrossMark

Essential oils: in vitro activity against
Leishmania amazonensis, cytotoxicity and
chemical composition

Milene Aparecida Andrade'?, Clénia dos Santos Azevedo', Flévia Nader Motta', Maria Lucilia dos Santos®,
Camila Lasse Silva', Jaime Martins de Santana' and Izabela M. D. Bastos'”

Abstract

Background: The current chemotherapy for cutaneous leishmaniosis (CL) has a series of drug limitations such as toxic
side effects, long duration, high costs and drug resistance, which requires the development of new drugs or effective
alternatives to the CL treatment. Essential oils (EOs) are complex mixtures of secondary metabolites from various plants.
It has been shown that several EOs, or their constituents, have inhibitory activity against protozoa. Thus, this study aims
to evaluate the biological activity of different essential oils (EOs) on Leishmania (L.) amazonensis promastigotes forms,

as well as their cytotoxicity on mammalian cells and chemical composition.

Methods: Sixteen EOs were evaluated by mean of 1Cs¢/24 h and cytotoxicity against L6 cells (CCso/24 h) using
Resazurin assay. Only those EOs that presented better results for ICso/24 h were submitted to GC-MS analysis to

determine their chemical constitution.

Results: The EO from Cinnamodendron dinisii, Matricaria chamomilla, Myroxylon peruiferum, Salvia sclarea, Bulnesia
sarmientoi, Ferula galbaniflua, Siparuna guianensis and Melissa officinalis were the most active against L. amazonensis
with 1C50/24 h ranging from 54.05 to 162.25 ug/mL. Analysis of EOs by GC-MS showed mainly the presence of
B-farnesene (52.73 %) and bisabolol oxide (12.09 %) for M. chamomilla; a-copaene (13.41 %), safrole (8.35 %)
and &-cadinene (7.08 %) for M. peruiferum; linalool (28.80 %) and linalyl acetate (60.08 %) for S. sclareg;

guaiol (4829 %) and 2-undecanone (1949 %) for B. sarmientoi; ethyl phthalate (13.09 %) and methyl-8-pimaren-18-oate
(41.82 %) for F. galbaniflua; and neral (37.18 %) and citral (5.02 %) for M. officinalis.

Conclusion: The EO from F. galbaniflua showed to be effective against L. amazonensis promastigotes forms and
presented low cytotoxic activity against L6 cells. Thus, it represents a strong candidate for future studies aiming its

molecular activity on these pathogenic parasites.

Keywords: Secondary metabolites, Anti-Leishmania, Natural products, Ferula galbaniflua

Background

Leishmaniasis, the third most important vector-borne
diseases, is caused by a protozoan parasite of the genus
Leishmania, which is transmitted to human by the bite
of sand flies. Leishmaniasis represents a complex disease
with diverse clinical manifestations and poses a public
health problem since it is a neglected tropical disease
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with current high worldwide incidence [1, 2]. Globally,
more than 12 million individuals are infected, with
another 350 million at risk of infection, and nearly 2
million new cases are reported annually worldwide [3].
The disease is prevalent in 16 developed and 72 develop-
ing countries; nevertheless 90 % of cases are reported in
three regions: Sudan/Ethiopia/Kenya, India/Bangladesh/
Nepal and Brazil with as many as 0.02 to 0.04 million
deaths every year [3, 4].

Leishmaniasis can be divided into three forms, varying
in severity from self-healing cutaneous lesions, dermato-
logical ulcers in cutaneous leishmaniasis (CL), destructive
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form of mucocutaneous leishmaniasis, to deadly form of
visceral leishmaniasis (VL) [5]. CL is characterized by
ulcers on the skin that are often formed at the site of the
insect vector bite. Those ulcers can undergo metastasis of
the nasopharyngeal mucosa developing to tissue destruc-
tion, depending on the species of Leishmania involved [6].
Leishmania (Viannia) braziliensis and Leishmania (V.)
panamensis are responsible for cases of mucocutaneous
leishmaniasis in the Americas, although L. (V.) guyanensis
and L. (L.) amazonensis have been identified, especially, in
immuno-compromised hosts [6].

The first-line drugs for systemic treatment of leish-
maniasis are parenterally administered antimonials such
as the sodium stibogluconate (Pentostam®) and the N-
methyl glucamine antimoniate (Glucantime®) [7, 8] gen-
erally required for the treatment of CL in the New
World due to the risk of mucosal involvement [9]. This
current chemotherapy presents several issues such as
high cost, difficult administration and elevated toxicity,
associated with serious side effects [10], for instance
musculoskeletal pain, gastrointestinal disturbances, mild
to moderate headache, electrocardiographic QTs interval
prolongation and mild to moderate increase of liver and
pancreatic enzymes [11]. Second-line drug Pentamidine
and amphotericin B are not widely used due to their
high toxicity and cost. Miltefosine, the first oral anti-
leishmanial drug, is the treatment of choice for diffuse
cutaneous leishmaniasis and New World cutaneous
leishmaniasis caused by Leishmania braziliensis but in-
creasing resistance to this drug has been notified [12].

All antileishmanial drugs except miltefosine have to be
administrated parenterally. Most of these drugs are
toxic, requires prolonged hospitalization and close moni-
toring, which makes the treatment costly and beyond
the reach of most patients. Consequently, the develop-
ment of alternative therapies is a priority for the treat-
ment of leishmaniasis. As a strategy, the investigation of
extracts and compounds, with biological activity, isolated
from plants and used in traditional medicine is a prom-
ising in the research field for compounds with potential
action for the prophylaxis and chemotherapy of CL [13].

Essential oils (EOs) are complex mixtures of secondary
metabolites isolated from plants. In these mixtures, there
are 10-60 constituents at different concentrations, but
usually only 2-3 major constituents determine the
biological properties of the EO [14]. Those compounds
and their constituents present a broad pharmacological
spectrum, and they are used as analgesics, sedatives, anti-
inflammatory, and anti-spasmodic drugs, as well as anti-
microbials, antiprotozoals and antihelmintics [13, 15, 16].
It has been shown that several EOs or their constituents
have inhibitory activity on protozoa, especially Leishmania
[17-19]. For instance, Santos and colleagues demon-
strated that copaiba oil from Copaifera martii is a safer,
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shorter, less-expansive, and more easily administered
antileishmanial drug [18]. Therefore, the purpose of
this present work was to analyze the effect of sixteen
EOs biological potential on L. amazonensis promasti-
gotes forms and L6 cells and chemical constitution,
by GC-MS, of those EOs that showed better leishma-
nicidal results.

Methods
Essential oils
EOs of Litsea cubeba fruits; Lavandula officinalis,
Matricaria chamomilla and Cananga odorata flowers;
Elettaria cardamomum seeds; Cinnamomum camphora,
Myroxylon peruiferum and Bulnesia sarmientoi barks;
Ferula galbaniflua resin; Salvia sclarea, Foeniculum offi-
cinalis, Cordia verbenaceae, and Melissa officinalis
leaves; Pelargonium graveolens leaves and stems were
purchased from QUINARI Cosmetic and Fragrances Inc.
(Maringd-PR, Brazil) with lot number 0717/05209/F.
EOs of Cinnamodendron dinisii and Siparuna guianensis
leaves were obtained as described by Andrade et al. [20].
Firstly, EOs and Amphotericin B 250 pg/mL (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) were diluted in dimethylsulfox-
ide (DMSO) at 100 mg/mL and 50 pg/mL, respectively.
For use, the stock was diluted 5:100 in either Schneider
(Sigma-Aldrich) or RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) media
(sub stock). DMSO final concentration in the experi-
ments never exceeded 0.5 %, a concentration that is not
harmful to parasites and L6 cells [13]. Stocks were
stored at 4 °C in the dark, to avoid degradation [21]. The
sub stock was freshly prepared before use.

Chemical composition of EOs

Gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS) ana-
lysis was performed using a Shimadzu GC-2010 gas chro-
matograph coupled with GCMS-QP2010 Plus equipped
with auto sampler (model AOC-20i, Shimadzu, Columbia,
MD, USA) and GC-MS Solution software. Investigation
was performed with a Rtx-5MS capillary column (30 mm x
0.25 mm x 0.25 pm) at programmed temperature ranging
from 60 to 250 °C at 3 °C/min. Analysis conditions were:
injector temperature 250 °C, ion source interface
temperature 300 °C, analysis of masses between 40—
350 m/z, electron impact at 70 eV, column head pres-
sure at constant pressure of 59 kPa, column flow
1.02 mL/min, gas linear velocity: 36.8 cm/s, carrier gas:
helium, injected volume 1 pL (1:1000 in hexane) in
splitless. Constituents of EOs were identified by
comparing their mass spectral pattern and retention
indexes (RI) relative to a standard n-alkane series
(Cy—C,4) with those known in the literature and the
Wiley WINOS8 database [13, 22].
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Parasites and culture conditions

The promastigotes forms of L. amazonensis (strain
MHOM/BR/77/LTB0016) were maintained at 28 °C in
Schneider medium supplemented with 10 % fetal bovine
serum (FBS) and 100 pg/mL gentamicin, with weekly
passages. For the screening of EOs biological potential,
promastigotes were collected from cultures at the mid-
log phase of growth (3-day-old culture). The parasite
strain was obtained from Fiocruz-COLPROT (Colegdo
de Protozodrios da Fiocruz).

Antileishmanial activity of essential oils in vitro

EOs serial dilutions, from 500 to 31.25 pg/mL, were pre-
pared on a 96-well cell culture plate. Afterwards, 1.35 x
10° parasite/mL culture resuspended in 150 pL were
added to the plates and incubated for 24 h at 28 °C.
After this period, 20 uL of Resazurin solution were added
to a 2 mM final concentration in all wells [23, 24]. The
plates were incubated for further 4 h at 37 °C followed by
the fluorescence measurement under 570 nmg,/595 nme,
in the microplate reader SpectraMax M5 (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA).

In vitro experiment was performed in triplicate and re-
peated twice independently. DMSO was used as control
in the same final concentration found in each dilution.
Amphotericin B was used as positive control at final
concentration ranging from 312.5 to 19.56 ng/mL.

The percentage of viable promastigotes cells was
determined by the equation [25]:

%P = (100 x Fa)/Fc

Where %P: percentage of viable promastigotes cells; Fc:
control fluorescence units; Fa: fluorescence units emitted
by the analyzed samples (with inhibitor).

Cytotoxic activity of essential oils in vitro
Uninfected L6 cell monolayers were washed with Phos-
phate Buffered Saline (PBS) for 5 min at 37 °C, washed
with RPMI medium pH 7.4 +2.5 % FBS, centrifuged at
200g for 10 min at 4 °C, resuspended in the same
medium and, finally, seeded into 96-well plates (5 x 10*
cells/well). Plates were incubated at 37 °C for 24 h, then
the medium was removed and cells were washed with
PBS. Diluted EOs were added to overnight-adhered L6
cells and incubated for more 24 h at 37 °C. Cell viability
was assessed by 2 mM Resazurin as described above.
The percentage of viable cells was determined by the
equation [25]:

%V = (100 x Fa)/Fc

Where %V is the percentage of viable cells, Fc: control
fluorescence units; Fa: fluorescence units emitted by the
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analyzed samples (with inhibitor). The selectivity index
(SI) was calculated by dividing CCs for the ICs,,.

Statistical analysis

For both in vitro EOs biological potential, a randomized
complete block design (RBD) test was used, with 5 con-
centrations, 3 repetitions and 2 experiments (blocks) for
each sample. The statistical program used was SISVAR
[26]. Data were submitted to analysis of variance and the
averages compared by Scott-Knott test and regression,
both 5 % probability. The adjusted equations were used
to calculate the concentration needed to cripple 50 % of
L6 cells (CCsp) or 50 % of the parasites (ICs).

Results

Antileishmanial and cytotoxic activity of essential oils in
vitro

Growth inhibitory activity by the selected EOs was
performed on L. amazonensis promastigotes forms at
concentrations ranging from 30 to 500 pg/mL. In the
test, the EOs of L. cubeba, E. cardamomum, L. officina-
lis, C. camphora and C. odorata did not show activity at
500 pg/mL (Table 1). Lower concentrations of the
remaining EOs were then evaluated to estimate the
IC50/24 h (Table 1). The most effective EO was of the
one from S. guianensis (48.55 + 3.64 pg/mL), followed by
C. dinisii (54.05 + 4.88 pg/mL), M. chamomilla (60.16 +
4.24 pg/mL), C. verbenaceae (64.75+2.04 pg/mL), B.
sarmientoi (85.56 + 3.38 pg/mL), F. galbaniflua (95.70 +
1.82 pg/mL), M. officinalis (132.02 +3.14 pg/mL), M.
peruiferum (162.25+ 1.57 pg/mL), S. sclarea (32592 +
8.58 ug/mL), F. officinalis (328, 28 + 6,80 pg/mL) and P.
graveolens (363.71+£6.77 pg/mL). The ICs5y/24 h of
Amphotericin B was 0.83 + 0.03 ug/mL (Table 1).

The cytotoxicity against L6 cells and L. amazonensis
were compared using the selectivity index (SI) (Table 1).
Higher values of SI means more promising compounds
for developing antileishmanial drugs. The SI measures
the compound’s level of selectivity towards L. amazonensis.
Evaluation of cytotoxicity showed that the least cytotoxic
EO was that of C. camphora (CCs0/24 h=> 500.00 ug/
mL), followed by E. cardamomum (439.57 + 2.27 pg/mL), L.
officinalis (377.56 + 891 ug/mL), F. galbaniflua (377.26 +
2.71 pg/mL), S. sclarea (375.37 + 3.62 pg/mL), P. graveolens
(368.39 £ 3.90 ug/mL), F. officinalis (368.27 + 3.81 ug/mL),
M. officinalis (29745 +1.32 pg/mL), L. cubeba (180.72 +
137 pg/mL), M. chamomilla (173.04+1.24 pg/mL), B.
sarmientoi (16346 + 1.77 pg/mL), M. peruiferum (160.80 +
1.62 pg/mL), C. odorata (142.80 + 1.76 pg/mL), C. verbe-
naceae (130.00 + 1.08 1.77 pg/mL), C. dinisii (106.31 +
2.23 pg/mL) and the most cytotoxic EO was of the one
from S. guianensis (78.02 + 1.19 pg/mL) (Table 1).

EOs with higher selectivity indexes were those from F.
galbaniflua (3.94), M. chamomilla (2.87) and M. officinalis



Andrade et al. BMC Complementary and Alternative Medicine (2016) 16:444

Page 4 of 8

Table 1 EOs biological potential and selectivity indexes (SI) for L. amazonensis (ICs,/24 h) promastigotes and L6 cells (CCso/24 h)

Essential oils L. amazonensis L6 cells SI9
IC3o £ DP (ng/mbL) CCsp "+ DP (ug/mL)

Litsea cubeba NI€ 180.72+1.37 -
Matricaria chamomilla 60.16 £4.24 173.04+£1.24 2.87
Elettaria cardamomum >500.00° 439.57 £227 -
Lavandula officinalis >500.00 377.56 £ 891 -
Cinnamomum camphora >500.00 >500.00 -
Myroxylon peruiferum 16225+ 1.57 160.80 £ 1.62 0.99
Salvia sclarea 325.92+858 37537 +362 1.15
Bulnesia sarmientoi 85.56 +3.38 16346+ 1.77 191
Ferula galbaniflua 9570 £1.82 37726+ 2.71 394
Pelargonium graveolens 363.71+6.77 36839+ 3.90 1.01
Cananga odorata NI 14280+ 1.76 -
Foeniculum officinalis 328.28+£6.80 36827 +3.81 1.12
Cordia verbenaceae 64.75 £ 2.04 130.00 £ 1.08 201
Melissa officinalis 13202£3.14 29745+ 132 225
Siparuna guianensis 4855 +3.64 7802+ 1.19 1.60
Cinnamodendron dinisii 54.05 +4.88 106.31+223 1.97
Anfotericina B (0.083 +0.003 pg/mL) NI -
DMSO? NI NI -

@ |Cso = DP: the concentration able to cripple 50 % of the parasites + standard deviation

®)> 500.00: ICsq greater than the highest concentration tested
9 Amphotericin B - positive control

9 DMSO - negative control

@ NI: no inhibition

) CCso: the concentration able to cripple 50 % of cells after 24 h of treatment + standard deviation

9 Selectivity index - SI=CCsq L6 / ICso promastigotes

(2.25), but all were more cytotoxic and less selective than
Amphotericin B, because the reference drug did not show
CCs0/24 h value.

Chemical composition

The GC-MS analyses were performed for EOs that
showed the lower values of ICs, and/or the higher SI
values (Table 2). The analysis identified the main
constituents as [-farnesene (52.73 %), bisabolol oxide
(12.09 %), a-farnesene (10.34 %) for M. chamomilla;
a-copaene (13.41 %), guaiol (9.35 %), safrole (8.35 %) and
O-cadinene (7.08 %) for M. peruiferums; linalool (28.80 %)
and linalyl acetate (60.08 %) for S. sclarea; guaiol (48.29 %)
and 2-undecanone (1949 %) for B. sarmientoi; ethyl
phthalate (13.09 %) and methyl-8-pimaren-18-oate
(41.82 %) for F. galbaniflua; and neral (37.18 %) and
geranial (5.02 %) for M. officinalis. According to
Andrade et al. [20], EO from C. dinisii fresh leaves is
composed mainly by o-pinene (35.41 %), P-pinene
(17.81 %), sabinene (12.01 %) and bicyclogermacrene
(7.59 %). EO from S. guianensis fresh leaves contains
B-myrcene (13.14 %), germacrene-D (8.68 %) and
bicyclogermacrene (16.71 %).

Discussion

According to the classification of cytotoxicity and
antileishmanial activity for extracts and fractions derived
from plants and natural products defined by Study
Program and Disease Control [27], the evaluated
EOs are classified as moderately toxic (100 < CCsq <
1000 pg/mL), except the EO from S. guainensis, which
was classified as toxic (10<CCsy . 100 pg/mL).
Regarding the antileishmanial activity only EOs from S.
guianensis, C. dinisii, M. chamomilla, C. verbenaceae, B.
sarmientoi, F. galbaniflua and M. officinalis are consid-
ered moderately active (50 <ICso<150 upg/mL). The
others are considered not active.

Considering the chemical composition of the EO from
M. chamomilla, (E)-B-farnesene and (E,E)-a-farnesene
were found as the major compound group representing
73.07 % of the total composition. These results corrobor-
ate with those reported by Machado et al. [28] that
found farnesene derivatives as the most representative
constituents (22 %) and their bioassays using EO from
Lantana camara revealed a significant leishmanicidal
activity against L. amazonensis (ICs5y/72 h =0.25 pg/mL),
except for the cytotoxic activity, in which the authors
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Table 2 Chemical composition of selected essential oils
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Content (%)

IRc IRl Component Matricaria ~ Myroxylon ~ Salvia  Bulnesia Ferula Melissa  Siparuna Cinnamodendron
chamomilla  peruiferum  sclarea  sarmientoi  galbaniflua  officinalis ~ guianensis®  dinisiia®
930 932  a-pinene - - - - - - 1.83 3541
958 963  sabinene - - - - - - - 1201
961 970  [-pinene - - - - 17.34 - - 17.81
969 971  6-metil-5-hepten-2-one - - - - - 3.88 - -
975 0980 [-myrcene - - 123 - - - 13.14 146
1018 1024 1,8-cineole - - - 8.71 3.71 - - 4.37
1086 1092 linalool - - 2880 267 - - - -
1135 1130 a-terpineol - - 5.14 - - - - -
1231 1235 neral - - - - - 3718 - -
1247 1252 linalyl acetate - - 6008 264 - - - -
1263 1264 geranial - - - - - 52.02 - -
1282 1285 safrole - 835 - - - - - -
1287 1293 2-undecanone - - - 1949 - - 1.69 -
1374 1374 a-copaene - 1341 - - - - - -
1428 1432 trans-a-bergamotene - 348 - - - - - -
1443 1439  (+)-aromadendrene - 227 - 1.26 - - - -
1451 1455 (E)-B-farnesene 52.73 - - - - - - -
1455 1458 allo-aromandrendene - 524 - - - - - -
1470 1474 y-gurjunene - 529 - - - - - -
1476 1482 germancrene-D 342 - - - - - 8.68 -
1478 1479 ar-curcumene - 5.05 - - - - - -
1481 1487 B-selinene - 327 - - - - - -
1488 1497 bicyclogermancrene - - - - - - 16.71 7.59
1504 1505 (E[E)-a-farnesene 10.34 - - - - - - -
1504 1507 [-bisabolene - 2.09 - - - - - -
1510 1511  &-amorfene - 6.59 - - - - - -
1520 1522 &-cadinene - 7.08 - - - - 1.04 0.14
1576 1577 (-)-spathulenol - - - 579 - - 4.16 1.88
1594 - diethyl phthalate - - - - 13.09 - - -
1601 1600 Guaiol - 9.35 - 48.29 - - - -
1630 - (—)-sinularene - 581 - - - - - -
1652 1649 B-eudesmol - 2.10 - - - - - -
1656 1656 bisabolol oxide B 12.09 - - - - - - -
1657 1658 t-cadinol - - - 1,35 - - 414 -
1685 1685 a-bisabolol 9.83 - - - - - 335 -
1732 - camazulene 230 - - - - - - -
- - elixene - - - - 587 - - -
- - methyl 8 (14)-pimaren-18- oate - - - - 41.82 - - -
- - NI - - - - 9.39 - - -
Total identified (%) 90.72 79.38 94.05  88.85 81.83 93.08 5525 80.67

IRI literature retention rate [22], IRc retention ratio calculated by Kovats’ equation. a) Described by Andrade et al. [20]
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obtained high values on Brine shrimp (CCsy 10 pg/mL).
Subsequently, Gawde et al. [29] observed that the chem-
ical composition of M. chamomilla was similar to the
one found in our study (B-farnesene, a-bisabolol oxide
B, chamazulene) but no leishmanicidal activity on L.
donavani was observed.

Studies on the chemical composition and biological
activity of M. peruiferum EO are scarce. The literature
reports (E) and (Z)-nerolidol, a-bisabolol and (E, E)-far-
nesol as its major components [30] but those com-
pounds were not identified in the present study. Santos
et al. [18] reported high levels of a-copaene in EO from
Copaifera reticulata as well as for EO from M. perui-
Sferum. The last one showed growth inhibitory activity for
L. amazonensis with 1Csy/72 h values of 5 ug/mL for pro-
mastigotes and low cytotoxicity on J774G8 macrophages.

Ghannadi and Amree [31] have already described the
EO composition obtained from the fresh oleogum resin
and latex of Iranian F. galbaniflua (synonym F. gum-
mosa) and the main constituents of this monoterpene
rich oil were B-pinene (58.8 %). Other studies also indi-
cate PB-pinene as the major compound from the fresh
oleogum resin and latex of this same specie [32, 33],
which corroborates our results. The presence of methyl
8-(14)-pimaren-18-ate, a diterpene esters hydrocarbons,
has been reported on rosin, a solid form of resin ob-
tained from pines and some other plants; and also in the
Cretaceous resins from India and Myanmar [34, 35]. To
our knowledge, there is no antileishmanial activity re-
ports related to this EO to date.

Rodilla et al. [36] determined the chemical compos-
ition of EO from B. sarmientoi. In accordance with our
work, they identified guaiol as its major component.
Studies with EO from Endlicheria bracteolata, which
has 72.12 % of guaiol in its composition, showed ICsq of
7.93 pg/mL for L. amazonensis and presented a CCso of
15.14 pg/mL for J774.G8 macrophages [37]. The antil-
eishmanial activity may be attributed to the presence of
a hydroxyl group of alcohol characteristics in the guaiol,
especially in the exocyclic portion of the molecule [36].

The presence of linalyl acetate and linalool as the
major compounds in S. sclarea EO (total of 88.88 %)
corroborate to the results presented by Pitarokili et al.
[38] that evaluated the EO composition of S. sclarea
originated from two localities in Greece, and by Kuzma
et al. [39] that evaluated the EO composition from S.
sclarea plants generated in vitro. On the other hand,
antileishmanial activity of linalool-rich EO from leaves
of Croton cajucara against L. amazonensis was previ-
ously evaluated by Rosa et al. [40], they were able to
demonstrate morphological changes in L. amazonensis
promastigotes when treated with 15 ng/mL of that EO.
In this study the cell lysis was observed within 1 h,
indicating that the antileishmanial activity observed is
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directly related to the presence of linalool, due to the ex-
istence of a hydroxyl group in the organic alcohol
function.

As in our study, the presence of the isomers of citral,
neral and geranial are constantly reported in the chem-
ical composition of the EO from M. officinalis [41-43].
Regarding the antileishmanial activity, Mikus et al. [44]
reported an 1C50/72 h of 7 pug/mL for L. major, a CCsy/
72 h of 25.5 pg/mL in HL-60 cells and SI of 3.6, higher
than those observed in our study. Another study has
already showed that citral presents activity against T.
cruzi, possibly by inducing cell membrane lysis with
leakage of cytoplasm [45].

The EO from C. dinisii and S. guianensis showed weak
inhibitory effect on the protozoan T. cruzi with values of
IC50/24 h=209.30 pg/mL and 282.93 mg/mL, respect-
ively. These values are higher when compared to those
obtained in the study for L. amazonensis, 54.05 and
48.55 pg/mlL, respectively [25].

The mechanism of action by which EOs inhibits para-
site growth is still not well known, but previous studies
have suggested that structural and morphological
changes are caused by drugs that inhibit ergosterol
synthesis, or interact with the membrane ergosterol
[19, 46]. Other studies indicated that the activity of
essential oils on parasites is mainly due to terpene
composition. Terpenes are responsible for the hydro-
phobic characteristic of EOs, thus allowing their diffu-
sion through the parasite cell membrane, affecting
intracellular metabolic pathways and organelles [47].

Conclusion
F. galbaniflua EO is effective against L. amazonensis
promastigotes forms and has low cytotoxic activity.
Thus, it represents a strong candidate for future studies
in order to comprehend its biological activity agaisnt L.
amazonensis.

The promising results of this study offer prospects for
further research, as the evaluation of the antileishmanial
potential of the major compounds and the elucidation of
their molecules may, in the future, contribute to the
discovery of effective drugs derived from plants for the
treatment of parasitic diseases.
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