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1. RESUMO

As leishmanioses compreendem o espectro de infeccBes parasitarias provocadas por
parasitos do género Leishmania, estando presente em mais de 90 paises e atingindo mais de 12
milhGes de pessoas no mundo, de acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS). Néo
obstante, os tratamentos disponiveis para os quadros de leishmaniose se mostram pouco
efetivos, e até 0 momento ndo hd nenhuma vacina disponivel. Logo, devido a caréncia de
tratamentos e profilaxias eficientes a busca por novos alvos terapéuticos se torna
imprescindivel. Os teldmeros, estruturas nucleoproteicas localizadas nas extremidades dos
cromossomos lineares, podem ser um potencial alvo para intervenc6es, devido ao seu papel
essencial na manutencdo da estabilidade genémica nos eucariotos. Em Leishmania, 0s
teldmeros séo formados por sequéncias de DNA repetidas em tandem do tipo 5’-TTAGGG-3".
Além disso, um aspecto importante a se notar sobre os telémeros em Leishmania é que eles
possuem uma timina modificada denominada base J (B-d-glucosyl-hydroxymethyluracil).
Estudos recentes realizados por nosso grupo de pesquisa mostram que a diferenca entre 0s
niveis de base J nos teldmeros podem influenciar a expressdo de RNAs longos néo codificantes,
conhecidos como TERRA (telomeric repeat-containing RNA). Em Leishmania spp. a expressao
dos transcritos TERRA varia de acordo com a forma de vida dos parasitos e com o tempo de
duplicacdo da populacdo. Dessa forma, este projeto teve como objetivo avaliar a expressdo dos
transcritos TERRA dos cromossomos 10, 20 e 29 ao longo das passagens de Leishmania major
em culturas axénicas e comparar com seu respectivo perfil de restricdo telomérica. Obtivemos
sucesso com os perfis de restricdo telomérica de Leishmania major, apesar de ndo ter sido
possivel observar diferenca significativa entre os tamanhos dos fragmentos nas passagens
estudadas. Conseguimos confirmar que TERRASs provenientes de cromossomos diferentes
possuem alteracdes claras de expressdo entre si, porém a diferenca de expressdo entre as

passagens analisadas ndo foi esclarecida.

Palavras-chave: Leishmania major, Leishmaniose, Telomero, IncRNA, TERRA.



2. INTRODUCAO

Os parasitos do género Leishmania spp.

Os membros do género Leishmania fazem parte da familia Trypanosomatidae ordem Kinetoplastida
[1] que se diferenciam dos demais organismos eucariotos gracas a presenca do cinetoplasto, uma
estrutura especializada dentro da mitocondria que armazena o DNA mitocondrial (KkDNA) [2]. O kDNA
nada mais é que uma rede de mini e maxicirculos compreendendo cerca de 30% de todo material
genético celular. Os maxicirculos séo similares ao DNA mitocondrial encontrado nos demais eucariotos,
codificando proteinas, RNAs ribossomais e componentes presentes na cadeia respiratoria. Enquanto isso
0s minicirculos sdo estruturas heterogéneas presentes em variadas copias codificando RNAs guias que
serdo utilizados na edicdo dos transcritos dos maxicirculos [3]. O cinetoplasto posiciona-se rente ao
corpo basal do flagelo e a sua posicao relativa ao nucleo iré variar de acordo com o0s estagios do ciclo
vital destes parasitos [4]. Além do cinetoplasto, os organismos desta ordem apresentam outras
heterogéneas caracteristicas: como a existéncia de organelas em cdpia Unica, transcri¢do policistronica,

0 mecanismo de trans-splicing e a ocorréncia de base J [5,6].

Mesmo majoritariamente os organismos incluidos na familia Trypanosomatidae sejam classificados
como parasitos monogenéticos, isto €, seu ciclo de vida ocorre parasitando apenas um hospedeiro, o
género Leishmania spp. conta com um ciclo de vida digenético parasitando hospedeiros vertebrados e
invertebrados [7]. A partir da morfologia é possivel diferenciar as formas de vida desses organismos
com base na localizacdo do flagelo [8]. Formas amastigotas ndo possuem flagelos evidentes e sdo
exclusivamente encontradas no interior da célula hospedeiro, parasitando apenas células do sistema
monocitico fagocitario. As formas promastigotas possuem flagelos aparentes e formas alongadas, sendo
possivel encontra-las no aparelho digestivo vetor flebotomineo onde serd capaz de eventualmente se
transformar em formas promastigotas metaciclica. Essas Ultimas formas também possuem flagelos
perceptiveis, porém, sua capacidade de proliferacdo é anulada sendo justamente as formas infectivas

desses parasitos [9].

Observando justamente o ciclo de vida destes parasitos, a Figura 1 exemplifica as etapas do ciclo
de vida destes parasitos, no hospedeiro vertebrado (seres humanos e outros mamiferos) e no hospedeiro
invertebrado (insetos flebotomineos), este Gltimo denominado como vetor. O ciclo se inicia com 0
repasto sanguineo de uma fémea de um flebotomineo em um hospedeiro vertebrado infectado. Ao longo
a captacdo de sangue pelo inseto ha a ingestdo de macrofagos infectados com as formas amastigotas de
Leishmania spp., que entdo se diferenciam para a forma promastigota prociclica no sistema digestério
do inseto. A seguir, formas promastigotas prociclicas seguirdo pelo processo de metaciclogénese e se
diferenciam nas formas metaciclicas [10]. No préximo repasto sanguineo havera entdo a inoculacdo no

hospedeiro mamifero das formas promastigotas metaciclicas que serdo fagocitadas por neutréfilos e



macrdfagos. Dentro dos macrofagos ha entdo a diferenciacdo para a forma amastigota, permitindo assim

a continuidade do ciclo.
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Figura 1. Representacdo do ciclo de vida de Leishmania spp. A) 1. Durante o repasto sanguineo o inseto injeta
formas promastigotas metaciclicas no local da picada; 2. Essas formas promastigotas metaciclicas infectam
macrofagos e outras células que realizam fagocitose; 3. Dentro dos macréfagos e outras células fagociticas, as
formas metaciclicas se diferenciam em amastigotas; 4. Formas amastigotas se multiplicam dentro da célula
hospedeira; 5. E 6. Em novo repasto sanguineo as formas amastigotas sdo ingeridas pelo inseto; 7. No sistema
digestivo do inseto, formas amastigotas se diferenciam em promastigotas prociclicas; 8. Promastigotas prociclicas
se multiplicam e migram para a probéscide do inseto onde se diferenciam em promastigotas metaciclicas. Figura
extraida de VERMELHO et al., 2017 [54]. B) Ciclo no vetor (inseto). Figura extraida de GOSSAGE; ROGERS;
BATES, 2003 [55].

Leishmanioses

As leishmanioses sdo um espectro de patologias parasitarias causadas por organismos pertencentes
ao género Leishmania spp.. Essas doencas sdo encontradas em cerca de 90 paises tropicais e
subtropicais, sendo mais recorrente em areas rurais [11]. Segundo a Organizacdo Mundial de Salde
(OMS), aproximadamente um milhdo de casos de leishmaniose cutanea e 100 mil de leishmaniose
visceral sdo registrados a cada ano [12]. As crescentes mudancas climéaticas como desmatamento para
plantio e agropecuaria, urbanizacdo e desvio de rios para irrigacdo podem amplificar a area de dispersdo
dos vetores, insetos flebotomineos [13]. Atualmente s&o identificadas cerca de 20 espécies categorizadas
como pertencentes ao género Leishmania que possuem potencial patogénico ao homem. A transmisséo

ocorre a partir de aproximadamente 30 espécies de flebotomineos dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia



[14]. Além dos humanos, animais silvestres e domésticos também estdo sujeitos a infeccdo por esses

parasitos.

As leishmanioses possuem uma miriade de manifestacoes clinicas determinadas pela espécie do
parasito e pelo estado imunoldgico do hospedeiro. Em linha geral, as formas clinicas da doenga podem
ser separadas em trés grupos: leishmaniose cutédnea (LC), leishmaniose mucocutdnea (LMC) e
leishmaniose visceral (LV) [15]. A LC é identificada por Ulceras pontuais nas zonas expostas a picada
do inseto, podendo causar cicatrizes permanentes ou ndo, a depender da espécie parasitaria. Podem
flutuar na sua gravidade e duragdo, frequentemente sdo autocuraveis [16]. A LMC é definida através de
lesbes que atingem parcial ou totalmente as mucosas como faringe, laringe, nariz e boca. Possui
capacidade de ser letal caso ndo haja tratamento no tempo correto, e é identificada pela perda de peso,
febre e anemia [17]. Finalmente, a LV, também é conhecida como calazar, é a forma mais grave que
atinge principalmente criancas e adultos jovens. Seus sintomas variam entre febre alta e prolongada,
esplenomegalia e hepatomegalia (crescimento do bago e figado, respectivamente), anemia e perda de

peso. Se ndo tratada, pode levar a morte [18].

Os tratamentos e profilaxias disponiveis atualmente para pacientes diagnosticados com algum
dos tipos de leishmaniose sdo pouco eficientes. Os antimoniais pentavalentes que sdo usados a mais de
60 anos como uma primeira alternativa de tratamento se mostram altamente téxicos e com diversos
efeitos colaterais ao paciente, além de propiciar um ambiente ideal para a sele¢do de parasitos resistentes
[19]. Outros tratamentos alternativos como o0 uso de miltefosina e anfotericina B ndo apresentam
eficiéncia satisfatoria, logo que, o primeiro exibe alta taxa de teratogenicidade e o segundo é inviavel
dado o seu alto custo [20]. A caréncia de uma vacina, tratamentos e profilaxias para a prevencdo da

leishmaniose torna fundamental a busca para novos alvos terapéuticos.
Teldmeros e a dindmica telomérica
Teldmeros e telomerase

Os telémeros sdo estruturas nucleoproteicas constituidas por proteinas e sequéncias de DNA
repetitivas ndo codificantes, presentes nas extremidades dos cromossomos lineares [21]. O DNA
telomérico é composto de uma regido dupla fita, sendo uma das fitas rica em citosina e a outra em
guanina, e uma porc¢éo final simples fita (rica em guanina). Essa porgédo final em conformidade de
simples fita é denominada de 3’G-overhang. As proteinas do complexo shelterin, por exemplo, séo
responsaveis pela protecdo do DNA telomérico, ja que impedem o reconhecimento deste pela

maquinaria de reparo de DNA [22].

E sabido que a cada ciclo de divisao celular h4 um encurtamento da porg&o dos teldmeros,
devido a limitagdo da DNA polimerase em finalizar a replicacdo da fita descontinua do DNA [23]. Este

encurtamento progressivo, quando atinge um nivel critico, leva a perdas de DNA e sequencias génicas



gue podem induzir a senescéncia ou morte celular [24]. Deste modo, a manutencdo dos telémeros é

essencial para que a célula continue o processo de divisdo celular [23].

Em Leishmania spp., os teldomeros possuem sequéncias curtas em tandem de 5> TTAGGG 3’
[25, 26] com a excecéo da espécie Leishmania braziliensis que apresenta uma sequéncia incomum de
5’-CCTAACCCGTGGA-3’ nos finais de seus cromossomos [27]. Em L. amazonensis, atualmente o
tripanossomatideos com o perfil telomérico mais bem investigado, o 3’ overhang possui um tamanho
aproximado de 12 nucleotideos (5’-GTTAGGGTTAGG-3") [28]. Nessa espécie, véarias proteinas
teloméricas foram identificadas, incluindo as proteinas de ligacdo Al (LaRPA-1) e a proteina similar a
calmodulina (LCaLA), que interagem com a telomerase e 0 3' overhang; LaRBP38 que se liga ao RNA,;
proteina fator de ligacdo da repeticdo telomérica (LaTRF) e proteina de ligacdo dos telébmeros 1
(LaTBP1) que se associam com a fita dupla do DNA telomérico [29, 30, 31, 32]. Em Leishmania major
o 3* overhang tem por volta de 9 nucleotideos 5° -GGTTAGGGT- 3’ [33] aumentando
aproximadamente 1 par de base a cada duplicacdo da populacdo em cultura. Também ja foi observado
0 aumento sofrido pelos telémeros de promastigotas prociclicas de L. amazonensis durante passagens
continuas [34], enquanto as informacBes na literatura sdo escassas em relagdo a composigdo das

extremidades dos cromossomos de L. infantum.

Um detalhe importante a ser notado sobre os teldomeros em Leishmania é a presenca da base J
(B-d-glucosyl-hydroxymethyluracil), uma timina modificada que atua como um marcador epigenético
controlando a acdo da RNA polimerase Il e cuja presenca impede a clivagem do DNA por endonucleases
de restricdo [35]. Essa timina hipermodificada esta presente em diversos tripanosomatideos e na maioria
deles essa base foi caracterizada espalhada em diferentes regifes de seus cromossomos, exceto algumas
espécies de Leishmania como L. major onde 98% das bases J sdo encontradas em regides teloméricas e
subteloméricas [36,37,38]. Vale mencionar que a presenca de base J predominantemente nos teldmeros
resulta em um perfil telomérico com bandas acima de 3000 pares de base, uma vez que a ndo clivagem
do DNA em posicdo subtelomérica, impede a separacdo das extremidades dos cromossomos [39].
Estudos recentes [39] sugerem que niveis diferentes de base J nos telémeros podem modular a
transcricio do TERRA. Na maioria dos organismos ja investigados, incluindo Leishmania, a
manutenc¢do do teldmeros ocorre por acdo do complexo ribonucleoproteico (RNP) telomerase, que é
responsavel pela adicdo de nucleotideos nas extremidades dos cromossomos [40, 41]. A telomerase
possui dois componentes essenciais: a proteina transcriptase reversa da telomerase (TERT ou e Est2 em
leveduras), que adiciona as sequéncias teloméricas na regido 3’G-overhang, e 0 RNA ndo codificador
(TER, TERC ou Tlcl em leveduras). O TER contém a sequéncia molde para que a TERT sintetize as

novas sequéncias teloméricas durante a fase S do ciclo celular [42].

O complexo ribonucleoproteico (RNP) telomerase foi identificado em varios tripanosomatideos

e suas propriedades bioquimicas e de sintese se mostrou similar a maioria dos eucariotos [43]. Em



Leishmania spp., a telomerase também é composta pelo componente proteico TERT (Telomerase
Reverse Transcriptase) e 0 RNA, TER (Telomerase RNA). Como essas moléculas sdo Unicas em
sequéncia de nucleotideos, se assemelhando somente pela presenca de alguns elementos de estrutura
secundaria, o TER de Leishmania (LeishTER) além de ser um dos maiores TER descritos até o

momento, apresenta potencial para ser alvo para desenho de fArmacos anti-parasitarios.
TERRA

O TERRA (Telomeric Repeat Containing TERRA) é um RNA longo ndo codificante transcrito
a partir da fita telomérica rica em C. Recentemente, evidéncias foram encontradas de que é possivel que
IncRNAs poderiam controlar a atividade telomérica [44, 45]. Em mamiferos, os transcritos TERRAS
possuem por volta de 100bp a 9kb, com repetigdes tipo 5° UUAGGG 3’ e estdo presentes em diferentes
tipos de eucariotos como humanos, peixes, roedores e leveduras, denotando sua provavel conservacao
evolutiva [44, 45, 46]. O TERRA est4 diretamente envolvido na regulagdo do comprimento e
composicao telomérica assim como sua integridade. Apesar de bem descrito, ndo é claro o que define o
nimero de moléculas do TERRA no ambiente celular. Sua transcri¢do varia conforme o estado de
desenvolvimento e fase do ciclo celular, se ha ou ndo atividade tumoral, com o comprimento dos
teldmeros e a composicdo da cromatina telomérica [47—49]. Na espécie humana como também em
Trypanosoma brucei e Leishmania major, foram observadas a formag&o de hibridos TERRA contendo
DNA telomérico e RNA, formando uma estrutura tipo R-loop. Muitos transcritos originando esses
chamados R-loops aumentam a possibilidade de formac&o de quebras na dupla fita causando distarbios

e comprometendo a integridade dos telémeros e regides subteloméricas [30, 50,51].

O objetivo desse projeto previu estudar o perfil de restricdo telomérica em L. major e comparar
com a expressdo do IncRNA TERRA proveniente dos cromossomos 10, 20 e 29. Esse estudo foi

realizado utilizando as formas promastigotas prociclicas, as quais foram obtidas de culturas axénicas.



3. METODOLOGIA

Cultivo celular das espécies de Leishmania spp.

Neste projeto foi utilizada uma espécie de Leishmania spp.: L. major (MHOM/IL/1980/Friedlin).
As formas promastigotas foram cultivadas a 26°C em meio de cultura comercial M199 1X, pH 7,3
(Cultilab) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor (Cultilab) e na presenca dos
antibidticos penicilina (1000 U/mL) e estreptomicina (10.000 pg/mL).

Anélise dos telomeros por Southern blot

Extracdo do DNA gendmico

A extracdo do DNA das formas promastigotas foi feita na fase exponencial da cultura, utilizando
o kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) de acordo com as instrugdes do fabricante. Apos, as amostras
foram tratadas com RNAse A (100pg/ul) ThermoFisher. A constatacdo da pureza e sua quantificacéo
realizadas por espectrofotometria de absor¢do (OD2sonm) através do equipamento Epoch (Biotek). A

integridade do DNA extraido foi constatada por verificacdo em gel de agarose 1%.
Southern blot telomérico

DNA genbmico de L. major (1 pg) das passagens 5, 10, 15 e 20 foi digerido com 5U de Rsal
(Roche) a 37 °C - overnight. Os DNAs digeridos foram fracionados em gel de agarose a 0,8% em tampéo
TAE 1X e transferidos para membrana de nylon Amersham Hybond-N+ (GE Healthcare). A membrana
foi hibridizada com a sonda TELC marcada com DIG (Tabela 1) e a sonda Alfa-tubulina marcada com
DIG como controle de loading (Tabela 1). Os sinais de hibridizagdo foram revelados usando soro de
coelho anti-DIG (Roche) e CSPD (Roche). A localizagdo dos Fragmentos de Restricdo Telomérica
(TRF) no blot foi comparada com o marcador de peso molecular “DNA molecular weight marker VII
DIG-labeled” (Roche) para obter a média de TRF.

Tabela 1. Iniciadores utilizados



Iniciadores

Sequéncia

SubChro.10di-F

5" CACACCGTGAACGCAAGGAAAC 3

SubChro.10di-R

5 TCCGTGGTGGTGCGTTCT 3

SubChro.20es-F

5" CACTCTCGACGCCGACCTA 3

SubChro.20es-R

5 ACTTCGCCCATCATATCAGC 3

SubChro.29di-F

5 ATGGGGATTAAGGGAAGCAC 3’

SubChro.29di-R

5" CCCGTACCCGTACCTTATCC 3’

RPNS8-F 5" ATGAACCGCCGCAAGCT 3
RPN8-R 5" GGCGCGACGACGATCTTTGATT 3’
DIG-labelled

telomeric  probe
(TELC)

5" CCCTAACCCTAACCCTAACCCTAACCCTAA Y

Alpha.tubulin-F

5 CGAACAACTACGCTCGTGGC 3

Alpha.tubulin-R

5 GCCACCCACAGCGTGGAACA 3

DIG-labelled
alpha-tubulin
probe

5 CGAACAACTACGCTCGTGGCCACTACACGATCGGCAAGGAGATCGTCGAC
CTTGCGCTGGACCGCATTCGCAAGCTGGCGGACAACTGCACTGGTCTCCAGG
GCTTTATGGTGTTCCACGCCTGTGGGTGTG

GC3

Anélise da expressdo de transcritos TERRA

Extracdo de RNA

RNA total foi extraido a partir de 3 x 108 células utilizando TRIzol (Invitrogen) seguindo as
recomendacdes do fabricante. Apos a extracdo, as amostras foram tratadas com DNAse | Amplification
Grade (Invitrogen), de acordo com as diretrizes do fabricante para que o DNA genémico fosse removido
totalmente. Tanto a pureza quanto a concentragdo das amostras extraidas foram avaliadas por

espectrofotometria de absor¢do (OD 260 nm) Utilizando o equipamento Epoch (BioTek).
Sintese de cDNA

1ng de RNA foi submetido a sintese de cDNA utilizando o kit iScript™ Reverse Transcription

Supermix for RT-gPCR, de acordo com as recomendac0es do fabricante (Bio-Rad).
RT-PCR e RT-gPCR

Para os ensaios de RT-PCR, cDNA de L. major nas passagens 5, 10, 15 e 20 foram submetidos

a PCR usando goTaq master mix (Promega) de acordo com as instru¢des do fabricante e iniciadores



especificos para as regidos subteloméricas dos cromossomos 10 - bracgo direito, 20 - braco esquerdo, 29
— braco direito (Tabela 1). Como controle de loading foi amplificada uma regido do gene que codifica
a subunidade 8 ndo-ATPase do proteassoma 19S (RPN8) (LmjF.32.0390) (Tabela 1) [28, 52].

Os ensaios de RT-qPCR foram realizados em triplicata técnica utilizando cDNA, iTaq Universal
SYBR® Green Supermix (BioRad) e 0,5 uM de cada iniciador especifico para a regido subtelomérica
dos cromossomos cidados acima (Tabela 1). Os resultados foram normalizados utilizando o gene
enddgeno que codifica RPN8 [28]. As RT-qPCRs foram realizadas em reagdes de 10 uL, e os valores
de cycle threshold (Ct) foram obtidos no sistema StepOne™ Real-Time PCR (Applied Biosystems)
usando as configuracdes padrdo. Os dados brutos foram tratados utilizando o método ACt. As analises
estatisticas foram realizadas usando o GraphPad Prism versao 8.0.2.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os perfis de restricao telomérica obtidos por Southern Blot ndo diferem entre passagens

Conforme ilustrado na Fig 2, o DNA gendmico extraido de culturas axénicas nas passagens
5, 10, 15 e 20 de L. major (Fig 2A) foi submetido a digestdo com a enzima Afal, seguida pela
aplicacdo da técnica de Southern blot, conforme descrito por CONTE & CANO (2005) [28].
Nos fragmentos teloméricos obtidos de L. major podemos observar tamanhos superiores a 3000
pb, o0 que corresponde com o esperado para essa espécie [39]. Isso se da devido a presenca da
base J (B-d-glucosyl-hydroxymethyluracil) que impede a clivagem do DNA por enzimas de
restricdo em sitios teloméricos e subteloméricos [33], resultando nos fragmentos notados na
figura.
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Figura 2. Anélise do perfil de restricao telomérica de formas promastigotas prociclicas de L. major durante
passagens continuas in vitro. DNA genémico de L. major (A) extraido nas passagens 5, 10, 15 e 20, foi digerido
com Rsal (5U). Os fragmentos de DNA foram separados em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio
(A — painel esquerdo) e hibridizados com uma sonda telomérica marcada com DIG (5'-TTAGGG3-3') e com uma
sonda alfa-tubulina marcada com DIG como controle de carregamento (A — painel direito). Anticorpo anti-DIG
covalentemente acoplado a fosfatase alcalina (Roche) e CSPD (Roche) foram usados para a deteccéo

quimiluminescente (A — painel direito). MW - DNA molecular weight marker VIl DIG-labeled (Roche).

A expressdo dos TERRAS 10, 20 e 29 variam entre si mas ndo entre as passagens analisadas

RT-PCR (Fig 3) e RT-qPCRs (Fig 4) foram realizados utilizando RNAs extraidos de culturas

axénicas de L. major nas passagens 5, 10, 15 e 20.

Na Fig 3 cDNAs obtidos a partir de amplificacdo de RNA total com iniciadores cromossomo-
especificos referentes aos trés TERRAs analisados nesse estudo (Tabela 1): TERRA10 (braco direito)
~84pb, TERRA20 (brago esquerdo) ~220pb, TERRAZ29 (brago direito) ~155pb e como controle o gene



da a subunidade 8 ndo-ATPase do proteassoma 19S (RPN8) ~50pb (Fig 3A-D) (Tabela 1). Os resultados
das amplificacdes mostram que ha diferenca de expressdo dos TERRAS provenientes de cromossomos
distintos, onde 0 TERRA referente ao cromossomo 20 se mostra Como 0 mais espresso neste ensaio
guando comparado com os TERRASs dos cromossomos 10 e 29. Verifica-se também que a maioria dos
TERRA parecem ser mais expressos na P5, embora esse dado necessite ser validado por RTqPCR (veja
adiante). Nas demais passagens nao se verifica alteracdo na expressdo dos mesmos. Esses resultados
corroboram os obtidos anteriormente [39], onde se observa esse exato padrao de expressao dos TERRAs

ao longo das passagens.
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Figura 3. RT-PCRs realizados com RNAs extraidos de L. major das pasagens 5, 10, 15 e 20. cDNAs obtidos a
partir de RNA total de formas promastigotas do parasito nas passagens 5, 10,15,20, utilizando-se pares de
iniciadores especificos (Tabela 1). Os produtos de amplificagdo foram fracionados em gel de agarose 2% corado
por brometo de etideo. MW — Marcador de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen) A) TERRA expresso a partir do
cromossomo 10 (~84 pb); B) TERRA originado do cromossomo 20 (~220pb); C) TERRA referente ao
cromossomo 29 (~155pb); D) O gene que codifica a subunidade 8 ndo-ATPase do proteassoma 19S (RPPNS8) foi

utilizando como controle do experimento.

Em seguida foi realizado uma RT-gPCR (Fig 4) para verificar as alteraces de expressdo dos
TERRAS, mostradas na Fig 3 (A-D). O ensaio foi realizado utilizando RNA total e 0os mesmos
iniciadores cromossomo-espécificos mencionados anteriormente (Tabela 1). Como é possivel verificar
0s resultados obtidos no ensaio de RT-gPCR confirmam que existe diferenca na expressao entre 0s
TERRA analisados, que 0 TERRA 20 (braco esquerdo) é mais expresso nas passagens analisadas e que
a diferenca de expressdo dos TERRA na P5 mostrado na Fig. 3 (A-D), ndo é estatisticamente

significante.



Na Fig. 5 estd mostrada a analise da expressao dos diferentes TERRA realizada por Morea et al
(2021) [39] em 03 bibliotecas RNAseq das trés formas do parasito. Os resultados aqui obtidos
confirmam os mostrados no HeatMap (Fig. 5), mostrando a expressdo diferencial do TERRAs
originados de distintos cromossomos. Apesar disso, ndo foi possivel neste estudo, identificar

disparidades significativas entre as passagens analisadas.
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Figura 4. RT-gPCR: cDNA obtido a partir do RNA de L. major na forma de promastigotas prdciclicas nas
passagens 5, 10, 15 e 20 foram amplificados através da técnica de RT-gPCR utilizando iniciadores cromossomo-
especificos (Tabela 1) (A). RPN8 (B) foi escolhido como gene normalizador. O resultado deste ensaio se relaciona
diretamente com aqueles obtidos na Fig. 3, mostrando que o TERRA proveniente do cromossomo 20 (brago
esquerdo) é o mais expresso entre os TERRAs analisados, seguido do TERRA 10 (brago direito) e do TERRA 29
(braco direito).



Figura 5. RPKMs (Reads Per Kilobase per Million mapped reads) calculados em todos os trés estagios de
Leishmania. Apds analise de trés diferentes bibliotecas SL-Seq de L. major (PRO- promastigota, AMA- amastigota
e META- metaciclica), os resultados dos trascritos TERRA foram plotados utilizando R Programming
Environment (versédo 3.45.2). A identificacdo dos TERRAS em destaque, relacionados aos cromossomos 10 (brago
direito), 20 (brago esquerdo) e 29 (braco direito) na fase prociclica promastigota em coloragdo verde, revela
claramente uma concordancia consistente com os resultados exibidos nas Figuras 3 e 4. Este achado robustece a

consisténcia e replicabilidade dos dados previamente apresentados (Figura retirada de (Morea et al., 2021) [39]).



5. CONCLUSAO

Diante dos resultados expostos, neste trabalho obtivemos com sucesso os perfis de restricdo
telomérica de L. major, apesar de ndo ter sido possivel observar diferencas significativas do perfil
telomérico entre as passagens escolhidas, os resultados abrem caminho para pespectivas promissoras.
Também foi possivel analisar a expressdo de TERRAs originados de diferentes cromossomos na fase
promastigota prociclica dos parasitos ao longo das continuas passagens in vitro, corroborando com
resultados anteriores ja obtidos por nosso grupo (Morea et al., 2021) [39], E de nosso objetivo dar
continuidade a estas analises, avaliando tanto o perfil de restricdo telomérico por Southern blot e Flow
FISH como a expressdo do TERRA, em passagens mais longinquas. Também queremos adicionar ao
nosso trabalho analises com parasitos na forma metaciclica (forma infectiva), a fim de ter uma

compreensdo mais aprofundada acerca da dindmica complexa que rege os teldmeros desses organismos.
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