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RESUMO

A Leishmaniose visceral canina tem registrado um aumento significativo de casos
na regiao oeste do Parana nos ultimos anos, e os métodos de prevengao atuais
mostram-se insuficientes para conter o avango da doenga nessa regido e em
outras partes do Brasil, devido a desafios de implementacdo. Diante desse
cenario, torna-se imperativo desenvolver e aprimorar novas alternativas que
possam desacelerar esse avango. A paratransgénese surge como uma
abordagem promissora ao modificar microrganismos presentes na microbiota do
vetor da leishmaniose para que passem a produzir moléculas leishmanicidas.
Este estudo foca no potencial da paratransgénese e emprega os principios da
biologia sintética para proporcionar padronizagao, previsibilidade e modularidade
a essa estratégia, ainda pouco explorada em pesquisas sobre o tema. Além
disso, destaca-se como a primeira pesquisa da UNILA a adentrar o campo da
biologia sintética. O trabalho consiste na construgdo de quatro circuitos genéticos,
seguindo os preceitos da biologia sintética, com o intuito de aplica-los em
estratégias de paratransgénese para o controle efetivo da Leishmaniose Visceral.
Este estudo nao apenas aborda desafios especificos no contexto da
Leishmaniose Visceral, mas também estabelece uma base para futuras
pesquisas, proporcionando um arcabougo valioso para a expansao do

conhecimento e aprimoramento das estratégias de controle da doenca.

Palavras-chave: Paratransgénese, Biologia sintética, Leishmaniose Visceral.
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ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis has seen a significant increase in cases in the
western region of Parana in recent years, and current prevention methods have
proven insufficient to contain the disease's progression in this and other parts of
Brazil, primarily due to implementation challenges. Therefore, new and improved
alternatives need to be developed to slow down this advancement.
Paratransgenesis emerges as a promising approach by modifying microorganisms
present in the leishmaniasis vector's microbiota to produce leishmanicidal
molecules. This study focuses on the potential of paratransgenesis and employs
the principles of synthetic biology to provide standardization, predictability, and
modularity to this strategy, an area still underexplored in research on the subject.
Additionally, it stands out as the first research at UNILA to delve into the field of
synthetic biology. The work involves constructing four genetic circuits, following
the tenets of synthetic biology, with the aim of applying them in paratransgenic
strategies for effective control of Visceral Leishmaniasis. This study not only
addresses specific challenges in the context of Visceral Leishmaniasis but also
establishes a foundation for future research, providing a valuable framework for

expanding knowledge and enhancing disease control strategies.

Keywords: Paratransgenesis, Synthetic Biology, Visceral Leishmaniasis.
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1. INTRODUGAO

1.1. Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose tropical negligenciada
causada pelo parasita Leishmania infanfum e transmitida pelo flebotomineo
Lutzomyia longipalpis na regido de Foz do Iguagu (Soccol et al., 2017). A infecgao
se da através de varias etapas: primeiramente, fémeas de L. longipalpis se
alimentam do sangue de animais infectados, adquirindo a Leishmania em sua
forma amastigota (intracelular). Dentro do intestino médio do vetor, o parasita
passa por metaciclos até atingir sua forma infecciosa, promastigota (extracelular e
flagelada). Nessa etapa o parasita ja esta pronto para infectar outros animais e o
flebotomineo pode transmiti-lo ao tentar se alimentar do sangue de outros
animais (Figura 1) (Serafim et al., 2021). Os caes s&o o principal reservatorio da
doencga, isso porque apresentam alta multiplicagdo do parasita em sua pele,
aumentando as chances do flebotomineo adquirir a leishmania ao pica-los (Dias
et al., 2020). Nos humanos a doenga € mais rara e tende a afetar criangas abaixo
de 10 anos e imunossuprimidos (Organizagdo Pan-Americana da Saude, 2022)

Os casos de leishmaniose visceral em cachorros (LVc) estdo diretamente
associados a um maior risco de infeccdo em humanos, portanto estratégias para
o controle da doenga nos caes também podem obter efeito no controle da doenca

humana (Marcondes e Day, 2019).
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Figura 1 — Ciclo da Leishmania
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Segundo a organizacdo mundial da Saude (OMS), 95% dos casos de LV
sdo fatais se nao tratados e estima-se que ocorram entre 50 e 90 mil novos
diagndsticos todos os anos, mundialmente. 90% de todos os casos reportados
em 2020 ocorreram em apenas 10 paises, sdo eles o Brasil, China, Etiopia,
Eritreia, india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul, Suddo e Iémen (Organizacdo
Mundial da Saude, 2023).

Do total de casos reportados nas Américas em 2020, 97% estavam no
Brasil, seguidos por seus vizinhos na triplice fronteira de Foz do Iguagu, Paraguai
e Argentina (Organizagdo Pan-Americana da Saude, 2022).

Os primeiros casos autéctones de LVc em Foz do Iguagu foram relatados
em 2012, e a primeira documentacao de casos aconteceu em 2015, confirmando
L. longipalpis como o agente etiolégico da doengca. Em 2017, Soccol e
colaboradores, através de testagem em massa, inferiram que 23,8% (13085) dos
caes da cidade possuiam o parasita, demonstrando que a doenca € endémica no
extremo oeste do Parana e que ha grande risco para humanos que residem

nessa regiao (Soccol et al., 2017).
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1.2. Alternativas de controle da LV

As principais formas de controle da LV atualmente sdo através de
inseticidas aplicados nos locais de incidéncia de casos, coleiras impregnadas
com inseticidas, vacinas e eutanasia de caes (Seva et al., 2016).

Inseticidas foram por muito tempo considerados a melhor forma de se
prevenir doencas transmitidas por insetos, porém seu uso esta associado a
muitos problemas, como o risco a outros animais, bioacumulagao,
desenvolvimento de resisténcia no vetor e ma aceitagado da populagéo (Stockdale
e Newton, 2013).

Em algumas regides da india, o principal método de prevencéo ainda é
através de inseticidas, mais especificamente a aplicagao indoor de DDT, que é
considerado toxico e que atualmente é proibido para utilizagdo em lavouras no
Brasil e diversos outros paises do mundo devido ao seu efeito acumulativo no
organismo e consequéncias ambientais que gera (Turusov, Rakitsky e Tomatis,
2002; Sundar, Singh e Chakravarty, 2018).

Coleiras impregnadas com inseticidas sao consideradas o melhor método
atual de prevengédo da Leishmaniose. Segundo modelagem matematica, quando
sdo utilizadas por grande parte da populagdo de caes (>90%), as coleiras
conseguem reduzir os casos de LVc a zero (Seva et al., 2016). Porém, a revisao
sistematica e meta analise de Yimam e Mohebali (2020) sugere que esses
numeros sao bem menores quando testados em condi¢gdes de semi-campo
(54%). Fora de um ambiente controlado, provavelmente esses valores seriam
ainda menores, devido ao alto numero de animais de rua do Brasil, a destruicido
das coleiras por parte de alguns animais e ainda, pela negligéncia dos tutores
com o prazo de validade das coleiras.

Atualmente, no Brasil, a Unica vacina licenciada e permitida para venda é a
Leish-Tec®, que contém proteina A2 recombinante e adjuvante saponina em sua
composigdo (Grimaldi et al., 2017). No entanto, em maio de 2023, a
comercializagcdo da Leish-Tec® foi suspensa devido a "desvios de conformidade".
Esta decisdo foi tomada pelas autoridades de saude em resposta a
irregularidades identificadas no processo de fabricagao ou distribuicdo da referida

vacina.
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Até o momento, ndo ha previsdo definida para o retorno da
comercializagao da Leish-Tec®, o que impacta a disponibilidade de uma opgao de
imunizagao contra a leishmaniose no pais.

O Brasil e outros paises da América Latina (Argentina, Uruguai e Paraguai)
ja tiveram a eutanasia de cées infectados como principal método de controle da
LV. Essa foi uma medida bem controversa, que chegou a eliminar 176 mil caes s6
no Brasil entre 1990 e 1997 e que nao obteve bons resultados, evidenciados pelo
aumento de casos de LV nos anos seguintes (Sousa-Paula et al., 2019).

Segundo Marcondes e Day (2019), a baixa efetividade do uso da eutanasia
como método de prevencédo da LV se da por 4 fatores: (1) a alta incidéncia de
infeccao e infecciosidade em areas de endemia; (2) a dificuldade de correta
identificacdo de animais infectados devido a baixa sensitividade e especificidade
dos atuais testes sorologicos; (3) o longo tempo entre a detecgdo dos céaes
infectados e a eutanasia (de 80 a 180 dias); (4) a tendéncia de substituicdo dos
caes eutanasiados por novos filhotes, muitas vezes sendo mais de um, gerando

uma populacao jovem que pode ser ainda mais suscetivel a LVc.

1.3. Paratransgénese

Levando em conta o panorama da falta de sucesso das atuais estratégias
de controle de Leishmaniose, novas estratégias precisam ser criadas e
aperfeicoadas para que a prevencao da doenca possa ser feita de forma eficiente
(Wilke e Marrelli, 2015).

A paratransgénese € uma estratégia que visa o controle de doencgas
transmissiveis por vetores, como a leishmaniose, malaria, doenga de chagas,
entre outras. Ela consiste na modificagdo genética de um microrganismo presente
na microbiota do vetor da doenga para que ele passe a produzir moléculas
antipatogénicas, e depois replica-lo e reintroduzi-lo no vetor, dessa forma
impedindo o desenvolvimento do parasita (Figura 2) (Coutinho-Abreu, Zhu e
Ramalho-Ortigao, 2010; Wilke e Marrelli, 2015).
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Figura 2 - Modo de agao da paratransgénese

Bacteria
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Fonte: Elaborado pelo autor

O primeiro relato de utilizacdo desta técnica foi realizado por Durvasula et
al. (1997), no qual a bactéria Rhodococcus rhodnii, endossimbionte do vetor
Rhodnius prolixus, foi transformada para expressar cecropina A, um peptideo
antimicrobiano letal ao parasita Trypanosoma cruzi, o agente etiolégico da doenga
de chagas. Como resultado, foi observada redugdo de 99% na intensidade da
infeccdo por T. cruzi no intestino posterior de R. prolixus, € nao houve
interferéncia no crescimento populacional do inseto.

O uso da paratransgénese para o controle da transmisséo de leishmaniose
foi demonstrado pela primeira vez por Hurwitz et al. (2011). Os pesquisadores
fizeram uma prova de conceito para demonstrar que a bactéria Bacillus subtilis
poderia ser usada para produzir moléculas heterdlogas dentro do intestino médio
de Phlebotomus argentipes.

Essa pesquisa serve como base para outros estudos relacionados ao uso
da paratransgénese na prevengao da leishmaniose, como a busca por novos e
mais eficientes candidatos bacterianos para producao do antiparasitarios e a
escolha de moléculas efetoras com maior eficacia contra as diferentes espécies
de Leishmania.

O candidato bacteriano (também chamado de chassis na biologia sintética)
ideal para a paratransgénese € preferencialmente uma bactéria simbionte do
vetor, que possa ser manipulada geneticamente e cultivada em laboratoério, que
seja boa produtora de proteinas e segura a saude humana e a de outros animais
(Wijerathna, Gunathunga e Gunathilaka, 2020).
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Apesar de simbiontes de flebotomineos nunca terem sido descobertos,
estudos da microbiota desses insetos puderam identificar varias associa¢gdes com
bactérias que possuem outras caracteristicas pertinentes a paratransgénese
como as do género Bacillus, Enterobacter e Serratia (Campolina et al., 2020).

Com excegao da simbiose, a bactéria Bacillus subtilis cumpre com todos
0s requisitos para escolha do chassis para paratransgénese e ainda, possui a
capacidade de esporulagdo, que pode ser usada para a protegcao na fase de
disseminagdo da bactéria geneticamente engenheirada para os flebotomineos
(Riley et al., 2021).

O uso de microrganismos como biofabricas para produgao de proteinas ja
€ realidade ha algum tempo (Mattanovich et al., 2012; Overton, 2014; Zhang, Su
e Wu, 2020). O grande desafio da paratransgénese € fazer com que o chassis
escolhido seja capaz de produzir quantidade suficiente de moléculas efetoras
dentro de um ambiente instavel, como o intestino médio de L. longipalpis. Essa
molécula tera como objetivo a morte ou a interrup¢do do desenvolvimento da
Leishmania dentro do vetor (Wijerathna, Gunathunga e Gunathilaka, 2020).

Alguns fatores devem ser analisados na escolha da molécula a ser
produzida pela bactéria engenheirada, com ela tendo, preferencialmente: Alto
nivel de toxidade a Leishmania; baixa ou nenhuma toxicidade a bactérias;
nenhuma toxicidade a células animais; alta especificidade; tamanho pequeno e
nivel de complexidade de produgao baixo. Nesse sentido, dois tipos de moléculas
se destacam: Os Peptideos Antimicrobianos (AMPs) e os fragmentos variaveis de
cadeia unica (scFv), sendo que o primeiro possui a desvantagem de nao ser
altamente especifico e 0 segundo de ter produgcdo mais complexa e nao ser tao
efetivo quanto o primeiro (Hurwitz et al., 2014).

Os AMPs constituem uma classe distintiva de moléculas de natureza
proteica que possuem papel nos sistemas imunologicos de diversos organismos,
que abrangem desde seres humanos até microorganismos. Caracterizados por
propriedades antimicrobianas, esses peptideos ostentam a habilidade de
erradicar ou inibir o desenvolvimento de microrganismos, englobando bactérias,
fungos e virus. O mecanismo multifacetado de acdo dos AMPs abarca estratégias
diversas, mas a mais comum € a indugdo de permeabilizagdo da membrana

celular, culminando na formag&o de poros ou canais, e, por conseguinte,
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provocando a perda de constituintes celulares essenciais e a subsequente morte
celular (Bartels, Dekker e Amiche, 2019).

1.4. Biologia sintética

Ainda n&o existe consenso na definicdo do que é biologia sintética, porém
uma boa tentativa de explicacdo é que ela € um método que utiliza principios da
engenharia (projetar, testar e construir) na investigacao e aplicagao de fenébmenos
bioldgicos naturais (Andrianantoandro et al., 2006; Cameron, Bashor e Collins,
2014).

A biologia sintética tenta fazer com que componentes biolégicos, como
células e genes, possam ser pensados e utilizados como componentes
eletrbnicos, como computadores e transistores (Figura 3) (Andrianantoandro et
al., 2006).

Figura 3 — Comparagao entre componentes da eletrénica e biologia sintética
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Fonte: Andrianantoandro et al. (2006)
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Desse modo, circuitos de aparelhos eletrénicos, como um interruptor de
luz, poderiam ser reproduzidos em células para ligar e desligar uma funcao
biolégica, por exemplo (Gardner, Cantor e Collins, 2000). Assim como nos
aparelhos eletrénicos, os componentes que fazem parte do circuito podem ser
intercambiaveis. Esses componentes sdo chamados na biologia sintética de
‘partes” e sao definidos como sequéncias de DNA que codificam uma
determinada funcdo bioldégica, como promotores, terminadores, regides
codificantes, e outros (Voigt, 2006).

Existem repositérios online com diversas partes caracterizadas, como o
Registry of Standard Biological Parts e o SynBioHub. Para a montagem de um
circuito genético é possivel usar essas partes caracterizadas ou ainda criar novas
partes a partir de sequéncias de DNA ja existentes (McLaughlin et al., 2018).

As sequéncias de DNA das partes bioldgicas podem ser sintetizadas por
empresas especializadas, porém existe limite da quantidade de pares de bases
(pb) que um fragmento desse tipo pode ter (3000 pb para fragmentos lineares e
5000 pb para genes clonados em vetores, geralmente). Por esta raz&o, circuitos
genéticos que ultrapassam esse limite precisam ser divididos em fragmentos de
DNA para que possam ser sintetizados e, posteriormente, esses fragmentos
precisam ser juntados através de técnicas de ligacdo de DNA chamadas de
assembly.

As técnicas mais conhecidas e utilizadas atualmente sdo as que utilizam
enzimas de restricdo, como BioBrick e Golden Gate, e as que utilizam sequéncias
homélogas, como Gibson e SLICK. Cada uma possui vantagens e desvantagens,
a depender do uso e finalidade da pesquisa (Richter et al., 2019).

O Gibson assembly (Figura 4) se destaca por ser um dos métodos mais
eficientes e rapidos, e por requerer pouca experiéncia de bancada para ser
executado (Gibson et al., 2009).
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Figura 4 — Como ocorre o Gibson Assembly
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A biologia sintética como método ainda € pouco utilizada em pesquisas de
paratransgénese, com estes se restringindo apenas a engenharia genética
(Durvasula et al., 1997; Hurwitz et al., 2011; Wang et al., 2012). Apenas nos
ultimos anos a biologia sintética vem tendo seu uso mais explorado para
estratégias de paratransgénese, fazendo com o design racional, padronizagao de
partes e a modelagem matematica sejam adicionados como ferramentas para
garantia do sucesso da técnica (Leonard et al., 2018; Elston et al., 2021, 2022).
Diante do exposto sobre a LV, suas formas de controle atuais e a introducéo das
estratégias de paratransgénese, torna-se evidente a necessidade de inovagao e
aprimoramento nas abordagens de combate a essa doenca negligenciada.
Considerando a urgéncia em encontrar alternativas eficazes e sustentaveis, o
presente estudo propde-se a avangar no campo da biologia sintética aplicada a
paratransgénese. O objetivo central é realizar o design, assembly, clonagem e
preservacdo de circuitos genéticos, visando sua potencial utilizacdo em
estratégias de controle da Leishmaniose Visceral. Ao explorar a biologia sintética
como ferramenta complementar a engenharia genética, busca-se superar as
limitacbes das abordagens convencionais e contribuir para o desenvolvimento de

métodos inovadores que possam efetivamente reduzir a incidéncia da LV.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral
O presente estudo tem como objetivo o design, assembly, clonagem e
preservagao de circuitos genéticos, com possivel utilizagdo em estratégias de

paratransgénese para controle da Leishmaniose Visceral.

2.2. Especificos
e Design de estratégia e de partes bioldgicas para circuito paratransgénico
e Assembly de partes genéticas para montagem de circuitos genéticos
produtores de moléculas antiparasitarias.
e Clonagem dos circuitos genéticos em Escherichia coli.

e Preservagao das bactérias transformadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os Procedimentos Operacionais Padrdo (POPs) com a descricdo detalhada dos
experimentos realizados a fim de possibilitar que pesquisas futuras em biologia sintética
e paratransgénese possam ser realizadas estao disponiveis em:
https://drive.google.com/drive/folders/1 2xX 9ntr2nkM5-nDk5XNG7yGu0CXUT9?usp=sh

aring.

3.1. Assembly dos fragmentos de DNA

Fragmentos de DNA gBlocks® (Integrated DNA Technologies) foram
desenhados com overhangs nas extremidades com ajuda dos softwares
Benchling e NEBuilder. Os gBlocks G3, G4, G5 e G6 foram utilizados na
construgédo dos circuitos 1, 2, 3 e 4, respectivamente, e o gBlock G2 foi utilizado
na construgcao de todos os quatro circuitos (ANEXO 1). O plasmideo pUC19 foi
linearizado e teve overhangs inseridos em sua sequéncia por PCR.

O Assembly foi feito através da técnica NEBuilder® HiFi DNA Assembly,
que consiste em um aperfeigoamento, feito pela empresa New English Biolabs
(NEB), da técnica de Gibson assembly (GIBSON et al., 2009). Foi utilizado o kit
comercial NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit (NEB) e as instrugdes de
preparo cedidas pelo fabricante foram seguidas. Eletroforese em gel de agarose
(0,8%) foi realizada para avaliar se houve correta ligagdo dos fragmentos de
DNA.

3.2. Preparacgao e transformacao de células quimiocompetentes

Bactérias E. coli DH5a quimiocompetentes foram preparadas conforme
protocolo de Chang et al. (2017). A transformacgao foi feita por choque térmico,
uma vez para cada construgao, utilizando-se o produto direto dos assemblies, ou
seja, plasmideos pUC19 contendo os circuitos genéticos 1, 2, 3 ou 4(Chang et al.,
2017).

3.3. Avaliagao da transformacao
Além do uso de meio seletivo com antibiético ampicilina para que apenas

as células que tenham o plasmideo inserido sobrevivam e possam ser escolhidas,

Versao Final Honol ogada

04/ 01/ 2024 15: 44


https://drive.google.com/drive/folders/1_2xX_9ntr2nkM5-nDk5XNG7yGu0CXUT9?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1_2xX_9ntr2nkM5-nDk5XNG7yGu0CXUT9?usp=sharing

20

também foi feita PCR de colbnia para avaliar o tamanho e a especificidade do

plasmideo.

3.4. Preservacgao

As colbnias de bactérias que passaram por ambos os testes de avaliacéo
de transformacao foram entdo inoculadas em meio LB (Luria-Bertani) liquido e
deixadas para crescer overnight em shaker a 37°C. Posteriormente, 500 pL desse
cultivo foram transferidos para microtubos contendo 500 pL de glicerol 50%,
totalizando 1 yL de solugdo com glicerol a 25%. Esse procedimento foi repetido
em ftriplicata para cada uma das quatro construgdes (bactérias contendo
plasmideos com circuitos genéticos 1, 2, 3 e 4).

Os microtubos foram entdo resfriados a -20°C por uma hora e

posteriormente realocados para armazenamento em freezer -80°C.
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4. RESULTADOS

4.1. Escolha do chassi

Na paratransgénese, a selegao criteriosa do chassi é imperativa, uma vez
que a eficacia da estratégia esta intrinsecamente vinculada a sobrevivéncia das
bactérias e a taxa de producdo da molécula efetora. O paradigma ideal para a
paratransgénese preconiza a utilizagdo de microrganismos simbiodticos dos
vetores como chassi, dada a propensdao desses organismos em manter uma
presencga prolongada no interior do vetor. Entretanto, vale ressaltar que Lutzomyia
longipalpis, vetor da leishmaniose visceral, ndo apresenta simbiontes, o que
propicia a ampliacao da investigagao para organismos comensais.

Nesse contexto, uma extensa revisao bibliografica foi realizada em artigos
que delineiam a microbiota de flebétomos, assim como em estudos que apontam
potenciais bactérias-modelo para aplicagdo em paratransgénese. Como resultado
desse escrutinio, identificamos trés candidatos promissores: Enterobacter cloacae
dissolvens, Pantoea agglomerans e Bacillus subtilis. As implicagdes advindas
desses chassis revelam uma analise aprofundada das vantagens e desvantagens

inerentes a cada um (Quadro 1).
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Quadro 1 - Vantagens e desvantagens de possiveis chassis

Chassi Vantagens Desvantagens
Enterobacter cloacae Bactéria mais abundante no Algumas cepas s&o
dissolvens intestino de alguns insetos, patogénicas.

incluindo L. longipalpis (Campolina
et al., 2020).

Utilizado em outras pesquisas de
paratransgénese (Wijerathna,
Gunathunga e Gunathilaka, 2020).

E dificil obter uma cepa.
Mal caracterizado.

Pantoea agglomerans

Utilizado pela equipe iGEM
USP-Brazil 2017 (BioTROJAN) e
em outras pesquisas de
paratransgénese.

Similar a E. coli.

Encontrado naturalmente em L.

longipalpis (Campolina et al., 2020).

Cepa de facil obtengao.

Menos resistente ao
AMP escolhido (Brand
et al., 2006).

Mal caracterizado.
Nao esporula.

Bacillus subtilis

GRAS (Geralmente reconhecido
como seguro).

Cepa facilmente obtida.

Ja utilizado em pesquisas de
paratransgénese (Hurwitz et al.,
2011).

Gram-positivo - Mais resistente ao

AMP escolhido (Brand et al., 2006).

Pecas genéticas bem
caracterizadas.

Otima produtora de proteinas
(Hurwitz et al., 2011).
Esporulagao pode ser vantajosa
para aplicagdo em campo.

Nao encontrado
naturalmente em L.
longipalpis, mas estudos
mostram que pode
sobreviver no intestino
médio (Hurwitz et al.,
2011).

Nao similar a E. coli.

Levando em conta esses parametros,

Fonte: Elaborado pelo autor

0 chassi

escolhido para

implementacgao final foi B. subtilis. Para a montagem do circuito genético, o

microrganismo escolhido foi E. coli, devido a sua facilidade de manipulacéo

genética e rapido crescimento.

4.2. Escolha das moléculas efetoras

O ponto chave para a escolha das moléculas efetoras foi a capacidade de

eliminar o parasita sem apresentar maleficios para o chassi e vetor hospedeiro.
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Por esse motivo, os principais candidatos foram os anticorpos de cadeia Unica
(scFvs) e os peptideos antimicrobianos (AMPSs).

O scFv pode apresentar alta especificidade, contribuindo para prevenir
efeitos adversos na bactéria ou no vetor hospedeiro. Ele ja foi testado em
pesquisas em diferentes abordagens, como bloquear a fixagdo do parasita no
intestino médio ou agir diretamente contra o parasita, porém, apresentou baixa
letalidade ou requeriu grandes quantidades para ser efetivo (Wijerathna,
Gunathunga e Gunathilaka, 2020). Enquanto isso, os AMPs ja foram aplicados
efetivamente em diferentes abordagens paratransgénicas, e a diversidade de
moléculas oferece muitas possibilidades de mirar Leishmania spp. (Fang et al.,
2011). Embora o scFv seja adequado para a produgdo bacteriana, algumas
estruturas secundarias dificultam a producgao eficiente. Por outro lado, a produgao
de AMPs nao exige um longo caminho de sintese ou a engenharia de uma via
metabdlica, e suas sequéncias curtas de aminoacidos podem ser produzidas
eficientemente no chassi bacteriano. Portanto, optamos pelo uso de AMPs com
moléculas efetoras, mais especificamente as dermaseptinas (DRSs) DRS-N1,
DRS-H3, DRS-S1 e a mutante da fusédo entre cecropina A e melitina CAM-W, por
possuirem atividade leishmanicida demonstrada na literatura (Brand et al., 2006;
Savoia et al., 2008; Kuckelhaus et al., 2009; Pérez-Cordero et al., 2011; Ji et al.,
2014).

As dermaseptinas (DRSs) s&o um grupo de peptideos policatidnicos e
curtos em forma de alfa-hélice (21-34 residuos), contendo um residuo de
triptofano altamente preservado na terceira posicado N-terminal, com residuos
hidrofébicos e residuos catibnicos polares agrupados em lados opostos (Bartels,
Dekker e Amiche, 2019). Eles apresentam uma conservagao significativa em
pré-dominios precursores, que incluem um peptideo sinal e um préo-peptideo
acido que inativa o peptideo até a regiao de agao alvo (Nicolas e EI Amri, 2009).
Esses peptideos demonstram eficacia in vitro contra muitos patégenos (e. g.
bactérias, parasitas, virus) e diversos tipos de cancer humano. As membranas
negativamente carregadas de alguns patégenos aumentam a interagdo com as
dermaseptinas, induzindo a desestabilizacdo da membrana e a lise celular.
Embora as membranas negativamente carregadas estejam presentes nos

eritrocitos normais, ndo ha uma grande interagcdo com as dermaseptinas. No
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entanto, experimentos clinicos e in vivo com dermaseptinas ainda precisam ser
investigados para entender os aspectos de seguranga de seu uso em tratamentos
(Bartels, Dekker e Amiche, 2019).

A dermaseptina-N1 (DRS-N1) foi isolada da secregdo cutédnea de
Phyllomedusa nordestina € a menor dermaseptina ja descrita, com apenas 20
aminoacidos. Ela exibe atividade médio-alta in vitro contra a forma promastigota
de Leishmania infantum e demonstra toxicidade muito baixa para células
mamiferas. Apesar de atividade leishmanicida apenas médio-alta, DRS-N1
apresenta baixa toxicidade contra bactérias, uma caracteristica essencial para
que ela possa ser expressa em bactérias, como na estratégia que propomos
(Brand et al., 2013).

A DRS-H3, anteriormente chamada de DShypo 01, foi isolada da secrec¢ao
cutanea de Phyllomedusa hypochondrialis (Brand et al., 2006). Bioensaios com
Leishmania amazonensis revelam que DRS-H3 é um agente eficiente contra
promastigotas deste parasita (CI50 = 15 uM) quando comparada com glucantime
(medicamento padrdo no tratamento de humanos). Além disso, DRS-H3 atua de
maneira mais eficaz contra bactérias gram-negativas, com concentragao inibitéria
minima (CIM) de 6,6 uM, do que em gram-positivas, com CIM de 26,5 uM, o que
pode contribuir para a produgdo no chassi proposto para a estratégia.
Adicionalmente, a DRS-H3, em concentragcbes de até 53 uM, ndo demonstrou
atividade contra células sanguineas brancas e vermelhas quando incubada com
amostras de sangue (Brand et al., 2006).

A DRS-S1 foi a primeira dermaseptina isolada da secreg¢ao cutanea de
Phyllomedusa sauvagei. Esse peptideo tem atividade eficaz contra Leishmania
major (MIC =12 uM ou CI50 = 2,4), porém também exibe baixa atividade contra
células humanas (CI150 = 10.66) . Selecionamos este peptideo devido a sua forga
leishmanicida (Pérez-Cordero et al., 2011).

O CAM-W é um peptideo hibrido de cecropina A e melitina que
compreende a sequéncia catidbnica N-terminal da cecropina A e a sequéncia
N-terminal hidrofébica da melitina, a qual foi modificada por meio da substituicao
de quatro triptofanos (KWKLWKKIEKWGQGIGAVLKWLTTWL-NH2) em relacéo a
cecropina A-melitina original (CA(1-8)M(1-18),
KWKLFKKIEKVGQGIGAVLKVLTTGL). Além disso, este peptideo ja foi expresso
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eficientemente em B. subtilis WB700, o que pode facilitar o ajuste fino para a

estratégia apresentada (Ji et al., 2014, 2017).

4.3. Design do circuito genético

O circuito genético foi concebido com modularidade, sendo o fragmento G2
composto pelas partes compartilhadas entre os designs, como promotor, RiboJ,
RBS e peptideo sinal (Figura 5). Os fragmentos G3, G4, G5 e G6 também
englobam elementos comuns, como HisTag e terminador, mas possuem parte
variavel, representada pelo AMP. DRS-N1 era o AMP contido no gBlock G3,
assim como DRS-S1 em G4, DRS-H3 em G5 e CAM-W em G6.

Figura 5. Esquema do cassete de expressdo de AMPs

CDS

C8 7171 \

PT7-Laco  RiboJ RBS  pep Sin His P.A. AMP

Comum
Variavel

¢ " % - ® ®E ®m ¥ ® N 8 S ¥ S N S S ¥ ¥ N S N ¥ N N N N 8N E N = =N = = m

Cassete de expressao

Fonte: Elaborado pelo autor

Por esta estratégia se tratar de uma prova de conceito, ndo uma versao
final de como seria o dispositivo, optamos por utilizar o promotor PT7-LacO, por
se tratar de uma promotor forte, amplamente caracterizado e que é induzivel por
IPTG (isopropil beta-D-1-tiogalactopiranosideo).

RiboJ é uma ribozima utilizada como isolador genético em sistemas
bacterianos na construgédo de circuitos genéticos sintéticos. Sua fungéo principal
€ mitigar a dependéncia de contexto, impedindo interagdes nao intencionais entre
partes genéticas adjacentes. Isso contribui para a modularidade e previsibilidade
dos circuitos genéticos, permitindo que o comportamento de cada parte seja mais
previsivel e independente do contexto ao seu redor. Pesquisadores
caracterizaram o impacto do isolamento com RiboJ na expressao de um gene

reporter controlado por diferentes promotores constitutivos em Escherichia coli,
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revelando que, dependendo da forca do promotor, o isolamento com RiboJ pode
aumentar significativamente a abundancia de proteinas e transcritos (Clifton et al.,
2018).

O sitio de ligacdo a ribossomo (RBS, do acrénimo em inglés) B0034 é
amplamente caracterizado e possui extensa lista de usos no Registry of Standard
Biological Parts.

O peptideo sinal OmpA foi escolhido por funcionar tanto em E. coli como
em B. subtilis, de modo a propiciar que testes iniciais de expressao fossem feitos
em E. coli antes da estratégia final em B. subtilis (Pechsrichuang et al., 2016).

A tag de poli histidinas (His-Tag) € uma sequéncia de aminoacidos
contendo histidina que é anexada a uma proteina com a finalidade de facilitar sua
purificacdo. A histidina € um aminoacido que tem afinidade especifica com ions
de niquel e His-Tags sao adicionadas a sequéncias de proteinas para que elas
possam ser isoladas e purificadas usando resinas de niquel (Roshanak et al.,
2023).

A peca acida € uma regido com carga altamente negativa que € produzida
e anexada a porg¢ao N-terminal do peptideo microbiano, inativando sua atividade
biolégica. Nesse estagio, quando ainda estd nesta fase, € chamado de
pro-peptideo. Quando essa pega € clivada, o peptideo passa para sua forma
ativa. Para nossa estratégia, foi dado preferéncia de uso as pecgas acidicas
naturais do AMP, porém, alguns ndo tinham sua pecas caracterizadas na
literatura, como € o caso de DRS-N1 e CAM-W, sendo adicionada pec¢a acidica
sintética no lugar, composta por 10 residuos de acido glutamico (E10) (Junior et
al., 2018).

Por fim, o terminador escolhido foi o terminador duplo B0015, que é
também muito bem caracterizado e amplamente utilizado na construcdo de

circuitos genéticos.

4.4. Benchling - Software para design, visualizagado e analise de DNA
Benchling (S&o Francisco, EUA) é uma plataforma avangada de design

molecular e colaboragao para cientistas em diversos campos, incluindo biologia

molecular, engenharia genética e biotecnologia. Sua proposta € agilizar o

processo de pesquisa e desenvolvimento ao oferecer ferramentas integradas e

Versao Final Honol ogada

04/ 01/ 2024 15: 44



27

intuitivas para o planejamento e execugédo de experimentos. A plataforma inclui
recursos para a concepgao e analise de sequéncias de DNA, RNA e proteinas,
bem como para a construgao virtual de plasmideos e vetores (Figura 6).

O design das partes biologicas desta pesquisa foi todo feito no Benchling,
além do design de primers, otimizacdo de cdodons, e simulagdo de Gibson

assembly.

Figura 6: Exemplo de visualizag&do de plasmideo produzido no Benchling

G2 + G3 assembly-pUC19

3208 bp

Fonte: Elaborado pelo autor

4.5. Design dos overhangs

O design dos overhangs foi feito para que a construgédo pudesse funcionar
tanto para o vetor de clonagem (pUC19) quanto para o vetor de expresséo
(PBBR1MCS-2). Para tal, ambos plasmideos foram linearizados com conjunto de

primers que se anelavam em regides iguais dentro do gene lacZ (Figura 7)
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Figura 7: Alinhamento dos plasmideos pUC19 e pPBBR1MCS-2 no benchling

« Template
pBBRIMCS-2 #

cagctggcgaaagggeggatgtgctgcaaggegattaagttgggtaacgeccagggttttecccagtcacgacgttgtaaaacgacggcecagt

588 1,618 1_.‘:28 1,é32 1,648 1,658 1,668 1,678 1,688 1

_PBERIMCS-Z/pUCIS REV. | i

- [pucB s “lcagctggcgaaagggggatgtgetgeaaggegattaagttgggtaacgecagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggecagt
Length: 2686 | | I
Mismatches: 3740 318 320 232 348 358 ) 378 330

399
Pairwise |dentity: 28.81% -
| F13-Fiwd

 pBERIMCS 2/pUCIS AEV |

N 1 l FI T D 0T O
1,008 1,508 2.‘;.‘2'2 3

S 2,588 3,000 3,588 4,880 4,588 5,808

Fonte: Elaborado pelo autor

Os overhangs possuiam em média 20 pb e foram sintetizados (IDT,
Coralville, EUA) junto aos gBlocks, de modo que fragmentos G2 sempre se
anelassem na jungao upstream ao vetor pUC19 e na jungdo downstream a outro
gBlock (G3, G4, G5 ou G6) e por consequéncia, esse outro gBlock se anelasse
na jungao upstream ao Gblock G2 e downstream, ao pUC19.

Foi feito teste no software online NEBuilder Assembly Tool® foi feito para
todos os assemblies a fim de avaliar se as construgdes se anelariam

corretamente (Figura 8).

Figura 8: NEBuilder indica se esta havendo a sobreposi¢ao esperada

Downstream Junction

.. pUC19 B

+1 L..R..Y..¥..A..5..W..R..K..G..D..V..L..Q..G..D..*..V..G..*. ., R..Q..G..*..I..R..G..R..F..® .S, .N..T..T..H..Y..
+2 F..A..I..T..P..A..G..E..R..G..M..C..C..K..A..I..K..L..G..N..A..R..V..E..F..A. A, .A..S..R..V..I..R..L..T..I.
+3 ..5..L..L..R..Q..L..A..K..G..G..C..A. . A, .R..R..L..5..W..V.,.T..P..G..L..N..S..R..P..L..L..E..*..¥..D..5..L..7
BT T AR A G G AT T AR AT G G CCC A C T T A GE G GG GARGATETCAT TAT CCTCAG GATA
B IG AAGCGATAATGCGGTCGACCGCTTTCCCCCTACACGACGTTCCGCTAATTCAACCCATTGCGGTCCCAACTTAAGCGCCGGCGAAGATCTCATTATGCTGAGIGATA

LKL LALUIL VL. .GL LA LPL.S.LL..P..T..H..Q..L..A..T..L..N..P..L..A..L..T..5..N..A. . A. A, .E..L..T..I..R..5..V..I

synthetic fragment
AGTTGGGTAACGCCAGGGTTGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGTAATACGACTCACTA

CAACCCATTGCGGTCCCAACTTAAGCGCCGGCGAAGATCTCATTATGCTGAGTGATA
B TTCGCTATTACGCCAGCTGGC GAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTT|
WGAAGCGATAATGCGGTCGACCGCTTTCCCCCTACACGACGTTCCGCTAATTCAACCCATTGCGGTCCCAA

AACCCATTGCGGTCCCAARISEREY

W W wa

Primer- overlap
Fonte: Elaborado pelo autor
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4.6. Assembly dos fragmentos de DNA e clonagem

Para confirmagao da clonagem e da correta inser¢cdo dos fragmentos de
DNA no vetor, foi realizada PCR de colbnia. Para a construgao pUC19+G2+G3
(circuito 1), todas as seis colénias foram positivas (Figura 9) e para
pUC19+G2+G4(circuito 2), pUC19+G2+G5 (circuito 3) e pUC19+G2+G6 (circuito
4) todas as 3 colbnias foram positivas (Figura 10). Em ambos os casos, o
amplificado esperado é de 296 pb. O DNA Ladder utilizado foi 1 kb Plus DNA
Ladder (NEB, Ipswich, Massachusetts, EUA).

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose do circuito 1

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 10 - PCR de coldnia dos circuitos 2, 3 e 4

4.7. Depésito das sequéncias em bases de dados
O Registry of Standard Biological Parts (Registro de Pecgas Bioldgicas
Padronizadas), ou apenas Registry, € uma base de dados de pecas biologicas

alimentada principalmente por participantes da competicdo iGEM (International
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Genetically Engineered Machine). A finalidade principal do Registry € fornecer
uma plataforma acessivel e organizada para que biologistas sintéticos
compartilhem, troquem e reutilizem essas pecas de forma consistente em seus
projetos.

Todas as pecgas biolégicas criadas foram submetidas ao registry e seu

nome e link para acesso se encontram no quadro abaixo (Quadro 2)

Quadro 2: Pegas biolégicas submetidas ao Registry

Pré-peptideo AMP Compésito final
E10 DRS-N1 BBa_K4075012
DRS-S1 DRS-S1 BBa_K4075010
DRS-H3 DRS-H3 BBa_K4075011
E10 CAM-W BBa_K4075009

Fonte: Elaborado pelo autor
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5. DISCUSSAO

5.1. Desafios enfrentados para se fazer biologia sintética na UNILA

O design de um circuito genético € uma tarefa desafiadora que envolve a
complexidade intrinseca da biologia sintética. A necessidade de prever e controlar
as interagbes entre diversas partes biolégicas, como promotores, ribossomos e
genes, adiciona uma camada de dificuldade significativa. A natureza dinédmica e
interdependente dos elementos genéticos requer uma compreensao profunda das
nuances moleculares e das vias metabdlicas especificas do chassi utilizado. Além
disso, a variabilidade nas respostas genéticas, muitas vezes influenciada por
fatores ambientais, amplifica o desafio, demandando uma abordagem iterativa no
processo de design.

Este trabalho desempenha um papel fundamental ao abrir portas para o
avango da biologia sintética na UNILA, oferecendo um ponto de partida valioso
para pesquisas futuras na area. A pesquisa proporciona ndo apenas resultados
laboratoriais, mas também conhecimentos praticos e metodologias testadas que
podem servir como um guia para futuros projetos de biologia sintética na
universidade. Ao superar desafios iniciais, como o design de circuitos genéticos
complexos e a execugdo de técnicas de clonagem avangadas, este estudo
estabelece uma base sdlida para experimentos subsequentes.

Além disso, a dificuldade de acesso a reagentes e equipamentos
especificos destaca a importancia de criar uma infraestrutura robusta para
pesquisa em biologia sintética na UNILA. Facilitar o acesso a recursos
necessarios, como reagentes especializados e equipamentos avangados, nao sé
impulsiona o progresso dessa pesquisa em particular, mas também abre
oportunidades para que mais pesquisadores e estudantes se envolvam em
projetos de biologia sintética. A expansdo dessas capacidades laboratoriais néo
apenas fortalece a posicdo da UNILA como um centro de pesquisa inovador, mas
também contribui para avangos significativos na compreensao e aplicagdo da
biologia sintética em um contexto latino-americano.

A pratica da biologia sintética, apesar de promissora, enfrenta uma série de
desafios intrinsecos. O design e a constru¢ao de circuitos genéticos demandam
uma compreensao profunda dos processos biolégicos subjacentes, o que pode

ser complexo e intrincado . Além disso, a manipulagdo genética exige técnicas

Versao Final Honol ogada

04/ 01/ 2024 15: 44



32

avangadas de clonagem, assembly e edi¢do genética, muitas vezes dependentes
de reagentes especificos e equipamentos de alto custo. Essa barreira financeira
pode dificultar 0 acesso a recursos essenciais para laboratérios com orgamento
limitado, limitando as oportunidades para a pesquisa em biologia sintética.

No entanto, é crucial reconhecer que é possivel conduzir pesquisas em
biologia sintética mesmo em ambientes com recursos mais modestos. Com a
criatividade, colaboragdo e compartiihamento de conhecimento, comunidades
cientificas podem superar limitagbes financeiras. Iniciativas que promovem a
cooperagao entre laboratérios e o apoio mutuo na obtengdo de reagentes e
tecnologias especificas desempenham um papel fundamental nesse cenario. O
fortalecimento da colaboragdo e do intercambio de recursos dentro da
comunidade de biologia sintética € essencial para ampliar o alcance dessa
disciplina, possibilitando avangos inovadores mesmo em laboratérios com

recursos mais modestos.

5.2. Resolugao de problemas relacionados ao assembly

A técnica de Gibson Assembly, embora altamente eficaz, pode enfrentar
desafios durante a execucdo no laboratério. Um problema recorrente é a
ineficiéncia na purificagdo da PCR, que pode surgir devido a reagentes
defeituosos no kit ou condi¢cdes inadequadas de purificagdo. Essa questdo pode
levar a presenga de contaminantes que comprometem a eficiéncia da montagem.
Uma estratégia para contornar esse problema é reduzir a quantidade de produto
de PCR purificado adicionado a reagao de Gibson. Essa abordagem minimiza a
presenca de contaminantes, preservando a integridade da montagem.

Outro desafio comum esta relacionado a baixa eficiéncia de montagem,
muitas vezes decorrente da qualidade das sobreposicdes de extremidades nos
fragmentos de DNA. Uma cuidadosa seleg¢ao e design de primers sao essenciais
para garantir sobreposicdes ideais. Além disso, quantidades desiguais de
fragmentos na reacao de Gibson podem levar a uma eficiéncia reduzida ou falha
na montagem. Manter concentragcdes equilibradas de todos os fragmentos é
crucial para otimizar o processo de montagem.

No contexto mencionado, onde a purificagdo da PCR n&o estava sendo

eficaz devido a problemas com os reagentes do kit, uma solugdo adotada foi
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utilizar diretamente o produto de PCR no Gibson Assembly. No entanto, para
evitar possiveis interferéncias dos reagentes remanescentes, optou-se por
adicionar uma quantidade menor do produto de PCR do que seria usado se
purificado. Essa adaptacdo demonstra a importancia da flexibilidade e resolugao
de problemas durante a execugdo da técnica para garantir resultados
bem-sucedidos.

Além dos desafios mencionados na execugdo da Gibson Assembly, é
crucial destacar a importédncia do uso de células competentes altamente
eficientes durante o processo de transformacéo. Células competentes eficientes
desempenham um papel vital na absorcao do plasmideo contendo o circuito
genético montado. A escolha adequada de cepas e métodos de preparagao de
células competentes contribui para uma maior taxa de transformacao e,
consequentemente, uma maior probabilidade de sucesso na obtencdo de

colénias contendo os circuitos desejados.

6. CONCLUSAO

O presente estudo fornece uma analise detalhada do design, assembly,
clonagem e preservagdo de circuitos genéticos com potencial aplicagdo em
estratégias de paratransgénese para o controle da Leishmaniose Visceral. A
abordagem adotada ndo apenas delineou os passos cruciais na construgao
desses dispositivos genéticos complexos, mas também ofereceu insights valiosos
para enfrentar os desafios inerentes a esses processos.

Além de apresentar uma possivel estratégia para para a prevencao da
Leishmaniose Visceral, este estudo desempenha um papel fundamental no
estimulo a biologia sintética na Universidade Federal da Integracdo
Latino-Americana (UNILA). Ao superar obstaculos significativos, como a
complexidade do design de circuitos genéticos e a falta de alguns reagentes e
equipamentos para biologia molecular, esta pesquisa estabeleceu uma base
sélida para futuros trabalhos na area, incentivando o desenvolvimento de uma
infraestrutura robusta de pesquisa em biologia sintética na instituigéo.

Como perspectivas futuras, a proxima etapa critica envolve a clonagem
dos circuitos em vetores de expressdo para avaliar a produgédo efetiva dos

peptideos antimicrobianos (AMPs). Posteriormente, a transferéncia desses
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vetores para a bactéria Bacillus subtilis permitira testes mais avancgados, visando
a inibicdo do crescimento de L. infantum in vitro. Esses passos representam um
avango crucial na validagdo pratica da estratégia proposta, visando o
estabelecimento de provas de conceito e aproximando-o de possiveis aplicacdes

no combate a Leishmaniose Visceral.
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6. ANEXOS

6.1. Anexo 1 — gBlocks®
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G2 + G5: BBa_K4075011
G2 + G6: BBa_K4075009

G3

HisTag

E10-DRS-N1

Terminador

Sufixo Biobrick

DRS-N1

G2 + G3: BBa_K4075012

G4

HisTag

proDRS-S1

Terminador

Sufixo Biobrick

DRS-S1

G2 + G4: BBa_K4075010

G5

HisTag

proDRS-H3

Terminador

Sufixo Biobrick

DRS-H3

G2 + G5: BBa_K4075011

G6

HisTag

E10-CAM-W

Terminador

Sufixo Biobrick

CAM-W

G2 + G6: BBa_K4075009
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http://parts.igem.org/Part:BBa_K4075012
http://parts.igem.org/Part:BBa_K4075010
http://parts.igem.org/Part:BBa_K4075011
http://parts.igem.org/Part:BBa_K4075009
http://parts.igem.org/Part:BBa_K4075012
http://parts.igem.org/Part:BBa_K4075010
http://parts.igem.org/Part:BBa_K4075011
http://parts.igem.org/Part:BBa_K4075009

