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RESUMO

Kalil S. Caracterizacdo funcional da proteina LRR17 em Leishmania (Leishmania) major.
[dissertacdo (Mestrado em Parasitologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sdo Paulo; 2010.

As proteinas que contem dominios ricos em leucina (LRR) mediam interacdes
macromoleculares que estdo envolvidas em muitos processos biolégicos como transducdo
de sinal, adesdo celular, processamento de RNA, apoptose, resisténcia a patdgenos e
resposta imune. Estudos anteriores em nosso laboratdério identificaram um gene que
codifica uma proteina contendo 6 LRRs (LaLRR17) em L. (L.) amazonensis. O LaLRR17 é um
gene com expressdao estdgio regulada, detectando-se maior abundancia do mRNA em
amastigotas. A proteina LaLRR17 é secretada e é encontrada no citoplasma da célula
hospedeira. Seqiiéncias homédlogas ao gene LalLRR17 foram encontradas em todas as
espécies de Leishmania analisadas. Esse trabalho tem como objetivo a caracterizacdo da
proteina homdloga em L. (L.) major (LmLRR17). Anticorpos obtidos contra seqiiéncias
conservadas das proteinas LaLRR17 e LmLRR17 permitiram o estudo da abundancia protéica
em diferentes estagios do parasita. Curiosamente, a proteina LmLRR17 foi encontrada em
maior abundancia em promastigotas prociclicos em vez de amastigotas. Em promastigotas, a
proteina LmLRR17 é secretada. Linhagens de L. (L.) major hiperexpressoras da proteina
LmLRR17 ou expressoras da proteina LaLRR17 em fusdo com o epitopo viral myc foram
obtidas. As proteinas quiméricas foram expressas seguindo o mesmo padrdo de regulagao
observado na cepa selvagem. A presenca do epitopo viral myc permitiu demonstrar que a
proteina LmLRR17 estd presente no citoplasma de promastigotas e ndo é detectada em
amastigotas. O fendtipo desses mutantes foi avaliado mediante infec¢des de macrdéfagos in
vitro. A hiperexpressao da proteina LmLRR17 em L. (L.) major ndo resultou em alteragdes
fenotipicas marcantes. Por outro lado, a expressdo da proteina heterdloga, LaLRR17, em L.
(L.) major, levou a incremento na viruléncia com maior nimero de células infectadas e de
parasitas por célula. Esses resultados indicam que a proteina LmLRR17 de L. (L.) major é
regulada de forma distinta da proteina homdloga em L. (L.) amazonensis e que a expressao
da proteina LaLRR17 em L. (L.) major leva a um aumento na infectividade.

Palavras-chave: Leishmania. Repeti¢cdes ricas em leucina. Fatores de viruléncia. Infecgado.

Hiperexpressao génica. Transfecgado.



ABSTRACT

Kalil S. Functional characterization of the Leishmania (Leishmania) major LRR17 protein.
Master thesis (Parasitology). Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
S3o Paulo; 2010.

Proteins containing leucine rich repeats (LRR) are known to be involved in macromolecular
interactions in many processes such as signal transduction, cell-adhesion, RNA processing,
apoptosis, disease resistance and immune response . A previous study in our laboratory
identified a L. (L.) amazonensis gene encoding a protein containing 6 LRRs (LaLRR17).
LaLRR17 is a stage-regulated gene expressed with increased abundance in the amastigote
stage. The LaLRR17 protein is secreted to the cytoplasm of the host cell. Highly conserved
homologues of LaLRR17 were found in all Leishmania species analyzed. The aim of this study
was to characterize the homologous protein of L. major (LmLRR17). Antibodies raised against
peptide sequences common to LaLRR17 and LmLRR17 allowed the study of the steady-state
protein abundance. Interestingly, LmLRR17 protein was found to be up-regulated in procyclic
promastigotes, instead of amastigotes. The protein LmLRR17 is secreted by promastigotes.
Mutants of L. (L.) major overexpressing a myc-tagged version of LmLRR17 or of LaLRR17
protein were obtained. In these parasites, the chimeric proteins were expressed following
the same pattern of expression observed in the wild type parasites. The chimeric protein
was localized to the cytoplasm of promastigotes in the transfected lines and was not
detected in intracellular amastigotes. The phenotype of these mutants was assessed in vitro
through macrophage infections. Overexpression of LMLRR17 protein in L. (L.) major resulted
in an unaltered phenotype. On the other hand, overexpression of LaLRR17 in L. (L.) major
induced an increase in virulence with a higher number of infected cells and intracellular
parasites. These results indicate that LRR17 proteins in L. (L.) major and L. (L.) amazonensis
are stage-regulated in a different manner and that the expression of the LaLRR17 protein in
L. (L.) major increased infectivity in vitro.

Key words: Leishmania. Leucine rich repeats. Virulence factors. Infection. Gene
overexpression. Transfection.
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1 INTRODUCAO



1.1 Familia Trypanosomatidae

A familia Trypanosomatidae inclui numerosas espécies de parasitas em humanos,
animais vertebrados, plantas e insetos. Os parasitas mais importantes desta familia, do
ponto de vista da salde humana, pertencem aos géneros Leishmania, agentes causais da
leishmaniose e Trypanosoma. Espécies representativas do género Trypanosoma sdo T. cruzi,
gue é o agente causal da doenca de Chagas e T. brucei, causador da tripanosomiase africana
ou doenca do sono (Hughes e Piontkivska, 2003). Esta familia apresenta tanto parasitas
monogenéticos, que parasitam um hospedeiro invertebrado, quanto digenéticos, capazes de

parasitar tanto o hospedeiro invertebrado quanto o vertebrado (Gull, 2001).

1.1.1 Género Leishmania

Este género estd constituido por dois subgéneros, Leishmania e Viannia, que sao
produto da bifurcacdo de um ancestral, apresentando diferencas tanto na distribuicdo
geografica como na localizacdo quando coloniza o intestino do vetor (Lainson e Shaw, 1987).
Leishmania é o subgénero que estad disseminado tanto no novo como no velho mundo
(Shaw, 2002) e inclui espécies que desenvolvem-se no intestino médio e anterior do vetor
(Lainson e Shaw, 1987). O subgénero Viannia esta presente no novo mundo (Shaw, 2002) e
as espécies pertencentes a ele localizam-se no intestino posterior do vetor (Lainson e Shaw,
1987). Cada subgénero conglomera diferentes espécies que apresentam morfologias muito
semelhantes. No homem esses protozodrios sdo os agentes causais da leishmaniose, uma
doenga que pode apresentar trés formas clinicas principais: leishmaniose cutanea,

mucocutanea e visceral (Murray et al., 2005).

Em 1974, Lumsden adotou critérios definidos para diferenciacdo de espécies de

Leishmania. Esses critérios foram baseados em fatores extrinsecos do parasita tais como

forma clinica, o desenvolvimento no meio de cultura, a localizacdo no vetor, a patologia
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apresentada em animais de laboratério (Shaw, 2002) e o lugar de onde foi isolado, por
exemplo, L. (V.) guyanensis (isolado da Guiana), L. (V.) peruviana (isolada do Peru), L. (L.)
infantum (isolada de crianga na Tunisia) e L. (L.) gerbili (isolada de roedores) (Banuls, Hide e

Prugnolle, 2007).

1.1.1.1 Leishmaniose e sua distribuicdo

A leishmaniose é uma doencga que tem diversas manifestacdes clinicas provocando
leses ulceradas na pele, inflamacdo e destruicdo na mucosa ou infeccdo visceral
disseminada. A Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) considera a leishmaniose como uma
das seis doengas mais importantes no mundo, por sua alta prevaléncia e pelas deformidades
que ela provoca. Anualmente ocorrem de 1.5 a 2 milhdes de casos sintomdticos de
leishmaniose cutdanea e 500 mil de leishmaniose visceral, sendo atribuidas cerca de 70 mil
mortes por ano a essa doenca. Aproximadamente 90% dos casos de leishmaniose cutanea
estdo distribuidos em paises como Afeganistdo, Paquistdo, Siria, Arabia Saudita, Algéria, Ir3,
Brasil e Peru. A mesma porcentagem de casos de leishmaniose visceral estdo concentrados
na india, Bangladesh, Nepal, Suddo e Brasil (Desjeux, 2004). A leishmaniose é considerada
uma doenca negligenciada ja que sua localizacdo geografica é na maior parte das vezes

coincidente com focos de pobreza (Yamey e Torreele, 2002).

Os agentes etioldgicos que produzem a leishmaniose cutanea sdo L. (L.) major, L. (L.)
tropica e L. (L.) aethiopica (leishmaniose cutanea do velho mundo), L. (L.) infantum (regides
do mar Mediterraneo e Caspio) e L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L.
(V.) panamensis, L. (V.) peruviana e L. (V.) guyanensis (leishmaniose cutanea do novo
mundo), entre outras. Diversas espécies causadoras de leishmaniose visceral encontram-se
distribuidas em praticamente todos os continentes, L. (L.) donovani predomina na Asia e
Africa; L. (L.) infantum na regido mediterranea e Asia central e L. (L.) infantum chagasi na
América do sul. Outras espécies como L. (L.) tropica (Oriente médio) e L. (L.) amazonensis

(América do sul), podem ser viscerotrdpicas (Desjeux, 2004; Guerin et al., 2002).
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A situacdo epidemiolégica da leishmaniose cutanea no Brasil tem grande importancia
devido a freqiiéncia de casos manifestados e pela possibilidade de produzir deformidades,
gerando um impacto tanto psicolégico no ser humano quanto no campo social e econémico.
Desde a década de 80, tem se reportado o aumento no niumero de casos: de 3000 (1980)
para 35748 (1995) registros. Picos de transmissdo sdo apresentados a cada cinco anos,
guando comegam a se implementar acdes de vigilancia e controle da leishmaniose cutanea

no Brasil. No ano 2003 foi confirmada a presenca da doenga em todos os estados brasileiros.

No periodo de 2001 a 2003 a maior densidade de casos por Km? foi registrada nos
estados pertencentes a Amazodnia legal. Aproximadamente 90% dos casos ocorreram em
pessoas maiores de 10 anos. Apesar disso, em estados como Rondbnia, Acre, Amazonas,
Amap3a, Roraima, Paraiba, Pernambuco e Alagoas, os casos de leishmaniose cutdnea em
menores de 10 anos foram superiores a média nacional. Um registro de 4,71% de todos os
casos de leishmaniose cutdnea no Brasil incluiram acometimento de mucosas (Ministério da

Saude, 2007).

1.2 O parasita

Leishmania é um protozoario flagelado pertencente a ordem Kinetoplastida. E um
microorganismo que alterna seu ciclo de vida entre hospedeiros vertebrados e
invertebrados e é transmitido pela picada de insetos da ordem Diptera ao ser humano ou a
mamiferos terrestres. Os vetores invertebrados de leishmaniose sdo classificados na
subfamilia Phlebotominae, com seis géneros ja descritos, dos quais unicamente dois
possuem grande importancia médica: Phlebotomus, caracteristico do velho mundo e
dividido em 12 subgéneros e Lutzomyia, do novo mundo, dividido em 25 subgéneros (Banuls
et al., 2007). Particularmente, Lutzomyia longipalpis e Phlebotomus argentipes sdo vetores
com potencial para transmissdao de um grande nimero de espécies de Leishmania (Kamhawi

et al., 2000; Pimenta et al., 1994; Rogers et al., 2004; Sadlova et al., 2003).
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O parasita possui trés estagios principais: fase intracelular infectiva (amastigota), fase
replicativa ndo infectiva (promastigota prociclico) e fase infectiva ndo replicativa
(promastigota metaciclico). A transmissdo comeca quando o inseto alimenta-se de um
mamifero infectado e as formas amastigotas sdo conduzidas ao seu intestino médio. Do
material sugado, a dgua é removida e o sangue permanece retido dentro da membrana

peritrofica. A primeira transformacdo do parasita ocorre nas primeiras 12 a 18h. As formas

amastigotas ddo lugar a formas promastigotas prociclicas, que morfologicamente sdo curtas,
ovéides e levemente mdveis. Uma clara multiplicacdo das formas prociclicas se observa de
18 a 24h, atingindo uma maxima taxa entre 36 a 60h. A progénie resultante migra para o
tubo digestivo e é nesse lugar onde ocorre a segunda diferenciacdo a formas conhecidas
como nectoménadas. Passadas aproximadamente 60 a 72h, as nectomdnadas sdo
empacotadas na parte anterior do intestino médio do vetor, se aderindo a superficie das
células epiteliais com ajuda do seu flagelo. A digestdo total do sangue tarda
aproximadamente sete dias e as nectoménadas migram para a valvula cardiaca e a valvula
estomodeal. Essa migracdo provoca a terceira diferenciacdo gerando duas formas:
haptomoénadas e promastigotas metaciclicos. As haptoménadas sdo formas curtas que,
diferentemente dos promastigotas metaciclicos, ocasionalmente se replicam. Os
promastigotas metaciclicos se caracterizam pela estrutura delgada, alta mobilidade
proporcionada por um flagelo que tem o dobro do tamanho do corpo do parasita e também
pela auséncia de divisdo celular. As haptomonadas se unem via hemidesmossomas a cuticula
do interior da valvula estomodeal ou entre eles por uma matriz viscosa que evita sua
mobilidade. Alguns parasitas, principalmente os metaciclicos, migram além da vdlvula
estomodeal e chegam ao esbfago, a faringe e a probdscide. Os promastigotas metaciclicos
sdo entdo inoculados no hospedeiro mamifero durante o repasto sanguineo (Sacks e
Kamhawi, 2001), permitindo a invasdo ou fagocitose por células do sistema imune. Uma vez
dentro do hospedeiro, os promastigotas metaciclicos se transformam a formas amastigotas,
que se caracterizam pelo formato ovdide e pela auséncia de flagelo proeminente. Neste caso
localizam-se no vacuolo parasitéforo, onde se replicam e posteriormente, infectam maior

numero de macrdéfagos se disseminando pelo sangue (Murray et al., 2005).
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O desenvolvimento do parasita no vetor pode ser parcialmente reproduzido in vitro.
Em cultura, considera-se que a populacdo presente na fase logaritmica represente os
promastigotas replicativos, ou prociclicos. Na fase estaciondria, uma parte da populagdo se

diferencia em promastigotas metaciclicos.

Diferentes ordens de mamiferos como Rodentia, Canidae, Edentata e Procyonidae
podem desenvolver infeccdes naturais por Leishmania (Lainson e Shaw, 1987). Esses
hospedeiros mamiferos sdo em sua grande maioria animais silvestres que habitam a mata
nativa, podendo ser considerados reservatérios continuos do parasita, o que destaca o papel
na transmissdo do parasita gerando um impacto direto dificultando o controle dessa

parasitose. O homem é considerado hospedeiro acidental do parasita (Banuls et al., 2007).

1.3 Adoenga

A forma clinica mais freqliente de leishmaniose é a forma cutdnea ou tegumentar,
com acometimento da pele e nddulos linfaticos préoximos. As lesées produto da leishmaniose
cutanea se iniciam com uma pdpula no lugar da picada do inseto que posteriormente forma
um ndédulo duro ou uma ulcera aberta que espontaneamente pode sarar ou ndo (Murray et
al., 2005), curando por reepitelizacdo deixando cicatrizes. As lesGes produzidas por espécies
do velho mundo podem ser observadas como placas hiperqueratéticas similares a verrugas.
Geralmente os pacientes que sofrem este tipo de doenca sdo viajantes ou militares que
apresentam uma, duas ou até uma duzia de lesdes em partes do corpo onde a pele é
exposta. As lesdes ulcerativas sdo caracteristicas da doenga produzida por espécies de
Leishmania do novo mundo. A infec¢do por L. (L.) major causa lesdes Unicas, que se curam
apods alguns meses e é conhecida popularmente como Botdo do Oriente. Apds a cura os
pacientes desenvolvem prote¢do imune somente a reinfec¢do homdloga (Grimaldi, 1982). As
lesBes geralmente cicatrizam espontaneamente em dois a quatro meses em infec¢des por L.
(L.) major, apés trés meses na maioria dos casos (>75%) de infec¢des por L. (L.) mexicana, de

seis a quinze meses as produzidas por L. (L.) tropica e em maior tempo para infec¢des por L.
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(V.) braziliensis e L. (V.) panamensis (Murray et al., 2005). Algumas espécies que produzem
leishmaniose cutanea podem provocar lesdes localizadas na mucosa nasal e orofaringea,
apresentando multiplos nédulos na pele ou ainda, podem colonizar o figado, baco, medula
O0ssea e nddulos linfaticos distantes (Murray et al., 2005). Cada espécie de Leishmania
evidencia tropismos diferentes (Zhang et al., 2003), assim como a capacidade para a
imunoevasao e persisténcia no hospedeiro (Engwerda, Ato e Kaye, 2004; McDowell et al.,

2002), além da sensibilidade a mudancas no ambiente (Reithinger et al., 2005).

A leishmaniose mucocutanea é uma complicacdo da leishmaniose cutanea, causada
pela disseminacdo dos parasitas com colonizacdo das mucosas oral e nasal. A doenca
comegca com um eritema que evolui para ulceragdo na mucosa do nariz e/ou boca,
provocando perfuracdo do septo nasal e conseqlientemente, lesdes inflamatdrias
destrutivas como a destruicdo da laringe e faringe (Franke et al.,, 1990). Produto da
deformacdo, as vias respiratérias sdo afetadas apresentando infeccdes secunddrias e
desnutricdo. Diferentemente da leishmaniose cutdnea, a leishmaniose mucocutdnea nado

cicatriza espontaneamente.

A leishmaniose visceral é a forma mais severa da leishmaniose, porém, a maioria das
infeccdes com espécies viscerotrépicas é assintomatica. Na auséncia do tratamento, 100%
dos casos sintomaticos terminam em Obito nos dois primeiros anos. Diversos fatores
determinam a suscetibilidade do hospedeiro como a idade, o estado nutricional e a eficacia
das respostas imunes inata e adquirida. Febre, palidez, hepatomegalia, esplenomegalia e
perda de peso sdo os sintomas caracteristicos da leishmaniose visceral (Murray et al., 2005).
As formas amastigotas do parasita circulam livremente na leishmaniose visceral ativa
(Paraguai de Souza et al.,, 2001) e a parasitemia é bastante freqliente em pacientes
imunodeficientes sendo associado a infec¢cdes pelo virus da imunodeficiéncia humano

(Pintado et al., 2001).
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1.4 Estrutura gendmica dos tripanosomatideos

O genoma dos tripanosomatideos L. (L.) major, T. brucei e T. cruzi é dipldide,
abarcando um tamanho que vai desde 25 a 55 megabases (Mb) e contidos entre 11 a 36
cromossomos. Calcula-se a presenca de cerca de 8100 genes codificadores de proteinas em
L. (L.) major, 8300 em T. brucei e 12000 em T. cruzi. Particularmente, os genomas de T.
brucei e L. (L.) major mostram um grande nimero de zonas sinténicas em arranjos de genes
ortdlogos. El-Sayed et al. (2005) afirmam que essa sintenia representa em L. (L.) major 19,9
Mb e em T. brucei 30,7 Mb dos seus genomas, tendo em comum que aproximadamente 40%
dos pontos de quebra de sintenia estdo associados a amplificacdo de familias multigénicas,
retroelementos ou genes que codificam RNAs estruturais. Entretanto, 910 genes de L. (L.)
major ndao tem genes ortdélogos nos genomas de Trypanosoma. Os genes exclusivos
presentes em L. (L.) major geralmente sdo encontrados em posi¢cdes préoximas ao teldmero,
em regibes adjacentes as regides de switch de transcricdo e em pontos de quebra da sintenia
(El-Sayed et al., 2005). Esses genes restritos em Leishmania geram caracteristicas Unicas
dentro do seu género, diferenciando-o de T. brucei e T. cruzi metabolicamente. As diferencas
radicam em transportadores, enzimas e componentes da sintese de glicoconjugados (lvens
et al., 2005). Os tripanossomatideos, além de possuirem caracteristicas particulares no seu
genoma, apresentam organelas Unicas tais como os glicossomos, que funcionam como

reservatérios de enzimas glicoliticas e o cinetoplasto.

O cinetoplasto contem o DNA mitocondrial (kDNA) em tripanosomatideos. E uma
estrutura Unica composta por DNAs circulares entrelacados entre si, formando uma rede
altamente compactada que se localiza préxima ao corpusculo basal. Dois tipos de DNAs
circulares compéem o kDNA, conhecidos como maxicirculos e minicirculos. Os maxicirculos
estdo presentes em poucas duzias de cédpias do total da rede e apresentam tamanhos que
variam de 20 a 40 Kb. O seu material genético é andlogo ao DNA mitocondrial em outros
eucariotos, codificando RNAs ribossomais e muitas proteinas envolvidas na transducdo de
energia. Por outro lado, os minicirculos variam de 0.5 a 2.9 Kb e representam 90% da rede

total do kDNA estando presentes em milhares de cdpias. O DNA tanto dos maxicirculos
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como dos minicirculos, codificam pequenos RNAs guias que permitem a especificidade da

edicdo do RNA gerando moléculas funcionais de mRNA (Shapiro e Englund, 1995).

A organizacdo genOmica dos tripanosomatideos é constituida por arranjos em
tandem. Os genes sdo transcritos de forma policistrénica (pré mRNA), em auséncia de
promotores da RNA polimerase Il e fatores de transcricdo tipicos. Diferentes processos,
como edicdo de RNA, trans splicing e poliadenilacdo, estdo envolvidos no processamento do
transcrito e posterior expressdo protéica (Campbell, Thomas e Sturm, 2003; Cruz e Tosi,

1996).

O genoma de L. (L.) major estd composto por 32.819.678 pares de bases (pb) em 36
cromossomos (lvens et al., 2005) e com um conteudo aproximado de GC de 60%. A elevada
plasticidade do genoma em Leishmania resulta na alta variabilidade do caridtipo das

espécies e subespécies.

1.4.1 Regulagdo da expressdo génica em tripanossomatideos

O processamento por trans splicing foi inicialmente descoberto em T. cruzi (Murphy,
Watkins e Agabian, 1986), quando se observou que varios mRNAs que codificavam
glicoproteinas de superficie tinham em comum uma seqiiéncia de 39 nucleotideos (nt) no
extremo 5. Essa seqiiéncia metilada foi chamada de Spliced leader (SL) ou gene do miniexon
e foi verificado que acabaria inserida a um dinucleotideo AG no extremo 5°do mRNA (Bangs
et al., 1992; Clayton e Shapira, 2007; Liang et al., 2003). Por outro lado, no extremo 3" do
MRNA se localiza uma seqiiéncia que varia de aproximadamente 100 a 300 nt que permite a
poliadenilagdo, oferecendo maior estabilidade ao transcrito maduro (Clayton e Shapira,

2007).

A estabilidade de transcritos em tripanosomatideos desempenha um papel
importante na regulacdo da expressao nesses organismos. A degradacdo do transcrito é

iniciada basicamente por deadenilacdo que estimula o decaping e subseqiiente degradacao
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do mRNA por exonucleases. Essas enzimas fazem parte de um complexo chamado
exossoma, onde a temperatura é um fator importante na estabilidade tanto dos transcritos
como das proteinas codificadas (Haile e Papadopoulou, 2007). A baixa abundancia de
transcrito pode ser devido a que a rapidez da degradacdo do precursor (pré mRNA) seja
maior que a do processo do splicing (Clayton e Shapira, 2007). O primeiro passo da
degradacdo do mRNA é a deadenilacao feita pela deadenilase. A deadenilase é uma nuclease
que degrada sentido 3’5" e posteriormente, o mMRNA é degradado pelo exossoma,
composto por 11 diferentes proteinas. A a¢do da helicase prossegue, eliminando a metilacdo
do 5" do transcrito. Nas regides 3" ndo traduzidas (UTR untranslated regions) dos mRNAs,
encontram-se seqliéncias ou elementos ricos em AU conhecidos como ARES. Essas
seqliéncias sdo reconhecidas por proteinas regulatdrias que determinam a estabilidade do
transcrito, permitindo a sua estabilizacdo ou desestabilizacdo por degradacdo ou
conservacdo da cauda de adeninas ou poliA. Os mRNAs que estdo destinados a degradacao
sdo armazenados em organelas (P bodies) onde posteriormente, serdo eliminados (Clayton e

Shapira, 2007).

1.5 Regulagdo estagio especifica em Leishmania

Estudos realizados nos ultimos anos verificaram que grande proporcdo dos genes
codificadores de proteinas em Leishmania sdo expressos constitutivamente. Entretanto, em
alguns casos encontram-se RNAs estdgio regulados. Os produtos génicos que resultam dessa
regulacdo estdgio especifica estdao envolvidos em diferentes vias funcionais na célula, como
proteinas estruturais, transportadores, metabolismo, amastina, proteinas de choque térmico
e de superficie (Cohen-Freue et al., 2007). Algumas dessas proteinas estagio reguladas, sdo
consideradas fatores de viruléncia e tem um papel fundamental na sobrevivéncia e

multiplicacdo tanto no hospedeiro vertebrado como no invertebrado.

24



1.6 Fatores de viruléncia em Leishmania

A invasdo de macrdfagos por Leishmania é mediada por moléculas localizadas na
superficie do parasita. Pelo menos duas das mais abundantes moléculas de superficie de
promastigotas estdo implicadas na sua viruléncia: as glicoproteinas de 63 kDa (gp63) e o
lipofosfoglicano (LPG). A superficie celular de Leishmania estd coberta por uma capa de
glicocalix, presente em maior abundancia na fase promastigota metaciclica, tendo nao
menos de 17 nm de espessura. A capa de glicocalix é mais delgada em promastigotas
prociclicos, estando quase ausente em formas amastigotas. Esta estrutura estd composta
por diferentes moléculas que permitem o estabelecimento, viabilidade e o sucesso da

infeccdo por Leishmania.

A molécula mais abundante presente no glicocalix é o LPG. Com aproximadamente
cinco milhdes de cdpias por célula, o LPG foi o primeiro fator de viruléncia a ser
caracterizado em Leishmania. A sua composi¢ao consiste em repeti¢cdes de Galf1,4Man-PO,
ancoradas a membrana celular mediante uma molécula de 1-O-alquil-2-liso-
fosfatidil(mio)inositol. O LPG varia no numero de repeticbes de oligossacarideos,
diferenciando espécies de Leishmania. Dentro do inseto, a molécula de LPG em formas
prociclicas de Leishmania é longa tendo aproximadamente 15 repeticGes, enquanto o
numero de repeticdes é duplicado em formas metaciclicas (Descoteaux e Turco, 1999). O
LPG cumpre um papel muito importante na protecdo de formas metaciclicas do parasita,
evitando o ataque das proteinas do sistema do complemento que faz parte da resposta

imune inata do vertebrado.

Estudos demonstraram que promastigotas prociclicos de L. (L.) major ndo resistem ao
ataque do complemento ao passo que promastigotas metaciclicos conseguem evadi-lo. Essa
resisténcia é atribuida a diferente composicdao do LPG na superficie celular das diferentes
formas do parasita. Por essa razdo, promastigotas metaciclicos de L. (L.) major estabelecem
com sucesso a infeccdo no hospedeiro mamifero. Somado a isso, o LPG evita a lise celular

por inibicdo da unido das subunidades C5b e C9 do sistema complemento (Olivier, Gregory e
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Forget, 2005). Particularmente, L. (L.) donovani adere a sua superficie a subunidade inativa
C3bi, impedindo a formagdo da convertase C5 e modulando a resposta imune do hospedeiro
vertebrado (Puentes et al., 1989). O LPG, além de evitar a lise mediada pelo complemento,
também interage com receptores que permitem a adesdo dos promastigotas no macroéfago.
Esse reconhecimento é realizado via receptores manose-fucose, ligando residuos de manose
presentes no LPG (Blackwell et al., 1985). Adicionalmente, o LPG se une aos receptores do
macréfago como o receptor para proteina C reativa (CRP), permitindo a fagocitose (Culley et
al.,, 1996). Curiosamente, nos estagios iniciais da infec¢do por Leishmania, o LPG é muito
importante para a sobrevivéncia dos promastigotas, funcao reforcada ainda mais ao se levar

em consideracdao que em amastigotas este ndo é expresso.

Além do LPG, a gp63 é outra molécula importante localizada na superficie de
Leishmania. Trata-se de uma ecto-metaloprotease presente em promastigotas (McGwire et
al., 2002) e sua expressdo é inibida na fase amastigota (Schneider et al., 1992). A gp63 é
encontrada em abundancia aproximadamente dez vezes menor que o LPG e o tamanho da
molécula é pequeno, sendo coberta pelas estruturas do LPG em toda a superficie celular
(Sacks e Kamhawi, 2001). Em hospedeiros mamiferos, a gp63 de L. (L.) amazonensis e L. (L.)
major evita a lise celular, inativando a subunidade C3b (C3bi) do complemento, favorecendo
a opsonizacgdo e internalizagdo no macréfago (Brittingham et al., 1999). A opsonizagao in vivo
de promastigotas metaciclicos de Leishmania por C3b e C3bi, permite a interacdo com

receptores tipo 1 do macrdéfago (CR1) e CR3 respectivamente (Olivier et al., 2005).

Outra molécula importante que faz parte da superficie celular da Leishmania é o
glicoinositol fosfolipideo (GIPL). Essa molécula é 10 vezes mais abundante que o LPG e esta
localizada na membrana do parasita (Olivier et al., 2005). Ainda ndo é muito conhecido que
papel tem essa molécula na interacdo parasita—macréfago (Ferguson, 1997), no entanto é
sabido que o GIPL tem uma meia vida longa e acredita-se que possa ter um papel protetor

na superficie dos promastigotas (Proudfoot, O'Donnell e Liew, 1995).

Na fase amastigota de Leishmania, existe uma proteina que é considerada fator de
viruléncia, conhecida como A2. A proteina A2 de L. (L.) donovani é expressa em altos niveis

em amastigotas e em baixos niveis em promastigotas, sendo requerida para a sobrevivéncia
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do parasita em camundongos (Matlashewski, 2001; Zhang e Matlashewski, 1997). Estudos
foram realizados avaliando-se o fenétipo de mutantes de L. (L.) major contendo o gene A2
de L. (L.) donovani e observou-se um notavel aumento na sobrevivéncia desse parasita em
orgdos viscerais de camundongos BALB/c (Zhang et al., 2003). Esses resultados sugerem que
o gene A2 tem um papel importante na sobrevivéncia de amastigotas de L. (L.) donovani em
orgdos viscerais, fato que sugere a relevancia deste gene no processo de visceralizagdo da

leishmaniose.

1.7 Modulagao da resposta do macréfago por Leishmania

O processo de fagocitose parece ser uma estratégia bem sucedida utilizada pelos
parasitas do género Leishmania para alcancar a diferenciacdo e subseqliente multiplicacdo
no hospedeiro vertebrado. Esse processo implica na modulacdo ou em direcionamento da
resposta imune do hospedeiro por parte do parasita, que deve possuir mecanismos que
permitam esse controle. Existem compostos secretados pelos macréfagos que sao letais

para Leishmania, como o oxido nitrico (NO) e os radicais livres de oxigénio (ROI).

A producdo de oxido nitrico € o mecanismo mais eficiente na eliminacdo de L. (L.)
major, no entanto o parasita tem a capacidade de inibir a sintese da oxido nitrico sintase
(iINOS). A iNOS permite a produgdo de NO em resposta a presenca de IFN-ye
lipopolissacarideo (LPS). Quando essa enzima é inibida pela Leishmania, verifica-se a
incapacidade de controle da infeccdo pelos macréfagos (Proudfoot et al., 1996; Proudfoot et
al., 1995). Por outro lado, os radicais livres de oxigénio gerados pela célula tém um papel
menos crucial no controle da infeccdo. Ensaios utilizando camundongos deficientes na
secre¢do de ROI, revelaram o controle total na infeccdo por Leishmania (Murray e Nathan,
1999). Adicionalmente, o processo de inibicdo de ROl parece ser dependente da interagdo
com as moléculas de superficie gp63 e LPG (Descoteaux e Turco, 1999; Sorensen, Hey e

Kharazmi, 1994).
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Entre outros mecanismos de sobrevivéncia em Leishmania estd a capacidade de
infectar macréfagos sem permitir a indugdo de citocinas pré inflamatdrias. A ativacdo da
resposta inflamatdria é caracterizada principalmente pela secrecdo de IL-1, do fator de
necrose tumoral (TNF-a) e IL-12 para a ativacdo dos linfécitos T. A fungdo principal de
Leishmania em modular a resposta imune esta centrada na inibicdo da IL-12. A IL-12 é
imprescindivel para a ativagdo dos linfécitos T e secregdo de INF-y que, por sua vez, permite
a ativacdo dos macréfagos e producdo de moléculas microbicidas. Essa modulagdo foi
demonstrada em ensaios in vivo com camundongos BALB/c (Belkaid, Butcher e Sacks, 1998),

no entanto o mecanismo molecular ainda ndo esta completamente elucidado.

A secregdo de TGF-3 é induzida por varias espécies de Leishmania. A produgdo dessa
proteina esta correlacionada com o retardo na expressdo da iNOS e na atividade reduzida
das células natural killer (NK) no linfonodo (Scharton-Kersten et al., 1995). A produg¢do do
TGF-f3 portanto, inibe a agdo microbicida do macréfago e a produgdo de INF-y por parte das

células NK (Kaye e Bancroft, 1992).

Outros moduladores da resposta inflamatdria sdao afetados pela infeccdo, como a
prostaglandina E2 (PGE2), que parece ser secretada por macréfagos infectados por
Leishmania e favorece a multiplicagdo e viabilidade do parasita (Farrell e Kirkpatrick, 1987),
ou os metabdlitos do acido araquidonico, que tém sido reportados como causadores da
inibicdo na proliferagdo de macréfagos e supressdao na produgdo de TNF-a,, IL-1 e ROS (Belley

e Chadee, 1995).

Um outro mecanismo de modulacdao descoberto em Leishmania é a habilidade de
inibir a apresentacao de antigeno por parte do macrdfago a outros componentes do sistema
imune (Reiner, Ng e McMaster, 1987). Particularmente, L. (L.) donovani reprime a expressao
do gene do complexo maior de histocompatibilidade de classe Il (MHC Il) e inibe a producdo
de IFN-y (Reiner et al., 1987, 1988). Em contraste, os niveis de transcrito desse gene sdo
normais em infeccbes por L. (L.) amazonensis (Prina et al., 1993). Mesmo assim, em
infeccOes por essa espécie ocorre inibicdo da apresentacdo de antigeno atribuido ao
seqliestro no fagolisossomo dos antigenos e/ou da molécula de MHC Il (Kima et al., 1996;

Lang et al.,, 1994), evitando seu processamento. Por outro lado, amastigotas de L. (L.)
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amazonensis possuem a capacidade de internalizar e degradar as moléculas do MHC I,

conseguindo evadir a resposta do hospedeiro (De Souza Leao et al., 1995).

O estudo das vias de sinalizacdo produto da ativacdo de receptores celulares em
infeccbes por Leishmania tem adquirido muita importancia. Estudos recentes mostraram
que Leishmania tem a capacidade de interagir com receptores da familia Toll-like (TLR),
composta por diferentes proteinas capazes de induzir a ativacdo de diferentes vias de
sinalizacdo. Foi demonstrado que o sucesso de infec¢bes por L. major em modelo murino é
modulado pela interagdo com os receptores TLR 2, 4 e 9 (de Veer et al., 2003; Kropf et al.,
2004; Liese, Schleicher e Bogdan, 2007; Ribeiro-Gomes et al., 2007). O LPG parece estar
fortemente implicado na interagdo com TLR2 (de Veer et al., 2003). A interacdo com esses
receptores parece ser indispensavel para a producdo de citocinas pro-inflamatérias e

inducdo de respostas citotdxicas.

Com a ajuda das moléculas de superficie de Leishmania para ser fagocitada, o
parasita é capaz de modular miultiplas fungdes do macréfago para sua sobrevivéncia e
multiplicacdo. No entanto, vale ressaltar que os mecanismos intracelulares pelos quais os

sinais sdo comunicados ainda ndo sdo completamente conhecidos.

1.8 Proteinas com repeticoes ricas em leucina (LRR)

Uma das vias utilizadas pelo hospedeiro para a detec¢do de moléculas associadas a
patdgenos é constituida por proteinas que possuem dominios de repeticGes ricas em leucina
(LRR) associadas a receptores celulares. As LRR possuem uma grande versatilidade funcional,
mediando intera¢Ses macromoleculares muito diversas. Algumas proteinas contendo LRR
foram relacionadas a resposta contra a invasao de patégenos em plantas e em mamiferos. A
primeira estrutura tridimensional determinada para uma proteina contendo LRRs foi a da
proteina inibidora de RNase de porco. Entretanto, com as diversas funcionalidades
encontradas nos dominios LRR, pouco se sabe sobre o dobramento e o controle da

estabilidade da estrutura (Truhlar e Komives, 2008).
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Dentre as proteinas contendo LRRs estdo as proteinas Toll like e NOD (nucleotide-
binding and oligomerization domain). Os receptores Toll like estdo associados a membrana
celular, reconhecendo patégenos no ambiente fora da célula, em contraste as proteinas
NOD, que pertencem a uma familia de receptores intracelulares recentemente identificados
e denominados NLR (Nod-like receptors) (Schuster e Nelson, 2000). Tanto os receptores Toll-
like como os Nod-like estdo inclusos em um conjunto de receptores ou moléculas de
reconhecimento de padrdes (PRM: pattern recognition molecules), que podem diretamente
distinguir estruturas moleculares conservadas ou PAMPs (pathogen associated molecular
patterns) produzidos por microorganismos. Os PAMPs sdo estruturas muito conservadas e
essenciais para a sobrevivéncia microbiana como lipopolissacarideos, carboidratos,
peptidoglicanos, flagelinas, acidos nucléicos e estruturas peptidicas e lipidicas (Janeway e

Medzhitov, 2002).

Os NLR foram inicialmente encontrados em plantas, codificados por genes de
resisténcia (R). Os genes R codificam proteinas que induzem alteragGes metabdlicas,
secrecdo de moléculas antimicrobianas, morte celular localizada e gerando uma resposta de

hipersensibilidade (Dangl e Jones, 2001).

Em humanos o grupo dos NLR estd composto de uma familia de 23 proteinas
citosdlicas caracterizadas pela presen¢a dos dominios NOD e LRR (Inohara et al., 2005). Os
NLR sdo proteinas multidominios (Figura 1) compostas de um extremo amino terminal
variavel, contendo uma regido efetora que consiste em um dominio de interagdo proteina-
proteina como CARD (dominio recrutador de caspases), PYD (dominio pyrin) ou BIR (dominio
de repeticdes de inibicdo de baculovirus); na regido central possui um dominio NOD com
atividade ATPase intrinseca e critico para a ativacdo do receptor (Mathews, Sprakes e
McDermott, 2008) e na regido carboxi terminal esta localizado o dominio LRR, que esta

envolvido na detec¢do microbiana (Inohara et al., 2005).
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Figura 1. Estruturas da familia das proteinas Nod. Proteinas multidominios com um extremo amino-
terminal varidvel, uma regido central que permite a ativacdo do receptor e um extremo
carboxi-terminal capaz do reconhecimento de invasores.

Fonte: Inohara, Ogura e Nunez (2002).

Muito pouco se sabe sobre as proteinas que contem LRRs em Leishmania. No entanto
seu estudo é particularmente importante j4 que podem participar de diversas interacdes
proteina-proteina. No genoma de L. (L.) major encontram-se genes que codificam mais de
100 proteinas que contém dominios LRR, a maior parte delas com funcdo ndo conhecida
(Genest et al., 2008). Exemplos de proteinas de L. (L.) major contendo LRR ja caracterizadas
incluem o antigeno de superficie PSA2 (parasite surface antigen 2) e o componente protéico
dos proteofosfoglicanos (PPG). Tanto a proteina PSA2 como os PPG estdo presentes
ancorados na membrana plasmatica e sdo também secretados. Em ambos os antigenos, a
regido LRR parece estar relacionada a ligagdo com o receptor CR3 de macréfagos (Kedzierski
et al.,, 2004). Um outro exemplo ja caracterizado refere-se a uma proteina de L. (L.)
infantum, rica em LRRs que foi relacionada ao desenvolvimento de resisténcia a antimoénio

(Genest et al., 2008).

No cromossomo 17 de L. (L.) amazonensis foi encontrado um gene que codifica uma
proteina contendo LRRs e que é predominantemente expresso em amastigotas. Esse gene
foi denominado LaLRR17 e codifica uma proteina de 72 kDa, que apresenta 6 dominios LRR
na sua regido central e possui similaridade com a proteina NOD3 humana (Franco, 2008).
Genes homologos ao LaLRR17 foram identificados nos genomas de L. (L.) major, L. (L.)

infantum e L. (L.) braziliensis (Franco, 2008).
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Em ensaios de imunolocalizacdo, a proteina LaLRR17 foi detectada em todo o corpo
celular, enquanto que para macrdéfagos infectados com essa mesma espécie, a proteina esta
presente no amastigota e no citoplasma da célula hospedeira (Franco, 2008). Esses
resultados permitem sugerir uma funcdo dessa proteina na interacdo com a célula
hospedeira durante a fase amastigota de L. (L.) amazonensis. Com o propdsito de se avaliar
uma possivel fungdo dessa proteina na sobrevivéncia intracelular de L. (L.) amazonensis,
foram obtidas linhagens recombinantes de L. (L.) amazonensis expressoras do gene LRR de L.
(L.) major (LmLRR17). Essas linhagens mutantes resultaram ser mais infectivas em
macrdéfagos in vitro quando comparadas com a linhagem selvagem (Franco, 2008). Assim,
era possivel supor que a proteina LRR17 estaria interagindo com moléculas do macrdéfago
através dos motivos LRR e modulando a resposta celular para favorecer a sobrevivéncia do

parasita.

Quanto aos estudos para se identificar qual seria o padrao de regulacdo da expressao
da LaLRR17 no longo do ciclo do parasita, foi visto que enquanto o RNA mensageiro do gene
LaLRR17 é encontrado em maior abundancia em amastigotas (Figura 2A), em L. (L.) major
encontra-se RNA do gene LmLRR17 mais abundante em promastigotas de fase logaritmica

do que em amastigotas (Figura 2B), revelando um padrao de regulacdo distinto.

A B
kb kb
1 2 3 1 2 3
4,40 — 440 ]
L. (L.) amazonensis L. (L.) major

Figura 2. Caracterizagdo da abundancia do transcrito LRR17 em L. (L.) amazonensis e L. (L.) major.
Northern blots contendo aproximadamente 5 pug de RNA total purificado de promastigotas
de fase logaritmica (1) ou estacionaria (2) e de amastigotas de lesdo (3) de L. (L.)
amazonensis (A) ou de L. (L.) major (B). Os blots foram hibridizados com um fragmento da
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ORF do gene LalLRR17 (painéis superiores) e com um fragmento do gene que codifica a
subunidade menor do RNA ribossémico.
Fonte: Franco (2008).

A caracterizacdo da proteina LaLRR17 em L. (L.) amazonensis mostrou aspectos
relevantes que sugerem sua importancia na interacdo parasita-hospedeiro: abundancia do
RNA em amastigotas e secre¢do para o citoplasma do macroéfago (Franco, 2008). Assim, esse
trabalho visa caracterizar o gene homdélogo em L. (L.) major e contribuir ao entendimento de
mecanismos envolvidos na infectividade do parasita, considerando as caracteristicas

patoldgicas diferentes entre L. (L.) amazonensis e L. (L.) major.
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2 OBJETIVOS



Objetivos gerais:

1. Caracterizar a proteina LRR17 de L. (L.) major quanto a seu padrdo de expressao e

localizagdo.

2. Investigar o papel da proteina LRR17 na infecgdo por L. (L.) major.

Objetivos especificos:

1. Determinar o padrdo de expressao da proteina LmLRR17.

2. Caracterizar a localizagdo da proteina LmLRR17 em promastigotas e amastigotas

de L. (L.) major.

3. Obter mutantes de L. (L.) major hiperexpressores de proteina LmLRR17 e

LaLRR17.

4. Verificar se a hiperexpressdo das proteinas LRR17 em L. (L.) major é capaz de

alterar o padrao de infecgdo por este agente.
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3 MATERIAIS E METODOS



3.1 MATERIAIS

3.1.1 Organismos empregados

3.1.1.1 Bactérias

3.1.1.1.1 Escherichia coli, cepa DH5«

Células competentes da cepa DH5a (F ¢ 80d/acZ A M15 A(lacZYA-argF) U169 endAl
recAl hsdR17 (rymy") deoR thi-1 pHoA supE44 )\~ gyrA96 relAl) (Gibco-BRL) foram obtidas
segundo protocolo descrito por (Sambrook, 2001) e conservadas a -70 °C em glicerol

(concentracao final 20%).

3.1.1.2 Leishmania sp.

Foi usada a cepa de Leishmania (Leishmania) major (MHOM/IL/1981/Friedlin).

3.1.1.3 Camundongos

Camundongos BALB/c fémeas de 4 semanas provenientes do biotério de
Experimentacdo do Departamento de Parasitologia (Instituto de Ciéncias Biomédicas -
Universidade de S3do Paulo, ICB-USP) foram utilizados neste estudo. A utilizacdo dos
camundongos seguiu as normas preconizadas pela Comissdo de Etica em Experimentacdo

Animal do ICB-USP.

3.1.2 Plasmideos

Plasmideos Descricao Fonte
Vetor de clonagem que contem a
T7 P
P ORF da luciferase Luc. romega
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pCITE-2a(+) Vetor de clonagem. Novagen

Cedido por Dr.

XG1 Vetor d do.
P etor de expressao Stephen Beverley

Plasmideo de expressdao em

DNA3
pe células de mamiferos.

Invitrogen

3.1.3 Enzimas de restricdo e T4 DNA ligase

As enzimas de restricdo (New England BiolLabs (USA); Fermentas) e a T4 DNA ligase

(Invitrogen) foram empregadas segundo as especificacdes de cada um dos fabricantes.

3.2 METODOS

3.2.1 Cultivo de Leishmania sp.

Promastigotas de Leishmania sp foram cultivadas em meio 199 (Gibco-BRL) acrescidos
de HEPES 40 mM pH 7,4, adenina 0,1 mM, hemina 0,005%, soro fetal bovino (SFB) 10% e 100
ug/mL penicilina/estreptomicina) além de 2% de urina masculina filtrada e incubados a 25

°C.

3.2.2 Purificagdo de DNA gen6mico de Leishmania

Em tubos Falcon foram coletados promastigotas de 40 a 50 mL de cultura em fase
exponencial e centrifugados a 700 x g por 10min. O sedimento obtido foi lavado trés vezes
com PBS 1X sendo que antes da terceira lavagem as células foram contadas em camara de
Neubauer. O sobrenadante foi descartado e o sedimento, apds ser pesado, foi ressuspenso
em solucdo de NaCl 0,15 M (1.0 mL/g de células). Paralelamente, o tamp&o TES (Tris-HC| 150
mM pH 7,5, EDTA 50 mM pH 8,0 e SDS 1%) foi aquecido a 65 °C e a suspensdo de NaCl
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contendo as células foi aplicada gota a gota com agitacgdo leve (20 mL/g células). A seguir foi
adicionado pronase (0,2 mg/ml), incubando-se por 2h a 45 °C sob agitacdo ocasional.
Posteriormente, adicionou-se um volume de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1,v/v/v) e agitou-se a mistura lentamente durante 1h a temperatura ambiente. Os
tubos foram centrifugados a 11200 x g por 10min a 4 °C e o sobrenadante foi coletado e
transferido a um béquer. O sobrenadante foi precipitado com 0,1 volume de NaOAc 3 M pH
7,0 e dois volumes de etanol 100% gelado. O DNA genémico foi enrolado em pipeta Pasteur
e dissolvido em 2 mL de 4gua bidestilada estéril. Incubou-se o DNA com RNase (20 pg/mL) a
37 °C por 1h e adicionou-se NaCl 0,2 M, SDS 0,5% e proteinase K (50 pg/mL) mantendo a
mistura por 1h a 37 °C. Acrescentou-se um volume de fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico
(25:24:1) a mesma mistura e agitou-se lentamente durante 1h a temperatura ambiente. A
amostra foi centrifugada a 11200 x g por 10min a 4 °C e o sobrenadante foi coletado com
uma pipeta Pasteur e transferido a um béquer de 10 mL. O sobrenadante foi precipitado
com 0,1 volume de NaOAc 3 M a pH 7,0 e dois volumes de etanol 100% gelado. O DNA

obtido foi enrolado e lavado com etanol 70%, ressuspenso em agua e armazenado a 4 °C.

3.2.3 Purificagdo de DNA genbmico em pequena escala

Um método alternativo de extracdo de DNA gendmico de tripanosomatideos, baseado
no protocolo experimental de (Medina-Acosta e Cross, 1993) foi também utilizado. Foram
coletadas 1x10® células e centrifugadas a 700 x g por 10min, descartando-se o sobrenadante.
O sedimento obtido foi ressuspenso em 150 pL de TELT (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, EDTA 62,5
mM pH 9,0, LiCl 2,5 M e Triton X-100 4% (v/v)). A mistura foi incubada a temperatura
ambiente por 5min. Adicionou-se 150 pL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e
misturou-se por inversdo. Em seguida centrifugou-se a mistura a 13040 x g durante 5min e o
sobrenadante foi transferido para um tubo contendo 300 pL de etanol 100% gelado e
incubado a temperatura ambiente por 5min. Para finalizar, o extrato foi centrifugado por
18980 x g por 5min e o sobrenadante foi descartado. O sedimento seco foi ressuspenso em
50 pL de tampao TE (Tris-HCl 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM pH 8,0) com RNase a uma

concentragdo final de 0,2 mg/mL, incubado durante 1h a 37 °C e em seguida estocado a 4 °C.
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3.2.4 Extracdo de DNA plasmidial em larga escala

A extracdo de DNA plasmidial em larga escala foi realizada de acordo com as
especificacdes do kit Nucleobond® Xtra Maxi (Macherey-Nagel) partindo-se de uma coldnia
de E. coli DH5a cultivada em 3 mL de meio LB com o antibidtico apropriado e incubada a 37
°C durante toda a noite. Uma aliquota da cultura inicial diluida 1/1000 vezes foi adicionada a
meio LB com antibidtico e mantida a 37 °C por 16h em agitacdo a 300 RPM. Apds a
incubacdo, a densidade éptica (D.O) foi avaliada e a cultura foi centrifugada a 5500 x g por
10min a 4 °C. O sedimento obtido foi ressuspenso em 24 mL de tampao “RES” com RNase A
e homogeneizado vigorosamente. O mesmo volume de tampao de lise “LYS” foi adicionado a
suspensdo que foi homogeneizada por inversdo e incubada a temperatura ambiente por
5min. Paralelamente, foi equilibrada a coluna com 25 mL de tamp3o de equilibrio “EQU”. A
amostra foi adicionado 24 mL de tampdo de neutralizacdo “NEU” e homogeneizada
imediatamente por inversdo de 10 a 15 vezes. A suspensdo obtida foi transferida a coluna e
esta foi lavada com 15 mL de tampao de equilibrio “EQU”. Apds coletar todo o filtrado, o
filtro da coluna foi descartado e adicionou-se 25 mL de tampdo de lavagem “WASH” a
coluna. O DNA plasmidial foi eluido com 15 mL de tampao de eluicdo “ELU” e coletado em
tubos de centrifuga de 50 mL. O DNA plasmidial obtido foi precipitado com 10,5 mL de
isopropanol, misturado em agitador tipo vortex e mantido por 2min a temperatura
ambiente, seguido de uma centrifugacdo a 15000 x g por 30min a 4 °C. Adicionou-se 5 mL de
etanol 70% ao extrato plasmidial final, centrifugando-o a 15000 x g por 5min a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e o DNA ressuspenso em agua estéril ou tampao

MTEII .

3.2.5 Extracdo de DNA plasmidial em pequena escala

A extracdo de DNA plasmidial foi realizada com o método modificado de Birnboim e
Dolly (1979). A cultura foi submetida a centrifugacdo durante 1min a 21910 x g para
sedimentacdo das bactérias. O sobrenadante foi descartado e o sedimento obtido foi
ressuspenso em 300 plL da solugdo | (Tris-HCI 25 mM pH 8,0, EDTA 10 mM pH 8,0 e RNase

100 pg/mL) por agitacdo em vortex. A seguir, adicionou-se 600 pL da solugdo Il (NaOH 0,2 N
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e SDS 1%) e, finalmente, 450 uL de solucdo Il (KOAc 5M e acido acético glacial 11,5%). Essa
suspensdo foi misturada por inversdo e mantida em gelo por 5min para posterior
centrifugacdo a 21910 x g por 8min. O sobrenadante, que contem o DNA plasmidial, foi
transferido para um novo tubo tipo eppendorf. Ao sobrenadante foi acrescentado 750 plL de
cloroférmio:dlcool isoamilico (24:1) e misturado por inversdo. Centrifugou-se o material a
21910 x g por 2min e foi recuperada a fase aquosa e transferida para um novo tubo, no qual
foi adicionado isopropanol (2/3 do volume) para homogeneizagdo por inversdo. Incubou-se
o extrato a temperatura ambiente por 15 min para centrifuga¢do pelo mesmo tempo a
18890 x g a 4 °C. Descartou-se o sobrenadante e 700 pL de etanol 70% gelado foi
adicionado. O extrato homogeneizado foi centrifugado por 2min a 13520 x g. O
sobrenadante foi descartado e, apds o DNA secar a temperatura ambiente, foi ressuspenso

em agua bidestilada estéril e armazenado a -20 °C.

3.2.6 Eletroforese de DNA

Fragmentos de DNA foram separados em gel de agarose 0,8% em tampao TAE 0,5X
(Tris-acetato 20 mM e EDTA 0,5 mM pH 7,0) contendo brometo de etidio (0,75 pg/mL). Os
géis foram visualizados em um transiluminador ultravioleta e fotografados em Eagle Eye
(Stratagene). O marcador de 1 kb (Gibco BRL) e o fago lambda A (Gibco BRL) digerido com a

enzima Hin dlll foram usados como marcadores de peso molecular.

3.2.7 Southern Blot

3.2.7.1 Eletroforese e transferéncia de DNA genGmico

DNA gendmico purificado foi digerido com a enzima Sma | e em seguida separado em
gel de agarose 0,8%. Apds a corrida do gel foi incubado em solugdo denaturante (NaCl 1,5 M,
NaOH 0,5 M) por 20min. Posteriormente incubou-se o gel em solugdo neutralizante (Tris-HCI
1 M pH 7,4, NaCl 1,5 M) durante 20min e, finalmente, em SSC 10X (NaCl 1,5 M e
CsHsNaz07-2H,0 0,15 M). O gel foi transferido a uma membrana de nylon Hybond N* (GE
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Healthcare) em um sistema semi-seco durante toda a noite e o DNA foi fixado a 1200x100

w/cm? usando um Spectro Linker™X-1000 (Spectronics Corp).

3.2.7.2 Marcacao de sondas

A obtencdo de DNA para marcacdo radioativa foi mediante digestdo com a enzima
Spe | do vetor pXG1 para a liberacdo da ORF que codifica a Neomicina fosfotransferase
(Neo). Paralelamente, foi obtido o fragmento correspondente a ORF do gene LmLRR17 por
digestdo com Bam HI da construcdao pXG1LmLRR17. Uma vez separadas as bandas por
eletroforese, usando L.M.P agarose (Low Melting Point) (GIBCO-BRL) 0,8%, foi recuperada
cada banda esperada de DNA e coletadas em tubos tipo eppendorf. A marcacdo de sondas
foi feito com o kit de marcacdo de DNA Hexalabel™ (Fermentas®) seguindo o método
desenvolvido por Feinberg e Vogelstein (1983), na presenca de 5 pl [0*?P]-dATP (Amersham-
Pharmacia, atividade especifica de 3.000 uCi/mMol).

3.2.7.3 Hibridizacdo

Para isso, as membranas Hybond-N+ (Amersham®) foram incubadas em 10 mL de
tampado de pré-hibridagdo (formamida 50%, SSC 5X, Denhardt 5X e SDS 1%) por 2h a 42 °C.
Em seguida, 500 pg/mL de DNA de salm3o adicionada a sonda marcada foram fervidos a 100
°C por 5min e adicionados a 10 mL de tampao de pré-hibridacdo. Em uma sacola plastica,
deixou-se hibridizando a sonda com a membrana a 42 °C durante toda a noite. A membrana
foi lavada duas vezes durante 15min com uma solugao de SSC 2X e SDS 0,1% a temperatura
ambiente e, em seguida, mais duas vezes com uma solu¢do de SSC 0,5X e SDS 0.1% a 60 °C
durante 15min. Finalizadas as lavagens, a membrana foi exposta a filmes para raios X
Kodak®. O controle positivo foi realizado misturando-se 50 ng de DNA com 1 uL de solugdo
desnaturante, incubando-se a mistura por 10min a temperatura ambiente. Apds este
periodo, adicionou-se 2 plL de solugdo neutralizante. A totalidade da solugdo foi aplicada em

1 cm? da membrana de nylon Hybond N* (Amersham), secada ao ar e fixada sob luz UV.
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3.2.8 Clonagem molecular

3.2.8.1 Preparacao do vetor

Foram usados os vetores descritos previamente e enzimas empregadas para liberacdo

do inserto.

3.2.8.2 Preparacdo do inserto

Os fragmentos a serem subclonados foram isolados por eletroforese em géis de
agarose e purificados com o kit de extracdo QIAquick (QIAGEN). Apds a eletroforese das
amostras, o fragmento de interesse foi cortado e transferido a um tubo tipo eppendorf.
Adicionou-se trés volumes de tampdo “QG” para incubagcdo a 50°C por 10min,
homogeneizando vigorosamente a cada 2min. Em seguida, foi aplicado um volume de
isopropanol e a totalidade da solucdo foi transferida a uma coluna QIAquick. Essa foi
centrifugada, por 1min a 21910 x g e o filtrado foi descartado. Adicionou-se 750 uL de
tampdo “PE” para lavagem da coluna, centrifugou-se por 1min descartando-se o filtrado. A
coluna foi colocada em um tubo tipo eppendorf e o DNA aderido foi eluido com 50 uL de

agua destilada estéril e guardado a -20 °C.

3.2.8.3 Ligacdo

A reacdo de ligacdo foi realizada em tampao de ligacdo 1X (Invitrogen®) (Tris-HCI 50
mM pH 7,6, MgCl, 10 mM, ATP 1 mM, DTT 101 mM e polietilenoglicol-8000 2,5%) na
presenca de 1 U de T4 DNA ligase (Invitrogen). A reagdo foi incubada a 16 °C durante toda a
noite. Todas as ligacbes foram realizadas mantendo-se a relagdo molecular de 4:1

(inserto:vetor).

3.2.8.4 Transformacao e plagueamento

Volumes de 200 plL de células competentes foram misturados com 50 ng da ligacdo e

incubados em gelo por 20min. Em seguida incubou-se a mistura a 42 °C por 90seg para
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posterior incubacdo em gelo por 3min. Foi adicionado 800 pL de meio liquido LB as células e
estas foram incubadas por 1h a 37 °C. Transcorrido este tempo, a cultura foi plagueada em

meio LB com o antibiético apropriado e incubada a 37 °C durante 16h.

3.2.9 Western blot

3.2.9.1 Eletroforese e transferéncia protéica

Extratos protéicos totais de parasitas foram obtidos ressuspendendo-se células
lavadas trés vezes em PBS 1X, em tampdo de lise (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, SDS 2%,
fenilmetanosulfonilfluoruro (PMSF) 1 mM, benzamidina 2 mM, leupeptina 10 mM,
fenantrolina 5 mM e aprotinina 1 ug/mL) de tal forma que 3x10’ células fossem
ressuspensas em 5 pL de tampdo. As amostras foram fervidas por 3min, centrifugadas a
21910 x g durante 10min e o sobrenadante foi misturado com um volume de tampao de
amostra 2X (Tris-HCl 100 mM pH 6,8, SDS 4%, azul de bromofenol 0,2%, glicerol 20% e B-
mercaptoetanol 200 mM) para SDS-PAGE e submetidas a separacdo em SDS-PAGE 12%. As
proteinas separadas foram transferidas a membranas de nitrocelulose Hybond ECL (GE
Healthcare®) em tampdo de transferéncia (Tris-HCI 65 mM pH 7,6, glicina 194 mM, SDS
0,037% e metanol 20%) utilizando um sistema semi-seco (BIORAD). Para a transferéncia foi
usada amperagem constante correspondente a férmula: drea da membrana x 0,8 mA.cm?,
durante 75min. Apds a transferéncia, a membrana foi corada com solu¢do de Ponceau S

0,5% em acido acético 1% para evidenciar a correta transferéncia e separagao das proteinas.

3.2.9.2 Imunoblotting

Uma vez as proteinas foram transferidas a membrana, esta foi descorada
completamente com tampdo de transferéncia e lavada com TBST (Tris-HCI 10 mM pH 8,0,
NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%). Para o bloqueio, a membrana foi incubada em solugdo de
leite desnatado 5% (Nestle®) em TBST por pelo menos 1h a temperatura ambiente ou
durante toda a noite a 4 °C. Descartou-se a solucao de bloqueio e a membrana foi incubada

com o anticorpo primario diluido em uma solugao de leite desnatado 3% dissolvido em TBST
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durante 1h sob agitacdo leve. Posteriormente, a membrana foi lavada trés vezes com TBST
durante 5min e incubada com anticorpo secundario (Affinity Purified Antibody peroxidase
Labeled Goat anti-rabbit IgG (H+L); Affinity Purified Antibody peroxidase Labeled Goat anti-
mouse IgG (H+L) Human Serum Absorbed/KPL) durante 1h sob agitacdo leve. Terminada a
incubacdo, a membrana foi lavada duas vezes por 10min com TBST e uma vez com TBS (Tris-
HCl 10 mM pH 8,0 e NaCl 150 mM). Apds as lavagens, foi adicionado o substrato
quimioluminescente (SuperSinal West Pico Chemiluminiscent Substrate, Pierce), levando-se
em conta que para cada cm? da membrana foi aplicado 0,1 mL da solug3o, deixando-se
incubar por 5min no escuro. Transcorrido esse tempo, foi removido o excesso e a membrana
foi exposta por diferentes tempos a filme Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare) para posterior

revelacado e fixacao.

3.2.10 Imunofluorescéncia

Para os ensaios de localizagdo da proteina LmLRR17 ou LalLRR17 de clones
transfectados, coletaram-se 3x10° parasitas que foram lavados trés vezes com PBS 1X
durante 5min a 700 x g. O sedimento final foi ressuspenso em PBS 1X. Da suspensdo de
parasitas, foram retiradas aliquotas de 10 pL e adicionadas em cada um dos pogos de
[aminas para microscopia (24 orificios). Apds 15min, retirou-se o excesso e deixou-se secar a
temperatura ambiente. As células foram fixadas com metanol 100% por 1min. As laminas
secas foram lavadas com PBS 1X. As células fixadas foram bloqueadas e permeabilizadas com
10 pL de BSA 3% diluida em PBS 1X, Triton-X100 0,1% durante 45min em cdmara Umida. O
anticorpo primario foi diluido em uma solugdo de BSA 3% em PBS 1X, Triton-X100 0,1% para
incubacdo durante toda a noite a 4 °C em cdmara Umida. Posteriormente, as ldaminas foram
lavadas trés vezes com PBS 1X, Triton-X100 0,1% durante 5min. A seguir, foi adicionado 10
pL do conjugado Alexa Fluor 488 (goat anti-mouse IgG antibody; goat anti—rabbit 1gG (H+L)
antibody/Invitrogen) diluido em uma solugdo de BSA 3% em PBS 1X, Triton-X100 0,1% e
incubadas a temperatura ambiente em cdmara Umida durante 1h, protegidas da luz.
Transcorrido o tempo de incubacao, foram lavadas as laminas uma vez com PBS 1X, Triton-

X100 0,1% e trés vezes com PBS 1X. Adicionou-se 10 pL de DAPI (4’,6-diamidino-2-
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phenylindole, dihydrochloride, 5 pg/mL) diluido em PBS 1X, sendo incubando por 5min
protegido da luz. Finalmente, foram feitas trés lavagens com PBS 1X e montaram-se as
[daminas adicionando uma gota de Fluoromount™ (EMS) ao poc¢o ainda umido. Como
controles positivos utilizaram se soros a-L. (L.) amazonensis a um titulo de 1:150, que foram
obtidos a partir de camundongos BALB/c infectados com 1x10° promastigotas metaciclicos

de L. (L.) amazonensis.

3.2.11 Ensaios de viabilidade celular pelo teste de MTT

Com o objetivo de se estabelecer as concentragdes inibitdrias do antibidtico de
selecdo Geneticina (G418) (Invitrogen) para culturas de promastigotas de L. (L.) major
transfectadas, foi utilizado o teste de MTT em microplaca de 96 pocos descrito por Zauli-
Nascimento et al. (2010). Para isso, aproximadamente 3x10° promastigotas foram cultivadas
em placas de 96 pogos (volume final de 150 uL de meio 199) na auséncia ou na presencga das
seguintes concentracdes de G418: 0,74; 2,2; 6,6; 20 e 60 pug/mL a 25 °C por 24h. Apds o
periodo de incubagdo, foi adicionado em cada poc¢o 30 pl de MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetitiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio; USB Corporation) a 5 mg/mL. A placa foi mantida
a 25 °C por 2h e, em seguida, adicionou-se 50 ul de SDS 20% para lise celular. Os valores de
D.0. das suspensées celulares foram obtidos espectrofotometricamente medindo-se a
absorbancia a 595 nm. Os valores de D.O. foram convertidos para porcentagens de
viabilidade celular em relacdo a D.O. do grupo controle que ndo recebeu a droga. As
concentracdes de G418 necessarias para inibir as culturas em 50% e 90% (Clsg e Clgg) foram
calculadas utilizando-se o software Origin 7.5 (OriginLab Data Analysis and Graphing

Software, USA).

3.2.12 Transfeccdo de L. (L.) major

3.2.12.1 Construcoes

O fragmento de 1649 pb flanqueado com Bam HI e Sacl do pT7 contendo a ORF do

gene Luc foi extraido e inserido nos sitios BamHI e Sacl do vetor pCITE-22(+) e designado
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pCITE-Luc. Um fragmento de 1715 pb gerado pela digestdo Bam Hl e Bgl |l foi entdo inserido
no vetor pXG1, linearizado com Bam HI. A construcgdo final (pXG1-Luc), tem um tamanho de

8536 pb.

3.2.12.2 Eletroporacdo

Linhagens mutantes de L. (L.) major foram obtidos utilizando-se o protocolo de
transfeccdo de tripanosomatideos desenvolvido por Coburn e Beverley (1990).
Resumidamente, promastigotas de fase exponencial de crescimento de L. (L.) major foram
submetidas a centrifugacdo a 700 x g por 10min. Descartou-se o sobrenadante e o
sedimento obtido foi ressuspenso em 10 mL de tampao de eletroporacdo (EPB) (HEPES 21
mM pH 7,5, NaCl 137 mM, KCI 5 mM, Na,HPO4 0,7 mM e glicose 6 mM) para posterior
centrifugacdo sob as mesmas condi¢des, desprezando-se o sobrenadante. As células foram
ressuspensas em EPB a uma densidade de 10%/mL e mantidas em gelo. Em tubos tipo
eppendorf, foram misturados 400 pl da suspens3o celular (equivalente a 4x10’ células) e 50
pg das diferentes constru¢des de DNA (pXG1-LmLRR17, pXG1-LaLRR17, pXG1l-Luc e pXG1),
exceto para o grupo controle que ndo recebeu DNA. A mistura foi transferida a cubetas de
0,2 cm mantidas em gelo e a eletroporacédo realizada em voltagem de 0,45 kV (2,25 kV/cm) e
500 uF de capacitancia. Em seguida, as cubetas foram mantidas em gelo e o volume total da
cultura transfectada foi transferido a 10 mL de meio 199 sem antibidtico para ser incubadas
por 24h a 25 °C. Transcorridas 24h, a droga de selecdo foi adicionada as culturas. As células
transfectadas foram mantidas em meio liquido por aproximadamente um més, com troca de
meio a cada 4 a 7 dias e posteriormente foram plaqueadas com alca de Drigalski em meio
semi-solido (meio 199, biopterina 1,2 pug/ml, agar 1% e urina 2%) de modo que a superficie
permanecesse Umida. As placas foram vedadas para evitar desidratacdo e contaminacdo. A
selecdo de colonias foi realizada entre o quarto e décimo dia para culturas controle sem
antibidtico e apds cerca de 12 dias para células transfectadas em meio contendo o

antibiotico G418 (60 pg/ml).
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3.2.12.3 Obtencdo de clones

As col6nias de Leishmania foram coletadas e transferidas para placas de 96 pogos,
usando ponteira estéril e ressupensas em meio 199 contendo urina 2% e o antibiético de
selecdo. As culturas foram posteriormente expandidas em placas de 24 pogos. Por ultimo,

foram transferidas a garrafas de 25 cm?.

3.2.13 Inducdo da perda do epissomo

Clones transfectados com diferentes construcdes (pXG1-LmLRR17, pXG1-LaLRR17,
pXG1-Luc e pXG1) foram cultivados por até 20 passagens em meio 199 na auséncia de
antibidtico de selecdo G418 a 25°C. Apds este periodo foram realizadas diluicbes seriadas em
meio 199 na presenca e auséncia do antibiotico G418 (150 pg/mL) de cada um das linhagens
recombinantes e da cepa selvagem em placas de cultura de 96 pocos. As culturas foram
mantidas a 25 °C. O ensaio foi feito em quadruplicata e apds uma semana de incubacao foi

avaliada a viabilidade de todas as linhagens por microscopia dptica.

3.2.14 Atividade de luciferase

A atividade de luciferase foi avaliada a partir do protocolo delineado por (Roy et al.,
2000) e das instrucoes descritas pelo fabricante do kit Luciferase Assay System (Promega).
Basicamente, as células expressando o gene da luciferase foram centrifugadas a 700 x g
durante 10min para lavagem com PBS 1X. Apds duas lavagens em PBS 1X, o sedimento
obtido foi diluido 1/10 em série em tamp3o de lise (Luciferase Assay System, Promega), para
se obter 10’ até 10" parasitas. As diluicdes foram homogeneizadas em agitador tipo vortex
por 15seg e centrifugadas por 12000 x g durante 15seg a temperatura ambiente. Em
diferentes tubos BD arredondados de 5 mL (Falcon®) contendo 100 pL de substrato de
luciferase (Luciferase Assay System, Promega) mantidos em gelo, foram adicionadas
aliquotas de 20 ul do sobrenadante de cada diluicdo. As amostras foram analisadas

imediatamente em luminémetro (Luminometer Lumat LB 9507) e os valores obtidos
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expressam as unidades relativas de luz (RLU) para as rea¢des enzimaticas em cada um dos

tubos.

3.2.15 Andlise de proteinas presentes em sobrenadante de cultura de promastigotas

A andlise de proteinas foi realizada usando o kit Amicon Ultra-15 seguindo as
especificacdes do fabricante. O sobrenadante de 2x10’ promastigotas de fase logaritmica de
L. (L.) major foi aplicado dentro de cada coluna ate concentrar o volume minimo possivel

dentro da amostra para ser submetida a andlise por western blot.

3.2.16 Infecgdo de macroéfagos

3.2.16.1 Obtencdo de macréfagos a partir de mondcitos de medula dssea

Camundongos BALB/c foram sacrificados em cdmara de CO,. Os fémures de cada
animal foram retirados, conservando-se as epifises. Em ambiente estéril, os ossos foram
lavados com PBS 1X e em seguida foram cortadas cada uma das epifises. Com uma seringa
contendo 5 mL de meio R2030 (meio RPMI 1640 acrescido de 30% de sobrenadante de
cultura de células L929 e 20% de SFB) inseriu-se uma agulha de 21G na luz do canal medular
para lavagem de seu conteudo. O material foi coletado em placas de Petri plasticas e
incubado a 37 °C com 5% CO, durante 6 ou 7 dias sendo que no terceiro ou quarto dia, foi
adicionado meio fresco R2030 (5 a 6 mL). Ao final de uma semana as placas de Petri foram
incubadas em gelo por 15min e os macréfagos diferenciados foram descolados adicionando-
se 6 mL de meio R105 (meio RPMI 1640 acrescido de 10% de sobrenadante de cultura de
células L929 e 5% de SFB) gelado, por raspagem com scraper. A suspensdo contendo os
macrdéfagos foi centrifugada a 700 g por 10min a 4 °C e as células foram ressuspensas em 1

mL de meio R105 para contagem em camara de Neubauer.
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3.2.16.2 Infeccdo de macrofagos

Aproximadamente 3x10° macréfagos derivados de mondcitos de medula dssea de
camundongos (300 uL) foram adicionados em cada um dos orificios de placas de 24 pocgos
contendo uma laminula circular de 13 mm de didametro. Os macréfagos foram incubados por
24h a 37 °C com atmosfera de 5% CO, para que aderissem as laminulas. Apés este periodo
foi descartado o sobrenadante e cada poco foi lavado trés vezes com PBS 1X aquecido. Em
seguida foram adicionados promastigotas de L. (L.) major selvagem ou de clones
transfectados com diferentes construgdes (pXG1-LmLRR17, pXG1-LalLRR17, pXG1l-Luc e
pXG1) respeitando-se a propor¢do de 15 parasitas por macréfago. As culturas foram
incubadas por periodos de 16 e 72h de infecgdo a 33 °C com atmosfera de 5% CO,.
Transcorridas as primeiras 16 horas, foi retirado o meio e as laminulas foram lavadas trés
vezes com PBS 1X morno e posterior adicdo de meio R105 para infeccdes de tempos
superiores. Apds a infeccdo, as laminulas foram lavadas trés vezes com PBS 1X morno,
fixadas durante 1min com metanol 100% e coradas com o kit /nstant Prov (Newprov). As
[aminas coradas foram observadas em microscépio éptico Nikon Eclipse E200 para contagem
de células infectadas e numero de amastigotas por macréfago. O indice de infec¢do foi
calculado multiplicando-se a porcentagem de células infectadas pelo nimero médio de

amastigotas em 100 células infectadas.

3.2.16.3 Obtencdo de amastigotas a partir de culturas de macréfagos

Macrofagos de medula éssea foram infectados com L. (L.) major selvagem e com as
linhagens transfectadas obtidas com as diferentes construgbes (pXG1l-LmLRR17, pXG1-
LaLRR17, pXG1-Luc e pXG1); mantendo-se a proporcdo de 15 parasitas para cada macréfago.
Em placas de Petri, os macréfagos foram infectados durante 16 horas a 33 °C em meio R105
em atmosfera de 5% CO,. Apds este periodo o meio de cultura foi descartado. A superficie
da placa com os macrdéfagos infectados aderidos foi lavada uma vez com PBS 1X aquecido e
foi adicionado meio R105 para incubag¢do por mais 48 horas sob as mesmas condi¢Ges.

Finalizado o tempo, os macrdéfagos infectados foram lavados com PBS 1X aquecido,
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adicionando-se em seguida 5 mL de PBS 1X para sua descolagem com scraper. O conteudo
recuperado foi homogeneizado e transferido para um novo tubo para adicdo de SDS 0,01% e
submetido a 8 passagens por seringa (agulha 29G). Em seguida a solugao foi centrifugada a
64 x g por 8min a 4 °C, transferindo-se a fracdo sobrenadante que continha as formas
amastigotas para um novo tubo e centrifugando o material a 690 x g durante 10min. O
sedimento obtido foi ressuspenso em 1 mL de RPMI e os amastigotas foram contados em

cadmara de Neubauer para subseqiiente inoculagdo em camundongos BALB/c.

3.2.17 Infecgdo in vivo

3.2.17.1 Infeccdo de camundongos BALB/c

Cerca de 1x10° promastigotas ou amastigotas de L. (L.) major selvagem ou de clones
obtidos de transfeccOes, ressuspensos em 50 pL de PBS 1X foram inoculados por via
subcutanea na pata posterior esquerda (PPE) de fémeas de camundongos BALB/c (5 animais
por grupo). As espessuras da pata infectada e da pata posterior direita (PPD) ndo infectada
foram medidas semanalmente a partir da quarta semana da infeccdo. A espessura da lesdo

foi representada pela diferenca entre as medidas da PPE e PPD.

3.2.17.2 Isolamento de amastigotas de lesdo

Ap0ds o sacrificio dos animais, as lesdes foram removidas com um bisturi. O material
interno foi recuperado, raspando e cortando em pequenos pedagos. O tecido infectado
recuperado foi homogeneizado em PBS utilizando-se um homogeneizador de tecido e a
seguir foi centrifugado a 64 x g durante 8min, recuperando-se o sobrenadante que foi
submetido a 8 passagens por seringa (agulha de 25G). Em seguida a solucdo foi centrifugada
a 40 x g por 8min a 4 °C, transferindo-se a fracdo sobrenadante que continha as formas
amastigotas para um novo tubo e centrifugando o material a 700 x g durante 10min. O
sedimento obtido foi ressuspenso em 1 mL de PBS 1X e os amastigotas foram contados em

camara de Neubauer para subseqiliente extracdo de proteinas totais.
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3.2.18 Imunizagdo de camundongos BALB/c com DNA plasmidial

Aliquotas de 50 pug de DNA do vetor de expressdo em células de mamiferos (pcDNA)
contendo a ORF do gene LmLRR17 foram inoculadas em cada musculo tibial posterior de
camundongos BALB/c por via intramuscular. Foram realizadas trés imuniza¢des a cada 15

dias e o soro coletado 10 dias apds a ultima imunizacao.

3.2.18.1 Obtencdo de soro

O sangue coletado de 5 camundongos BALB/c foi incubado durante 1h a 37 °C,
seguido de 1h a 4 °C e centrifugado a 11180 x g por 10min. O sobrenadante obtido foi
transferido a um tubo novo, adicionando-se glicerol a uma proporg¢ao de 1:1 e guardado a -

20°C.

3.2.19 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad Prism, CA,
USA (one-way ANOVA e Bonferroni’s post test). O valor de P < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS



4.1 Caracterizacao da proteina LRR17 de L. (L.) major

4.1.1 Andlise da seqliéncia primaria da proteina LmLRR17

A seqiiéncia do gene LmLRR17 foi obtida no banco de dados do genoma de L. (L.)
major (LmjF17.0900). O gene LmLRR17 codifica uma proteina de 675 aminoacidos (AA) com
uma massa predita de 73212.2 Da e um PI tedrico de 5,54. A andlise da seqliéncia primaria
de aminoacidos predita mostra auséncia de sitios para adicdo de ancoras de
glicofosfatidilinositol. Também n3do foram encontradas regides de localizacdo
transmembrana. Por outro lado, na seqiiéncia de AA predita foi identificado um dominio de
repeticdes ricas em leucinas contendo 6 cépias do motivo Leucine-rich repeat, ribonuclease
inhibitor subtype (IPR003590), também denominado ¢cd00116 (LRR_RI - Leucine-rich repeats,
ribonuclease inhibitor-like subfamily). Essas repeti¢cGes estdo presentes na regido central da

proteina aproximadamente compreendida entre os AA 300 e 460.

A analise da seqiiéncia primdria quanto a presenca de sitios para protedlise permitiu
a identificacdo de varios sitios susceptiveis a clivagem por diversas enzimas (Bairoch et al.,
2005). Dentre esses, podemos ressaltar seqiiéncias que permitem clivagem por Caspase 1
(posicdo 371), por prolina-endopeptidase (posi¢cbes 253, 360, 419 e 553) e por trombina
(posicdo 110).

Na seqliéncia predita da proteina LmLRR17 nado foi encontrado peptideo sinal. Foram
encontrados na seqliéncia de AA 18 possiveis sitios de fosforilagdo em residuos de Serina, 12

de Treonina e 3 de Tirosina, como também 5 sitios preditos para O-glicosilacao.

A comparagao da seqiiéncia de AA com outras seqliéncias disponiveis em bancos de
dados, através do programa BlastP, permitiu identificar dentre as proteinas com altas
porcentagens de similaridade, as proteinas homologas de L. (L.) amazonensis (ACI66722),

L.(L.) infantum (LinJ17_V3.1000) e L. (L.) braziliensis (LbrM17_V2.0920). Seqiiéncias similares
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a proteina LmLRR17 (LmjF17.0900) também foram encontradas em T. brucei (Tb927.5.2270)
e T. cruzi (Tc00.1047053511315.30) (Tabela 1).

Tabela 1-Graus de conservagdo da proteina LRR17 de L. (L.) major (LmjF17.0900), de L. (L.)
amazonensis (ACJ66722), L. (L) infantum (LinJ17_V3.1000), L. (V.) braziliensis
(LbrM17_V2.0920), T. brucei (Tb927.5.2270) e T. cruzi (Tc00.1047053511315.30).

Identidade de AA (%) LmjF17.0900 ACJI66722 LinJ17_V3.1000 LbrM17_V2.0920 Tbh927.5.2270 Tc00.1047053511315.30

LmjF17.0900 100 92 94 78 38 40
ACI66722 100 92 79 38 40
LinJ17_v3.1000 100 78 38 39
LbrM17_V2.0920 100 38 41
Tb927.5.2270 100 55
Tc00.1047053511315.30 100

Similaridade de seqiiéncias também foi identificada com proteinas chamadas t-
complex-associated testis-expressed protein, presentes em mamiferos e com homdlogos
hipotéticos em Xenopus (Silurana) tropicalis (NCBI XP_002942200.1) (valor de E= 6e%°,
identidade 30% (121/406), similaridade 44% (175/406). Outro grupo de proteinas também
apontado como apresentando similaridade com a proteina LmjF17.0900 foram as proteinas
da familia NOD. Por exemplo, a comparacdo com a proteina da familia NLR contendo o
dominio CARD3 de Bos taurus (NCBI XP_584462.3) resulta em valor de E= 3e™®, identidade
de 33% (54/167) e similaridade de 51% (85/167).
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4.1.2 Analise do padrao de expressdo da proteina LmLRR17

Para obter anticorpos especificos que reagissem com a proteina LmLRR17 foi
desenhado um peptideo sintético, escolhido com base no alinhamento de seqiliéncias
correspondentes as proteinas LRR17 de L. (L.) major (LmjF17.0900), L. (L.) amazonensis
(ACJ66722), L. (L.) infantum (LinJ17_V3.1000) e L. (V.) braziliensis (LbrM17_V2.0920) (Figura
3).
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Figura 3. Alinhamento da seqliéncia de AA das proteinas LmLRR17 (LmjF17.0900) com as proteinas
de L. (L.) amazonensis (ACJ66722), L. (L.) infantum (LinJ17_V3.1000) e L. (V.) braziliensis
(LbrM17_V2.0920). O peptideo sintetizado correspondente aos AA 79 a 99 da seqiiéncia de
L. (L.) amazonensis, assinalada pelo quadro preto. Alinhamento obtido através do programa
BioEdit.

O anti-soro foi obtido através da imunizacdo de coelhos (soro a-LRR-N). Esse anti-
soro, quando utilizado em ensaios de immunoblotting contra extratos totais de L. (L.) major,
confirmou a presenca da proteina nativa com a massa predita de 72 kDa nas formas
promastigotas de fase logaritmica e estacionaria e em amastigotas de L. (L.) major. Foi
demonstrada maior expressao protéica na fase logaritmica, evidenciando um aumento de
1,8 vezes quando comparado a expressao na fase estaciondria. O aumento da expressdao em
parasitas de fase logaritmica foi ainda mais notavel em relacdo a expressdo em formas
amastigotas (2,3 vezes). Um soro obtido contra extrato total de Leishmania foi usado como
normalizador para a quantidade de proteina aplicada a cada canaleta (Figura 4A).

Por outro lado, foram observadas bandas de tamanho molecular superior a 72 kDa
em extratos protéicos de todas as fases, com maior abundancia na fase logaritmica. E

possivel que essa marcac¢do seja produto de uma insuficiente dissociagdo protéica levando a
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uma migracdo anormal dessas proteinas. A abundancia desses complexos correlaciona-se
com a diferenca de expressdo nos diferentes estdgios do parasita. Além disso, foi observada
uma banda com tamanho molecular aparente de aproximadamente 50 kDa nos extratos das
fases logaritmica e amastigota, com maior expressdo na fase amastigota, sugerindo que a
proteina LmLRR17 possa sofrer processamento por clivagem (Figura 4A). Por outro lado, ndo
podemos excluir que a detec¢do dessa proteina seja resultado da reatividade inespecifica do

anticorpo.

O soro pré-imune reagiu fracamente com algumas proteinas em parasitas de fase
logaritmica de L. (L.) major (Figura 4B), mas as bandas produto dessa reacdo cruzada ndo se

sobrep6em as bandas reveladas pelo soro imune.
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Figura 4. Padr3o de expressdo da proteina LRR17 em L. (L.) major. Extratos protéicos totais de 2x10’
promastigotas de fase logaritmica (L), estacionaria (S) e de amastigotas purificados de lesdo
de camundongo BALB/c (A). Os extratos protéicos foram separados em SDS-PAGE 12% e
transferidos para membranas de nitrocelulose. A membrana foi incubada com o soro a-
LRR-N (A) ou com o soro pré-imune (B) diluidos 1:2000. Como normalizador foi utilizado
soro obtido de coelho imunizado com antigeno total de Leishmania (1:3000).
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4.1.3 Secregdo em promastigotas

Com ajuda do soro a-LRR-N foi evidenciada a secre¢do da proteina LmLRR17 em
promastigotas de fase logaritmica de L. (L.) major (Figura 5). Para isso, parasitas foram
incubados por 24 horas em meio de cultura sem SFB. Ao final desse periodo, 97,3% dos
parasitas estavam moveis e, portanto, vidveis. O sobrenadante concentrado foi analisado
por immunoblotting. A banda imunoreativa com aproximadamente 72 kDa foi observada
tanto no extrato de parasitas como no sobrenadante (Figura 5), indicando que a proteina
LmLRR17 é secretada. As bandas protéicas menores presentes no extrato obtido a partir do
pellet de parasitas sdo produto do possivel processamento da proteina nativa de L. (L.) major
ou da reacdo inespecifica. A incubacdo de réplicas das membranas com soro a-GAPDH
mostrou auséncia de reatividade no sobrenadante, como esperado para uma proteina

citosdlica ndo secretada (Figura 5).
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Figura 5. Detecgdo da proteina nativa em sobrenadante de cultura de promastigotas de fase
logaritmica de L. (L.) major. Extratos protéicos totais de 2x10’ promastigotas de fase
logaritmica (1) e sobrenadante concentrado a partir do volume de cultura contendo 2x10’
parasitas de fase logaritmica (2). Os extratos protéicos foram separados em SDS-PAGE 12%
e transferidos para membranas de nitrocelulose. As membranas foram incubadas com os
soros a-LRR-N (1:2000). Como controle foi usado um soro a-GAPDH (1:3000).
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O soro a-LRR-N também foi utilizado em experimentos de imunofluorescéncia com
promastigotas ou macréfagos infectados para determinar a localizacdo subcelular da
proteina nativa em L. (L.) major. Apesar da reatividade dos soros nos ensaios de western
blot, em ensaios de imunofluorescéncia ndo se obtiveram os resultados esperados. Foi
observada uma elevada reatividade do soro pré-imune quando comparada com a
evidenciada com os soros a-LRR-N, assim ndo podiam ser usados para a determina¢ao da

localizagdo subcelular (dados ndo apresentados).

4.2 Estudo funcional da proteina LRR17 em L. (L.) major

A andlise funcional das proteinas LmLRR17 e LaLRR17 foi realizada mediante o estudo
do fendtipo apresentado em linhagens recombinantes de L. (L.) major, hiperexpressoras da
cOpia nativa LmLRR17 e expressoras do gene LaLRR17. Foi utilizado o vetor de expressao
pXG1 para a obtencdo de linhagens recombinantes de Leishmania. Esse vetor pXG1 contem
um gene de resisténcia a G418 flanqueado por regides 5’ e 3° UTRs do gene dehidrofolato
redutase timidilato sintase (DHFRTS) de L. (L.) major e possui também um sitio de clonagem
flanqueado por uma regido 5'UTR que permite a maturacdo do mRNA. Como controle

experimental foi também obtida uma linhagem de L. (L.) major expressando luciferase (Luc).

4.2.1 Obtencdo de linhagens de L. (L.) major expressores de luciferase

Construiu-se um plasmideo controle contendo o gene da luciferase. A fase aberta de
leitura do gene que codifica a luciferase de Photinus pyralis tem 1700 pb e foi isolada do
plasmideo pT7 (Promega) a partir da digestdo com as enzimas de restricdo Bam Hl e Sac|. O
fragmento obtido foi purificado e clonado no vetor pCITE-2a(+) igualmente digerido com as

mesmas enzimas para sua posterior ligacdo, obtendo uma construgdo [pCITE-2a(+) Luc]. Em
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seguida foi digerida essa Ultima construgdo com as enzimas Bam HI e Bg/ ll, para permitir a
liberacdo da ORF do gene Luc mais uma pequena seqiéncia do plasmideo de clonagem, que
permitiu a inser¢cdo no vetor pXG1 tanto no sitio 5° como no 3" com a enzima Bam HI.

Obteve-se uma construcdo final de 8500 pb chamada pXG1-Luc (Figura 6).
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Figura 6. Esquema representativo da construcdo pXG1-Luc. O gene Neomicina fosfotransferase (Neo)
presente no vetor foi usado como marcador de selegdo. Regides 5" e 3" UTR do gene DHFR-
TS sao representados pelas caixas verdes. Sitios de restricdo sdo indicados pelas letras: E,
EcoRl, S, Spel, C, Sacl, B, Bam Hle M, Sma .

Promastigotas de L. (L.) major foram entdo transfectados com a construgdo pXG1-Luc
e selecionadas em concentracdes de 60 pug/ml de G418, correspondente ao ICqg do parasita.
As culturas controle, transfectadas na auséncia de DNA, foi adicionado o antibidtico e, apds
uma semana, observou-se a morte dos parasitas que resistiram ao choque elétrico,
confirmando dessa maneira que L. (L.) major ndo possui resisténcia ao antibidtico de

selecdo.

Por outro lado, as células que foram transfectadas com o plasmideo resistiram a
adicdo de G418. Aproximadamente um més apds a transfec¢ao, foram plaqueadas as células
para a obtencdo de clones e da mesma forma, observou-se que o controle ndo prosperou
em meio semi-solido com antibidtico. Clones resultantes das transfec¢des com a construcao
pXG1l-Luc foram expandidos em meio liquido e apresentaram morfologia normal e
mobilidade celular caracteristica de Leishmania. De duas transfec¢bes individuais, foram
entdo obtidos clones de L. (L.) major contendo o gene Luc que foram chamados de Lmj[pXG1

Luc].
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4.2.2 Obtencdo de linhagens de L. (L.) major hiperexpressores do gene LmLRR17 ou

expressores do gene LaLRR17

As construcdes contendo a ORF que codifica as proteinas LRR de L. (L.) major (Figura
7A) e L. (L.) amazonensis (Figura 7B) se encontravam disponiveis no nosso laboratério. Essas
construcdes foram feitas amplificando-se a ORF dos genes nativos LmLRR17 e LaLRR17 com
oligonucleotideos complementares ao inicio da ORF, que continham sitios para as enzimas
de restricdo Hind 1ll e Bam HI e oligonucleotideos complementares ao final da ORF, que
foram desenhados para excluir o cddon de terminacdo e continham um sitio para Hin dlll. Os
fragmentos de aproximadamente 2028 pb em L. (L.) major e 2016 pb em L. (L.) amazonensis
foram amplificados a partir do DNA genomico, digeridos com Hin dlll e clonados no vetor
pBS contendo a seqiéncia codificadora do epitopo viral myc. O propésito de se utilizar a
sequéncia codificadora do epitopo viral myc é permitir a diferenciacdo entre a proteina
nativa e a proteina exdgena expressa pelo epissomo. Dessa maneira foram obtidas as
construcbes pBS[LmLRR17 myc] e pBS[LaLRR17 myc] que posteriormente foram digeridas
com Bam HlI, purificando-se os fragmentos [LmLRR17 myc] e [LaLRR17 myc]. Os fragmentos
purificados contendo as duas diferentes ORFs foram clonados no vetor de transfec¢do pXG1,
obtendo-se construgdes finais nomeadas [pXG1 LmLRR17 myc] (Figura 7A) e [pXG1 LaLRR17
myc] (Figura 7B).
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Figura 7. Esquema representativo das constru¢des usadas para a obten¢do de clones recombinantes
usando o vetor de transfec¢do pXG1l. As linhas pontilhadas representam as sondas que
foram usadas para a confirmagdo de clones recombinantes. Regides 5" e 3" UTR do gene
DHFR-TS estdo representados pelas caixas verdes. Sitios de restricdo sdo indicados pelas
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letras: E, Eco RI, S, Spe |, C, Sac |, B, Bam HI, G, Bgl/ ll, M, Sma |. A caixa quadriculada
representa a seqiéncia que codifica o epitopo viral myc. Construgdo pXG1 LmLRR17 myc
(A). Construcdo pXG1 LaLRR17 myc (B).

Promastigotas de L. (L.) major transfectados com as diferentes constru¢cbes e com o
vetor vazio foram selecionados a uma concentracdo de 60 pg/ml de G418. De duas
transfeccdes diferentes foram entdo obtidos clones de L. (L.) major contendo o epissomo
qgue foram chamados de Lmj[pXG1l LmLRR17 myc]l, Lmj[pXG1l LmLRR17 myc]2, como
também, clones de L. (L.) major contendo o gene LaLRR17 que foram chamados de Lmj[pXG1
LalRR17 mycl]l e Lmj[pXG1l LalRR17 myc]2. Nas préximas secdes essas linhagens
transfectadas serdo denominadas Lm[Lm]1, Lm[Lm]2, Lm[La]1, Lm[La]2, respectivamente. As
linhagens controle transfectadas serdo chamadas Lm[pX] (contendo o plasmideo vazio) e

Lm[Luc] (contendo o gene luc).

4.2.3 Caracterizagao das linhagens Lm[Lm], Lm[La] e Lm[Luc]

O desenvolvimento de cada uma das linhagens obtidas foi avaliado mediante curvas
de crescimento por 7 dias. Todas as linhagens transfectadas apresentaram curvas de
crescimento muito semelhantes a da linhagem selvagem Os clones Lm[Lm]1, Lm[Lm]2,
Lm[Lal]l e Lm[La]2 apresentaram um crescimento discretamente mais lento quando
comparado as linhagens Lm[pX] e Lm[Luc]. Contudo, a cepa selvagem apresentou um
comportamento muito similar aquele verificado para as linhagens expressoras das proteinas

LmLRR17 e LaLRR17 (Figura 8).
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Figura 8. Curva de crescimento de L. (L.) major e de linhagens transfectadas. As culturas foram
iniciadas a uma densidade de 1x10° parasitas por mL. O resultado foi obtido em triplicata e
seguido em camera de Neubauer. As barras representam o desvio padrao.

Foram realizados ensaios de southern blot utilizando DNA genémico das linhagens
recombinantes Lm[Lm]1, Lm[Lm]2, Lm[La]ll, Lm[La]2, Lm[Luc] e Lm[pX] e da cepa L. (L.)
major digeridos com a enzima Sma |, hibridizados com 2 sondas diferentes. Trés diferentes
controles, a cepa selvagem L. (L.) major, a linhagem recombinante Lm[Luc] e por ultimo, a
linhagem recombinante transfectada com o vetor vazio Lm[pX], foram utilizados.
Inicialmente, as linhagens recombinantes foram mantidas a uma concentracdo de 60 pg/ml
de G418. Usou-se como sonda um fragmento do gene da neomicina fosfotransferase (Neo)
(Sonda NEO) que corresponde a 0.9 kb obtida da digestdo com a enzima Spe | do plasmideo

de expressdo pXG1 (Figura 7A).

Os DNAs gendmicos de cada clone foram hibridizados com a Sonda NEO, o que
revelou a presenca da banda de aproximadamente 6.5 kb nos clones Lm[Lm]1, Lm[Lm]2,

Lm[Lall, Lm[La]2 e Lm[pX] e uma banda de 8.5 kb no clone Lm[Luc]. Essa diferenca de
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tamanhos das bandas é produto da liberagdo do inserto tanto de LmLRR17 como do LaLRR17
ja que dentro da seqiiéncia do myc existe um sitio de restricdo para a enzima Sma |. Nao foi
observada nenhuma hibridizacdo na canaleta contendo DNA gendmico digerido da cepa
selvagem, confirmando mais uma vez que L. (L.) major ndo possui resisténcia a G418 (Figura

9).

B

Figura 9. Caracterizagdo genémica dos transfectantes por southern blot usando a Sonda NEO. DNA
genomico purificado de clones de Lm[Lm]1l (1), Lm[Lm]2 (2), Lm[La]l (3), Lm[La]2 (4),
Lm[Luc] (5), Lm[pX] (6) e L. (L.) major (7) foram digeridos com Sma | e separados por
eletroforese em gel de agarose. Os blots resultantes foram hibridizados com a Sonda NEO.
Clones mantidos a uma concentracdo final de G418 de 60 pg/ml.

Um clone de cada construgao foi entdo escolhido para andlise detalhada apds cultivo
aumentando-se a concentracdo de G418 de 60 pg/ml a 150 pug/ml. Da mesma forma, foram
hibridizados os DNAs genomicos digeridos dos clones Lm[Lm]1, Lm[La]1, Lm[Luc] e L. (L.)
major com a Sonda NEO. A banda de aproximadamente 6,8 kb foi evidenciada como
esperado (Figura 10A) e confirmando o resultado da figura 9. No entanto, observou-se a
presenca de uma banda de tamanho ndo esperado com aproximadamente 2.6 kb nos clones
Lm[Lm]1, Lm[La]1 e Lm[Luc] hibridizados com a Sonda NEO (Figura 10A), o que poderia ser
explicado por uma digestdo parcial ou por uma possivel integracdo do epissomo ou

fragmentos deste no genoma de L. (L.) major.

Por outro lado, foi usada a Sonda LmLRR17 (Figura 7A) para evidenciar o inserto
correspondente ao gene LmLRR17. Observou-se a presengca da cdpia gendmica
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correspondendo a banda de 8 kb em todas as linhagens testadas e a presenca do inserto de
aproximadamente 2 kb. A presenca de uma banda adicional com aproximadamente 2,8 kb

pode representar a digestdo parcial do epissomo nos clones Lm[Lm]1 e Lm[La]1 (Figura 10B).
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Figura 10. Caracterizagcdo genémica dos transfectantes. Southern blot contendo DNA gendmico de
clones de Lm[Lm]1 (1), Lm[La]l (2), Lm[Luc] (3) e L. (L.) major (4), digeridos com Sma |. Blot
hibridizado com a Sonda NEO (A) e a Sonda LmLRR17 (B). Clones mantidos a uma
concentragdo final de geneticina de 150 pg/ml. O painel superior em B mostra uma
exposicao mais longa da mesma hibridiza¢ado.

A hibridizacdo com a sonda confirmou a presenca do epissomo nas linhagens obtidas
de Lm[Lm]1, Lm[La]l, Lm[Luc] e Lm[pX]. Com a possibilidade de ter integracdo no
cromossomo, tentou-se “curar” essas linhagens (permitir a eliminagdo do epissomo),
mantendo cada clone em cultura continua sem droga de selegdo por aproximadamente 25
repiques consecutivos. Essas culturas foram entdo submetidas a diluicbes seriadas e
cultivadas em presenga e auséncia de G418. A avaliacdo de viabilidade apds a adi¢do do
antibiético demonstrou que os diferentes clones recombinantes mantiveram se resistentes a
G418, com excecdo do clone Lm[Luc] e da cepa selvagem. Com base nesses resultados,
parece provavel que tenha havido insercdo do epissomo no genoma de Leishmania,
incluindo as linhagens transfectadas apenas com o plasmideo vazio, sugerindo que a

integracao seja favorecida pelo esqueleto do plasmideo e ndo pelo inserto LRR17.
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4.2.4 Caracterizagao das linhagens recombinantes Lm[Luc], Lm[Lm] e Lm][La]

A avaliacdo da expressdo da luciferase do clone Lm[Luc] foi feita mediante ensaios de
atividade enzimdtica. A atividade enzimatica de luciferase é baseada na oxidacdo da
luciferina catalisada pela enzima luciferase, produzindo oxiluciferina que emite luz e pode
ser quantificada em lumindmetro, de forma sensivel e rapida. Clones Lmj[pXG1 Luc] foram
submetidos a diluicBes seriadas e observou-se uma excelente correlacdo de atividade e
numero de células. Foi detectada alta sensibilidade no ensaio, permitindo a deteccdo da a

atividade de uma Unica célula (6,67 unidades relativas de luz (URL)) (Figura 11).
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Figura 11. Atividade de luciferase do clone Lm[Luc]. Extratos obtidos a partir de um ndmero
conhecido de promastigotas foram ensaiados e a luz emitida foi medida por 45
segundos/amostra. Os dados foram obtidos a partir de uma curva feita com amostras em
triplicata. As barras representam os desvios padrdo.

A expressdo da proteina LRR17 nas linhagens recombinantes Lm[Lm]1 e Lm[La]1 foi
evidenciada através de reatividade tanto com o anticorpo produzido contra o peptideo

derivado da regido amino-terminal como com anticorpos que reconhecem o epitopo myc.
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Para confirmar a expressdao das proteinas LRR expressas a partir do epissomo foram
usados anticorpos a-myc contra extratos protéicos das linhagens recombinantes e da cepa
selvagem. Extratos protéicos da linhagem selvagem ndo reagiram com oa-myc, como
esperado e a proteina nativa de 72 kDa foi detectada apenas quando se utilizou o soro a-
LRR-N (Figura 12A). Em extratos das linhagens Lm[Lm]1 (Figura 12B) e Lm[La]1 (Figura 12C),
a incubacdo com anticorpos a-myc evidenciou a presenca de uma banda com tamanho
superior a 72 kDa, com aproximadamente 75 kDa. Esse achado estd de acordo com o
tamanho predito para a proteina de fusdo expressa a partir do epissomo. Os mesmos
extratos, quando incubados com o soro a-LRR-N, mostraram a presenca da proteina nativa
de 72 kDa, majoritaria e de uma banda de menor intensidade, correspondente a proteina de
aproximadamente 75 kDa. Os dois produtos protéicos encontram-se em maior abundancia
em parasitas de fase logaritmica, como pode ser atestado pela reatividade com o anticorpo
normalizador a-GAPDH. Esses resultados foram confirmados pelo ensaio de um segundo
clone de cada linhagem mutante (dados ndo mostrados). Dessa forma, ficou demonstrado
qgue as linhagens transfectadas expressam a proteina de fusdo com o epitopo myc. A
abundancia da proteina de fusdo é menor do que a da proteina nativa e,

surpreendentemente, segue o padrao de regulacdo do gene enddgeno.

A localizagdo subcelular das proteinas recombinantes nos clones transfectados foi
analisada por imunofluorescéncia usando anticorpos a-myc. Nao foram vistos parasitas
fluorescentes na incubagdo de anticorpos a-myc contra L. (L.) major (Figura 13A), mostrando
a alta especificidade do anticorpo. Foi possivel observar uma marcacao difusa no citoplasma
e auséncia de marcacdo do flagelo nos clones Lm[Lm]1 (Figura 13B) e Lm[La]1 (Figura 13C).

Soros a-tubulina foram usados como controle do experimento (Figura 13D).
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Figura 12. Caracterizagdo das linhagens Lm[Lm]1 e Lm[La]1. Soros a-myc (1:1000) e o-LRR-N (1:2000)
contra extratos protéicos de fase logaritmica (L) e estaciondria (S) de L. (L.) major (A),
linhagem Lm[Lm]1 (B) e Lm[La]l (C). Foram usados anticorpos a-GAPDH (1:3000) como
normalizador. Os extratos protéicos de linhagens transfectadas foram obtidos a
partir de culturas mantidas com 150 pug/ml de G418.
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Figura 13. Caracterizacdo das linhagens Lm[Lm]1 e Lm[La]1l. Rea¢bes de imunofluorescéncia

com soro a-myc (1:150) contra promastigotas de quinto dia de cultura de L. (L.)
major (A), linhagem Lm[Lm]1 (B), Lm[La]1l (C) e soro a-tubulina (1:80) contra L. (L.)
major (D).
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Os anticorpos a-myc também foram usados para estudar a localizagdo das proteinas
recombinantes em ensaios de infeccdo de macréfagos com as linhagens Lm[Lm]1 e Lm[La]1.
A cepa selvagem foi usada como controle negativo sendo que ndo se observou fluorescéncia
tanto no parasita como na célula hospedeira (Figura 14A). A proteina recombinante n3o foi
detectada em amastigotas das linhagens Lm[Lm]1 (Figura 14B) e Lm[La]1 (Figura 14C), ou no
citoplasma da célula hospedeira. Foram usados soros a-Leishmania como controle do
experimento (Figura 14D).

Esses resultados foram confirmados quando se realizaram reacbes de
imunofluorescéncia em macréfagos apds diferentes tempos de infeccdo. Formas
promastigotas fluorescentes da linhagem Lm[Lm]1 foram encontradas aderidas ou sendo
fagocitadas pelo macréfago em infecgdes de 2 horas (Figura 15A). Em tempos superiores de
infeccdo a proteina LmLRR-myc nao foi detectada pelos anticorpos a-myc (Figura 15C). Esses
resultados sugerem que a proteina LRR encontra-se ausente ou em quantidades nao

detectaveis nas formas amastigotas em L. (L.) major.

4.2.5 Infectividade das linhagens recombinantes Lm[Lm] e Lm[La] in vitro

Foram realizadas infeccbes de macrofagos extraidos de medula dssea de
camundongos BALB/c com a cepa selvagem e com as linhagens transfectadas obtidas. A
capacidade de invasdo dos parasitas foi avaliada apds 16 h de infec¢dao. Foram usados como
controles as linhagens selvagem e Lm[Luc]. Altas porcentagens de infeccdo foram

observadas em todas as linhagens testadas (Figura 16A).
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Figura 14. Caracterizacdo das linhagens Lm[Lm]1 e Lm[La]1l em infecc¢Bes in vitro. Macrofagos foram
infectados com promastigotas de L. (L.) major (A) e (D), linhagem Lm[Lm]1 (B), Lm[La]1 (C).
Apods 72h, as células foram fixadas e ensaiadas com soro a-myc (1:150) (A-C) ou soro o-
Leishmania (1:800) (D).
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Figura 15. Expressdo diferencial da proteina recombinante da linhagem Lm[Lm]1 em infecgGes in
vitro usando soros a-myc (1:150). Infec¢Bes de 2 horas (A) e 16 horas (B).

Apds 72h de infecgdo (Figura 16B) foi observada redugdo na porcentagem de células
parasitadas em comparacdo com as infeccbes obtidas apds 16h, indicando que parte
consideravel dos parasitas fagocitados ou aderidos aos macréfagos nos tempos curtos de
infeccdo ndo sobreviveram. A avaliacdo comparativa das infec¢ées apds 72h mostrou, em 3
experimentos independentes, realizados em quadruplicata, que a sobrevivéncia do
transfectante Lm[Luc] foi discretamente reduzida em relagdo a linhagem selvagem (redugdo

de 3 a 16 % em experimentos independentes, resultados ndo apresentados).

Observamos ainda aumento significativo na porcentagem de células infectadas com o
clone expressando a proteina heteréloga Lm[La]l, tanto em relagdo a cepa selvagem (14%,
P<0.05) como em relagdo ao controle transfectado Lm[Luc] (25.8%, P<0.001). Por outro lado,
observamos que a linhagem hiperexpressora da proteina homdloga Lm[Lm]1, mostrou uma
reducdo na porcentagem de células infectadas apds 72h, em comparagdo com a linhagem

selvagem e com a linhagem Lm[Luc] (26.5%, P<0.001 e 14.7%, P<0.05, respectivamente).



A avaliacdo do numero de parasitas intracelulares apds 72h de infeccdo mostrou um
predominio de células com maior nimero de parasitas nas infeccbes com a linhagem
Lm([Lall, em relacdo aos controles, evidenciada pela maior porcentagem de células contendo
de 3 a 9 parasitas. Por outro lado, efeito inverso foi observado com a linhagem Lm[Lm]1 que
resultou em maior porcentagem de células com 1 a 2 amastigotas (Figura 16C). A conversdo
dos dois parametros anteriores (porcentagem de células infectadas e nimero de parasitas
por célula infectada) em indice de infeccdo permite evidenciar que as linhagens
transfectadas Lm[Lm]1 e Lm[La]l apresentaram comportamentos opostos, sendo observado
um aumento de viruléncia para a linhagem expressora da proteina heteréloga e diminuicado

de infectividade para a linhagem Lm[Lm]1 (Figura 16D).

Decidimos entdo confirmar esses resultados utilizando um segundo clone de cada
linhagem transfectada (Figura 17A) (obtidos de experimentos de transfeccdo
independentes). Como haviamos observado uma reducdo de infectividade na linhagem
Lm[Luc], decidimos utilizar como controle transfectado um clone portando o plasmideo
vazio, Lm[pX]. A figura 17 mostra os resultados de um experimento realizado em
guadruplicata utilizando os clones Lm[pX], Lm[Lm]2 e Lm[La]2 e a cepa selvagem. O
comportamento do clone hiperexpressor da proteina heteréloga Lm[La]2 foi idéntico ao
observado com o primeiro clone (Figuras 16B e 17B), com aumento na porcentagem de
células infectadas, aumento no nimero de amastigotas por célula e no indice de infeccao,

também observados em 3 experimentos independentes.

O clone Lm[Lm]2, entretanto, apresentou um comportamento diverso do observado
anteriormente. Em 3 experimentos realizados com essa linhagem observamos variabilidade
nos resultados, sendo que a porcentagem de infeccdo apds 72h foi por vezes igual e por
vezes inferior a observada para a linhagem selvagem e para o controle Lm[pX]. Os resultados
de um desses experimentos sdo apresentados na figura 17. Assim, pudemos confirmar que a
expressdo da proteina LaLRR17 em L. (L.) major resulta em aumento de infectividade para
macrofagos. A hiperexpressao da proteina homéloga LmLRR17 ndo tem esse efeito e é

responsavel por um fenétipo inalterado ou talvez até por reducao na viruléncia.
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4.2.6 Analise das linhagens transfectadas em infecg¢bes in vivo

As linhagens recombinantes Lm[Lm]1 e Lmi[lLa]l foram usadas para infectar
camundongos BALB/c. Estas infec¢des foram comparadas com grupos de camundongos
infectados com a linhagem selvagem e com as linhagens recombinantes Lm[Luc] e Lm[pX].
Formas promastigotas de fase estacionaria e formas amastigotas derivadas de infeccdo in
vitro de cada linhagem foram usadas em experimentos individuais e as medidas das patas
foram feitas semanalmente a partir da quinta semana apds a infeccdo por 15 semanas. Nao
foram observadas lesGes em camundongos infectados tanto com promastigotas de fase
estaciondria (Figura 18A) como com amastigotas (Figura 18B) das diferentes linhagens

estudadas.
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Figura 16. Andlise da cepa selvagem e das linhagens recombinantes Lm[Lm]1, Lm[La]l e Lm[Luc] em
infecgdes in vitro. Promastigotas de fase estacionaria (em uma proporgao de 15 parasitas
por macréfago), foram utilizados para infectar macrofagos. Sdo mostradas as porcentagens
de células infectadas apds 16 horas (A), 72 horas (B), analises do nimero de amastigotas
por célula apds 72 horas de infecgdo (C) e indice de infecgdo (D). Os dados representam a
média e o desvio padrdo de quadruplicatas em um experimento representativo de 3
experimentos independentes.
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Figura 17. Andlise da cepa selvagem e das linhagens recombinantes Lm[Lm]2, Lm[La]2 e Lm[pX] em
infecgdes in vitro. Promastigotas de fase estacionaria em infec¢Ges por 16 horas (A), 72
horas (B) e analises do nimero de amastigotas por célula apds de 72 horas de infecgdo (C) e
indice de infeccdo (D). Dados obtidos um ensaio feito em triplicata, utilizando-se a
proporgao de 15 parasitas por macréfago para cada infecgao.
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Figura 18. Andlise da cepa selvagem e das linhagens transfectadas em infec¢es in vivo. Grupos de
cinco camundongos BALB/c foram infectados com 1x10’ promastigotas de fase estacionaria
da cepa selvagem e dos clones Lm[Lm]1, Lm[La]l e Lm[Luc] (A). Grupos de 5 camundongos
BALB/c foram infectados com 1x10° amastigotas da cepa selvagem e dos clones Lm[Lm]1,
Lm[La]l e Lm[Luc] (B). As infec¢cdes foram feitas na pata posterior esquerda. As medidas
representam a diferenca entre a medida da pata posterior esquerda e a posterior direita a
partir da quinta semana apds a infecgao.
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5 DISCUSSAO



5.1 Caracterizacdo do padrao de expressao da proteina LmLRR17

Durante as diferentes fases do ciclo de vida de L. (L.) major, a proteina LmLRR17, com
uma massa molecular de 72 kDa, foi predominantemente reconhecida. Assim mesmo, foi
reconhecida também uma proteina de 50 kDa em estagios replicativos. Experimentos
posteriores realizados utilizando linhagens recombinantes nas quais a proteina LmLRR17 foi
expressa em fusdo com o epitopo viral myc na extremidade carboxi-terminal confirmaram a
presenca da proteina de 72 kDa mas ndo revelaram a banda de 50 kDa. Estes resultados em
conjunto indicam que a proteina de 50 kDa poderia ser produto de uma clivagem da
proteina nativa, gerando um polipeptideo contendo o seu extremo amino-terminal. Esse
processamento poderia ser produto da clivagem por Caspase 1 no AA numero 387,
evidenciando uma banda contendo o extremo amino-terminal da proteina LmLRR17. O
tamanho molecular predito é de aproximadamente 43 kDa, embora a banda evidenciada
seja maior. A diferenca do tamanho predito com o experimental pode ser conseqiiéncia das
modificaces que possa ter a proteina, seja por fosforilagdo ou glicosilagcdo. Entretanto, ndo

podemos excluir que a banda de 50 kDa represente reatividade inespecifica do anticorpo.

Embora a proteina LmLRR17 seja expressa ao longo de todo o ciclo de vida, apresenta
uma expressao regulada, mostrando maior abundancia na fase logaritmica do que na fase
estaciondria e em amastigotas. Esse padrdo de expressdo protéica é compativel com a
abundancia de transcritos previamente descrita para o gene LmLRR17. Como se sabe, a vasta
maioria dos genes de Leishmania sao constitutivamente transcritos em todos os estagios do
ciclo e os genes com expressao diferenciada, representam uma minoria dentro do genoma

de Leishmania (Cohen-Freue et al., 2007).

E bem sabido também, que a maioria dos genes de Leishmania s3o regulados a nivel
pos-transcricional (Clayton e Shapira, 2007). Mesmo que se saiba que processos de trans
splicing e poliadenilacdo regulam a abundancia do transcrito processado, as maiores
modificacGes acontecem em nivel pds-transcricional e pds-traducional. Dentre essas ultimas,
podem se destacar a fosforilagdo, glicosilagdo, lipidagdo para estabilizacdo ou ativacao

protéica na espécie Leishmania (Acestor et al., 2002; Ivens et al., 2005). Em estudos
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comparativos feitos em géis bidimensionais com extratos protéicos de diferentes espécies
de Leishmania, observaram-se diferengas nos perfis protedmicos, sendo essas diferencas
possivelmente responsdveis pelas patologias associadas a cada um desses agentes
infecciosos (Acestor et al., 2002; Brobey et al., 2006; El-Sayed et al., 2005; Leifso et al.,
2007). Apesar de que varias dessas modificacGes pds-traducionais foram preditas in silico

para a proteina LmLRR17, ndo é possivel afirmar que as mesmas ocorram na proteina nativa.

Tem se demonstrado que proteinas ortélogas a LmLRR17, possuem um padrdo de
expressao diferente. Resultados prévios comprovaram que, apesar da alta porcentagem de
identidade com o gene LmLRR17, o gene LRR17 de L. (L.) amazonensis apresenta um padrado
de expressdao muito diferente, sendo o seu transcrito mais abundante em amastigotas
(Franco, 2008). Essa regulacdo diferencial vista nos genes LRR de L. (L.) major e L. (L.)
amazonensis, pode ser produto de diferencas nas seqiiéncias que apresentam a menor

identidade entre esses genes, neste caso as regides 3'"UTR (86% de identidade).

A relevancia das regides 3" UTR na regulacdo génica de tripanossomatideos esta
bastante bem documentada. A andlise de genes expressos exclusivamente no estagio
intracelular de Leishmania tem sido bastante usada no entendimento de mecanismos
regulatdrios tanto do transcrito quanto da proteina. Um dos genes usados para o estudo da
regulacdo estagio especifica é o gene que codifica uma proteina conhecida como amastina,
considerada um fator de viruléncia em amastigotas de Leishmania spp. (Teixeira et al.,
1994). Foi visto em linhagens recombinantes, usando a luciferase como gene repdrter
clonada a montante da regido 3" UTR do transcrito da amastina, que esta ndo esta envolvida
nem na estabilidade nem na abundancia do transcrito (Teixeira et al., 1994). Porém, esses
resultados sdo controversos, ja que Boucher et al., (2002) mostraram que essas seqiéncias
podem estar envolvidas na estabilidade do transcrito e apresentar fungdes fundamentais no
processo de traducdo, especificamente associados a estagios intracelulares. Outros genes
com regulacdo diferencial associados a estagios infectivos do parasita tém sido estudados

(Coulson e Smith, 1990; Flinn e Smith, 1992; Uliana et al., 1999).

Em T. brucei existem sequiéncias repetitivas denominadas ARES na regido 3" UTR do

gene que codifica a fosfoglicerato quinase (PGKB). Essas seqliéncias desestabilizam o
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transcrito nas formas sanguineas, mas nao nas formas replicativas do parasita (Quijada et al.,
2002). Também foi visto que elementos 16 mer e 26 mer na regido 3" UTR de outras
proteinas desse parasita (as prociclinas, EP), contribuem a estabilidade e eficiéncia de

traducdo (Furger et al., 1997).

Especificamente em L. (L.) major, tem sido descritos outros genes com regulacdo
diferencial. Por exemplo, nucleases que tem uma funcdo central no transporte e
metabolismo de purinas que é critico para a sobrevivéncia da forma intracelular do parasita
(Farajnia et al., 2004; Kar et al., 2000). Considerando a versatilidade funcional que parecem
ter as regides 3° UTR, essas seqliéncias merecem ser investigadas mais profundamente para
uma melhor compreensao de processos biolédgicos cruciais como a regulacdo da expressao

génica e protéica nestes parasitas.

De maneira geral, as analises de transcriptomas vem dando suporte as pesquisas
sobre a expressdo diferencial das moléculas que poderiam estar envolvidas em func¢des
bioldgicas especificas dos diferentes estagios do parasita (Brobey et al., 2006). No entanto,
devido ao fato ja mencionado de que a regulacdo da expressdo parece ser
predominantemente pds-transcricional, como é o caso da LmLRR17, os estudos de expressdo
ao nivel protéico poderiam ser mais Uteis nestes organismos (El Fakhry, Ouellette e

Papadopoulou, 2002).

5.2 Localizacao da proteina LmLRR17

Com o objetivo de deduzir a possivel fungdo da proteina LmLRR17 de L. (L.) major, foi
investigada primeiramente a sua possivel secre¢ao para o meio extracelular e a sua possivel
localizagdo no interior da célula. Para isso, foi analisada a presenga da proteina em
sobrenadantes de meio de cultura e em extratos totais de formas promastigotas de L. (L.)
major. Foi evidenciada a abundante secre¢dao da LmLRR17 em meio de cultura proveniente
de culturas de fases logaritmica. A evidéncia de uma Unica banda secretada e com igual

tamanho (72 kDa) a observada em extratos totais do parasita sugere uma auséncia de
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processamento da proteina. O fato de que andlises in silico, ndo mostraram a presenca de
um peptideo sinal na seqliéncia de AA poderia parecer contraditério com os resultados que

mostram que a proteina é secretada.

A secrecdo protéica em auséncia de peptideo sinal tem sido bastante reportada
(Nickel e Seedorf, 2008), embora os mecanismos e componentes moleculares envolvidos
nesse tipo de secrecdo sejam pouco conhecidos. Na via cldssica de secrecdo a participacao
do reticulo endoplasmatico tem um papel fundamental na liberacdo e processamento
protéico (Schatz e Dobberstein, 1996). Por outro lado, na via ndo convencional estdo
envolvidas organelas como os exossomas que podem ser excretadas como corpos
multivesiculares ou lisossomos secretores (Simpson, Jensen e Lim, 2008). Dentro desse tipo
de secrecdo estdo incluidas as citocinas, fatores de crescimento e moléculas que participam
na sinalizacdo em processos fisioldgicos como diferenciacdo e proliferacdo celular,

inflamacdo e angiogénese (Prudovsky et al., 2008).

Como mencionado anteriormente, além de ter sido encontrada no meio de cultura, a
LmLRR17 foi encontrada também associada as células. Portanto foi feita a tentativa de
investigar a localizagdo subcelular da proteina nativa. Para isso, foram feitos ensaios de
imunofluorescéncia indireta, usando soros imune a-LRR-N e pré-imune. Para nossa surpresa
a proteina nativa, apesar de ter sido reconhecida em ensaios de western blot, ndo foi
reconhecida nestes ensaios de imunofluorescéncia. Por sua vez, o soro pré-imune, mostrou
um padrdo de marcacdo ndo especifico. E provavel que o anticorpo obtido, reconhega
epitopos lineares, que estariam expostos nas proteinas desnaturadas, corridas
eletroforeticamente e imobilizadas sobre membranas de nitrocelulose, mas ndo nas
proteinas fixadas em conformacdes mais préximas da nativa. Estes resultados nos levaram a
desenvolver outras estratégias para a obtencao de soros que permitissem o reconhecimento

da proteina em diferentes conformacdes.

Com o intuito de desenvolver um novo soro contra a LmLRR17 de L. (L.) major, se
procedeu a estabelecer as condi¢cdes para a producdo da proteina recombinante em
Escherichia coli. Apesar de ter induzido com sucesso a expressdo da proteina, ndo foi

possivel obte-la em forma soldvel nem purifica-la a partir dos corpos de inclusdo. Como

82



alternativa, se considerou a idéia de imunizar camundongos usando os corpos de inclusdo
obtidos contendo a proteina induzida, no entanto, isso ndo foi realizado devido a demora na

obtencgdo de resultados.

Alternativamente, foi aplicada a técnica de imunizacdo com 4cidos nucléicos, que
representam uma alternativa para a obtencdo de imunizacdo contra antigenos especificos.
Consideradas imunomodulatorias, as regides CpG do DNA plasmidial estimulam este tipo de
resposta (Pertmer, Roberts e Haynes, 1996). Tem sido reportados vdarios estudos,
confirmando a imunidade protetora gerada por diferentes antigenos de Leishmania usando
este método (Fragaki et al., 2001; Ghosh, Labrecque e Matlashewski, 2001; Mendez et al.,
2001; Rafati et al.,, 2001; Sjolander et al., 1998; Walker et al., 1998; Xu e Liew, 1995).
Particularmente, a proteina LACK de L. (L.) major induz uma resposta natural Th2 que é
transformada a Thl por imunizacido com DNA (Gurunathan et al., 1997). Entretanto, a
imunizacdo de camundongos com plasmideo contendo a ORF do gene LmLRR17 ndo resultou
em producdo de anticorpos no soro dos animais imunizados. Soros contra a proteina
LmLRR17 recombinante ja foram obtidos (Franco, 2008), descartando a possibilidade da

proteina apresente baixa antigenicidade.

Em vista das limitagcSes durante os processos de obtencdo de soros, foram entdo
utilizados anticorpos comerciais. Anticorpos a-myc foram usados para estudos de localizacdo
subcelular da proteina expressa a partir do DNA exdgeno em linhagens transfectadas. Como
evidenciado nas imunofluorescéncias, a proteina estd disseminada por todo o corpo celular
e sem marcacdo no flagelo. Deve ser destacado que a auséncia de sitios tanto para ser
ancorada a membrana quanto de peptideo sinal, sdo compativeis com a localizacao
subcelular no parasita. Ainda que a estratégia usada nao reconheca a proteina nativa, o tag
myc nao altera as caracteristicas evidenciadas pela analise in silico da proteina LmLRR17. Ao
contrario do observado com a proteina LRR17 de L. (L.) amazonensis, em L. (L.) major ndo foi
evidenciada a presenca da proteina no citoplasma de macréfagos infectados com a linhagem

transfectada Lm[Lm].
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5.3 Obtencao e caracteriza¢do de linhagens recombinantes

A abordagem genética é crucial para o esclarecimento de aspectos pouco usuais na
expressao génica em protozodrios. Desde o desenvolvimento da técnica de transfeccdo na
década de 90, diferentes genes tém sido avaliados com respeito a funcdo na biologia do
organismo. A transformacdo genética usando esta técnica resulta da insercdo de DNA
exdgeno seja por recombinacdo homadloga ou por DNA epissomal. Na transfeccdo utilizando
plasmideos, sdo usados vetores contendo seqiliéncias que permitem uma replicacdo
autébnoma tanto em tripanosomatideos quanto em bactérias. Em tripanosomatideos
patogénicos, o método de transfeccdo estdvel foi inicialmente aplicado em Leishmania
(Kapler et al., 1990), seguida de outros patogenos em humanos como T. brucei (ten Asbroek

etal., 1990) e T. cruzi (Lu e Buck, 1991).

Em L. (L.) amazonensis foi usada a técnica de knock out génico para o gene LaLRR17
onde foi observado que esse gene tem um papel essencial na sobrevivéncia do parasita,
visto que ndo foi possivel obter clones defectivos para esse gene (Franco, 2008). A alta
similaridade apresentada entre os genes LRR17 de L. (L.) major e L. (L.) amazonensis, sugere
que o gene LmLRR17 também represente um gene indispensdvel na sobrevivéncia do

parasita.

Estudos feitos por Franco (2008), usando linhagens recombinantes de L. (L.)
amazonensis expressores da proteina LmLRR17, mostraram um aumento da viruléncia em
relacdo a evidenciada com a cepa selvagem. Demonstrado também em infeccbes in vitro,
gue tanto a proteina LaLRR17 quanto a LmLRR17 conseguem acessar ao citosol da célula
hospedeira. Em contraste com a proteina nativa em L. (L.) major que ndo é secretada ao

citoplasma do macréfago, de forma que é mantida no interior do parasita.

As linhagens construidas neste trabalho foram feitas para estudar a funcionalidade e
a influéncia das proteinas LmLRR17 e LaLRR17 na biologia de L. (L.) major. Assim tentar
elucidar que aspectos influem no aumento da viruléncia do parasita quando expressa a

proteina ortdloga de L. (L.) amazonensis. Com as linhagens usadas como controle, Lm[pX] e
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Lm[Luc], permitiu-se inferir que a viruléncia vista é atribuida as proteinas LRR e ndo a
presenca do vetor ou de um inserto diferente. O gene da luciferase além de ser um controle
adequado no estudo da viruléncia das proteinas LRR, tem sido usado como gene reporter.
Existem relatos que demonstram que transfec¢Oes estaveis (Misslitz et al., 2000; Roy et al.,
2000; Sereno et al., 2001) assim como transientes da luciferase (Gay, Wilson e Donelson,
1996), facilitam a busca de drogas leishmanicidas (Roy et al., 2000). Por outro lado, tem sido
também usado para o estudo da regulacdo do nivel protéico em L. (L.) major (Madeira da
Silva et al., 2009; Teixeira et al., 1994). Essas diferentes abordagens descritas levam ao maior

entendimento da biologia de Leishmania e sua interacdo com a célula hospedeira.

Com sucesso foram obtidas as linhagens recombinantes de L. (L.) major expressoras
das proteinas recombinantes. Curiosamente, os clones Lm[Lm] e Lm[La] evidenciaram uma
regulacdo na expressdo das proteinas recombinantes. Essa ocorréncia é infreqliente na
medida em que as regides responsaveis pela transcricdo e traducdo do gene exdgeno, estdo
presentes no plasmideo e ndo representam as seqiiéncias nativas dos genes LRRs de L. (L.)
major e L. (L.) amazonensis. O anterior resultaria na expressao constitutiva nos diferentes
estagios de Leishmania, como observado, por exemplo, em estudos feitos hiperexpressando
uma proteina (SHERP) predominantemente expressa em fase estaciondria do parasita
(Knuepfer et al., 2001). Cabe destacar que a expressdo da proteina a partir do epissomo dos
dois clones estudados, foi pequena em compara¢do com a proteina nativa. Por outro lado,
cabe destacar que a expressao da proteina LaLRR17-myc foi notavelmente maior do que a da
proteina LmLRR17-myc. Essa caracteristica foi observada tanto nos ensaios de

immunoblotting como em imunofluorescéncia.

Como mencionado anteriormente, em L. (L.) amazonensis, a proteina LaLRR17 é
expressa em amastigotas e secretada para o citoplasma do macréfago. Utilizando o soro a-
myc em infeccoes de macrdéfagos com as linhagens transfectadas ndao observamos a
presenca das proteinas LaLRR17 ou LmLRR17 nas células infectadas. Observamos em
infecgdes com a linhagem Lm[Lm], uma reducdo no sinal de fluorescéncia na medida que

formas promastigotas vao entrando no macréfago. Uma vez transformadas a formas

85



intracelulares, a proteina ndo é mais detectada pelos anticorpos a-myc, possivelmente pela

pouca expressdo nesta fase do parasita.

Analisando a informacdo obtida a partir do transcrito génico dos genes nativos LRR
nas duas espécies de Leishmania, sua correspondente expressdo protéica e a mudanca no
padrdo de expressdo em clones recombinantes, sugerem que exista um mecanismo de
estabilizacdo independente das regides reguladoras do transcrito. Esses mecanismos ainda
desconhecidos, podem ser modificacdes pods-traducionais assim como, a presenca de

seqliéncias estabilizadoras dentro da proteina LaLRR17.

5.4 Fenotipo das linhagens recombinantes em infecgGes in vitro e in vivo

A infeccdo de macréfagos por Leishmania envolve a adesdo do parasita a superficie
do macréfago, sua entrada, subseqiiente sobrevivéncia, transformacdo em amastigota e
multiplicacdo celular. Esses aspectos foram avaliados minuciosamente em infeccdes in vitro
com cada um dos clones obtidos, considerando a regulacdo e expressao vista nos genes
LRRs. A observacdo do fenétipo em linhagens expressoras da proteina LalLRR17 e
hiperexpressores da proteina nativa LmLRR17 ndo parece alterar a entrada do parasita no
macrdéfago. O tempo de 16 horas de infeccdo evidenciou porcentagens de infeccdao elevadas

em todos os clones testados.

Transcorridas 72 horas de infecgdo, a expressdao da proteina heteréloga LaLRR17 no
clone Lm(La], parece estar envolvida na replicacdo e sobrevivéncia de formas intracelulares
do parasita. Particularmente, as linhagens expressoras de proteina LaLRR17 diferem
significativamente na sobrevivéncia e replicagdo em macréfagos de medula dssea, dados
confirmados com 2 clones independentes. Em contraste, a presenga da cépia extra do gene
nativo LmLRR17 no clone Lm[Lm] parece conferir uma desvantagem na sobrevivéncia do
parasita, observando pela quantidade e/ou persisténcia de formas amastigotas nas células
infectadas. A susceptibilidade observada no clone Lm[Lm] pode ser produto da saturagdo da

magquinaria regulatdria da célula por hiperexpressao do transcrito, que a sua vez pode ser
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téxico (Colasante et al., 2006). Essa abundancia do transcrito pode influir na inser¢do ou
delecdo de seqiiéncias decorrendo em um processamento incorreto e conseqlientemente,

afetando a sua expressdo protéica (Colasante et al., 2006).

A observacdo do fenétipo dessas linhagens foi finalizada quando comparado com o
comportamento das linhagens controle utilizadas, tanto a cepa selvagem como o clone
Lm[Luc] e Lm[pX]. Ao contrario do que se esperava, as linhagens controle transfectadas
parecem apresentar alteracdes em sua infectividade. Embora com o anterior fato, foi
atribuida as proteinas LRR de L. (L.) major e L. (L.) amazonensis o comportamento

diferenciado em infecgdes in vitro.

Devido ao fato da regulagdo e expressdo diferencial dos genes LRR em L. (L.) major e
L. (L.) amazonensis, precisa-se aprofundar no estudo da abundéncia do transcrito nas
linhagens obtidas. Essa diferenca no padrdo observado pode ser otimizada na analise do
transcrito por RT-PCR ou ensaios de Northern blot, usando como sondas os genes myc e LRR.
Dessa maneira, tentar esclarecer se o mecanismo da expressao diferencial se atribui a

abundancia do transcrito ou a modificacdes pds-traducionais das proteinas expressas.

O fendtipo visto em experimentos in vitro ndo se correlaciona com os resultados
obtidos in vivo, provavelmente devido a grande diferenca entre o controle do ambiente
artificial e os multiplos fatores que sdao envolvidos quando se trabalha com modelo animal.
Os lotes de camundongos BALB/c infectados com formas promastigotas metaciclicas da cepa
selvagem e as diferentes linhagens recombinantes, ndo evidenciaram nenhum tipo de lesdo
ainda oito meses apods a infeccdo. Da mesma forma, foi visto o mesmo comportamento em
infecgdes com formas amastigotas de cada um dos clones, refletindo na possibilidade de que
infectando com formas completamente diferenciadas se obteria informacdo do fendtipo
analisado. A auséncia de lesdo em camundongos BALB/c pode ser explicada por duas
possiveis razdes. A primeira atribui-se a infeccdo com baixo nimero de parasitas que produz
uma hipersensibilidade do tipo retardado (DTH) (Parish, 1972). O DTH faz referencia a
estimulacdo com baixissimas dose infecciosas para a producdo de anticorpos. No trabalho
feito por Bretscher et al. (1992), provaram a alteragao na susceptibilidade de camundongos

BALB/c a infec¢Bes por promastigotas de L. (L.) major. Com baixa dose de patdgeno e
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monitorando o tamanho das lesdes produzidas confirmaram que com 10* células de L. (L.)
major pode gerar protegdo a camundongos susceptiveis BALB/c e aumentar a resisténcia em
camundongos C57BI/6 e a injecdo com 10° promastigotas de L. (L.) major gera uma lesdo

com incremento progressivo.

Considerando a possibilidade de ter feito a infeccdo com menor nimero de formas
infecciosas de cada um dos clones de L. (L.) major e observando a auséncia de lesdo em
camundongos susceptiveis, repetimos o experimento utilizando amastigotas obtidos de
infec¢des in vitro. Mesmo assim, ndo foi evidenciado o aparecimento de lesGes. A segunda
razao tem a ver com fatores externos que incluem particularmente manutencao dos animais
no biotério, alimentacdo e ambiente livre de patdégenos que poderiam ter alterado o estado
imunoldgico dos animais que influencia diretamente no estabelecimento e resposta as
infeccBes por L. (L.) major. Tem sido demonstrado que o tratamento em camundongos
BALB/c com IL-12, aumenta a atividade de células NK (Laskay et al., 1995) e protege contra
infeccdo por L. (L.) major (Bogdan, Gessner e Rollinghoff, 1993; Sacks e Noben-Trauth, 2002).
Esse tipo de protecdo visto, poderia ter sido provocado por algum estimulo produto da
invasdo por qualquer outro patégeno, ativando células do sistema imune e eliminando o
parasita. E necessdrio ainda considerar que a cepa de L. (L.) major utilizada nos
experimentos de transfec¢do pode ter tido sua viruléncia reduzida por multiplas passagens
in vitro. De fato, observamos que a linhagem selvagem utilizada nos experimentos de
infeccdo foi incapaz de produzir infecg¢do clinica em camundongos C57BI/6 knock out para

producdo de INF-y (dados ndo mostrados).

Considerando as diferencgas entre os genes LaLRR17 e LmLRR17, tanto na abundancia
do transcrito, expressdao protéica nativa, secrecdo em infec¢des in vitro, abundancia da
proteina expressa a partir do epissomo e talvez, na expressao protéica em amastigotas das
proteinas LaLRR17 e LmLRR17, é de particular interesse o estudo do mecanismo que estd
envolvido no padrao de regulacdo diferente. Conhecendo o anterior, poderia se corroborar a
dualidade descrita na literatura, atribuindo a expressao diferenciada as regides 3'UTR do

gene ou a estabilizagGes a nivel pds-traducional da proteina.
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Como foi mencionado, a proteina LmLRR17 possui seis dominios de repeticdes de
leucina (dominios LRR) que podem representar sitios de interacdo proteina-proteina. Tem
sido demonstrado que os dominios LRR estdo envolvidos em diversas fungbes bioldgicas,
que incluem desde o reconhecimento de patégenos por receptores celulares até a
implicacdo de eles nos eventos de regulacdo pds-traducionais criticos na diferenciacdo
celular. Recentes estudos demonstram que os dominios LRR fazem parte também de
proteinas que estdo envolvidas na regulacdo de processos celulares importantes. Por
exemplo, a proteina TgLRR1, estda composta por 11 repeticdes desses dominios e tem um
papel fundamental na inibicdo da atividade da fosfatase que é requerida para permitir a
divisdo celular em Toxoplasma gondii (Daher et al.,, 2007). Em organismos como
Dictyostelium, foi caracterizada a MLP1 que contem 6 LRRs, essencial na fosforilacdo a nivel
de substrato provocando a correta mobilidade celular e quimiotaxia do parasita (Rodriguez
et al., 2008). Por outro lado, dominios LRR compdem o motivo LPXTG, que faz parte de
moléculas consideradas fator de viruléncia em Listeria monocytogenes (Sabet et al., 2005). A
molécula do LPXG estd ancorada a superficie da bactéria, permitindo sua adesdo a células
epiteliais e colonizando o trato intestinal e urogenital (Seepersaud et al., 2005). Em estudos
feitos com T. cruzi, T. brucei e L. (L.) major, os dominios LRR fazem parte de proteinas
cataliticas possivelmente envolvidas na regulacdo de eventos estagio especificos e no ciclo
celular (Brenchley et al.,, 2007). Apesar da similaridade entre as proteinas LmLRR17 e
receptores NOD e Toll like, ndo foram encontrados dominios efetores nem dominios de
oligomerizagao de nucleotideos, responsaveis pela ativacdo do receptor e desencadeamento

da resposta imune.

As diferencas demonstradas entre as duas proteinas, vistas também no padrdo de
infec¢do in vitro, indicam claramente o envolvimento das proteinas LRR no estabelecimento
da infecgcdo. Assim, pudemos confirmar que a expressdo da proteina LaLRR17 em L. (L.)
major resulta em aumento de infectividade para macréfagos. A hiperexpressao da proteina
homodloga LmLRR17 ndo tem esse efeito e é responsavel por um fendtipo inalterado ou

talvez até por reducdo na viruléncia.
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6 CONCLUSOES



* A proteina LmLRR17 encontra-se presente em formas promastigotas e amastigotas de L.

(L.) major.

* A proteina LmLRR17 apresenta expressdo diferencial, estando presente em maior
abundancia na fase promastigota prociclica do que e promastigotas de fase estacionaria e

amastigotas.

* Formas promastigotas prociclicas de L. (L.) major sdao capazes de secretar a proteina

LmLRR17 ao meio extracelular.

* Ndo foi possivel caracterizar a localizacdo da proteina LmLRR17 usando soros a-LRR-N em

L. (L.) major.

* Foram obtidos com sucesso clones expressores da LaLRR17 e hiperexpressores da proteina

nativa em L. (L.) major mediante transfec¢do estavel.

* Em formas promastigotas das linhagens transfectadas, a proteina quimérica encontra-se

disseminada em todo o corpo do parasita, estando ausente no flagelo.

* Em formas intracelulares das linhagens transfectadas ndo foi detectada a proteina

guimérica.

* A proteina quimérica é regulada de igual forma a proteina nativa em L. (L.) major.

* A hiperexpressdo da proteina nativa LmLRR17 em L. (L.) major é responsavel por um

fendtipo inalterado ou talvez por pouca redugdo na viruléncia.

* A expressdo da proteina LaLRR17 em L. (L.) major induz um incremento na viruléncia, em

infecgdes in vitro.
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