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Resumo

Trabalhos anteriores de nosso grupo demostraram que promastigotas e amastigotas de
Leishmania amazonensis possuem uma citolisina capaz de lisar eritrocitos e
macrofagos, a qual chamamos de leishporina, devido ao seu mecanismo de lise ser por
formacdo de poros na membrana de macréfagos. Embora a leishporina ja tenha sido
caracterizada por nos sob diversos aspectos bioquimicos, sua identidade molecular é
ainda desconhecida. Uma vez que o genoma da L. major ja foi completamente
sequenciado, iniciamos nosso trabalho buscando por genes que pudessem codificar
proteinas que tivessem atividade citolitica e ser responsavel pela atividade da
leishporina. Nossas pesquisas no banco de dados tritrypDB, revelaram a existéncia de
3 genes anotados como hemolisinas do tipo Il putativas denominados LmjF36.5500,
LmjF36.5510, LmjF36.5520. Estas sequéncias mostraram uma homologia significativa
com outras hemolisinas do tipo Ill formadoras de poros e ja caracterizadas em outros
organismos. Mostramos por PCR em tempo real que 2 destes genes sdo expressos em
promastigotas na fase estacionaria, fase em que a expressao da atividade da leishporina
€ maxima. Quando comparamos a expressdo destes mRNAs entre promastigotas e
amastigotas, verificamos que o mMRNA do gene Lm5500 é mais expresso em
amastigotas, enquanto que para 0 mRNA de Lm5520 parece ndo haver diferengas
significativas, como demonstrado por PCR em tempo real e Northern blot. N&o
detectamos mRNA para o0 gene Lm5510, o que sugere que este gene é pouco/ou nao
expresso. A fim de determinar a localizagdo subcelular destas proteinas, anticorpos
policlonais foram produzidos em camundongos BALB/c e utilizados em microscopia de
imunofluorescéncia confocal. Aparentemente, a proteina codificada pelo gene
LmjF36.5520 se localiza em uma estrurura alongada e Unica, que aparenta ser o Tubulo
Multivesicular (MVT), que se estende do bolso flagelar até a extremidade posterior do
parasito. A proteina codificada pelo gene LmjF36.5500 esta localizada em estruturas
gue se assemelham aos acidodocalcissomos. Confirmando os resultados PCR em
tempo real, ndo foi possivel detectar a fluorescéncia para a proteina codificada pelo
gene Lmjf36.5510. Parasitas superexpressores das proteinas Lm5500 e Lm5520 foram
gerados para avaliarmos o fenétipo litico dos mesmos. Nossos resultados demonstram
gue os clones que superexpressam as proteinas Lm5500 e Lm5520 tém sua atividade
litica aumentada em relacdo aos mock transfectados. Esse resultado indica que esas
proteinas sdo potencialmente candidatas a codificarem a leishporina ou a uma proteina

importante para a a¢ao da leishporina.
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1. INTRODUCAO

1.1. O protozoario do género Leishmania: ciclo de vida e patogénese

O género Leishmania pertence ao filo euglenozoa da ordem Kinetoplastida que
sdo caracterizados pela presenca de uma massa de DNA evidente chamada cinetoplasto,
localizada no interior de uma mitocdndria grande, alongada e Unica. Dos cinetoplastideos,
os pertencentes a familia Trypanosomatidae séo parasitos intestinais de insetos e parasitos
intra ou extracelulares de vertebrados, podendo nestes se desenvolver em células do
Sistema Monocitico Fagocitario (SMF), no caso do género Leishmania, ou ainda viver
no intersticio, como observado em certas espécies do género Trypanosoma. Os
tripanosomatideos possuem um flagelo Unico que se localiza no cinetoplasto ou préximo
a ele (Rey,1972). Parasitos do género Leishmania sdo causadores de doencas conhecidas
como leishmanioses que podem se manifestar sob varias formas clinicas, dependendo da
espécie do parasito, da resposta imune do hospedeiro, como também do flebotomineo
vetor (Sacks and Kamhawi 2001). A leishmaniose apresenta amplo espectro de quadros
clinicos, que podem variar de lesdes cutaneas até lesdes internas que podem comprometer
o funcionamento de 6rgdos, podendo levar inclusive a morte.

O género Leishmania é dividido em dois sub-géneros, Leishmania e Viannia,
classificagdo baseada, principalmente, no local de desenvolvimento no hospedeiro
invertebrado e no desenvolvimento do protozoario na pele de hamsters e em meio de
cultura. Assim sendo, no sub-género Viannia encontram-se as espécies do complexo
chamado braziliensis causadoras das leishmanioses cutdnea e mucocutanea, sendo
exemplos a L. (V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis. O outro sub-género, Leishmania,
inclui as espécies do complexo donovani como a L. (L.) donovani e L. (L.) chagasi bem
como as espécies do complexo mexicana, como a L. (L.) amazonensis e L. (L.) mexicana
causadoras da leishmaniose cutanea e cutanea difusa, e do complexo major, representado
pela L. (L.) major (Grimaldi and Tesh 1993). A leishmaniose é endémica em 98 paises e
3 territorios, sendo excegOes a Australia e a Antartica. As estatisticas epidemioldgicas séo
subestimadas devido a falta de controle epidemioldgico e de diagndsticos precisos. O
namero de casos de leishmaniose visceral pode chegar a 200 a 400 mil , sendo que 90%
dos casos ocorrem na india, Bangladesh, Sud3o, Etiopia e Brasil (Pace 2014). A

epidemiologia da leishmaniose € bastante diversa, sendo que 21 espécies de Leishmania
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sdo patogénicas para os seres humanos e 30 espécies do mosquito flebotomineo sdo
vetores potenciais (Desjeux 2004).

O ciclo de vida da Leishmania (Figura 1) é do tipo heteroxeno, no qual um inseto
flebotomineo hematéfago fémea, do género Lutzomyia (no Novo Mundo) ou
Phlebotomus (no Velho Mundo), pica um mamifero parasitado pelo protozoario e ingere,
no momento do repasto, formas amastigotas juntamente com o sangue. Os parasitos
ingeridos, ainda que pouco numerosos, transformam-se em promastigotas, formas
capazes de se multiplicar extraordinariamente por divisao binaria no intestino do inseto.
Com relacdo a infec¢do do hospedeiro vertebrado no momento do repasto por uma fémea
contaminada, existem duas teorias que tentam explicar o mecanismo de contégio (de
Almeida, Vilhena et al., 2003). A primeira, mais antiga, presume que as formas
promastigotas migram para a glandula salivar do inseto e sdo inoculadas junto com a
saliva que é liberada no local da picada. Outra corrente de pensamento, mais moderna,
entende que a multiplicacdo de promastigotas é tdo grande que chega a formarem bolos
de parasitos no proventriculo intestinal do inseto, o que impede o0 repasto sanguineo.
Deste modo, o inseto regurgitaria esse agregado de promastigotas, as quais seriam entao
fagocitadas pelas células do SMF dando continuidade ao ciclo. No interior do hospedeiro
invertebrado, as formas promastigotas passam ainda por modificagdes morfolégicas e
bioquimicas antes de se tornarem infectantes. Esse conjunto de transformacdes é
conhecido como metaciclogénese (Sacks, 1989). Para ter sucesso na infeccdo, as
promastigotas metaciclicas (mais alongadas e extremamente infectantes) inoculadas pelo
inseto vetor precisam penetrar em sua célula hospedeira, em geral um fagécito, onde se
diferenciam, reproduzem e de onde, em algum momento, saem para penetrar em outras
células. Os mecanismos de penetracdo do parasito na célula fagocitaria continuam objeto
de muita controvérsia, podendo envolver uma série de moléculas, mecanismos de
facilitacdo da fagocitose e até penetracdo ativa (Wyler, 1982; Chang et al., 1985;
Schwartzman & Pearson, 1985; Kima, 2007). Uma vez fagocitado, o parasito vive no
interior da célula hospedeira em um compartimento membranoso chamado vacuolo
parasitoforo, formado apds a fusdo de lisossomos com o vactiolo fagocitico. E no interior
do vacuolo parasitéforo, que as promastigotas se transformam em amastigotas, formas
arredondadas e com flagelo ndo aparente. Apos a reproducdo, as amastigotas ganham o
intersticio e sdo fagocitadas por outras células, amplificando a infec¢do (Chang, 1985;

Kima, 2007). A etapa de saida das promastigotas
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Adaptado de:

www.med.sc.edu:85/
parasitology/Leishmania-lc.gif

Figura 1 — Ciclo de vida de Leishmania sp - As etapas representadas no esquema acima
sdo as seguintes: 1) promastigotas no inseto; 2) inoculacdo de promastigotas; 3)
multiplicacdo de amastigotas; 4) rompimento do macrdfago; 5) ingestdo de células
infectadas; 6) liberacdo de amastigotas; 7) transformacdo em promastigotas; 8)

multiplicagdo das promastigotas.
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do vacuolo parasitoforo e do macrofago é, ainda hoje, objeto de muita discussao, nédo se
sabendo ao certo como isso ocorre. A saida de patdgenos intracelulares de células
hospedeiras é passo chave para continuagdo do ciclo de vida desses organismos e,
consequentemente, é importante compreender os mecanismos e interacbes moleculares
que ocorrem durante essa evasdo. Nosso grupo descreveu uma molécula citolitica, que
foi denominada leishporina por formar poros em macrofagos, e propds que esta citolisina
esteja envolvida no processo de rompimento das membranas do vacuolo parasitoforo e
do proprio macrofago, liberando assim as amastigotas e amplificando a infe¢do (Noronha,
Ramalho-Pinto et al., 1994, Noronha, Ramalho-Pinto et al., 1996, Horta 1997, Noronha,
Cruz et al., 2000, Almeida-Campos and Horta 2000, Castro-Gomes, Almeida-Campos et
al., 2009). A utilizacdo de moléculas membranoliticas para esse rompimento, como
proteinas ou peptideos formadores de poros, tem sido postulada por outros grupos e
comprovada para uma série de organismos, de virus a mamiferos, sendo uma ferramenta
importante para a adaptacdo as condi¢fes ambientais (Andreeva-Kovalevskaya Zh,
Solonin et al., 2008, Hybiske and Stephens 2008).

1.2. Citolisinas formadoras de poros

Citolisinas formadoras de poros sdo moléculas capazes de interagir com a
bicamada lipidica formando canais transmembrana que permitem a passagem de ions e
de moléculas de baixo peso molecular. A maioria das moléculas formadoras de poros ja
descritas sdo proteinas (ou peptideos) (PFPs). Essas proteinas estdo envolvidas em varios
processos bioldgicos importantes como comunicacdo celular, citlise e apoptose .
Atualmente ha cerca de 300 PFPs descritas e estima-se que um terco delas aja rompendo
membranas (Parker and Feil 2005), embora varias outras funcdes tenham sido atribuidas

a essas moléculas (Almeida-Campos, Noronha et al., 2002).
1.2.1. PFPs

As PFPs podem exercer diversas fungdes ja descritas ou propostas. Ha PFPs cujas
funcgdes estdo relacionadas a defesa do hospedeiro contra patégenos ou agressores. Fazem
parte desse grupo a perforina e o0 componente C9 do sistema do complemento, presente
no sistema imune dos mamiferos, os cnidoporos dos cnidarios, as PFPs que integram a
composic¢do de alguns venenos de insetos e aracnideos e as PFPs dos anelideos e de alguns
vegetais do género Passiflora (Yuldasheva, Carvalho et al., 2005). H& ainda PFPs com

funcBes possivelmente nutricionais, entre as quais podemos citar os amebaporos de
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Entamoeba histolytica, ja que parecem ajudar na digestdo de bactérias, a principal fonte
alimentar deste protozoario (Leippe 1997, Andra, Berninghausen et al., 2004) e as PFPs
encontradas na saliva de alguns insetos hemat6fagos como Triatoma infestans (Amino,
Martins et al., 2002) que parecem estar envolvidas na digestdo das células ingeridas por
estes insetos, ou na facilitacdo do aporte de sangue durante o repasto. PFPs podem ainda
ser uma boa arma para assegurar a competitividade, o0 bom desempenho e o sucesso de
um organismo ao explorar seu nicho, pois podem utiliz&-las para impedir a aproximagéo
ou crescimento de competidores, ou para evadir de um determinado local e explorar outro
guando o meio se torna hostil ou saturado. Neste grupo podemaos citar as PFPs produzidas
por algumas bactérias intracelulares dos géneros Legionella, Yersinia, Listeria e Neisseria
(Almeida-Campos, Noronha et al., 2002), que parecem ajudar esses organismos ao
induzir a entrada na célula hospedeira ou seu escape desta, possibilitando a evasdo dos
mecanismos de defesa de seus hospedeiros. PFPs podem induzir a célula hospedeira a
entrar em apoptose matando-a, como verificado em infec¢des por Salmonella e Shigella,
possivelmente possibilitando que a bactéria invada outra célula quando ha escassez de

nutrientes (Lundberg, Vinatzer et al., 1999), revisado por Almeida-Campos et al.,, 2002.

Estudos recentes demonstram que varias hemolisinas que foram descritas no
passado sdo PFPs e sdo consideradas fatores de viruléncia importantes para diversos
patdgenos. Algumas hemolisinas foram primeiramente descritas em Bacillus cereus.
Baida e Kuzmin (1995) (1996) descreveram 4 tipos de hemolisinas: hemolisina | ou
cereolisina O, hemolisina Il, hemolisina Il e hemolisina IV, todas caracterizadas como
PFPs. A hemolisina Ill de B. cereus é uma proteina termo-sensivel, cuja atividade
hemolitica ndo é dependente de colesterol, como vérias outras PFPs. Seu precursor
molecular tem 24,4 kDa e sua sequéncia de aminoacidos ndo contem peptideo sinal para
secrecdo. A HIlylll forma poros transmembrana com didmetro aproximado de 3-3,5nm
(Ramarao and Sanchis 2013).

Estudos com a hemolisina Il de Vibrio vulnificus corroboram a importancia desta
citolisina como fator de viruléncia. Quando a hlylll de V. vulnificus é expressa em
Escherichia coli, o extrato exibe uma atividade litica similar a atividade litica de B.
cereus. Ao inativar o gene hlylll de V. vulnificus, os autores observaram que os mutantes
apresentavam viruléncia atenuada quando comparados ao tipo selvagem ao serem

administrados intraperitonealmente em camundongos (Chen, Chang et al., 2004).
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1.2.2. PFPs em protozoarios patogénicos

Microrganismos intracelulares sdo adaptados ao crescimento e desenvolvimento
dentro da célula hospedeira. Este nicho fornece uma prote¢éo parcial ao sistema imune e
uma fonte de nutrientes para o patdgeno. A evasao do patégeno do meio intracelular é
bem menos conhecida do que o processo de invasao celular. O escape do parasito requer
a quebra de multiplas barreiras como o vacuolo parasitoforo, organelas citosolicas do
hospedeiro e a membrana plasmaética. Nosso grupo prop0s para protozoarios do género
Leishmania (Noronha et al., 1996; Almeida-Campos et al., 2002) e varios estudos
sugerem que esta evasdo € um processo ativo e que as PFPs estariam envolvidas nos
passos principais (Roiko and Carruthers 2009). Além disso, outras funcdes para PFPs de

protozoarios extracelulares também j& foram descritas.

Como ja mencionado, E. histolytica, protozoario causador da amebiase humana,
parece utilizar suas PFPs, os amebaporos, para a digestdo do conteudo alimentar.
Contudo, essas PFPs podem também ser secretadas e acabam gerando a principal
manifestacdo clinica da infeccdo ao destruir o tecido da mucosa intestinal do hospedeiro
(Young, Young et al., 1982, Leippe 1997, Hecht, Van Nuland et al., 2004). Dentre as
PFPs de protozoérios, a mais bem caracterizada ¢ a amebaporo, uma molécula com 77
residuos de aminoacidos (Hecht, Van Nuland et al., 2004). A ameba de vida livre
Naegleria fowleri, causadora de uma meningocefalite humana, também produz uma PFP
chamada naegleriaporo, molécula que parece estar envolvida nos danos teciduais
presentes na infeccdo (Herbst, Marciano-Cabral et al., 2004). Trypanosoma cruzi,
protozoario intracelular causador da doenca de Chagas, possui uma atividade litica cujo
mecanismo € por formacéo de poros. Essa atividade litica foi atribuida a uma citolisina
que foi chamada Tc-TOX e, algumas evidéncias sugerem que esta molécula possa estar
envolvida no rompimento do vacutolo parasitoforo, com consequente escape do parasito
para o citoplasma. A Tc-TOX possui peso molecular em torno de 70 kDa e apresenta
similaridade com o C9 do sistema do complemento e com a perforina de camundongo
(Andrews 1990, Andrews 1994). Em 2001, (Manning-Cela, Cortes et al., 2001) clonaram
um gene em T. cruzi, denominado Lyt1, que codifica uma proteina cuja mutac¢ao diminui
a hemolise mediada pelo parasito. Essa proteina possui tamanho semelhante a Tc-TOX e,
como ela, é similar ao componente C9 do complemento, sendo uma candidata a exercer
a atividade previamente descrita da Tc-TOX. No entanto, ainda ndo foi determinado se

as duas correspondem a mesma molécula. O genoma do parasita Plasmodium falciparum,
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um dos agentes causadores da malaria humana, codifica 5 PPLPs (plasmodium perforin-
like protein), todas envolvidas no rompimento de barreiras celulares (revisado por Roiko
and Carruthers, 2009; Kafsack and Carruthers, 2010). Esta familia de genes codifica
proteinas com dominios semelhantes ao da familia de Complexo de Ataque a Membranas
e Perforina (MACPF-likedomains) (Kaiser, Camargo et al., 2004, Ishino, Chinzei et al.,
2005). Foi demonstrado que as citolisinas PPLP3, PPLP4 e PPLP5 participam da travessia
do epitélio intestinal do inseto vetor pelo oocineto (Kadota et al., 2004; Ecker et al., 2007,
Christine C. Wirth et al, 2015), enquanto a PPLP1 participa da travessia do endotélio dos
capilares sinuséides pelos esporozoitos com posterior infeccdo dos hepatocitos (Ishino et
al., 2005). A proteina descoberta mais recentemente, PPLP2 é crucial para o rompimento
dos eritrdcitos do hospedeiro por sua atividade membranolitica (Christine C. Wirth et al,
2015). Outra proteina, a TgPLP1 de Toxoplasma gondii, também apresenta uma alta
similaridade com o dominio MACPF de mamiferos, bactérias e protozoarios e apresenta
0 motivo (Y/W)-X6-(F/Y)GTH(F/Y)-X6-GG, conhecido como a assinatura deste grupo
de proteinas. TgPLP1 apresenta um papel central no escape do parasito do vacuolo
parasitéforo, uma vez que parasitos com deficiéncia da proteina ndo conseguem sair de
seus vacuolos parasitoforos (Kafsack, Pena et al., 2009) (Michael J Blackman et al 2013).
Por conterem o dominio MACPF, assume-se que 0 mecanismo de escape do P.
falciparum e do T. gondii, seja por formacéao de poros.

Mais recentemente, Moonah e colaboradores demonstraram que a hemolisina 11l
de Plasmodium falciparum é capaz de lisar eritrécitos por formagdo de poros
transmembrana. A atividade litica desta proteina é 6tima a 37 graus sendo que ela se
localiza no vacuolo digestivo do parasito e o poro formado tem aproximadamente 3,2nm.
Os autores sugerem que esta hemolisina tem um papel importante na lise de eritrocitos
néo infectados resultando em severa anemia em pacientes com malaria (Moonah, Sanders
et al., 2014). A Tabela 1 resume as principais caracteristicas de PFPs ja descritas em

protozoarios e bactérias.
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Tabela 1: proteinas formadoras de poros de protozoarios e bactérias patogénicas.

Entamoeba histolytica
. Young et al. (1982)
. Leippe et al. (1991)

Naegleria fowlery
. Young & Lowrey (1989)
. Herbst et al. (2002)

Plasmodium falciparum
. Kaiser et al. (2004)
. Ishino et al. (2005)
. Ecker et al. (2007)
. Sullivan Jr. (2014)

Toxoplasma gondii
Kafsack et al. (2009)

Tripanossoma cruzi
Andrews et al. (1990)

Manning-Cela et al. (2001)

Leishmania sp
. Noronha et al. (2000) ..
Almeida-Campos et al.
(2002) . Noronha et al.
(1996) . Horta (1997) .

Castro-gomes et.al (2009)

Vibrio vulnificus
Chen, Chang et al. (2004)
Bacillus cereus
Baida and Kuzmin (1995)
Baida and Kuzmin (1996)

Ramarao and Sanchis (2013)

Amoebapores
.~8kDa
. Localizada em vesiculas citoplasmadticas
. pH étimo= acido
. Tamanho do poro= 2 nm

Naegleriapores
.10-13 kDa
. pH dtimo=acido
. Associada a membrane

Spect2
. Localizada em micronemas.

. Similar a proteinas da familia MACPF-like
domains (complex of membrane attack and
perforin)

Hemolisina III
.Localizada no vacuolo digestivo
.Poro de aproximadamente 3,2nm
.Atividade otima a 37 graus

Tg-PLP
. Localizada em micronemas.
. Similar a proteinas da familia MACPF
. Provavelmente maior que 40 nm

LYT1
.~ 70 kDa / Homologa a Cg
. Secretada por amastigotas
. pH 6timo = dcido / Tamanho do poro = ~ 10
nm

Leishporina
Tamanho do poro: 1.6 a 6.1nm
Capaz de lisar macrofagos
pH 6timo: acido

Hemolisina III
Similar a hemolisina de B.cereus

Hemolisina III
Tamanho do poro: 3,0 a 3,5nm
Termo sensivel

Citolise mediada por contato -

dano ao tecido do hospedeiro;

Citdlise - meningo-encefalite
invasiva com alto grau de dano
tecidual.

Evasdo do parasita dos capilares

sanguineos e entrada no
hepatdcito;
Lise de eritrécitos ndo
infectados;

Escape do vacuolo parasitoforo;

Ruptura do fagolisossomo

Escape do vactolo parasitéforo
e posterior rompimento da
membrana plasmatica

Relacionada a viruléncia da
bactéria. Mutantes para o gene
HlylII possuem viruléncia
atenuada
Lise de hemacias. Responsavel
pela viruléncia da bactéria junto
com as demais hemolisinas (I, II
elV)
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1.2.3 A leishporina

A leishporina é uma citolisina descrita pelo nosso grupo inicialmente em L.
amazonensis, L. major, L. panamensis (Noronha, Ramalho-Pinto et al., 1994, Noronha,
Ramalho-Pinto et al., 1996) e posteriormente em L. guyanensis (Almeida-Campos and
Horta, 2000). Suas caracteristicas descritas até o momento foram, em sua maioria,
provenientes de L. amazonensis e algumas de L. guyanensis, espécies causadoras da
leishmaniose cutanea e/ou mucocutanea no Novo Mundo. Presente em extratos de
promastigotas e amastigotas, a leishporina lisa hemécias e células nucleadas, incluindo o
macrofago. Pela técnica de patch-clamp, Noronha et al. (2000) mostraram que o dano
celular causado no macrofago por extratos do parasito € mediado pela formacédo de poros
ndo seletivos na membrana alvo. O diametro dos poros formados aumenta com o tempo,
ou com a concentragdo da citolisina, variando de 1,6 a > 6,1nm, 0 que mostra que o
mecanismo de acdo é provavelmente pela polimerizagdo de monbémeros. Mais
recentemente, Castro-Gomes et al., mostraram por microscopia de forca atdmica, poros
com profundidade suficiente para atravessar membranas tanto em hemacias como em

lipossomos (Castro-Gomes, 2010).

Uma caracteristica interessante da leishporina é que sua atividade litica 6tima é
em pH &cido de 5,5 e na temperatura de 37°C, o que sugere o hospedeiro vertebrado e
suas células alvo, particularmente o interior do fagolisossoma, como microambiente
Otimo para atuacdo desta citolisina (Noronha, Ramalho-Pinto et al., 1994, Noronha,
Ramalho-Pinto et al., 1996). No entanto, a leishporina também é ativa em pH neutro, o
que permite que ela possa agir também no citoplasma da célula hospedeira ou no interior
do inseto vetor. Assim, possiveis funcdes para a leishporina seriam 1) a facilitacdo da
penetracdo na célula hospedeira, 2) a ruptura de hemacias no interior do inseto vetor para
a obtencdo de nutrientes, 3) a nutricdo dos parasitos através de poros no vacuolo
parsitoforo e 4) a ruptura da membrana do fagolisossomo e do proprio macréfago, etapa
que propicia a amplificacdo da infeccdo com consequente comprometimento tecidual.
Quaisquer dessas fun¢Bes poderiam ter um papel importante para a sobrevivéncia do

parasito e para a patogenia da leishmaniose.

A leishporina estd presente na fracdo rica em membranas do parasito,

provavelmente em forma solGvel no interior de vesiculas. Ensaios realizados com
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hemacias humanas demonstraram que a lise mediada pela leishporina ocorre em pelo
menos duas etapas distintas: 1) ligacdo da citolisina a membrana da célula-alvo, etapa
independente da temperatura, 2) lise propriamente dita, provavelmente pela insercéo da
citolisina na membrana-alvo e polimerizacdo de subunidades com a formacao do poro,
etapa que ndo ocorre em baixas temperaturas e cuja temperatura 6tima de acgéo € 37 °C
(Noronha, Ramalho-Pinto et al., 2000). Nosso grupo ainda mostrou que a leishporina liga-
se diretamente a fosfolipideos da membrana, sem a necessidade de outros receptores
como o colesterol, proteinas ou carboidratos (Castro-Gomes, Almeida-Campos et al.,
2009).

Foi ainda mostrado que, para apresentar atividade citolitica, a leishporina precisa
ser antes ativada (Almeida-Campos and Horta 2000). Esta ativacdo consiste na remogéo
de um oligopeptideo inibidor ndo covalentemente ligado a leishporina, o que faz com que
a citolisina ndo s6 tenha maior afinidade para fosfolipides, como provavelmente também
se torne capaz de inserir na bicamada lipidica e polimerizar (Almeida-Campos, Castro-
Gomes et al., 2013).

Embora vérias tentativas tenham sido feitas para identificar a leishporina, até o
momento sua natureza molecular ndo é conhecida. O fato de o tratamento de extratos
liticos do parasito com tripsina, em certas condicGes, abolir a atividade litica desses
extratos (Noronha, Ramalho-Pinto et al., 1996), sugere que a leishporina possa ser uma
proteina ou depender de proteinas para sua acdo litica. No entanto, mais recentemente,
Castro-Gomes (2010) purificou lipideos, identificados como lipofosfocolinas (LPC), com
atividade hemolitica. No entanto, ainda ndo foi possivel demonstrar que esses lipideos
sdo capazes de formar poros em membranas bioldgicas, como foi visto no extrato total de
promastigotas. Assim, é possivel que proteinas e lipideos possam estar envolvidos na

atividade citolitica do que chamamos leishporina.
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1. JUSTIFICATIVA

Por ser endémica em varios paises, ser de dificil tratamento e se manifestar com
uma variedade de sintomas e formas, algumas fatais, a leishmaniose é ainda uma
preocupacdo mundial da salde publica. Embora muito ja se conhega sobre a interacdo
parasito-hospedeiro e a resposta imune do hospedeiro, quase nada sabemos sobre

moléculas envolvidas na patogenia desta doenca.

Nossa hipdtese € que a leishporina esteja diretamente envolvida com a ruptura do
macrofago no hospedeiro vertebrado, etapa ja bem estabelecida no ciclo do parasito, mas
cuja(s) causa(s) ndo possui(em) respaldo experimental. A plausibilidade de nossa
hipotese de que a leishporina possa estar envolvida na saida do parasito da célula
hospedeira tem sido reforcada em varios estudos, 0s quais sustentam a idéia de que esta
evasdo da célula hospedeira é um processo ativo e que as PFPs estariam envolvidas nas
etapas principais (Roiko and Carruthers 2009). A proteina TgPLP1 de T.gongii, possui
uma regido de alta similaridade com o dominio MACPF de mamiferos, bactérias e
protozoarios e apresenta um papel central no escape do parasito, uma vez que parasitos
com deficiéncia desta proteina ndo conseguem sair de seus vacuolos parasitoforos
(Kafsack, Pena et al., 2009). As caracteristicas da leishporina (em particular sua atividade
6tima em pH &cido e sua ativacdo em condicGes dissociantes (baixo pH, por exemplo, ou
por proteolise) juntamente com outros trabalhos relacionados da literatura, ddo suporte
ao seu papel potencial na ruptura do macrofago. Assim, esta citolisina tem todo o
potencial de agir dentro do fagolisossoma, colocando-a como uma 6tima candidata ao
papel de lisar a célula hospedeira (lesdo tecidual e processo inflamatério) com a
consequente liberacdo das amastigotas intracelulares (amplificacdo da infec¢cdo). Desta
forma, investigar a fungéo da leishporina e indagar sobre seu envolvimento na patogénese
da leishmaniose é fundamental. Esse conhecimento poderd ser entdo utilizado para

profilaxia ou terapéutica de modo a interferir na continuidade do ciclo parasitario.

A leishporina é a unica citolisina formadora de poros descrita em Leishmania e,
apesar de todo o trabalho desenvolvido até entdo, a identidade molecular da leishporina
ainda ndo é conhecida e quaisquer estudos funcionais da leishporina dependem
diretamente da sua identificacdo. Embora nosso grupo tenha purificado um lipideo com
atividade litica, alguns resultados do nosso laboratério apontam para uma proteina como

responsavel, ou parcialmente responsavel pela atividade da leishporina. Com o
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sequenciamento completo do genoma de L. major, L. infantum, L. brasiliensis, L.
mexicana (Peacock, Seeger et al., 2007) e mais recentemente de L. donovani (Singh,
Chikara et al., 2013) tornou-se viavel a identificacdo de genes que pudessem estar
envolvidos com a atividade citolitica do parasito. Assim, nossas pesquisas no banco de
dados tritrypDB, revelaram a existéncia de 3 genes anotados como hemolisinas do tipo
I11 putativas denominados LmjF36.5500, LmjF36.5510, LmjF36.5520.

Uma vez que as hemolisinas 111 de outros organismos ja foram apontadas como
sendo PFPs (Baida and Kuzmin 1996, Chen, Chang et al., 2004, Moonah, Sanders et al.,
2014), nos indagamos se as hemolisinas do tipo Il de L. major poderiam codificar
proteinas que fossem responsaveis pela atividade formadora de poros da leishporina ou

que fossem fundamental para esta atividade.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi estudar os genes anotados como hemolisinas 111 de L.

major, caracterizando-os em varios aspectos.
Foram os seguintes 0s nossos objetivos especificos:

1. Analisar in silico as sequéncias anotadas como hemolisinas do tipo 111

2. Verificar a expressdo de mRNAs dos os genes alvo e comparar a expressao
relativa dos mMRNAs em promastigotas e amastigotas de L. major.

3. Localizar no parasito as proteinas codificadas por esses genes.

3. Avaliar a se a superexpressdo desses genes no parasito aumenta sua atividade
hemolitica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Analises in silico:

As sequéncias de aminoacidos das 3 proteinas de L. major anotadas como
hemolisinas do tipo 11l foram obtidas do banco de dados TriTrypDB disponivel em
http://tritrypdb.org/tritrypdb. As sequéncias depositadas possuem 0s seguintes
identificadores: LmjF.36.5500, LmjF.36.5510 e LmjF.36.5520 e serdo nomeadas de

agora em diante como Lm5500, Lm5510 e Lm5520. Todas as sequéncias foram

submetidas a buscas minuciosas de similaridade usando a ferramenta Basic Local

Aligment Search Tool (BLAST) disponivel em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov. Utilizamos

0 programa blastp, com os parametros padréo e restringindo a busca para Leishmania sp.,
com o intuito de analisar proteinas homdélogas em espécies do género. As 4 proteinas
homologas mais bem ranqueadas para cada uma das 3 proteinas de L. major de acordo
com o e-value, o percentual de cobertura e identidade, foram escolhidas. Além disso,
realizamos as mesmas analises de bioinformatica com a hemolisina Il de P. falciparum
(acession code XP_001348702.2), como referéncia, conforme investigado por Moonah e
colaboradores (Moonah, Sanders et al., 2014). A caracterizacdo das sequencias
mencionadas foram realizadas utilizando a ferramenta CDSearch do BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), o Disopred service do servidor
PsiPred  (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/disopred) e o servidor TMHMM v.2,0
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/). Para buscar dominios conservados
utilizamos a versdo 3,14 do CD database. A desordem intrinseca e as regides putativas
de ligacéo a proteinas foram identificadas pelo Disopred3 com um score de confianca
minimo de 0,5. Hélices transmembrana foram preditas usando o servidor TMHMM, que
foi classificado como o melhor servidor para predigcdo de regides transmembrana por um
estudo independente de Moller e colaboradores (Moller, Croning et al., 2001), embora,
segundo este estudo, o erro mais comum € a orientacdo da proteina, ou seja, a inversdo
dos segmentos intracelulares e extracelulares. Moonah e colaboradores (2014)
descreveram o alinhamento de regifes conservadas de hemolisina 111 de varios patdgenos.
Além das caracteristicas conservadas, um motivo altamente conservado foi identificado
(DxxxIxxx1xG). Buscamos manualmente este motivo nas proteinas de L. major estudadas

e em seus respectivos homalogos.
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4.2. Cultivo e estoque de promastigotes e obtencdo de formas amastigotas-like.

A espécie de Leishmania utilizada neste trabalho foi a L. major, linhagem Friedlin.
As amostras preservadas em nitrogénio liquido foram descongeladas e inoculadas em
meio de cultura Schnneider (Sigma Chem. Co.) acrescido de 10% v/v de soro fetal bovino.
O crescimento dos parasitos foi acompanhado ao microscopio invertido (Olympus IMT,
Téquio, Japdo) para verificar o crescimento adequado do parasito e a auséncia de
contaminag&o. Os parasitos utilizados foram colhidos no quarto ou quinto dia de cultivo,
no ponto méaximo de seu crescimento e inicio da fase estacionaria, quando a atividade
hemolitica era maxima (Noronha, Ramalho-Pinto et al., 1996). A contagem das
promastigotas foi feita utilizando uma pequena aliquota retirada das garrafas de cultura.
Essa aliquota foi diluida num determinado volume de ISOTON (&cido citrico 0,05 M,
NaCl 0,12 M, formaldeido 0,5 % v/v, pH 7,2), 10 ul dessa diluicdo foram entdo aplicados
em camara hemacitométrica de Neubauer (C. A. Hausser&Son, Philadelphia, USA) e a
contagem das promastigotas foi feita em microscépio 6ptico com aumento de 400 vezes.
A média aritmética dos quatro quadrantes para contagem de células foi obtida e
multiplicada pelo inverso da diluicdo em ISOTON e novamente multiplicada por 104, o
fator de correcdo da camara, para a obtencdo do numero de parasitos por ml de cultura. O
nimero maximo de passagens que as promastigotas foram submetidas foi dez, uma vez
que parasitos mantidos em culturas in vitro por longo tempo perdem algumas de suas

caracteristicas, incluindo a viruléncia

Apos serem lavadas cinco vezes com PBS1X (132 mM NaCl; 3 mM KCI; 8 mM
Na2HPO4; 1,5 mM KH2PO4; pH 7,2), as promastigotas foram aliquotadas e congeladas
a -80 °C em tubos tipo Eppendorf até 0 momento do uso. Essas massas de parasitos foram
posteriormente ressuspendidas em tampdes apropriados para extracdo de DNA genémico,

extracdo de RNA, ou preparacdo de extratos para ensaio hemolitico.

A diferenciacdo axénica de promastigotas de L. major em formas amastigotas-
like, foi feita como descrito previamente (Doyle et al., 1991). Brevemente, promastigotas
foram mantidas a 340C com 5% de CO2 em 100% de soro fetal bovino inativado, por 72
horas. As amastigotas obtidas apds esse periodo mostraram caracteristicas morfologicas

similares a amastigotas isoladas in vivo.
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4.3. Preparo dos extratos de parasito para ensaio hemolitico

Aliquotas de 2x10° promastigotas de L. major foram ressuspendidas em tampao
acido borico-NaOH 50mM pH 7,0. Esta suspensdo foi entdo submetida a cinco ciclos de
congelamento-descongelamento em N2 liquido e banho-maria 37°C para rompimento dos
parasitos. Este extrato total foi entdo submetido a uma répida centrifugacdo a 1000g
durante 5 minutos para sedimentacéo dos nucleos e parasitos integros. O sobrenadante, o
extrato total, foi entdo transferido para outro tubo de 1,5ml e centrifugado durante uma
hora a 10.000g para sedimentar as fragdes de membrana. Em seguida o sobrenadante foi
desprezado, o sedimento rico em membranas ressuspendido para o volume inicial
acrescido de 0,4% de CHAPS (3-[(3-colamidopropil)-dimetil-amdnio]-1-propanosulfato)
(Sigma), concentragdo sublitica para as hemécias, e incubado por 1 hora a 4°C com
agitacdo ocasional. Depois desse tratamento, a fracdo de membranas solubilizada foi
novamente centrifugada a 10.000g e o sobrenadante, o extrato da fracdo de membranas

solubilizado (Ext-ms), foi entdo utilizado nos experimentos.

4.4. Ensaio hemolitico
4.4.1. Padronizacdo do nimero de hemacias

Hemécias humanas foram colhidas e mantidas diluidas em solucdo preservativa
de Alsever (glicose 100mM, citrato de sodio 30mM, NaCl 70mM, pH 6,0) na proporc¢éo
1:3, onde ficaram guardadas a 4°C por até trés semanas. Antes de serem utilizadas, as
hemacias foram lavadas trés vezes com PBS. O numero de células foi determinado de
modo indireto através da liberagdo da hemoglobina na lise das hemacias em agua. Apos
a ultima lavagem, 100ul do sedimento de hemécias foram colocados em 900ul de PBS e
100ul dessa nova suspensdo foram colocados em 1400ul de &gua destilada para
rompimento das células. O produto da lise foi entéo lido a 545nm e, uma vez conhecida
a densidade optica, obtinhamos o nimero de hemaécias presentes nos 1000l da suspenséo
formada. Sabendo que 0,7 unidades de absorbancia correspondem a 1x10° hemaécias, o

ndmero de células foi determinado.
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4.4.2. Determinacédo da atividade hemolitica

A atividade hemolitica dos extratos foi determinada fazendo-se a sua dilui¢cdo em
série (1:2) em placa de microensaio Nunc (Dinamarca). Apo6s a dilui¢do, 200l de tampéo
acetato (acetato de sodio-acido acético 20mM, pH 5,5 com 150mM de cloreto de sddio)
contendo 5x108 hemécias foram acrescentados em cada compartimento. Ap6s incubagio
por 30 minutos a 37°C, a placa foi entdo centrifugada por 10 minutos a 5009 para
sedimentar as hemécias ndo rompidas. A hemoglobina liberada no sobrenadante foi lida
em placa de fundo chato Nunc a 414nm, em leitor de ELISA. Para os célculos de
porcentagem de lise, a quantidade total de hemoglobina liberada foi obtida provocando-
se a lise da mesma quantidade de hemécias de cada compartimento com 10ul de solucéo
de Triton X-100 a 0,25%. Foram ainda reservados compartimentos que continham
somente as hemécias e tampdo para se fazer o controle da lise espontanea que foi sempre

deduzida dos valores obtidos.

4.5. PCR em Tempo Real

A PCR em tempo real é uma técnica que quantifica os niveis de cDNA pela coleta
de dados de emissdo de fluorescéncia ao longo da reacdo de amplificacdo do DNA.
Assim, quanto maior 0 nimero de copias iniciais da sequéncia alvo, mais rapido sera

observado o aumento da fluorescéncia.

Cerca de 2x10® promastigotas em inicio da fase estacionaria e amastigotas-like
apos 72 horas de incubacédo, foram utilizadas para extracdo e purificacdo de RNA total.
Os parasitos foram centrifugados a 10.000 rpm (centrifuga Hitachi CR21611) por 10min
e lavados 2 vezes em PBS. O pellet de parasitos foi armazenado a -80°C até sua utilizacao.
A extragcdo foi realizada utilizando TRIzol, conforme instru¢cbes do fabricante. A
eficiéncia da extracdo de RNA foi analisada por espectrofotometria a 260nm. Os RNAs
totais extraidos e purificados foram tratados com DNAse e usados para a sintese
subsequente de cDNA, utilizando o kit Superscript 11l cDNA Synthesis (Invitrogen),
seguindo as instrugdes do fabricante. O cDNA produzido foi armazenado a -20°C até ser
utilizado. Utilizamos o SYBR Green como fluoroforo e o gene GAPDH como

normalizador. Os iniciadores foram desenhados usando os softwares GenScript Real-
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time PCR (TagMan) Primer Design (https://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer) e

Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Os iniciadores utilizados estdo na Tabela 2.

Tabela 2: Iniciadores utilizados para PCR em Tempo Real

Direto Reverso Amplicon
Lm5500 5" TCCCCACGATTCACTTGTCG 3' 5 GCGGAAGGCGTAGATGAAGA 3’ 116pB
Lm5510 5'GCTGGAGGAACCAGAACACTC 3' | 5' AGTTCCTTTGCTGCTCCCTC 3' 149pB
Lm55520 5 TGTCTTCTCGGTGTTTCAGC 3' 5' GGAGGTGATGCCGAAGTAGT 3' 133pB
GAPDH 5 TCAAGGGTGGTGCGAAGAAG 3' | 5 TCGCCGTGTAGGAGTGGATG 3’ 140pB

Para fins de padronizacdo, nove diferentes combinacfes de concentragcdes de
iniciadores (300/300, 300/600, 300/900, 600/300, 600/600, 600/900, 900/300, 900/600,
900/900 nM) e quatro quantidades iniciais de cONA (10 ng, 1 ng, 0,1 ng e 0,01 ng) foram
testadas para a geracdo das curvas de dissociacdo e padréo, valores de slope, taxa de
eficiéncia (que deve apresentar valores préximos de 2) e valores de coeficiéncia R2 para
cada iniciador. Assim, a mistura para a reacdo de gRT-PCR foi composta por 10 ng de
cDNA, 600 nM de cada iniciador, 2,5 puL de SYBR Green PCR Master Mix
(AppliedBiosystems, Foster City, CA) e &gua deionizada, totalizando 5 pL de volume
final de reacdo. As amostras foram aplicadas em placas de 384 pocos
(AppliedBiosystems, Foster City, CA) em triplicata, além do controle negativo (branco)
e controle positivo (amplificacdo do gene gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase -
GAPDH, usado para a posterior normalizacéo). As placas foram lidas no equipamento
AB7900 (AppliedBiosystems). A normalizacdo foi realizada aplicando 0 método -2AACt.

A parte estatistica foi realizada utilizando o software GraphPadPrism V5.04.

4.6 Northern blot

Para os ensaios de Northern blot com RNA total, 10 pg do RNA de Promastigotas
e amastigotas foram separados em gel de agarose a 1.2% em tampdo MOPS pH 7.0 por 2
horas. Apos a eletroforese, os géis foram tratados duas vezes com SSC 10x (NaCl a 3M;
citrato de sodio a 0.3 mM; pH 7.0) por 20 minutos. Os RNAs foram transferidos por
capilaridade, em SSC 10x, para membranas de Hybond-N+ QIABRANE NYLON
(QIAGEN) também tratadas previamente com SSC 10x por 5 minutos. Apos a
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transferéncia, as membranas foram lavadas em SSC 6x e os RNAs foram imobilizados
por irradiacdo com luz UV no aparelho UVSTRATALINKER (Stratagene). A hibridacao
foi realizada como descrito previamente por Ausubel et al. (1995). Brevemente, as
membranas foram préhibridadas por 3h, a 42°C, sob rotacdo, em solucdo de formamida a
50%, SSC 6x, Denhardt’s 10x, SDS a 0,2% ¢ DNA de esperma de salmao a 75 pg/mL.
Posteriormente, as membranas foram hibridadas por 16 h a 42 °C com 100 ng de sonda
purificada, previamente marcada com [a-32P]-dCTP, usando o kit Amersham Ready-To-
Go DNA Labelling Beads (GE Healthcare), conforme recomendacdes do fabricante. Apds
a hibridacdo, as membranas foram lavadas duas vezes com SSC 2X/0,1% SDS a 42°C
durante 30 min cada. Todas as membranas foram expostas a filmes de raio-X (Kodak) ou
reveladas usando o sistema de fotodocumentagdo STORMS820 Phospholmager (GE

Healthcare).

4.7. Amplificacdo e purificacdo dos fragmentos dos genes de hemolisina 111 de L.

major

As sequéncias de interesse foram amplificadas por PCR a partir de DNA
gendmico utilizando o SuperMix High Fidelity (Invitrogen) que possui a enzima Taq
DNA polimerase e uma DNA polimerase de Pyrococcus com atividade corretora 3" e 5.
Foram desenhados pares de iniciadores especificos para amplificar os fragmentos de
interesse de cada gene (Tabela 3). Estes fragmentos génicos foram isentos de sequencias
codificadoras de regiGes transmembrana e/ou hidrofébicas. Cada reacéo continha 80ng
de DNA plasmidiano, 1ul de cada iniciador a 10 pmoles/ul e 45ul do Supermix, em um
volume final de 50ul. As reacBes foram feitas em termociclador PTC-100TM (MJ
Research Inc.) utilizando o seguinte programa: desnaturacdo inicial de 94°C por 2
minutos; 35 ciclos de 94°C por 20 segundos, anelamento a 60°C por 1 minuto e extensdo
a 72°C por 30 segundos; 72°C por 10 minutos final. Os produtos da amplificacdo foram
submetidos a separacdo por eletroforese em gel de agarose 1%, contendo brometo de

etidio 0,1mg/ml, e visualizados em luz ultravioleta.

Apo0s a separacdo dos produtos de PCR por eletroforese em gel de agarose, 0s
fragmentos de interesse foram excisados do gel e purificados usando o kit GFX gel and
PCRpurification kit (GE Healthcare), que se baseia na adsor¢cdo de DNA em silica,

conforme instrugdes do fabricante.
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Tabela 3: Iniciadores utilizados para clonagem no vetor LIC

Direto Reverso Amplicon

5 TACTTCCAATCCAATGGGA 5 TTATCCACTTCCAATGGCT

Lm5500 308pB
TGTTTTCTCGCAAGAGCT 3 TCCATGTGTAGTAGGC 3
5" TACTTCCAATCCAATGGGA 5" TTATCCACTTCCAATGC

Lm5510 686pB
TGTCTCTGAAGGCAACAGA 3' CATCGTGATCAAGTTCCTT 3
5" TACTTCCAATCCAATGGGAT | 5 TTATCCACTTCCAATGGT

Lm55520 312pB
GAACGACGCACTAACCAGC 3 GTCTCGTTGTGGAGGGCG 3

4.8. Clonagem dos fragmentos amplificados no vetor LIC

Os produtos de PCR purificados foram clonados no vetor LIC (Ligation
Independent Cloning) conforme instrugdes do fabricante (Novagen). Este vetor foi
desenvolvido para a clonagem direcional de produtos de PCR sem a utilizacdo de enzimas
de restricdo ou reagdes de ligacdo. A proteina de interesse é traduzida em fusdo com uma
cauda de histidina (His6-tag) na regido N-terminal, que facilita sua purificagdo e com a
proteina MBP (maltose-binding protein), que aumenta sua solubilidade e expressdo. A

MBP é clivada da construcao ap0s a expressao.
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4.9. Obtencao e transformacéao de bactérias termocompetentes

Para os experimentos de transformacéo bacteriana, foi utilizada a linhagem de E.
coli XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F'proABlaclgZ
M15 Tnl10 (Tetr)] termocompetente, preparada pela inoculacdo de uma colénia isolada
em 10ml de meio LB e incubac¢éo sob agitacdo (180 rpm) a 37°C por 12 horas. Cerca de
1ml da pré-cultura foi transferido para uma nova cultura de 50ml de meio LB e novamente
incubada a 37°C sob forte agitacdo até a obtencdo de ODsoonm entre 0,2-0,6. As células
foram coletadas por centrifugacdo a 5000g por 10 minutos, concentradas em 3ml de
solucdo para indugdo de competéncia (1g triptona; 0,5g extrato de levedura; 0,59 NaCl;
10mM MgClz; 10mM MgSOs; PEG 8.000 10% (p/v) e 5ml DMSO para 100ml de
solucéo, pH 7,5) e incubadas por 10 minutos no gelo. Apds a adi¢cdo de glicerol para a
concentracdo final de 15% e homogeneizacdo, a suspensdo foi dividida em aliquotas de
300pl. Estas células foram congeladas imediatamente em gelo seco e estocadas a -80°C

até o uso.

31



Bactérias E. coli XL1-Blue termocompetentes foram utilizadas para
transformacéo por choque térmico. A transformacdo foi feita adicionando 1pl da solugéo
de DNA a uma aliquota de 50p1 da suspensdo de bactérias e incubando a mistura em gelo
por 30 minutos. A solucdo foi submetida a um choque térmico de 42°C por 1 minuto e
0°C no gelo por mais 1 minuto. Adicionou-se 250l de meio LB e incubou-se a 37°C por
1 hora. A cultura transformada foi plagueada em meio LB-agar (LB + 15g/L &gar)

acrescido de 100 ug/ml de ampicilina e incubada por 37°C por 16 horas.

4.10. Obtencdo do DNA plasmidiano em pequena escala

Preparacdes de DNA plasmidiano em pequena escala (miniprep) foram obtidas
utilizando o kit GFX Plasmid mini kit (GE Healthcare), conforme instrucées do
fabricante.A eficiéncia da purificacdo foi analisada pela separagéo de 1ul das amostras

de DNA obtidas em géis de agarose 1% e por espectrofotometria a 260nm.

4.11. Expressao de proteinas recombinantes em pequena escala

As coldnias positivas, selecionadas por PCR de col6nia, foram utilizadas para um
teste de expressdo em pequena escala realizado para verificar a adequada expressao das
proteinas recombinantes (conjugadas com a cauda de 6xHis). As colbnias de bactérias
foram crescidas em 3ml de meio LB contendo ampicilina (100ug/ml) por
aproximadamente 16 horas, a 37°C, em agitador (200 rpm). Em seguida foi feito um
repique de 1:100 em frascos contendo 10ml de meio LB e o mesmo antibidtico. Apos
cerca de 2 horas, foram obtidas leituras de densidade Optica das culturas a 600nm. Ao
atingir a ODegoo de 0,4, foi coletado 1ml das culturas (Oh) antes de adicionar IPTG
(isopropil-B-D-tiogalactosideo) 1mM. Novas amostras foram coletadas ap6s 4 horas de
indugdo, mantendo-se sempre 0 mesmo numero de células, de acordo com a densidade
Optica das amostras colhidas no tempo Oh. As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm
(Eppendorf) e os pellets ressuspendidos em 75ul de agua. Apds a adicdo de 25ul de
tampéo da amostra (Tris-HC1 62,5mM pH 6,8; Glicerol 10%; SDS 2%; B-Mercaptoetanol

5%; azul de bromofenol 0,00125%) as amostras foram fervidas por 5 min. O material foi
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entdo utilizado para separacdo por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5%, como
descrito em Ausubel e Cols. (1995).

4.12. Expressao das proteinas recombinantes em larga escala

Ap0s o teste anterior, as colonias que apresentavam as melhores eficiéncias de
expressdo de proteinas recombinantes foram utilizadas para a expressao das proteinas em
larga escala. Para isso, os clones selecionados foram retirados diretamente da placa de
cultura e inoculados em 10 mL de meio CircleGrow suplementado com 100 ug/mL de
ampicilina (pré-inoculo). Os pré-inoculos foram incubados por 16 horas a 37°C sob
agitacdo (180 rpm). Depois deste tempo, todo o volume foi inoculado em 1 L de meio
CircleGrow suplementado com ampicilina. Mais uma vez, as culturas foram incubadas a
37° C sob agitacdo de 180 rpm com boa aeracao e o crescimento das células foi controlado
até uma ODeoo de 0,4-0,6. Neste momento, aliquotas de 1mL das culturas foram coletadas
para posterior verificacdo da expressdo (T0). A expressdo foi entdo induzida com o
acréscimo de IPTG em uma concentragdo final de 1,2 mM por 4 horas. A cada hora de
expressao, aliquotas com volume devidamente corrigido com a ODsgo do TO, foram
coletadas (T1, T2, T3, T4 da expressdo) com o objetivo de acompanhar a cinética da
expressdo. Essas aliquotas foram centrifugadas por 10 minutos a 16000 g e as células
foram ressuspendidas em tampé&o de amostra 2x (Tris-HCI 62,5mM pH 6,8; Glicerol 10%;
SDS 2%; B-Mercaptoetanol 5%; azul de bromofenol 0,00125%), fervidas por 5 min e
entdo submetidas a eletroforese em SDS-PAGE 14 % em tampdo Tris-glicina (25 mM
Tris-HCI pH 8,3, 250 mM glicina, 0,1 % SDS) a 120 V por aproximadamente 2 horas.
Os geis foram corados por Coomassie Blue (0,25 % Coomassie blue R 250, 50 % metanol,
10 % é&cido acético) em temperatura ambiente e lavados varias vezes com solugdo
descorante (50 % metanol, 10 % &cido acético). Os pesos moleculares das proteinas de
fusdo foram confirmados por comparagdo com padrdes de peso molecular de proteinas
(Page Ruler Unstained Broad Range Protein Ladder, Fermentas). Ap0s o término do
periodo de expresséo, as células foram coletadas por centrifugacdo a 4000 g, a 4°C, por
20 minutos e o sobrenadante foi descartado. As células foram ressuspendidas com auxilio
de pipeta em 30 mL de tampéo de coluna (20 mM fosfato de so6dio; 300 mM NaCl; 20
mM imidazol pH 7,4; 10% glicerol) acrescido de 1 % (p/v) de sarcosyl (Sigma Aldrich)

e submetidas a 3 ciclos de congelamento a -80°C e descongelamento a 37°C em banho.
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Antes e apds o congelamento e descongelamento do extrato protéico foi adicionado a
suspensdo lisozima na concentragdo final de 100 pg/mL. As bactérias foram entéo
sonicadas com 3 pulsos de 15 segundos cada, com poténcia de 30% em sonicador (Fischer
Scientific) para a liberacdo total das proteinas citoplasmaticas. A suspensdo foi entdo
centrifugada a 9000 g, 4° C por 30 minutos. O sobrenadante foi filtrado utilizando filtro
0,45 uM.

4.13. Purificacdo das proteinas recombinantes

As purificacOes foram feitas em aparelno AKTA primeplus (GE Healthcare) e as
fracbes purificadas foram analisadas por SDS-PAGE 12%. A purificacdo das proteinas
recombinantes foi feita por cromatografia de afinidade utilizando coluna HisTrapTM HP
5 mL (GE Healthcare). Na elui¢do dessa coluna obtém-se a proteina recombinante em
fusdo com uma cauda de 6xHis. O tampdo de ligacdo para esta cromatografia foi 20 mM
fosfato de sodio; 500 mM NaCl; 20 mM imidazol pH 7,4. O tampdo de eluicdo foi 20
mM fosfato de sddio; 500 mM NaCl; 500 mM imidazol pH 7,4.

4.14. Western Blot com fragdes obtidas da purificacdo utilizando o anticorpo anti-

histidinas (anti-His) e o soro dos animais imunizados.

Aproximadamente 2ug de proteinas obtidas das purificacdes citadas no item
acima foram submetidas a SDS-PAGE 14%. Para confirmacdo do peso molecular das
proteinas foi utilizado um padrdo de peso molecular previamente corado (Spectra
Multicolor Broad Range Protein Ladder, Fermentas). As proteinas foram transferidas
para membrana de nitrocelulose (GE Healthcare) utilizando um aparelho de
eletrotransferéncia Trans-blot Semi-Dry (Bio-Rad) a 20 V e 200 mA por 30 minutos em
tampdo de transferéncia (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20 % metanol, 0,1 % SDS). A
membrana foi bloqueada por 16 horas em PBS-Tween 20 0,05 % (PBS-Tween 0,05 %)
com 5 % (p/v) de leite em pd desnatado, lavada por trés vezes de 10 minutos cada em
PBS-Tween 0,02 % e entdo incubada por 1 hora e 30 minutos com o anticorpo anti-His
(GE Healthcare), diluido 1:2000 em PBS-Tween 0,05 % ou entdo incubada por 1 hora e
30 minutos com o soro dos animais imunizados diluido 1:1000.A membrana foi lavada

por mais trés vezes em PBS-Tween 0,05 % e incubada por 1 hora com anticorpo anti-1gG
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de camundongo conjugado com peroxidase (Sigma Aldrich) diluido 1:2000 em PBS-
Tween 0,05 %. Em seguida, a membrana foi lavada por mais trés vezes em PBS-Tween
0,05 %, tratada com substrato para peroxidase e revelada no fotocumentador.

4.15. Imunizagdo de camundongos

Apos a confirmacdo da expressdo das proteinas recombinantes, camundongos
machos ou fémeas da linhagem BALB/c, com idade entre 6-8 semanas, fornecidos pelo
Biotério Central do ICB/UFMG, foram imunizados com trés doses de 25 ug de proteina
recombinante em adjuvante de Freund (completo — primeira dose — ou incompleto —
segunda e terceira doses), com intervalos de 15 dias entre as doses. Antes da primeira
imunizacéo, cerca de 300 pL de sangue foi coletado do plexo orbital dos animais, com a
ajuda de pipeta de Pasteur longa de vidro (soro pré-imune). Dez dias ap6s a Ultima dose,
foi coletado cerca de 1,5mL de sangue do plexo orbital e, em seguida, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical. Todos os protocolos envolvendo animais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CETEA)/UFMG, protocolo no.
109/2012, valido até 09/04/20109.

4.16. Imunolocalizacao

Um mililitro de cultura de promastigotas de L. major, em inicio de fase
estacionaria, foi coletada, centrifugada 5 minutos a 4.000 rpm e lavada 1x com PBS. Apoés
a lavagem, os parasitos foram fixados em 500pl de paraformaldeido 4% por 20 minutos,
lavados 2x com 500ul de PBS e ressuspendidos tambem em PBS de modo que ficassem
2x108 parasitos em cada 20l (quantidade usada por pogo da lamina). Os parasitos foram
aderidos na lamina previamente tratada com poli-L-lisina por 20 minutos dentro de
camara umida e depois permeabilizadas com PBS-Triton 0,01% por 10 minutos. Apos 2
etapas de lavagem com PBS foi feito o blogueio com PBS-BSA 4% por 1 hora seguido
de mais 2 lavagens. Desta forma as promastigotas ficavam prontas para serem tratadas
com os anticorpos, a saber:

e Anticorpo primario — 20ul do soro de camundongo imunizado com cada uma das

trés proteinas diluidos 1:100 por 2hrs.
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e Anticorpo secundério conjugado ao ALEXA 488 — ap06s a lavagem do anticorpo
primario 2x com PBS, foi adicionado o anticorpo secundario diluido 1:1000 por
1 hora
e DAPI —apds lavagem do anticorpo secundario 2x com PBS foi adicionado DAPI
para a marcagdo nuclear 20 ul (1:5000) por 5 minutos.
Apos as marcacdes, a lamina foi montada com Prolong GOLD (Invitrogen) e selada com

esmalte.

4.17. Amplificacdo dos genes de interesse e clonagem do vetor de superexpressao
pPSP72aHYGa.

Para o estudo funcional, os genes expressos Lm5500 e Lm5520 foram clonados e
transfectados em L. major. A clonagem foi inicialmente realizada com os amplicons
obtidos pela PCR especifica para cada gene, utilizando DNA genémico de L. major como
molde. Os amplicons foram clonados no vetor pPGEM®T-easy (Promega, Madison, WI,
EUA) e, em seguida, subclonados em vetor de expressdo pSP72aHYGa. Este plasmideo
foi construido clonando-se um fragmento de 0,78kb da regido intergénica de alfa tubulina
de Leishmania enriette a 5’ ¢ a 3’ do gene que codifica higromicinafosfotransferase no
vetor pSP72 (Promega) (Richard, Leprohon et al., 2004) (El Fadili, Kundig et al.,
2002).0s vetores contendo as fases de leitura de cada um dos genes
pSP720HYGa::Lm5500 e pSP72aHYGo::Lm5520 foram utilizados para transformar
bactérias E. coli termocompetentes (Top 10F’). Ambos os genes foram clonados nos sitios
de restricdo das enzimas Xbal e Hindlll no vetor de expressao contendo o gene marcador
de selecdo que codifica a proteina higromicina fosfotransferase (HYG), o qual confere
resisténcia ao antibidtico higromicina. Os iniciadores utilizados para a amplificacdo dos
genes estdo na Tabela 4. Para a confirmagdo da clonagem, os plasmideos foram
amplificados em bactérias, isolados por miniprep, digeridos com Xbal e Hindlll por 3 h,
os fragmentos separados por eletroforese em gel de agarose 1% e os produtos confirmados
pela presenga das bandas especificas de aproximadamente 1 kb. Além disso, os genes
clonados foram sequenciados e o resultado obtido foi comparado com o genoma de

referéncia de L. major, disponivel em tritrypdb.org.
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Tabela 4: Iniciadores utilizados para clonagem no vetor pSP72aHYGa

Direto Reverso Amplicon
5 TCTAGAATGTTTTCTC 5 _AAGCTTCTACACGCA
Lm5500 1102pB
GCAAGAGCTCGAGT ¥ CACGATCGTTTCACG ¥
5' TCTAGAATGAACGAC 5 AAGCTTTTACGCGCAC
Lm5520 1026pB
GCACTAACCAGCGAC 3 TCACCGCCCACTCC 3
Mapa do vetor:
Pwull
Hindlll
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Sall - Eco01091
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4.18 - Transfeccdo de DNA por eletroporagdo em L. major

A superexpressao dos genes Lm5500 e Lm5520 em L. major WT foi realizada por
eletroporagcdo das construgbes pSP72aHYGa::Lm5500 e pSP72aHYGa::Lm5520. O
protocolo de transfec¢do foi baseado no método descrito por Beverley e Clayton (1993).
Para cada transfeccéo foram utilizadas aproximadamente 6x107 formas promastigotas de
L. major em fase logaritmica final de crescimento e 10-20 pg do plasmideo a ser
transfectado, purificado e eluido em agua. As culturas foram centrifugadas durante 5
minutos a 3.000 rpm e lavadas em tampéo HEPES/NaCl (21 mM HEPES; 137 mM NacCl,
5 mM KCI; 0,7 mM Na;HPOs4; 6 mM Glicose; pH 7,05). O sedimento celular resultante
foi suspendido em 0,5 mL de tampdo HEPES/NaCl, homogeneizado com o DNA a ser
transfectado e mantidos em gelo por 10 minutos. As células foram entdo transferidas para
uma cubeta de transfeccdo de 0,4 cm (Gene Pulser®, BioRad Laboratories, Hercules,
EUA) e submetidos & eletroporagéo utilizando 1500 volts e 25 pF (micro Faraday), com
tempo constante entre 3 e 4 milisegundos em eletroporador Gene Pulser 11 (BioRad
Laboratories, Hercules, EUA). Apds a descarga elétrica, 1 mL de meio de cultura a-MEM
foi adicionado a cubeta de eletroporacédo, a qual foi incubada em gelo por 10 minutos
adicionais. As células recém transfectadas foram transferidas para um frasco de cultura
celular de 25 cm? (Corning, NY, USA) contendo 10 mL de meio cultura a-MEM e
incubadas a 25 °C durante 24 h. Apos esse periodo, a cada frasco foi adicionado o
antibidtico de selecdo higromicina (pré-selecdo). As culturas foram mais uma vez
mantidas em estufa a 25 °C e, ap6s 24 h, uma aliquota de 1 mL foi adicionada em frasco
de cultura celular contendo 5 mL de meio o-MEM na presenca de 30 ug/mL de
higromicina (selecdo). Para cada experimento foram transfectadas células na auséncia do
vetor como controle negativo de selegéo, ou transfectadas com o vetor vazio (sem o gene

de interesse) (Mock).

4.19 - Obtencao dos extratos totais dos clones superexpressores

Promastigotas de L. major foram ressuspendidos em tampéao acido bérico-NaOH,
pH 7.0, com 0,4% de CHAPS (concentracdo sublitica) para uma densidade de 2x10°
parasitos/ml e incubadas no gelo por 1hr, vortexando a cada 10min. Logo apos, o extrato
foi centrifugado por 1min a 3000 rpm, o sobrenadante foi coletado e utilizado como
extrato total (Ext-T) para ensaio hemolitico, Western blot ou SDS PAGE.
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5. RESULTADOS

5.1. Busca por genes candidatos a codificarem proteinas com atividade citolitica

A disponibilidade do genoma sequenciado de algumas espécies de Leishmania
nos permitiu analisar os bancos de dados disponiveis em busca de genes candidatos a
codificarem proteinas citoliticas. Proteinas geralmente possuem uma ou mais regides
funcionais conhecidas como dominios, cuja identificacdo pode dar uma ideia de sua
funcdo. Pfam é um banco de dados de familias de proteinas que inclui anotagdes geradas
a partir de alinhamentos mdltiplos. Desta forma, o banco de dados Pfam agrupa familias
de proteinas a partir da identificacdo de dominios. Analisando a lista de dominios Pfam
no banco de dados GeneDB em proteinas descritas para L. major, encontramos 3
sequéncias anotadas como hemolisinas do tipo Ill, cuja identificacdo de Pfam é PF03006:
LmjF36.5500, LmjF36.5510, LmjF36.5520, sequéncias que serdo nomeadas de agora em
diante como hemolisinas do tipo Ill de L. major, de forma geral, ou Lm5500, Lm5510 e
Lm5520. Essas trés sequéncias foram descritas como codificadoras de proteinas
hipotéticas, conservadas, possuindo uma janela de leitura completa, do cédon de iniciagdo
ao codon de terminacdo. As sequencias de aminoacidos das 3 proteinas de L. major foram
obtidas do banco de dados TriTrypDB. Membros desta familia sdo proteinas integrais de

membrana incluindo uma proteina com atividade hemolitica de B. cereus.

5.2. Caracteristicas gerais das proteinas potencialmente codificadas pelos genes
Lm5500, Lm5510 e Lm5520

A Figura 2 mostra as caracteristicas gerais de cada uma das proteinas. Todas as
sequéncias foram submetidas a buscas minuciosas de homologia com o intuito de analisar
proteinas ortélogas em outras espécies de Leishmania. A busca revelou 4 proteinas
ortdlogas em L. mexicana, L. infantum, L. brasiliensis e L. panamensis para cada uma das
proteinas estudadas. O resultado dessa busca mostra que as hemolisinas do tipo Il
possuem 7 hélices transmembranas, seus tamanhos variando de 338 a 670 aa, com pesos
moleculares de aproximadamente 38 a 70 kDa. O resultado da busca no CDSearch tool
para dominios conservados mostrou a presen¢a do dominio caracteristico da superfamilia
das hemolisinas do tipo Il - Hlylll (PSSMID 275797) na porcdo N-terminal das
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proteinas. Esses dominios estdo representados na figura como blocos sélidos. Regides
desordenadas foram encontradas na por¢do C-terminal, representado na figura como

linhas onduladas.

Juntamente com os ortdlogos em Leishmania sp, comparamos também na Figura
2 0 gene ortélogo em P. falciparum, uma vez que Moonah e colaboradores (2014) o
descreveram como uma hemolisina I1l formadora de poros. Nesse trabalho, os autores
identificaram um motivo altamente conservado (DxxxIxxxIxG) que caracteriza as
hemolisinas 111 formadoras de poros. Buscamos manualmente este motivo nas proteinas
de L. major estudadas e em seus respectivos ortdlogos. Esse motivo foi encontrado em
todas as hemolisinas Ill de Leishmania e esta representado na figura por um pequeno
circulo dentro da sequéncia proteica. A Figura 3A mostra em detalhes 0 motivo
DxxxIxxxIxG nas sequéncias Lm5500, Lm5510 e Lm5520 e em seus respectivos
ortdlogos. As hemolisinas 111 estudadas também possuem ortélogos em outras espécies
de tripanossomatideos, como T. gondii, E. histolytica e Plasmodium sp. A Figura 3B
mostra em detalhes a similaridade da regido do dominio de Hlylll entre as proteinas
estudadas e suas ortélogas. Podemos ver que o dominio Hlylll é bastante conservado em

todos as proteinas analisadas.

5.3 Atividade hemolitica do extrato solivel de membrana (Ext-ms) de

promastigota de L. major

Como dito anteriormente, chamamos de leishporina uma atividade citolitica que
foi descrita inicialmente em L. amazonensis, mas que foi também detectada em L. major,
L. panamensis e L. guyanensis (Noronha et al., 1996; Almeida-Campos et al., 2000).
Como nossas buscas foram feitas em L. major e esta é a espécie utilizada neste trabalho,
mostramos na Figura 4 a atividade hemolitica de L. major, utilizando extratos de
proteinas solubilizadas de membrana de promastigotas (Ext-ms). Verificamos que a
atividade hemolitica de Ext-ms de L. major é muito semelhante a da L. amazonensis,

como ja haviamos mostrado anteriormente (Noronha et al., 1996).
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Figura 4- Atividade hemolitica de extrato de membranas (Ext-ms) de

promastigotas de L. major. Ext-ms diluidos em série foram incubados com 5 x 10°
hemacias humanas em 200ul de tampao de lise durante 30 minutos a 37 °C. As hemadcias
foram sedimentadas e o sobrenadante lido a 414nm para a determinagao da hemoglobina
liberada. A atividade hemolitica estd expressa em percentagem de hemolise, calculada
em relacdo a lise total obtida pela adi¢do de Triton X-100 a mesma quantidade de

hemacias. Este ¢ o resultado de um experimento representativo.
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5.4. Expressdo dos mRNAs dos genes anotados como hemolisinas 11 de L. major

Com o objetivo de verificar se esses genes eram expressos nas formas
promastigota e amastigota do parasito, extraimos 0 RNA total de promastigotas em inicio
de fase estacionéaria (periodo que, em L. amazonensis, a atividade hemolitica € maxima)
e de amastigotas produzidas de forma axénica, produzimos cDNASs por transcricdo
reversa e 0s utilizamos em uma PCR em tempo real. Utilizamos iniciadores especificos
para cada um dos genes estudados e para o controle endégeno iniciadores para GAPDH.
Por esta técnica As curvas de dissociagdo indicaram que, como desejado, somente as
sequéncias alvo foram amplificadas, pois apenas um pico, correspondente a uma
temperatura de dissociacdo, foi obtido para cada sequéncia, ndo sendo detectados
amplicons correspondentes a amplificagbes espurias (dados ndo mostrados). Assim,
verificamos que, 0 mMRNA dos genes Lm5500 e Lm5520 eram expressos em L. major
(Figura 5). No entanto, a expressdo do mMRNA do gene Lm5510 nédo foi detectada em
nenhuma das formas do parasito, indicando que este gene ndo é expresso ou € pouco
expresso. Quando comparamos a expressao relativa de cada mRNA entre as formas
promastigota e amastigota por gRT-PCR (Figura 5A), verificamos que os dois genes
Lm5500 e Lm5520 parecem ser mais expressos na forma amastigota, sendo que o

primeiro é cerca de 4 vezes mais expresso, ao passo gque o segundo é apenas 1,5 vez.

Para confirmar a expressao relativa dos mRNASs em promastigotas e amastigostas,
bem como avaliar o tamanho dos transcritos dos genes Lm5500, Lm5510 e Lm5520,
realizamos um Northern blot utilizando sondas especificas para cada mRNA (Figura 5B).
O tamanho dos transcritos, calculado pela distancia de migragéo no gel de agarose 1,2%
e tendo como referéncia o tamanho das bandas do rRNA, é de cerca de 1500 pb para 0s
dois transcritos. O rRNA 18S foi marcado como referéncia da quantidade de RNA
adicionada no gel. N&o foi observado nenhuma banda correspondente ao gene Lm5510,
indicando que ele é realmente pouco ou ndo expresso, 0 que corrobora com os dados da
PCR em tempo real. Por Northern blot, a diferenca de expressdo do gene Lm5520 ndo

correspondeu a diferenca observada pela técnica de qRT-PCR.
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Figura 5 — Niveis de expressdo dos genes de Lm5500 e Lm5520 em promastigotas e amastigotas
de L. major. A) PCR em tempo real — A expresséo relativa dos mMRNAs dos genes Lm5500 e Lm5520
foi avaliada por PCR quantitativa do cDNA de parasitos. O gene da gliceraldeido 3-fostato
desidrogenase (GAPDH) usado como normalizador e os valores representam a média de 2
experimentos independentes. Valores estatisticamente significativos em relacdo a promastigota estao
marcados com um asterisco. B) Northern blot — RNA total de promastigota e amastigota de L.major
foi extraido e hidridizado com sondas especificas pra os mMRNAs dos genes Lm5500 e Lm5520. A
quantidade de RNA utilizado é mostrada pela marcacdo com a sonda do rRNA 18S e pela coloracao
do gel de agarose com brometo de etidio. A= amastigota, P= promastigota. O grafico ao lado da figura

representa a densitometria das bandas de amastigotas em relacéo & banda de promastigotas.
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5.5. Comparacdo da atividade hemolitica entre amastigotas e promastigotas de L.

major

Uma vez determinado que estes genes sdo mais expressos na forma amastigota,
investigamos se esta forma do parasito também apresentaria uma atividade litica maior
do que as promastigotas. A Figura 6 mostra um resultado representativo dos ensaios
hemoliticos realizados com as duas formas do parasito. Foi possivel observar em todos
0s experimentos uma maior atividade litica em amastigotas quando comparamos uma
mesma diluicdo do extrato. Assim, parece existir uma associagdo entre uma maior

atividade hemolitica e a maior expressdo dos genes Lm5500 e Lm5520.

5.6. Localizacdo das proteinas codificadas pelos genes Lm5500, Lm5510 e Lm5520

em promastigotas de L. major

5.6.1. Obtencdo de anticorpos contra as proteinas codificadas pelos genes de
hemolisina 111 de L. major

Para verificarmos a localizacdo dessas proteinas no parasito, foi necessaria a
obtencdo de anticorpos especificos para cada uma delas. Para isto, 0s genes Lm5500,
Lm5510 e Lm5520 amplificados foram expressos em bactérias, e as proteinas

correspondentes foram purificadas e utilizadas como imundgenos em camundongos.

5.6.1.1. Amplificagdo dos genes Lm5500, Lm5510 e Lm5520 por PCR e clonagem no
vetor LIC

Inicialmente, selecionamos, em cada gene, regides livres de hélices
transmembrana ou regides hidrofobicas (dados ndo mostrados) para serem amplificadas
e clonadas no vetor LIC (ligation independente cloning) (Novagen). Iniciadores
especificos foram desenhados para cada regido escolhida e as sequéncias foram
amplificadas por PCR a partir de DNA gendmico do parasito. A Figura 7A mostra o
resultado da amplificagdo das 3 sequéncias, onde foram obtidos fragmentos de
aproximadamente 300pb, 700pb e 300pb, tamanhhos esperados para os amplicons dos
genes Lm5500, Lm5510 e Lm5520, respectivamente. Estes fragmentos foram purificados
do gel de agarose, clonados no vetor LIC e amplificados em bactérias E. coli BL21. Para

confirmar a clonagem, isolamos 0 DNA plasmidial de 2 clones de cada gene
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Figura 6- Comparacio da atividade hemolitica do extrato de membranas (Ext-

ms) entre promastigotas e amastigota de L. major. Ext-ms diluidos em série

foram incubados com 5 x 106 hemécias humanas em 200ul de tampao de lise
durante 30 minutos a 37 °C. As hemécias foram sedimentadas e o sobrenadante lido
a414nm para a determinagdo da hemoglobina liberada. A atividade hemolitica esta
expressa em percentagem de hemolise, calculada em relacdo a lise total obtida pela

adi¢ao de Triton X-100 a mesma quantidade de hemacias.
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de interesse e os utilizamos em uma reacdo de PCR com 0s respectivos iniciadores. Em
todos os clones analisados, foram amplificados fragmentos do tamanho esperado, como
mostra a Figura 7B. Em seguida, esses mesmos clones foram sequenciados com o
iniciador T7 term, que se anela no final da regido codificadora, e com um iniciador que
se anela na regido codificadora da porcéo C-terminal da proteina MBP. Nossos resultados
confirmaram que, para todos os genes, os fragmentos clonados possuem a sequéncia

correta (dados ndo mostrados).

5.6.1.2. Inducéo da expressdo das proteinas recombinantes

Para verificar se 0s genes clonados (conjugados a cauda de 6xHis) estavam sendo
expressos, os clones positivos foram utilizados para um teste de expressdo em pequena
escala. Amostras da cultura de bactérias foram coletadas nos tempos de 0 e 4 horas apds
indugéo por 1mM de IPTG, a 37°C. A Figura 8 mostra o resultado da SDS-PAGE, onde
podemos observar as bandas correspondentes as proteinas codificadas pelos fragmentos
dos genes, Lm5500, Lm5510 e Lm5520, em fusdo com a cauda de histidina, com 0s
tamanhos esperados de aproximadamente 14kDa, 29kDa e 14kDa, respectivamente,
embora neste gel, o aspecto tenha sido de PMs pouco maiores do que os tedricos. Em
todos os casos, foi possivel visualizar a banda que corresponde a expressao da proteina
MBP (42kDa).

As proteinas de interesse mostraram-se insoluveis, estando presentes no pellet do
extrato bacteriano. Apés o tratamento dos extratos bacterianos com 1% de sarcozyl, as
proteinas foram totalmente liberadas para a fracdo solUvel do extrato (dados ndo

mostrados).
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Figura 7: Amplificacio dos fragmentos de interesse das sequéncias Lm5500,
Lm5510 e Lm5520 e confirmacio da clonagem no vetor LIC. Géis de agarose 1%,
corados com Brometo de etidio. A - PCR do DNA gendmico do parasito utilizando
iniciadores especificos para os fragmentos dos genes Lm5500, Lm5510 e Lm5520. B
— PCR do vetor LIC purificado apos a clonagem dos fragmentos. Foram utilizados os
mesmos iniciadores especificos. Peso Molecular 1kb /adder (Invitrogen). (-) equivale

a PCR com o plasmideo vazio, utilizado como controle.
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Figura 8: Inducio da expressdo das proteinas recombinantes Lm5500, Lm5510 e
Lm5520. Amostras das culturas induzidas foram coletadas antes da adi¢do de IPTG
(Oh) e apds 4 horas de inducao (4h), mantendo-se sempre o mesmo nimero de células.
As amostras foram submetidas a SDS-PAGE variando a concentragdo de acrilamida
de 12,5% a 17,5% e o gel foi corado por azul de Coomassie Blue. Em vermelho estdao
as bandas correspondentes a proteina MBP e em verde as bandas correspondentes as

proteinas recombinantes.
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5.6.1.3. Purificacdo das proteinas recombinantes

As col6nias positivas foram entdo utilizadas para a expressdo das proteinas em
larga escala. A purificacdo das proteinas recombinantes foi feita por cromatografia de
afinidade utilizando coluna de Ni, como descrito em Materiais e Métodos. A Figura 9A
mostra um SDS PAGE ilustrativo das fracdes purificadas da proteina Lm5500, onde foi
possivel visualizar a banda de 14kDa, correspondentes a proteina recombinante nas
fracbes 23 a 29. Outras bandas mais fracas foram observadas e provavelmente
correspondem a proteinas de origem bacteriana que eventualmente ficaram retidas na
coluna de Ni. As outras 2 proteinas recombinantes também foram purificadas e analisadas
por SDS-PAGE. Apbs Western blot com o anticorpo anti-His foi confirmado que as
proteinas purificadas correspondem as proteinas de interesse em fusdo com a cauda de
histidina (Figura 9B). As proteinas purificadas foram utilizadas para a imunizacao de

camundongos como descrito em Materiais e Métodos.

5.6.1.4. Reatividade dos soros imunes com as proteinas codificadas pelos genes
Lm5500, Lm5510 e Lm5520

Realizamos Western blot das proteinas recombinantes utilizando os respectivos
soros dos animais imunizados. Pela observacdo da Figura 10, fica nitido que os soros
contem anticorpos para as proteinas recombinantes Lm5500, Lm5510 e Lm5520, pois
reconhecem as bandas correspondentes as proteinas purificadas, assim como as bandas
correspondentes as proteinas recombinantes de 14kD, 29kD e 14kD, respectivamente, no
extrato da bactéria ap6s 4hs de inducdo. Outras bandas reativas correspondem a

contaminagfes com proteinas bacterianas.

5.6.2. Localizagdo das proteinas em promastigota de L. major

O soro dos animais imunizados foi utilizado para a um ensaio preliminar de
localizagdo das proteinas in situ. A Figura 11 mostra o resultado da marcacao da proteina
Lm5520 em promastigota de L. major, da marcacdo nuclear com DAPI, bem como a
sobreposicao das duas imagens, respectivamente. O soro anti-Lm5520 parece marcar uma
estrutura alongada Unica, com morfologia compativel com a do compartimento

lisossémico de parasitos do género Leishmania, denominado tubo multivesicular (MVT).
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Esta organela se estende do bolso flagelar até a regido posterior do parasito e faz parte de
sua via endocitica (McConville, Mullin et al., 2002, Waller and McConville 2002). A
Figura 12 mostra a marcacdo da proteina Lm5500 em promastigotas de L.major, a
marcacdo nuclear com DAPI, bem como a sobreposicdo das duas imagens,
respectivamente. O soro anti-Lm5500 parece marcar vesiculas arredondadas no
citoplasma, parecendo acompanhar a membrana plasmatica do parasito, podendo
corresponder aos acidocalcissomas. Confirmando os resultados gRT PCR, néo
detectamos fluorescéncia para a proteina codificada pelo gene Lm.5510.

Com o intuito de comparar a marcacgdo da proteina Lm5520 com uma marcacao
de endossomos e do MVT, fizemos uma marcagdo com o corante FM1-43. Na Figura
13A mostramos a marcacdo do endossomo primério e do MVT com o marcador de
endossomos FM1-43 (amarelo), coloracdo do nicleo e cinetoplasto por DAPI (azul) e 0
campo claro, respectivamente (2 exemplares).

A Figura 13B mostra um exemplar de L. major com suas organelas internas
ilustradas. Podemos ver a disposi¢ao dos acidocalcissomas e do MVT alongado ocupando

a regido posterior do parasito.

5.7. Analise funcional das proteinas Lm5500 e Lm5520 por sua superexpressao em
promastigota de L. major.

Inicialmente, iniciadores especificos que amplificam as sequéncias
correspondentes a regido codificadora dos genes de interesse foram desenhados e as
sequéncias foram amplificadas a partir do DNA genémico de L. major por PCR. A Figura
14A mostra o resultado da amplificacdo da qual foram obtidos fragmentos de
aproximadamente 1000pb, como esperado para 0s genes Lm5500 e Lm5520,
respectivamente. Esses fragmentos foram purificados do gel de agarose e clonados no
vetor pGEM-Teasy, que foi utilizado para transformar bactérias E. coli
termocompetentes. Para a confirmacao da clonagem, os plasmideos foram amplificados
e isolados por minipreparacéo e digeridos com Xbal e Hindlll. O resultado mostrado na
Figura 14B confirma a presenca de bandas especificas de aproximadamente 1 kb, como
esperado. Os genes clonados foram sequenciados e o resultado obtido foi comparado com
0 genoma de referéncia de L. major, disponivel em www.tritrypdb.org. Os resultados
confirmaram que os fragmentos clonados possuem a sequéncia correta para os dois genes

(dados ndo mostrados).
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Figura 9: Purifica¢do das proteinas recombinantes A) SDS PAGE das fragoes
purificadas da proteina Lm5500 (14kD) e B) Western blot das fragdes protéicas
purificadas das proteinas recombinantes Lm5500 (14kDa), Lm5510 (29kDa) e
Lm5520 (14kDa). A) as fragdes proteicas purificadas apos cromatografia de afinidade
foram diluidas em tampao de amostra, fervidas por 5 min e aplicadas no gel SDS PAGE

12,5%. Apos a eletroforese, o gel foi corado por azul de Coomassie. B) Western blot
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P = padrao de peso molecular (precision plus protein standard )(Biorad)
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14kD

5500 5510 OH 4H 5520

Figura 10: Western blot com o soro dos animais imunizados. A, B e C — soros de

animais imunizados com as proteinas Lm5500, Lm5510 e Lm5520, respectivamente.
Os soros dos animais foram diluidos 1:1000. OH ¢ 4H - extrato da bactéria apos 0 e
4 horas de inducdo das respectivas proteinas recombinantes. 5500, 5510 e 5520
correspondem as fragdes proteicas purificadas apds cromatografia de afinidade. P =

padrdo de peso molecular (precision plus protein standard) (Biorad)
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Figura 11: Imunofluorescéncia com os anticorpos gerados para as proteinas

Lm5520 em promastigotas — A figura mostra 2 exemplares de promastigota de L.
major marcados com o anticorpo anti-Lm5520 conjugado com ALEXA 488 (verde), a
coloragdo do nucleo e cinetoplasto por DAPI (azul), o campo claro e a sobreposi¢ao

. . 55
das imagens, respectivamente.



Figura 12: Imunofluorescéncia com os anticorpos gerados para a proteina

Lm5500 em promastigotas — A figura mostra 2 exemplares de promastigota de L.
major marcados com o anticorpo anti-Lm5500 conjugado com ALEXA 488 (verde),
a coloracdo do nucleo e cinetoplasto por DAPI (azul) e sobreposi¢ao das imagens,

respectivamente. 56



Fonte: R.F. Waller,
M.J. McConville.
International Journal
for Parasitology (2002)

ac

Figura 13) Endossomo inicial de L.major marcado por FM 143-FX - A) Endossomo
inicial e MVT de L. major marcada com o FM 143-FX (amarelo), coloragao do nucleo
e cinetoplasto por DAPI (azul) e o campo claro, respectivamente (2 exemplares). B)
Exemplar de L. major com suas organelas internas ilustradas. Ac= acidocalcissomos,

MVT = tubo multivesicular, ER= reticulo endoplasmatico, N = nucleo.
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Figura 14: Amplificacdo dos fragmentos de interesse das sequéncias Lm5500,
Lm5520 e confirmacio da clonagem no vetor pGEM-Teasy. G¢éis de agarose 1%,
corados com Brometo de etidio. A - PCR do DNA gendmico utilizando iniciadores
especificos para cada fragmento. B —Digestao do vetor pGEM-Teasy com as enzimas

de restricao Xbal e HindllI por 3 hrs. Peso Molecular 1kb ladder (Invitrogen).
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Em seguida, ambos os fragmentos foram clonados nos sitios de restricdo das
enzimas Xbal e Hindlll no vetor de superexpressdo pSP72aHYGa (Figura 15A)
contendo o gene marcador de selecdo que codifica a proteina higromicina fosfotransferase
(HYG), o qual confere resisténcia ao antibidtico higromicina. Para a confirmacdo da
clonagem, os plasmideos foram novamente amplificados, isolados por minipreparacéo e
digeridos com Xbal e Hindlll. Os resultados da eletroforese em agarose confirmam a
presenca de fragmentos de 1kb, conforme esperado (Figura 15B).

Os parasitos superexpressores de Lm5500 e Lm5520 foram obtidos pela
eletroporagdo de L. major com as construcbes pSP72aHYGa::Lm5500 e
pSP72aHYGa::Lm5520. O vetor vazio (sem o gene de interesse) também foi transfectado,
como controle do experimento. O protocolo de transfeccdo foi baseado no método
descrito por Beverley e Clayton (1993). As células recém transfectadas foram
selecionadas na presenca de 30 w/mL de higromicina. Para cada experimento foram
transfectadas células na auséncia do vetor como controle negativo de sele¢do (WT) ou
transfectadas com o vetor vazio (sem o gene de interesse) (mock).

5.7.1 Analise da expressdao dos mMRNAs

Com o objetivo de verificar os niveis de expressdo dos mMRNAs dos genes de
interesse nos clones transfectados em relagdo ao WT e ao Mock, extraimos o RNA total
de promastigotas em inicio de fase logaritmica, produzimos cDNAs por transcri¢ao
reversa e 0s utilizamos em uma PCR em tempo real. Utilizamos iniciadores especificos
para cada um dos genes estudados e para o controle endogeno GAPDH. Utilizamos o
SYBR Green como fluoréforo.

Quando comparamos a expressdo relativa dos mRNAs dos clones Lm5500 e
Lm5520 (Figura 16), verificamos que séo aproximadamente 40x e 50x, respectivamente,
mais expressos do que os mMRNAs do WT e do mock. Como desejado, as curvas de
dissociacgdo indicaram que somente as sequéncias alvo foram amplificadas, pois apenas
um pico, correspondente a uma temperatura de dissociacdo, foi obtido para cada
sequéncia, ndo sendo detectados amplicons correspondentes a amplificacGes espurias

(dados ndo mostrados).
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pSP720HYGa::LmjF.36.5500 pSP720HYGaou::LmjF.36.5520
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Figura 15: Confirmacao da clonagem dos amplicons Lm5500, Lm5520 no vetor
de superexpressio pSP72aHYGa. Digestio do vetor pSP72aHYGa::Lm5500 e
pSP72aHYGa::Lm5520 com as enzimas de restricdo Xbal e HindIIl por 3 hrs. Gel de

agarose 1%, corado com Brometo de etidio. Peso Molecular 1kb /adder (Invitrogen).
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Relative mRNA level

Figura 16 — Niveis relativos de expressio dos mRNAs nos clones superexpressores
Lm5500 e Lm5520 em relagdo ao WT e Mock. Os experimentos foram realizados
em triplicata e o gene da gliceraldeido 3-fostato desidrogenase (GAPDH) usado como
normalizador. O método AACT foi utilizado para calcular as quantidades de mRNA

relativas para cada amostra.
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5.7.2 — Analise da expressao das proteinas

Para analisar a expressdo das proteinas nos clones transfectados, realizamos um
SDS-PAGE com os extratos totais dos clones superexpressores. Observamos que 0s
clones Lm5500 Il e Lm5520 V apresentavam uma banda proeminente entre 37 e 50kDa,
conforme esperado para as proteinas Lm5500 (41kDa) e Lm5520 (38kDa) (Figura 17).

5.7.3 — Ensaio funcional

Para verificar se o fenotipo dos clones superexpressores de Lm5500 e Lm5520
eram mais hemoliticos do que os mock transfectados, realizamos um ensaio hemolitico
com os extratos totais de clones superexpressando a proteina Lm5520, clones
superexpressando a proteina Lm5500 e com extratos totais dos parasitos expressando o
vetor vazio (mock). Conforme observado na Figura 18, os clones Lm5500 e Lm5520
apresentaram uma atividade litica superior ao mock transfectado, indicando que estes
genes sdo importantes para a atividade litica do parasita, sendo portanto, potenciais
candidatos a codificarem a leishporina ou proteinas importantes para a atividade litica da

leishporina.
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P 550011 5500V 55201V 5520V (-)IV (-)V

50kD

37kD

Figura 17: Perfil eletroforético do extrato proteico dos clones superexpressores
das proteinas Lm5500 e Lm5520. SDS-PAGE dos extratos totais dos clones 5500 II,
5500V, 5520 1V, 5520 V e dos controles (-) IV e (-) V, correspondentes ao vetor vazio.
Concentragdo de acrilamida: 12,5% . gel corado por azul de Coomassie. Em vermelho

estdo as bandas correspondentes as proteinas Lm5500 e Lm5520 superexpressas.
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Figura 18- Atividade hemolitica dos extratos totais dos clones superexpressores

e Mock. Ext-T diluidos em série foram incubados com 5 x 10° hemadcias humanas
em 200ul de tampao de lise durante 30 minutos a 37 °C. As hemadcias foram
sedimentadas e o sobrenadante lido a 414nm para a determinag¢do da hemoglobina
liberada. A atividade hemolitica estd expressa em percentagem de hemolise,
calculada em relagdo a lise total obtida pela adigdo de Triton X-100 & mesma
quantidade de hemécias. Cada ponto representa o resultado de 2 a 4 experimentos
independentes. O asterisco repressenta que a diferenca no ponto ¢ estatisticamente

significativa em relacdo ao transfectado com o vetor vazio.
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6. DISCUSSAO

Proteinas formadoras de poros (PFPs) ja foram descritas em varios microrganismos
patogénicos, incluindo protozoarios, sendo que varias delas ja foram implicadas na
patogénese das doencas causadas pelos mesmos (Horta 1997, Almeida-Campos, Noronha
et al.,, 2002, Ishino, Chinzei et al.,, 2005, Kafsack, Pena et al.,, 2009, Moonah, Sanders
etal.,, 2014) (Tabela 1).

A caracterizacdo da leishporina como uma citolisina formadora de poros de L.
amazonensis nos leva a indagar sobre a sua funcéo, tanto no ciclo de vida do parasito
guanto na patogénese da leishmaniose. O fato de a leishporina ter atividade litica 6tima
em pH 5,5 e a 37°C (Noronha, Ramalho-Pinto et al.,, 1996, Noronha, Cruz et al.,, 2000),
condigdes encontradas dentro do fagolisossomo, sugere que ela possa agir dentro desta
organela e fez 0 nosso grupo propor o seu envolvimento com o rompimento do
fagolisossomo - como ja demonstrado para Listeria monocytogenes (Bielecki et al.,,
1990), Shigella flexneri (Hybiske and Stephens, 2008) e sugerido para T. cruzi (Andrews,
1994) - e, posteriormente, da membrana plasmética do macréfago infectado (Horta 1997,
Almeida-Campos, Noronha et al., 2002) como ja demonstrado para T. gondii (Kafsack,
Pena et al., 2009). Assim, é objetivo do nosso grupo investigar a(s) funcdo(Bes) da

leishporina, tarefa que depende da caracterizagdo molecular desta citolisina.

A abordagem utilizada neste trabalho para tentar identificar a leishporina valeu-
se do fato de o genoma da L. major ter sido completamente sequenciado (Ivens et al.,
2005). O projeto genoma da L. major revelou a sequéncia de 36 cromossomos do genoma
hapldide do parasito com aproximadamente 32,8 megabases. Foram preditos 8272 genes
codificadores de proteinas, 911 genes de RNA e 39 pseudogenes (lvens et al., 2005). A
identificagdo na lista de Pfam do banco de dados GeneDB de 3 sequéncias anotadas como
supostas hemolisinas do tipo 11l (baseada eu sua similaridade com hemolisina Il de B.
cereus) nos levou a supor que esses genes pudessem codificar proteinas citoliticas,
possivelmente responsaveis pela atividade da leishporina. Similarmente ao encontrado
para a leishporina (Noronha et al., 2000), a hemdlise causada pela hemolisina do tipo 111
de B. cereus ocorre em pelo menos 3 etapas: ligacdo dos monémeros na membrana do
eritrécito, formacéo do poro oligomérico transmembrana e lise do eritrdcito (Baida and
Kuzmin, 1996).
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Em V. vulnificus, uma bactéria marinha altamente virulenta, agente causador de
septicemia fatal em vérias partes do mundo, a hemolisina do tipo Il com 48% de
identidade com a hemolisina do tipo Ill de B. cereus é um fator de viruléncia deste
patégeno (Chen, Chang et al., 2004). Também em P. falciparum, a hemolisina do tipo
I11, recentemente caracterizada (Moonah, Sanders et al., 2014), também pode ter um papel
importante na anemia em pacientes com maléaria, o que estd sendo investigado pelo grupo.
Esses estudos corroboram a nossa hipétese de que as hemolisinas 111 de L. major poderiam

codificar a citolisina que denominamaos leishporina.

Ressaltamos, contudo, que uma vez que estas proteinas foram anotadas
automaticamente, com base em similaridade de sequéncia, estas poderiam ndo apresentar
a mesma funcdo desempenhada pelas proteinas da familia a qual pertencem. Alguns genes
de Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, possuem o dominio PF03006 e codificam
uma proteina que tem um papel no metabolismo de lipideos (Karpichev et al., 2002).
Assim, embora cientes que o produto génico codificado por estas sequéncias poderia nao
apresentar funcdo de hemdlise, esta era uma abordagem que ndo poderia ser
desconsiderada (como, de fato, mostrou-se relevante).

As 3 sequéncias de L. major anotadas como supostas hemolisinas |11 possuem a
regido codificadora completa e foram analisadas sob diversos aspectos. O resultado da
busca de dominios conservados mostrou a presenca do dominio caracteristico da
superfamilia Hlylll (PSSMID 275797) na porcdo C-terminal das proteinas. A presenca
de hélices transmembrana é uma indicacdo de que sdo proteinas que interagem com a
bicamada lipidica, uma caracteristica das proteinas formadoras de poro. A busca pelo
motivo que caracteriza as hemolisinas 11 como formadoras de poros descrito por Moonah
e colaboradores (Moonah, Sanders et al., 2014), mostrou que é um motivo bastante
conservado entre as hemolisinas |1l de outras espécies de Leishmania. Analisamos as
regides intrinsecamente desordenadas na por¢do N-terminal (detectadas pelo Disopred),
que parecem funcionar como uma regido de ligacdo a proteinas ou outras moléculas que
possam interagir com estas hemolisinas. Regibes intrinsecamente desordenadas sdo
flexiveis, dindmicas e podem ser parcial, ou completamente distendidas em solucdo. A
fungdo priméaria da desordem parece ser o reconhecimento molecular de proteinas e
acidos nucléicos. Mostramos ainda que as hemolisinas Il de L. major possuem ortélogos
em outros tripanossomatideos como Plasmodium sp., T. gondii, Eimeria, E. histolytica,

dentre outros.
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Apdbs confirmarmos que extratos da fracdo rica em membranas de promastigotas
de L. major possuem, como a L. amazonensis, atividade hemolitica (Figura 5), iniciamos
a caracterizacdo destas sequéncias avaliando se as mesmas corresponderiam a mRNAS
expressos no parasito. O resultado obtido foi importante pois mostramos que apenas 2
sequéncias de L. major anotadas como hemolisina Il eram expressas em promastigotas
na fase estacionéria (Figura 6), fase em que a expressdo da atividade da leishporina é
méaxima (Noronha et al. 1996). Quando comparamos a expressao desdes mRNAS entre
promastigotas e amastigotas, vemos que sdo mais expressos em amastigotas, como foi
demonstrado por PCR em tempo real. Por Northern blot, que ndo € um método
quantitativo, pudemos verificar o tamanho de seus mRNA. Nenhuma dessas técnicas
foram capazes de detectar um produto de expresséo para o gene Lm5510, significando
gue 0 mesmo é pouco, ou ndo é expresso, o que foi também corroborado pela pesquisa da
proteina no parasito, por imunofluorescéncia utilizando anticorpos produzidos contra as
3 proteinas.

A maior producéo das hemolisinas 111 em amastigotas esta compativel com o fato
de que amastigotas parecem ter maior atividade hemolitica do que promastigotas de L.
major (Figura 7). Esses dados corroboram a hipdtese de que as hemolisinas Il sdo
importantes para a ruptura do fagolisossomo no interior da célula hospedeira como ja
demonstrado para o protozoario T. gondii (Kafsack, Pena et al., 2009) e para as bactéria
L. monocytogenes (Bielecki J. et al 1990) e Legionella pneumophila (Alli O.A. et al
2000). Pretendemos ainda analisar a cinética de expressao desses genes para verificar se
ha alguma correlacdo da cinética de expressdo dos genes com a da atividade hemolitica
no parasito.

Por ensaios de imunolocalizacdo, a proteina Lm5520 parece estar localizada no
Tubo Multivesicular (MVT) do parasito. O MVT é um lisossomo maduro, que possui um
grande numero de vesiculas internas e se estende da bolsa flagelar até a regido posterior
do parasito. O MVT sofre um processo de maturacdo a medida que o parasito alcanca a
fase estacionaria e se diferencia em promastigotas metaciclicas. O aumento da capacidade
litica do MVVT em promastigotas metaciclicas pode ser reflexo de sua acidifica¢do e da
ativacao de proteases lisossémicas residentes (Mullin et al.,, 2001). J& a proteina Lm5500
parece estar localizada em vesiculas que se assemelham aos acidocalcissomas. Os
acidocalcissomas constituem uma segunda classe de vactolos acidificados em
protozoarios e ocupam uma porcdo significativa do citoplasma. A funcdo primaria do

acidocalcissoma é a reserva intracelular de calcio. Sdo claramente distintos dos
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lisossomos e, ao contrario do MVT, ndo sdo marcados por marcadores de endocitose
(McConville et al., 2002). A marcacdo do MVT de L. major com o corante FM1-43
mostrou-se similar & marcagdo da proteina Lm5520. Entretanto, ndo foi possivel ainda
realizar a co-localizacéo da proteina com este corante devido ao seu amplo espectro de
emissdo, que se confunde com a emissdo do corante ALEXA 488. Ja os acidocalcisomas
poderiam ser co-localizados com marcadores de organelas &cidas como o Lysotracker,

experimentos que deveréo ainda serédo realizados para concluséo deste resultado.

A caracterizacdo funcional de um gene pode ser feita de varias maneiras e a que
mostrou mais factivel no momento foi a superexpressao desses genes em promastigotas
de L. major. Para isto, utilizamos o vetor pSP72aHYGa, selecionando os clones
superexpressores com higromicina. A superexpressdo mostrou-se bastante eficiente do
ponto de vista da quantificacdo dos mRNAs dos genes Lm5500 e Lm5520 por PCR em
tempo real, o que foi confirmado pelo perfil eletroforético do extrato proteico dos clones
analisados (Figuras 17 e 18). O resultado obtido do ensaio funcional para atividade litica
mostrou claramente que ambos os genes Lm5500 e Lm5520 codificam proteinas que
aumentam a atividade hemolitica das promastigotas, em relacdo as tranfectadas com o
vetor vazio. A importancia desses resultados € clara nos seguintes pontos: 1) mostramos,
pela primeira vez, que as proteinas codificadas pelas hemolisinas Il de L. major (Lm5500
e Lm5520) sdo proteinas envolvidas com a atividade hemolitica do parasita, confirmando
a funcdo predita quando da anotacdo desses genes; 2) essas proteinas podem revelar
finalmente a identidade ou parte da identidade da leishporina; 3) esses gene/proteinas
podem, assim, estar implicadas na viruléncia do parasito, na amplificacdo da infeccao, ou

até mesmo na sobrevivéncia do parasito no inseto vetor.

Com relacéo a citolisina que denominamos leishporina, responsavel pela atividade
formadora de poros em macréfagos e pela atividade hemolitica de amastigotas e
promastigotas, ja ha varios anos trabalhamos em sua caracterizacdo e tentativa de
identificagdo. Nos Ultimos anos, varios trabalhos foram realizados em nosso laboratério
na tentativa de purificar e identificar a(s) molécula(s) que co-purifica(m) com a atividade
hemolitica de extratos de promastigotas. Assim, por cromatografia liquida conseguiu-se
purificar uma proteina de 50-60 kDa que co-purificava com a atividade hemolitica do
extrato de promastigotas (Noronha, 1996). No entanto, na época, pelo baixo rendimento,

ndo foi possivel identificar a proteina e estudar a sua funcdo no parasito. Este tamanho
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sugerido de proteina é compativel com o encontrado por nos neste trabalho que é de 44,8
kDa para a proteina codificada pelo gene Lm5500 e de 41 kDa para a proteina codificada
pelo gene Lm5520. Além disso, mais recentemente, com 0S recursos atuais para a
identificacdo molecular mais sensiveis, como a espectrometria de massa, e utilizando
outras combinagdes cromatogréaficas, Castro-Gomes (2010) chegou a um resultado
bastante inesperado: ele purificou e identificou dois lisofosfolipideos presentes no Ext-
ms promastigotas de L. amazonensis com atividade hemolitica em fragbes sem nenhum
traco de proteina. Ele mostrou ainda que a inibicdo da fosfolipase responsavel pela
geracdo desses lipideos aboliam totalmente a atividade hemolitica de promastigotas de L.
amazonensis (resultados ndo publicados), sugerindo que a leishporina possa ser um
lipideo, ou que esse lipideo seja importante para a atividade da leishporina. Por outro
lado, a abordagem utilizada neste trabalho levou-nos a identificar proteinas com atividade
hemolitica, 0 que também sugere que essas proteinas possam ser a leishporina ou que elas
possam ser importantes para a atividade da leishporina. Em conjunto, esses achados
podem significar que a atividade litica, formadora de poros, que chamamos leishporina,
seja mediada pelas proteinas Lm5500 e Lm5520 com a participacdo dos lisofosfolipideos
ou mediada pelos lisofosfolipideos com a participacdo das duas proteinas. E possivel
também que a leishporina seja um complexo lipideo-protéico, ou mesmo que cada uma
destas citolisinas possa agir em momentos distintos do ciclo de vida do parasito. Seréo
necessarios experimentos adicionais para validar essas hipGteses e saber, por
experimentos de prote¢do osmotica e de patch-clamp, se ambas as espécies moleculares
sdo capazes de formar poros. Além do fendtipo hemolitico, pretendemos analisar
posteriormente os fenotipos de infectividade in vitro e in vivo com os clones

Superexpressores.
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