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RESUMO

A leishporina € uma citolisina formadora de podescrita pelo nosso grupo,
inicialmente emLeishmania amazonensisnas cuja atividade citolitica foi também
detectada enk. major, L. panamensi® L. guyanensigNoronha,1996; Noronhat al,
1996; Noronheet al, 2000; Almeida-Campos & Horta, 2000). A atividadwlitica da
leishporina de.. amazonensi®i detectada em extratos de promastigotas e dstajotas,
mas toda a caracterizacdo desta atividade foi feila promastigotas. Diversas
caracteristicas desta citolisina e do seu mecanidmcacdo ja foram determinadas
(Noronhaet al, 1994; Noronhat al, 1996; Noronhat al, 2000; Almeida-Campos &
Horta, 2000 Castro-Gomest al, 2009). O fato de parasitas do géné&mishmania
causador de diversas formas de leishmaniose, pessuima proteina formadora de poros
gera a questdo Obvia de que funcao tal proteinarjgotér. E esta a pergunta que queremos
responder. A resposta, no entanto, depende de cemhes a identidade molecular da
leishporina. Dentre as abordagens que estéo sdilidadas em nosso laboratério para a
identificacdo desta citolisina estdo: 1) purificagda proteina a partir de extratos do
parasita, 2) producdo de um banco de dados coraipast formadoras de poros (PFPs)
funcionalmente caracterizadas para verificar o gielhomologia com genes Hemajor,

3) screeningfuncional de bibliotecas de cDNA e 4) caracte@mados genes de major
anotados como hemolisinas no banco de dados GenaBRluas ultimas abordagens
foram o alvo do presente trabalho. Conms@eeningfuncional de uma biblioteca de
cDNAs da forma amastigota de amazonensjsconstruida em fago T7, ndo foi possivel
identificar proteinas hemoliticas, uma vez que Alidieca havia perdido a sua
representatividade. Esta é uma abordagem que awiiimbs novamente, tentando
amplificar esta biblioteca de forma representat@mn de realizar um nowszreeningcom
uma biblioteca cDNA da forma promastigota ldeamazonensisonstruida em nosso
laboratorio. Quanto a segunda abordagem, encondradneequéncias anotadas como
hemolisinas do tipo Il no banco de dados GeneDB.drajor. Demonstramos existéncia
de RNAs mensageiros para estes quatro genes andetaros o nivel de expressao
relativa de cada um deles na forma promastigoteadasita. Experimentos de clonagem e
expressdo em bactéria nos indicaram que esses [yas®EsN ser toxicos para a bactéria

coli e, portanto, um outro sistema sera utilizado paapressao destas proteinas.
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INTRODUCAO:

O protozoario do géneroLeishmania ciclo de vida e patogénese:

O génerd_eishmaniapertence ao grupo de zooflagelados da ordaratoplastida
que sao caracterizados pela presenca de uma masdaNA evidente chamada
cinetoplasto localizada no interior de uma mitoectndrande, alongada e Unica. Dos
cinetoplastideos, os pertencentes a familia Tryg@natidae sdo parasitas intestinais de
insetos e parasitos intra ou extracelulares delextios, podendo neste se desenvolver em
células do Sistema Monocitico Fagocitario (SMF)caso do géneroeishmaniaou ainda
viver no intersticio como observado em certas e@spédo génerolrypanosoma Os
tripanosomatideos possuem um flagelo Unico quecsdiza no cinetoplasto ou proximo a
ele. Parasitas do génefceishmania sdo causadores de doencas conhecidas como
leishmanioses que podem se manifestar sob véariesms$oclinicas, dependendo da espécie
do parasito, da resposta imune do hospedeiro, tamibém do flebotomineo vetor (Sacks
& Kamhawi, 2001). Lainson & Shaw, em 1987, propase uma divisdo em dois sub-
génerosLeishmaniae Viannia baseada principalmente no local de desenvolvioneat
hospedeiro invertebrado e no desenvolvimento dtopodrio na pele de hamsters e em
meio de cultura. Assim sendo, no sub-gén¥iannia encontram-se as espécies do
complexo chamadobraziliensiscausadoras das leishmanioses cutanea e mucocudnea
Novo Mundo, sendo exemplosla (V.) guyanensi® L. (V.) braziliensis O outro sub-
géneroLeishmaniainclui as espécies do complexo donovani corho(&.) donovanielL.

(L.) chagasiresponsaveis pela leishmaniose visceral no Vellhdoeo Mundo, nesta
ordem. No sub-génelceishmaniaainda encontram-se as espécies do complexo maxican
representado pelas espécies (L.) amazonensie L. (L.) mexicanacausadoras da
leishmaniose cutanea e cutanea difusa do Novo Mendo complexo major, sendo que
estas espécies sdo prevalentes no norte da Alfiidia, e Suddo (Grimaldi e Tesh 1993;
Lainson e Shaw, 1987).

A epidemiologia da leishmaniose é bastante diveesdo que cerca de 21 espécies
de Leishmaniasdo patogénicas para o0s seres humanos e 30 sspuicienosquito
flebotomineo séo vetores potenciais (Desjeux, 2084)eishmaniose apresenta amplo

espectro de quadros clinicos, que podem variaesfies cutdneas até lesdes internas que
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podem comprometer o funcionamento de 6rgdos, podénar inclusive a morte. A
gravidade da infeccéo varia de acordo com a esplédieishmaniaenvolvida e depende

também da resposta imune do hospedeiro e da patigele do parasita.

O ciclo de vida ddeishmania(Figura 1) € do tipo heteroxeno, no qual um inseto
flebotomineo hematéfago fémea do génamtzomyia(no Novo Mundo) ouwPhlebotomus
(no Velho Mundo) pica um mamifero parasitado petiqzoario e ingere, no momento do
repasto, formas amastigotas juntamente com o saQ@gi@arasitos ingeridos, ainda que
pouco numerosos, se transformam em promastigatasiaas sdo capazes de se multiplicar
extraordinariamente por divisdo binaria no intestilo inseto. Com relagcéo a infec¢ao do
hospedeiro vertebrado no momento do repasto porfé@mea contaminada, existem duas
teorias que tentam explicar o mecanismo de contédgo Almeidaet al, 2003). A
primeira, mais antiga, presume que as formas prigoéss metaciclicas (mais alongadas
e extremamente infectantes) migram para a glanskllgar do inseto e sdo inoculadas
junto com a saliva que é liberada no local da @ic&ltra corrente de pensamento, mais
moderna, entende que a multiplicagdo de promaatigéttdo grande que chega a formar
émbolos de parasitos no proventriculo intestinalimk®eto, o que impede o repasto
sanguineo. Deste modo, o inseto regurgitaria egssgado de promastigotas as quais
seriam entdo fagocitadas pelas células do SMF desrtnuidade ao ciclo. No interior do
hospedeiro invertebrado, as formas promastigotassapa ainda por modificacoes
morfolégicas e bioquimicas antes de se tornarenectafites, esse conjunto de
transformacdes € conhecido como metaciclogénesa tea sucesso na infeccéo, a
Leishmaniainoculada pelo inseto vetor precisa penetrar em &elula hospedeira,
geralmente um fagocito, onde se diferencia, readde onde, em algum momento, sai
para penetrar em outras células. Os mecanismosendetracdo do parasita na célula
fagocitaria continuam objeto de muita controvérgadendo envolver uma série de
moléculas, mecanismos de facilitacdo da fagocimssé penetracdo ativa. Uma vez
fagocitado, o parasita vive no interior do da élbbspedeira em um compartimento
membranoso chamado vacuolo parasitoforo, formads apfusdo de lisossomos com o
vacuolo fagocitico. E no interior desse vactoloe qas formas promastigotas se
transformam em amastigotas. Apos a reproducaogeasbnanas do vacuolo parasitoforo e
do préprio macréfago sdo rompidas, as amastig@akagn o intersticio e sdo fagocitadas
por outras células, amplificando a infeccao. Es&tpaede ruptura do vacuolo parasitéforo e
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Figura 1 — C'iclo de v1da de Leishmania sp - As etapas representadas no esquema

acima sfo as seguintes. 1) promastigotas no mnseto; 2) mmoculagdo de promastigotas,
3) multiplicagdo de amastigotas, 4) rompimento do macréfago, 5) ingestdo de
células infectadas; §) liberagio de amastigotas; 7) transformagio em promastigotas,

&) multiplicacdo das promastigotas.
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do macrofago ainda hoje é objeto de muita discyssim se sabendo ao certo como isso
ocorre. O rompimento de células hospedeiras pos patbgenos intracelulares é passo
chave para continuacdo do ciclo de vida dessesisrgas e, consequentemente, € muito
importante compreender 0s mecanismos e interac@éscuares que ocorrem durante
essa evasdo. A utilizacdo de moléculas membraraditpara esse rompimento, como
proteinas ou peptideos formadores de poros, tempsidtulada e comprovada para uma
série de organismos, de virus a mamiferos, sendm femamenta importante para a
adaptacdo as condicdes ambientais (Andreeva-Kaskaga et al, 2008; revisado por
Hybiske e Stephens, 2008).

Proteinas formadoras de poros:

Proteinas ou peptideos formadores de poros (P&®)n®léculas capazes de
interagir com a bicamada lipidica formando canasdmembrana que permitem a
passagem de ions e de moléculas de baixo peso ulasle&Essas proteinas estédo
envolvidas em varios processos biologicos impogsgnbmo comunicacao celular, citdlise
e apoptose. Atualmente ha cerca de 300 PFPs dsserdstima-se que um terco delas aja
rompendo membranas (Parker & Feil, 2005), embor@mwya@utras funcées tenham sido
atribuidas a essas moléculas (revisto por Almeidiayibset al, 2002). Sob este aspecto,
as PFPs podem, de modo geral, ser reunidas emsajgupos principais. Ha PFPs cujas
funcdes estdo relacionadas a defesa contra pa®genagressores. Fazem parte desse
grupo a perforina e o componente C9 do sistemaodaplemento presente no sistema
imune dos mamiferos, os cnidoporos dos cnidaroBFPs que integram a composicao de
alguns venenos de insetos e aracnideos e as rexsaobdrtas PFPs dos anelideos e de
alguns vegetais do géneRassiflora (Yuldushevaet al, 2005). Ha ainda PFPs com
funcdes possivelmente nutricionais, entre as gpaidemos citar os amebaporos de
Entamoeba histolyticgjd que parecem ajudar na digestdo de bactéripanapal fonte
alimentar deste protozoario (Leippe, 1997; Aneral, 2004) e as PFPs encontradas na
saliva de alguns insetos hematéfagos cdmatoma infestangAmino et al, 2002) que
parecem estar envolvidas na digestdo das célulzeridas por estes insetos ou na
facilitagcdo do aporte de sangue durante o rep&$tBs podem ainda ser uma boa arma
para assegurar a competitividade, o bom desemperhcucesso de um organismo ao
explorar seu nicho, pois pode utiliza-las para idiypa aproximacéo ou crescimento de

competidores ou para evadir de um determinado B&dplorar outro quando o meio se
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torna hostil ou saturado. Neste grupo podemos esaPFPs produzidas por algumas
bactérias intracelulares dos génekegionella, Yersinia, Listeria e NeisserigAlmeida-
Camposet al, 2002) que parecem ajudar esses organismos apiriradentrada na célula
hospedeira ou seu escape desta, possibilitandaséi@dos mecanismos de defesa de seus
hospedeiros. PFPs podem induzir a célula hospedegatrar em apoptose matando-a
como verificado em infec¢Oes pBalmonellae Shigellg possivelmente possibilitando que

a bactéria invada outra célula quando ha escassemtdentes (Lundbergt al, 1999;

revisado por Almeida-Campes al., 2002).
Proteinas formadoras de poros de protozoarios patégicos:

Microorganismos intracelulares sdo adaptados escicnento e desenvolvimento
dentro da célula hospedeira. Este nicho fornece pnotecdo parcial ao sistema imune e
uma fonte de nutrientes para o patdégeno. A evasgaithgeno do meio intracelular € bem
menos conhecida do que o processo de invasao rcelulascape do parasita requer a
quebra de multiplas barreiras como o vacuolo p#faso, organelas citosolicas do
hospedeiro e a membrana plasmatica. Varios estedentes sustentam a idéia de que esta
evasao € um processo ativo e que as proteinas dorasade poros (PFPs) estariam
envolvidas nos passos principais (Roiko e Carrgt2€09).

Entamoeba histolyticaprotozoério causador da amebiase humana pariizarut
suas PFPs, acamebaporospara a digestdo do contetudo alimentar. ContuskasePFPs
podem também ser secretadas e acabam gerando cgparimanifestacdo clinica da
infeccdo ao destruir o tecido da mucosa intestilmalhospedeiro (Youngt al, 1982;
Leippe, 1997; Hechtet al, 2004). Dentre as PFPs de protozoarios, a mai be
caracterizada € a chamadmebaporp uma molécula com 77 residuos de aminoacidos
(Hecht et al, 2004). A ameba de vida livrBlaegleria fowlerji causadora de uma
meningocefalite humana, produz uma PFP chamaeégleriaporg molécula que parece
estar envolvida nos danos teciduais presentes fexcao (Herbst et al, 2004).
Trypanosoma cruziagente causador da doenca de Chagas, possutividade litica cujo
mecanismo é por formacao de poros. Essa atividacke foi atribuida a uma citolisina que
foi chamada Tc-TOX e, algumas evidéncias sugerem gpssa estar envolvida no
rompimento do vacuolo parasitoforo com conseqliesgeape do parasita para 0
citoplasma. A Tc-TOX possui peso molecular em ta¥ac/0 kDa e apresenta homologia
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com o C9 do sistema do complemento e com a peafalercamundongo (Andrews &
Whitlow, 1989; Andrews, 1990; Andrews, 1994). Mtsde, Manning-Cellat al (2001)
clonaram um gene, denominadgtl, que codifica uma proteina cuja mutacao diminui a
hemolise mediada pelo parasita. Essa proteina iptaseanho semelhante a Tc-TOX e,
como ela, é similar ao componente C9 do complemenés ainda ndo se sabe se séo a
mesma molécula. Outro protozoario no qual receméanfei detectada uma putativa PFP
foi o Plasmodium falciparummum dos agentes causadores da malaria humana. Foi
descoberta nesses protozoarios uma familia de ged@sgando proteinas com dominios
semelhantes ao déamilia de Complexo de Ataque a Membranas e PadqMACPF-

like domain} (Kaiseret al, 2004; Ishincet al, 2005). Foi demonstrado que as proteinas
codificadas por esta familia de genes se localin@m® micronemas dos esporozoitos
(regibes secretdrias e de fundamental importdn@ea pa infeccdo) e que eram
fundamentais para o sucesso de um dos passosigrdeiainfeccdo: a travessia do
endotélio dos capilares sinusoides pelos espoosofom posterior infeccdo dos
hepatocitos (Ishinoet al, 2005). Outra proteina recém descoberta, a TgPUe1
Toxoplasma gongiitambém apresenta uma alta similaridade com ordorMACPF de
mamiferos, bactérias e protozoarios e apresentativon(Y/W)-X6-(F/Y)GTH(F/Y)-X6-
GG, conhecido como a assinatura deste grupo deipast TgPLP1 apresenta um papel
central no escape do parasita do vacuolo parasitéfema vez que parasitas com
deficiéncia destaproteina ndo conseguem sair de\saolos parasitoforos (Kafsaek

al., 2009). Nosso grupo também descreveu uma ateidatblitica emLeishmania
mediada por uma PFP, a qual foi denominada leiggotujas principais caracteristicas
descrevemos abaixo. Pabela 1resume as principais caracteristicas de PFPssiitdes

em protozoarios.

A leishporina

A leishporina é uma citolisina que foi descrita Emamazonensjd.. major, L.
panamensis(Noronha et al, 1994; Noronhaet al, 1996) e posteriormente e

guyanensigAlmeida-Campos & Horta, 2000).
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Tabela l: protemas formadoras de poros de protozoarios patogenicos
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Suas caracteristicas descritas até 0 momento faansua maioria, provenientes de
amazonensi® algumas dé. guyanensisespécies causadoras da leishmaniose cutanea
e/ou mucocutanea no Novo Mundo. Presente em extiai@promastigotas e amastigotas, a
leishporina lisa hemacias e células nucleadasjimid 0 macréfago. Utilizando a técnica
de patch-clamp Noronha et al. (2000) mostraram que o dano aeloéusado no
macréfago por extratos do parasita € mediado metaaicdo de poros ndo seletivos na
membrana alvo. O diametro dos poros formados aw@ream 0 tempo ou a concentracao
da citolisina, variando de 1.6 a >6.1nm, 0 quetraogue 0 mecanismo de acdo &
provavelmente por insercdo seguida de polimerizagdmondmeros. Uma caracteristica
interessante da leishporina é que sua atividaia litima é em pH acido de 5,5 e na
temperatura de 37°C, o que sugere o0 hospedeirebvado e suas células alvo,
particularmente o interior do fagolisossoma, conmaoambiente 6timo para atuacao desta
citolisina (Noronheet al, 1994; Noronhat al, 1996). No entanto, a leishporina também é
ativa em pH neutro, o que permitiria que ela agissebém no citoplasma da célula
hospedeira ou no interior do inseto vetor. Assimsspveis funcdes para a leishporina
seriam 1) a facilitacdo da penetracdo na célulpdumsra, 2) a ruptura de hemacias no
interior do inseto vetor para a obtencdo de nug®rB) a nutricdo dos parasitas atravées de
poros no vacuolo parsitéforo e 4) a ruptura da ntambdo fagolisossomo e do préprio
macrofago, etapa que propicia a amplificacdo daecgd#o com consequente
comprometimento tecidual. Qualquer dessas fungdésria ter um papel importante para

a sobrevivéncia do parasita e para a patogenigstarianiose.

A leishporina esta presente na fracdo de membmparasito, provavelmente em
forma solavel no interior de vesiculas. Ensaiostofeicom hemacias humanas
demonstraram que a lise mediada pela leishporioareo@m pelo menos duas etapas
distintas: 1) ligacdo da citolisina a membrana @éhula-alvo, etapa independente da
temperatura, ocorrendo de 0 £@02) lise propriamente dita, provavelmente petigao
da citolisina na membrana-alvo e polimerizagdoulrisidades com a formagé&o do poro,
etapa que ndo ocorre em baixas temperaturas derujeratura 6tima de agédo é 37 °C
(Noronhaet al, 1996). Nosso grupo ainda mostrou que a leishadiga-se diretamente a
fosfolipideos da membrana, sem a necessidade desagiceptores como o colesterol,

proteinas ou carboidratos (Castro-Gomiesl, 2009).
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Foi ainda mostrado que, para apresentar atividddkética, a leishporina precisa
ser antes ativada (Almeida-Campos & Horta, 20060a &tivacao consiste na remocéo de
um oligopeptideo inibidor ndo covalentemente ligadeishporina, o que faz com que a
proteina ndo sO tenha maior afinidade para fosti®§p como provavelmente também
torne-se capaz de se inserir na bicamada lipidipalienerizar (Almeida-Campos et al,
resultados ndo publicadogidura 2).

T pre
afina
1777 R 771" escamacn

LULL WY gy vkt

SOtaEo efou
Protedise de um e
inibidbr P
o Funcional
PFRE + inibidor
Ab,:-
Inibidor
Degradadn
(Almeida-Campos & Horta, 2000,
Almeida-Campos, 2001)
Figura 2 - Ativagao da leishporina. A ativacédo da

leishporing ocaorre pela remogao de um peptideo nibidor por
agentes dissociantes ou pela acdo de proteases. A PFP

ativa e a forma capaz de gerar um poro transmembrana
funcional.
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OBJETIVO E JUSTIFICATIVA

A leishmaniose, a maléaria, a amebiase, a doenCdalgas e a toxoplasmose, todas
causadas por protozoarios, sdo moléstias da ntaisrgdortancia em saude publica, sendo
responsaveis pela morte e invalidez de milh6essdeqgas a cada ano e sobrecarregando 0s
servicos de saude publica, na maioria das vezelcdmes. A compreensdo dos
mecanismos moleculares envolvidos na biologia dessganismos pode oferecer
informacgdes preciosas para a descoberta de alvagratamento. As PFPs sdo moléculas
com funcgdes diversas que permitem a esses orgaismevasdo dos mecanismos
antimicrobianos, a invasao de células e tecidossaida destes das células infectadas,
amplificando a infeccédo. O estudo e a compreensaseds mecanismos de atuacao sao
particularmente interessantes, ja que podem forngistéas importantes a respeito dos
mecanismos de infec¢céo e da patogenia.

No momento, um estudo mais detalhado da leishgporohepende diretamente da
sua identificacdo molecular, pela determinacdo we Seqiéncia de aminoacidos, a

clonagem do seu gene e, finalmente, a caractedZagaional desta proteina.

Vérias abordagens vém sendo utilizadas em nobsoal@rio para a identificacao
da molécula responsavel pela atividade formadorapol®s del. amazonensjsa
leishporina. Neste trabalho, nosso objetivo foiuada de genes que codificam proteinas
hemoliticas expressas pelos paraditaamazonensis e L. majoNossa estratégia inicial
foi o screening funcional de bibliotecas de cDNA de formas amasig delL.
amazonensjsna busca de clones expressando proteinas heawlitUma vez que o
genoma dé.. majorfoi completamente seqlienciado, uma segunda aegtatidlizada foi a
busca e a caracterizacdo de sequéncias eventualar@rtadas como hemolisinas apos o
sequenciamento do genoma deste parasita. Paraesos objetivos especificos foram:
a) pesquisar no banco de dados GeneDB genes as@@to hemolisinas; b) verificar se
as sequéncias encontradas correspondem a gene&ss®mgno parasita; ¢) comparar o
nivel de expressdo destes genes na forma promtastgh. major, d) amplificar estas
sequéncias por PCR; e) clonar e expressar as masteecombinantes em sistema
procarioto; e) clonar e superexpressar as prote@émaspromastigotas deeishmania

utilizando vetores especificos de expressao nesjpara
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MATERIAL E METODOS:

Screeningde uma biblioteca de cDNAs de amastigotas deishmania amazonensis

Uma biblioteca de cDNA de amastigotasldeamazonensis;edida ao nosso grupo pelas
Dras. Clara Barbieri, da UNIFESP, e Marcia Regirechado, da UNIBAM , foi utilizada
em umscreeningfuncional por atividade hemolitica. As amastigadad.. amazonensis
utilizadas para extracdo de RNA eram derivadasesi@ol da pata de camundongos e 0s
insertos contidos na biblioteca de cDNAs tinhamtamanho médio de 1,3 kb (Gentil et
al., 2007). Estes insertos foram clonados em héfdagos AZiplox sob controle do
promotor lac, induzido por IPTG. §Ereeningera realizado em placas de cultura pequenas
e as seguintes quantidades de reagentes eranmaddasizem cada placa: 2ml de TOP
agarose 2x, 200ul da bactélacoli Y1090, 100ul da biblioteca de fagos diluida em SM
(NaCl 0,1M, MgSQ.7H,O 10mM, Tris-HCI 1M, pH 7,5, gelatina 2%) para“iéc/ml,
20ul de IPTG 2,5mM, 800ul de tampéo acetato (awetatsédio 20mM, NaCl 150mM),
600u! de sangue humano diluido em SM 1:3. A bactéti090 era crescidavernightem

LB liquido (10g/L NaCl; 10g/L triptona; 5g/L extatde levedura; pH ajustado para 7.0
com NaOH) contendo maltose 2% e sulfato de magn&8mM, que aumentam a
expressao do receptor para o fago T7. A culturacerdrifugada e ressuspendida em
MgSO, 10mM para Olgonm de 0,5 a 1,0. Em um tubo de ensaio pequeno eram
acrescentados o top agarose, o0 IPTG e o tamp&i@eeh mistura era deixada em banho-
maria a 52°C. Enquanto isso, a bactéria era infactam os fagos por 20min a 37°C e
0,3ml da suspensao infectada era acrescentadd@enu banho-maria juntamente com o
sangue. O conteudo era homogeneizado e imediatameriido em uma placa contendo
uma fina camada de LB agar solido. As placas enambadas a 37°C por 16h e 24h e

analisadas quanto ao aparecimento de halos herosliti

Obtencao de produtos de RT-PCR para construcdo dema biblioteca de cDNA de

promastigotas delLeishmania amazonensis

Para construir a biblioteca de cDNA de promastgotie L. amazonensiem fase

estacionaria, 4,5 x ¥parasitas foram coletados no quarto e quinto déasrelscimento e
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usados em uma extracdo de RNA total utilizando toRRleasy(QIAGEN). O RNA
extraido foi utilizado para sintese de cDNA comitoSuperScript first-strand synthesis
system for RT-PCRInvitrogen) e Oligo dT. Foi feita uma reacdo eargbelo sem a
enzima transcriptase reversa, como controle negafis cDNAs foram utilizados em uma
PCR utilizando oprimersoligo dT eSpliced leaderOs produtos obtidos foram separados
em gel de agarose 1% e divididos em trés amostasacdrdo com faixas de peso
molecular. Estes produtos, purificados de gel deasg, serdo utilizados para construcéo
de uma biblioteca de expressao de promastigotas amazonensjaitilizando vetores de

expressao de proteinas potencialmente toxicaspatarias

Cultivo e estoque de promastigotas

As espécies deeishmaniautilizadas neste trabalho forankamajor, linhagem Friedlin e

L. amazonensjscepa PH8. As amostras preservadas em nitrogégitdd eram
descongeladas e inoculadas em meio de cultura 8idemr(Sigma Chem. Co.) acrescido
de 10% v/v de soro fetal bovino. O crescimento gasasitas era acompanhado ao
microscopio invertido (Olympus IMT, Toéquio, Japdpara verificar o crescimento
adequado do parasita e a auséncia de contamir@ggmrasitas utilizados eram colhidos
preferencialmente no quinto dia de cultivo, no pamiaximo de seu crescimento e inicio
da fase estacionaria, quando a atividade hemoétiganaxima (Noronhat al, 1996). A
contagem das promastigotas era feita utilizando peqaiena aliquota retirada das garrafas
de cultura. Essa aliquota era diluida num detemhoinalume de ISOTON (&cido citrico
0,05 M, NaCl 0,12 M, formaldeido 0,5 % v/v, pH 7,2D ul dessa diluicdo eram entédo
aplicados em camara hemacitométrica de Neubaueh.(Bausser & Son, Philadelphia,
USA) e a contagem das promastigotas era feita esrosaiopio Optico com aumento de
400 vezes. A média aritmética dos quatro quadranates contagem de células era obtida e
multiplicada pelo inverso da diluicdo em ISOTON @/amente multiplicada por 1,00
fator de correcdo da camara, para a obtencdo deroloe parasitas ponl de cultura. O
namero maximo de passagens que as promastigotasselanetidas era dez, uma vez que
parasitas mantidos culturasvitro por longo tempoperdem suas caracteristicas, mumui

a viruléncia.
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Apbs serem lavadas cinco vezes com PBS, as prgo@stieram aliquotadas e congeladas
a -80 °C em tubos tipBppendorfaté 0 momento do uso. Essas massas de parasitas er
posteriormente ressuspendidas em tampdes apropiieda extracdo de DNA gendmico,

extracdo de RNA ou preparacdo de extratos paraodmsaolitico.

Preparo dos extratos de parasita utilizados em engahemolitico

Aliquotas de 2x10 promastigotas dé. major eram ressuspendidas em tamp&o acido
borico-NaOH 50mM pH 7,0. Esta suspensédo era enséonetida a cinco ciclos de
congelamento-descongelamento emlijuido e banho-maria 37°C para rompimento dos
parasitas. Este extrato total era entdo submetidona rapida centrifugacdo a 1@00
durante 5 minutos para sedimentacdo dos nucleasasifas integros. O sobrenadante, o
extrato total, era entdo transferido para outratdé 1,5mle centrifugado durante uma
hora a 10.00§ para sedimentar as fragcbes de membrana. Em segwdarenadante era
desprezado, o sedimento rico em membranas eraspesglido para o volume inicial,
acrescido de 04% de CHAPS ({3-[(3-colamidoprogdihietil-amonio]-1-
propanosulfato}) (Sigma), concentracéo sub-litiaeapas hemacias, e incubado por 1 hora
a 4°C com agitacdo ocasional. Depois desse tratamen fracdo de membranas
solubilizada era novamente centrifugada a 1@@00 sobrenadante, o extrato da fracdo de

membranas solubilizado (Ext-ms), era entdo utibzaos experimentos.

Preparo dos extratos de bactéria utilizados em engahemolitico

Os extratos bacterianos eram obtidos da seguinteeimaa os pellets das bactérias
coletadas nos tempos 0, 4 e 24hs apdés a inducaexpeessdo protéica foram
ressuspendidos em 100ul de tampéo borato, submedid® ciclos de congelamento e
descongelamento e entdo centrifugados. Apos estdfegacdo, 100ul do sobrenadante
obtido e opelletressuspendido em 100ul de tampéo borato foramaads em um ensaio
hemolitico padréo.
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Ensaio hemolitico
Padronizacao de hemécias

Hemacias humanas eram colhidas e mantidas dileidasolucdo preservativa de Alsever
(glicose 100mM, citrato de sodio 30mM, NaCl 70mNy 6,0) na proporgédo 1:3, onde
ficavam guardadas a 4°C por até trés semanas. datsrem utilizadas, as hemacias eram
lavadas trés vezes com PBS. O numero de célulasieteaminado de modo indireto
através da liberacdo da hemoglobina na lise em. ap@s a ultima lavagem, 100ul do
sedimento de hemacias eram colocados em 900ul| 8eePBOuI| dessa nova suspensao
eram colocados em 1400ul de agua destilada pangim@nto das células. O produto da
lise era entdo lido a 545nm e, uma vez conhecainaidade 6ptica, obtinhamos o nimero
de hemacias presentes nos 1000ul da suspensacdéor®abendo que 0,7 unidade de

absorbancia corresponde a 1Xiémacias, o nimero de células era determinado.
Determinacgéo da atividade hemolitica

A atividade hemolitica dos extratos ou fracdes dalstidos mesmos era determinada
fazendo-se a sua diluicdo em série (1:2) em placanidro-ensaio Nunc (Dinamarca).
Apos a diluicdo, 200ul de tampédo acetato (tampatatr de sédio-acido acético 20mM,
pH 5,5 com 150mM de cloreto de sédio) contendo Skktnacias eram acrescentados em
cada compartimento. Apos incubacdo de 30 minuB¥¥@, a placa era entédo centrifugada
por 10 minutos a 500g para sedimentar as hema&msompidas. A hemoglobina liberada
no sobrenadante era lida em placa de fundo chatc Bld14nm, em leitor de ELISA. Para
os célculos de porcentagem de lise, a quantidadede hemoglobina liberada era obtida
provocando-se a lise da mesma quantidade de hendieada compartimento com 10ul
de solugédo de Triton X-100 a 0,25%. Eram aindarvases compartimentos que
continham somente as hemacias e tampao para seofapatrole da lise espontanea que

era sempre deduzida dos valores obtidos.

Amplificacdo das sequéncias de hemolisina Il deeishmania majordepositadas no

banco de dados GeneDB:

As sequéncias de interesse foram amplificadas @R Rtilizando DNA gendmico

extraido de_. majore o SuperMix High Fidelity (Gibco), que possuireienaTag DNA
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polimerase e uma DNA polimerase Bgrococcuscom atividade corretora 5. Foram
desenhados pares de iniciadores especificos guiifieamp as sequencias depositadas por
completo, correspondendo a regido codificadorasdpsstos genes. Esi@smerscontém
sitios para digestéao pelas endonucleX$ed (extremidade 5’) Xba (extremidade 3’) para
clonagem no vetor pBADgllI (InvitrogenYé&bela 2 e pelas enzimaBglll (extremidade

5’) e BamH (extremidade 3’) para clonagem no vetor pX63NERM,vetor para expressao
em Leishmaniacedido pela Dra. Angela Cruz, da Faculdade de éitmlide Ribeirdo
Preto, USP. Cada reacdo continha 2ul de DNA gemniigl de cada iniciador a 10
pmoles/pl e 45ul do Supermix, em um volume finab@gal. As reacdes foram feitas em
termociclador PTC-100TM (MJ Research Inc) utilizand seguinte programa:
desnaturagdo inicial de % por 2 minutos; 35 ciclos de @ por 20 segundos,
anelamento a 8C por 1 minuto e extensdo a’C2por 2 minutos; 7Z por 10 minutos. Os
produtos da amplificacdo foram submetidos a separpgr eletroforese em gel de agarose
1%, contendo brometo de etidio 0,1mg/ml, e visadlis em luz ultravioleta.

Purificacdo de fragmentos obtidos por PCR e digesté

Apés a separacao dos produtos de PCR por eletsefem gel de agarose, os fragmentos
de interesse foram excisados do gel e purificadesndo o kitGFX gel and pcr
purification kit (GE Healthcare), que se baseia na adsorcdo de DiNAilea, conforme
instrucdes do fabricante. Nos casos de purificalgoprodutos de digestdo dos fragmentos
de PCR, as amostras eram purificadas diretamentecalziio de digestdao conforme

instrucdes do mesmo kit citado acima.

Digestéo dos produtos de PCR e ligacdo em vetordagmidianos:

Os produtos de PCR purificados e os vetores uliiganas clonagens eram submetidos a
digestdo com as endonucleases de restricAo espscffara cad@rimer e para cada
clonagem. A reacdao total continha: 15ul do proadigd®CR purificado ou 3ug do vetor,
1ul de cada enzima (aproximadamente 10 unidadps$)del tampéo, 4ul de BSA 10x e
agua suficiente para completar um volume de 40ueakao era entdo incubada a 37°C

por 4 horas e os produtos purificados conformerdgsranterior. Ao final de todas as
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Inicador

Diregio

—_

Sequencia

§520 RT PCR drelo GGCLATCACCACAAACAGAG
S520RT PCR EVErso GCTCAGGTCATACAAGGGGA
GAPDH RT PCR daclo ACATGAAGGACATITTEGGT
GAPDH RT PCR EVErSO GTAGCCCCACTCGTTGTCAT
O750RT PCR darclo ALCTGECTCCTGCATTTITGT
Q750 RT PCR VIS0 CTCGTCGTGTCCAGTGAAAAL
SSQORT PCR darelo GTCGGTICCCGTTGAAAAL
SS00 RT PCR EVErs0 TGELGTAGTAGTCAAGTGLG
SS10RT PCR darelo ACGGCTGGACTTTATAGGCA
SS10RT PCR ©werso TCAACCGCACTUCGTACATIC
P5520bw direlo ATGAACGADGCALTAACCAGT
PSS20rey Yerso TTACGCGCALCTCACCGCCCA
GFP pBAD direfo CCGCTCGAGUC ATGAGTAAAGGAGAAGAA
GFP pBAD EYerso CGICTAGAGT TTTGTATAGTICATCCAT
£520 pBAD darelo CCGUTCGAGL ATGAACGALGLALTAALC
$6520 pBAD ©verso GLICTAGAGG CCGCGCALCTCACCCLLEALC
£510 pBAD drelo CCGCTCGAGCATGTTTCTGAAGGTAACA
£510 pBAD ©vErso CGICTAGAGTTCCGCACATGCCATTGET
0750 pBAD darcio CCGCTOGAG CATGCAGCCAGGLCATGGA
0750 pBAD EVErS0 GCICTAGAGTGCLGCACTGGALGAGGTT
$500 pBAD daelo CCGCTCGAGCATGTITITTCGCAAGAGT
$500 pBAD EVErsSo CGTICTAGAGTCACGLACACGATTCGTTITC

Tabeh 2: Descrigdo da sequéncia dos tmciadores utilizados nests trabalho nos

expenmmentos de PCR em Tempo Real (RT PCR) e para clonagem no vetor
pBADglll (pBAD).
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digestdes, as endonucleases eram inativada®Capf6 15 minutos e a reacdo era estocada
a #C até sua utilizacdo. Os insertos e vetores digemtdam submetidos a uma reacéo de
ligacdo utilizando a enzima T4 DNA Ligase (Invitemg a 16°C por 24 horas. O produto

da ligacdo era entéo utilizado na transformac&wadeerias competentes.

Obtencao de bactérias termocompetentes

Para os experimentos de transformacéo bacteriainatjlizada a linhagem de. coli XL1-
Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl [EproAB lacfZz M15 Tn10
(Tet)] termocompetente, preparada pela inoculacdo de& eotonia isolada em 10ml de
meio LB e incubacdo sob agitacdo (180 rpm) ¥33or 12 horas. Cerca de 1ml da pré-
cultura era transferido para uma nova cultura del 5@ meio LB e novamente incubada a
37°C sob forte agitacdo até a obtencdo dedaRentre 0,2-0,6. As células eam coletadas
por centrifugagéo a 509@or 10 minutos, concentradas em 3ml de solu¢céd® ipducao

de competéncia (19 triptona; 0,5g extrato de lereedd,5g NaCl; 10mM MgGj 10mM
MgSQy; PEG 8.000 10% (p/v) e 5ml DMSO para 100ml de gdy pH 7,5) e incubadas
por 10 minutos no gelo. Apos a adicdo e homogegizde glicerol 15%, a suspensao era
dividida em aliquotas de 300ul. Estas foram conigalamediatamente em gelo seco e
estocadas a -8C até o uso.

Transformacao de bactérias termocompetentes:

Bactériask. coli XL1-Blue termocompetentes foram utilizadas paemgtformacdo por
choque térmico (Sambroadt al, 1989). A transformacado foi feita adicionando Hal
solucéo de DNA a uma aliquota de 50ul da suspeamsd@ctérias e incubando a mistura
em gelo por 30 minutos. A solucéo foi submetidama anoque térmico de 42 por 1
minuto e 6C no gelo por mais 1 minuto. Adicionou-se 250 huiEo LB e incubou-se a
37°C por 1 hora. A cultura transformada foi plaqueadameio LB-agar (LB + 15g/L

agar) acrescido de 1Q@/ml de ampicilina e incubada por°87por 16 horas.
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Obtencéao de bactérias eletrocompetentes:

Para preparacdo das bactérias eletrocompetentes, coibnia isolada deE.coli da
linhagem LMG194 foi inoculada em 100ml de 2xYT entida sob agitacdo a 37°C por
aproximadamete 16 horas. Em seguida, 10ml destaraifbram diluidos em 1 litro de
2xXYT (sem antibidticos). Ao alcancar a gpde 0,2 - 0,6, a cultura foi resfriada no gelo.
Uma vez resfriada, a mesma foi dividida em 6 gagr&f centrifugada a 10.000rpm por 10
minutos (centrifuga Hitachi CR216ll) a 4°C. O soladante foi descartado e cguklet
ressuspendido em 50ml de glicerol 10% frio e dst@antido no gelo por todo o tempo,
sendo que nesta etapa todo o volume foi transfer@da apenas 2 garrafas e submetido a
nova centrifugacdo por 15min a 10.000 rpm, 4°C. dbrenadante foi descartado
imediatamente para evitar perda de célulagpélstsforam ressuspendidos em 100ml de
glicerol 10%, unificados e novamente centrifugadias condicbes descritas anteriormente.
Novamente @ellet foi ressuspendido em 50ml de glicerol 10% e deigido por 20 min

a 10.000 rpm, 4°C. O sobrenadante foi descartad@ellet ressuspendido em 1ml de
glicerol 10%. Aliquotas de 50ul foram congeladgsdamente em gelo seco/etanol e em
seguida estocadas a -80°C.

Transformacao de bactérias eletrocompetentes:

Aliguotas contendo bactériag.coli da linhagem LMG194 eletrocompetentes foram
descongeladas no gelo por 15min. Foi adicionadaresgmente 1pl de DNA e a solugao
foi mantida no gelo por 5 min. Em seguida, as bedé&oram transferidas para uma
cubeta de eletroporacéo de 0,2cm (Bio-Rad) essénigo submetidas a um campo elétrico
nas seguintes condigbes: 1,8Kvolts, 200 OHMS dmstéexia, 25UFD de capacitancia.
Depois do choque elétrico foram adicionados 50@uinéio LB. Em seguida, o contetdo
da cubeta foi totalmente transferido para um tuba,8 ml estéril e incubado a 37°C por 1
hora sob agitacdo. Em seguida as bactérias fordecimedas em placas contendo

ampicilina (100pg/ml).
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Selecéo de clones bacterianos por PCR de colbnia

As colbnias de bactérias obtidas apds transformac@taqueamento foram repicadas
simultaneamente para outras placas de LB-agarrmdm@mpicilina 100ug/ml e para tubos
contendo 30ul de tampao de lise para PCR (10mMpHi8,0; 100uM EDTA; Tween 20
0,1%). Apos fervura a 98 por 10 minutos, a preparacgéo foi centrifugada.QQD rpm
por 2 minutos e 4ul do sobrenadante foram utilizgukra a reacdo de PCR. Cada reacéo
continha ainda 50uM de cada dNTP, 0,2ul de Tagqnmaoase (Phoneutria), 2ul do tampao
da taq 10x e 1ul de cada iniciador a 10 pmolesimlum volume final de 20ul. As reacdes
foram feitas em termociclador PTC-100TM (MJ Redealuc) utilizando o seguinte
programa: desnaturacao inicial de’@%or 3 minutos; 35 ciclos de @ por 1 minuto,
anelamento a 8C por 1 minuto e extensdo a®C2por 2 minutos; 7°Z por 10 minutos. Os
produtos da amplificacdo foram submetidos a separpgr eletroforese em gel de agarose

1% contendo brometo de etidio 0,1mg/ml e visuabzaem luz ultravioleta.

Obtencao do DNA plasmidiano em pequena escala:

PreparacGes de DNA plasmidiano em pequena esuoalgp(ep foram obtidas utilizando
colunas do kitGFX Plasmid mini ki{GE Healthcare), conforme instrucdes do fabricante
ou um protocolo caseiro baseado no método de ltsdirea, de acordo com Sambroek
al., 1989. A eficiéncia da purificacdo foi analisadsaees da separacdo de 1ul das
amostras de DNA obtidas em géis de agarose 1% espectrofotometria a 260 nm.

Inducéo da expressao de proteinas recombinantes:

As colbnias de bactérias foram crescidas em 3nmheie LB com ampicilina (100ug/ml)
por aproximadamente 16 horas, a 37°C, em agit&fd (om). Em seguida foi feito um
repique de 1:100 em frascos contendo 10ml de nigie & mesmo antibiético. Apos cerca
de 2 horas foram obtidas leituras de densidadeafts culturas a 600nm. Ao atingir uma
ODgoo 0,4, foi coletado 1ml das culturas (Oh) antes diei@nar IPTG (isopropip-D-
tiogalactosideo) 1mM ou arabinose (0,2%), confoomeetor utilizado. Novas amostras
foram coletadas apos 4 horas de inducdo, mantend®mpre o mesmo numero de

células, de acordo com a densidade Optica das ewastihidas no tempo Oh. As amostras
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foram centrifugadas a 14.000 rpm (Eppendorf) geltets ressuspendidos em 75ul de
adgua. Apos a adicdo de 25ul de tampéo da amosieHTI 62,5mM pH 6,8; Glicerol
10%; SDS 2%f-Mercaptoetanol 5%; azul de bromofenol 0,00125%arasstras foram
fervidas por 5 min. O material foi entdo utilizgora separacao por eletroforese em gel de

poliacrilamida 12,5%, como descrito em Ausubel &0d995).

Extracdo de RNA total de promastigotas déeishmania major

Cerca de 4x10promastigotas em inicio da fase estacionéria etilimadas para extragéo
e purificacdo de RNA total. Os parasitas eram tagados a 10.000 rpm (centrifuga
Hitachi CR216l1l) por 10min e lavados 2 vezes em PBSpellet de parasitas era
armazenado a -80°C até sua utilizacdo. A extragiealizada utilizando o kKNucleospin
RNA Il (Macherey-nagelxonforme instru¢cdes do fabricante. Durante apagregdes, era
utilizada DNAse para eliminar a contaminagdo comADgenOmico. A eficiéncia da
extracdo de RNA era analisada por espectrofotoan@t?2ioOnm.

PCR em Tempo Real:

Cerca de 300ng do RNA era utilizado para sinteseDd¢A com o kitSuperScript first-
strand synthesis system for RT-PQRvitrogen) e Oligo d(T). O cDNA produzido era
armazenado a -20°C até ser utilizado. O nivel geessdo dos RNAs mensageiros dos 4
genes em estudo foi analisado por PCR em Tempa Realtilizado o SYBR Green,
corante fluorescente que fluoresce quando ligadsubom menor da dupla fita de DNA e
excitado por uma fonte de luz. Iniciadores espamsfipara a PCR em Tempo Real foram
desenhados para cada gene alvo, uma vez que pamxpsrimento € desejavel que seja
amplificado um produto de PCR de no maximo 200pb.irficiadores utilizados estao
listados naTabela 2 Como controle endégeno foi utilizado o gene deeghldeido 3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) denajor. A reacao foi realizada em placas de 96 pogos
(Apllied Biosystems), com 5ul de SYBR Green 2x, Hol iniciadorfoward e 1ul do
reverso e 3ul de cDNA por poco. O experimentodalizado em triplicata para cada gene.
Para a quantificacéo relativa dos niveis de exgceg&nica foi utilizado o métodorC

comparativo AACy).
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RESULTADOS:

1. Screeningfuncional de uma biblioteca de cDNA de amastigotade Leishmania

amazonensis

Uma biblioteca de cDNA de formas amastigota .demazonensisonstruida pelo
grupo da Dra. Clara Barbiéri em fagos T7 (Gestil al, 2007) foi utilizada para
realizarmos unscreeningfuncional com o objetivo de identificar proteirtaamoliticas,
possiveis candidatas a serem responsaveis peldaatieitolitica dd_eishmania Segundo
protocolo previamente padronizado em nosso labwoatbactérias da linhagem Y1090
eram infectadas com os fagos, plaqueadas em tapcagtendo 5% de sangue e IPTG
2,5mM e incubadas a 37°C por 16 horas para indazexpressao das proteinas
recombinantes. Arigura 3 mostra uma placa apos 16 horas de incubacédo, spredos
pequenos halos correspondem a lise bacteriana daayslo fago. Nao conseguimos
identificar clones hemoliticos, mesmo apésareeningde aproximadamente 120.000
clones. O genoma do parasita possui aproximadan32ddb (Gentilet al, 2007) e o
tamanho médio da biblioteca era de 1.3Kb. Verifieanposteriormente, que a biblioteca
de cDNA que nos foi fornecida havia perdido suaasgntatividade pois, antes de nos ser
enviada, havia sido amplificada de forma inadeguadpie tornou inviavel persistir nesta

estratégia naquele momento.

2. Construcdo de uma biblioteca de cDNA de promagtas de Leishmania

amazonensis

Simultaneamente, resolvemos construir nossa prdypbiioteca de de cDNA para
ser clonada em vetor de expressao paareeningfuncional. Para a extracdo de mRNA,
utilizamos promastigotas de amazonensiem fase estacionaria de crescimento nos 4° e
5° dias de cultivo, uma vez que a atividade heroalio extrato do parasita alcanga um
pico nesta fase, apresentando uma atividade 6 veaes do que em fase logaritmica
(Almeida-Campos, 2001).

A partir do RNA total extraido de promastigotas dwitetizado o cDNA utilizando

oligo dT comaprimer . Os produtos da reacéo de transcricao reveramfatilizados em
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Ficura 3- Placa representativa do screening por hemolise de
uma biblioteca de ¢DINA de amasticotas de L. amazonensis.
Bacténas infectadas com fagos eram plaqueadas em top agar
contendo 5% de sangue humano e IPTG (2,5mM). A placa era
incubada por 16 ou 24 horas a 37°C e entdo analisada quanto a
presenga de halos hemoliticos. Os pontos claros correspondem as
placas de lise formadas pelos fagos ao lisar as bacténas. & figura

mostra uma placa apds 16 horas deincubagho.
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uma reacao de PCR utilizando oligo dT e a sequé&tesplice leaderde L. major como
iniciadores. Como podemos observarHigura 4, foi possivel amplificar fragmentos que
variam de cerca de 500pb a mais de 5.000pb, em sambaamostras obtidas. Estes
produtos purificados de RT-PCR, que contém a seuénmpleta dos mMRNAS expressos
no parasita, serdo clonados em um vetor de expresgélada para ser realizado um novo

screeningoor proteinas hemoliticas.

3. Busca de sequéncias anotadas como hemolisinaggeaoma dd_eishmania major

Uma vez que o genoma Hemajorja foi completamente sequienciado (Ilvenal,
2005), resolvemos investigar se havia alguma setu@&o banco de dados GeneDB que
tivesse sido anotada como codificadora de hemalspresentes no genomaldemajor,

na tentativa de identificar a leishporina.

3.1 Atividade hemolitica do extrato soluvel de memana (Ext-ms) de promastigota

de Leishmania major

Como dito anteriormente, a leishporina € uma isitd que foi descrita
inicialmente enlL. amazonensjsnas cuja atividade citolitica foi também deteatadL.
major, L. panamensig L. guyanensigNoronhaet al, 1996). Para confirmar a atividade
hemolitica de.. major, realizamos um ensaio hemolitico utilizando ersale proteinas
solubilizadas de membrana de promastigotas (Extens)um ensaio hemolitico. Na
Figura 5 estd o resultado representativo da atividade h&oaohue era encontrada nos

Ext-ms logo ap0s sua preparacao.

3.2. Andlise do banco de dados Pfam deishmania majorno GeneDB:

Proteinas geralmente possuem uma ou mais regigesomnais denominadas
dominios, cuja identificacdo pode nos dar uma idéiaua funcdo. Pfam € um banco de
dados de familias de proteinas que inclui anotag&eadas a partir de alinhamentos
multiplos usando o modelo oculto de Markov. Destanfa, 0 banco de dados Pfam agrupa
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Figura 4- Amplficacio por RT-PCR das sequencias dos mRNAs de
prowmastigotas de L. amazonensis. RN total de L. amazonensis de 4° e 5° dias
de cultivo for extraide e utilizado para a sintese de cDNAs com o kat SuperScript
first-strand gynthesis systein jor RITEPCR (Invitrogen) e Oligo d(T) Foi feita uma
reagdo em paralelo sem a enzima transcriptase reversa Os cDNAs foram
utilizados em uma PCEK utilizando os primers Oligo d(T) e Spliced leader Como
controle negativo (C-) fo1 feita uma PCR da reagao de transcrigio reversa feita
semn a enzima transcnptase reversa. Os produtos obtidos foram separados em gel

de agarose 1% e corados com brometo de etideo. PIV= Peso Molecular 1Kb Plus
DNA ladder (Inwvitrogen).
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Ficura 5- Atividade hemolitica de extrato de membranas (Ext-ins) de
promasticotas de L. major Ext-ms diluides em séne eram incubados
com 5% 10° hemacias humanas em 200ul de tampio de lise durante 30
minutos a 37 °C. As hemacias eram sedimentadas e o sobrenadante era
lido a 414nm para a determinagao da hemoglobina liberada. A atividade
hemolitica esta expressa em percentagem de hemdlizse, calculada em
relacdo a lise total obtida pela adicio de Triton X-100 a mesma

quantidade de hemacias.
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familias de proteinas a partir da identificacdoddeninios. Analisando a lista de Pfam
descrita para este parasita, encontramos 4 segsémuotadas como hemolisinas do tipo
Il (Figura 6), cuja identificacdo de Pfam é PF03006: LmjF060)7bmjF36.5500,
LmjF36.5510, LmjF36.5520. Membros desta familia pémieinas integrais de membrana
incluindo uma proteina com atividade hemoliticaBeillus cereus As 4 sequéncias
encontradas foram descritas como codificadoras rd&eipas hipotéticas, conservadas,
possuindo uma janela de leitura completa, do caldomiciacdo ao cdédon de terminacao.
A Tabela 3 mostra as caracteristicas gerais de cada uma etp@rgias. Todas as
sequéncias possuem apenas 1 cépia no genoma, saenpeptideo sinal ou sinal de
adicdo de ancora GPI e prediz-se que todas as rsegsiépossuam 6 ou 7 hélices
transmembranas. Seus tamanhos variam de 338 a&7€om pesos moleculares de
aproximadamente 38 a 70 kDa e PlIs de 8,5 a 8,thféisnacdes contidas na tabela, assim
como 0 mapa de cada uma das proteinas, foramdetido banco de dados GeneDB,
exceto o numero de cépias de cada sequéncia nongetho parasita, que foi encontrado
utilizando a ferramentBasic Local AlignmentSearchTool, ouBLAST, um algoritimo
para comparacéo de sequéncias de aminoacidos motideos.

Andlisesin silico no banco de dados TrytripDB revelou a presencartidogos das
sequéncias anotadas como hemolisinas IU.deajorem outros tripanossomatideos que ja
tiveram seu genoma sequenciatdolfrasiliensis, L. infantum, T. brucei e T. cju££Lomo
mostra a Figura 7A, o0 gene LmjF36.5520 possui ortdlogos em todos o0s
tripanossomatideos analisados, enquanto a sequEngk36.5500 € exclusiva de.
major. As sequéncias 5500, 5510 e 5520, estdo orgasizatindemno cromossomo 36

daL. major, enquanto a 0750, no cromossom&igra 7B).

4. Expressao dos genes anotados como hemolisindsi#t Leishmania major

Com o objetivo de verificar se essas quatro sega€mlel.. major anotadas como
sendo codificadoras de hemolisinas Il correspondergenes que Sao expressos no
parasita, extraimos o RNA total de promastigotas iafbio de fase estacionaria,
produzimos cDNAs por transcrigao reversa e oszatiios em uma reacdo de PCR com o
iniciadores especificos de cada sequéncia. Come ped observado nligura 8, 0s

MRNAS correspondentes as quatro sequéncias areaisad expressos em promastigotas.
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DB Leishmania major GeneDB DB

> The Wellcome Trust

DB Pfam List (< Sanger Institute

L~ Pathogen Sequencing Unit

Previous 100 This list takes you to the first entry that starts with the selected letter, and shows you the next 100
alphabetical entries
DO ABCDRDEEGHI)JKLMNORPQRSTUVYWXYZ

@b

L major  CDS LmjF06.0750 hypothetical protein, conserved

L magjor CDS LmjF36.5500 hypothetical protein, conserved, CHR36_tmp.136¢
L major CDS LmjF36.5510 hypothetical protein, conserved, CHR36_tmp.137c
L majpr CDS LmjF36.5520 hypothetical protein, conserved, CHR36_tmp. 138¢c

3

3

3

3

Accession number: PFO3006

Previous identifiers: UPF0073;

Haemolysin-III related

Members of this famly are integral membrane proteins. This famly includes a protein with hemolytic activity from Bacllus cerewus. It is not
cdex if 3l the members of this family are hemolysins, It has been proposed that YOLO02c encodes a Saccharomyces cerevisise protein
that plays a key role in metabolc pathways that regulate lipid and phosphate metabolsm [2).

Figura 6: Analise da hsta de Pfam de L. maer no banco de dados
GeneDB. & busca no banco de dados revelou 4 sequéncias hipotéticas
anotadas como hemolisinas III por apresentar homologia com o dominio
que caracteniza esta familia de proteinas O numero de Pfam PF03006
caracteriza uma familia de proteinas integrais de membrana com atividade

hemolitica descrita pnimetramente em Bacilius cereus.

36



Identificador Adigio de Peptideo Mapa protéico e E-value * N2de copias

GeneDB éncora GPI sinal nogenoma

B '” cnl
06 0750 — | —
s 17 o jUe Mo e 3o oo
G0 a0 FO 0N pIES Hao Hao W et T b mee N =T
G el transiembinanae

- 1

Planmc: Peanlons 28 645208 alue: S $e- g

(gt 36 S5O0 "ﬂ‘i
H 190 19%

o daa A1 g prEY Hao Hao B Proticted Tramsmemtrons Nelites £ Mo 1
ety es transanembn ana

Flam: Peadues 10428000 aloe: 2 de 47 -

- -
Lingl 34 8510 ‘ e e sk 3
S07aa 56 0a piz o Haio Hao o - 1

ety transmemibana
Plan: Peaduns 265 380 E  aloae: 7 1o 30-

L jf 36 5620 L a0 g% 300 |
Vias 2K HhOa piE 7 thio Hao BB Predicted Tramimemirane Relcer = M 1
7 hietoes transnenmbin ana

Plam: Preaduos 96-2 10 F . alue; 2 e 53

Tabela 3. Informacées sobre as sequencias anotadas como hemolismmas IIT de L.
major no banco de dados GeneDB. *O E-value & conhecido como Expectalion
value e € um valor calculado através do alinhamento da sequéncia de interesse
Com a sequeéndcia do banco de dados Quanto menor ¢ E-value, mais préximas
540 as sequénclas comparadas.
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Figura 7 : Analise da presenca de genes ortologos de hemolisina ITT de Z.
major e outros tripanossomatdeos. As sequéncias: LmjEF36 5500, L F36.
5510, LmyF36 5520 e LmF06.0750 foram analisadas quanto a presenca no
genoma de outros tnpanossomatidecs cuje genoma for sequenciado. A figurafor
obtida atraves de andlises no banco de dados TrytnpDB. &) cromossomo 36 de

L major € B) Cromossomo 6 de L major
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Fioura 8: Expressio dos genes anotados como hemolismas IIT de L. major:
EMNA total de promastigotas de L. major fo1 extraido e aproximadamente 300ng
foram utilizados para a sintese de cDNA com o kit SUPER-SCRIPT FIRST
STRAND SYNTHESIS SYSTEM FOR RT-PCR  (Inwvitrogen) O primer
utihizado para a sintese de cDNA for ¢ oligo d(T). Os ¢cDNAs foram submetidos
auma PCEK para venficar a expressdo dos KNAs mensageiros das 4 sequéncias
anotadas como hemolisinas III de L. major FPrimers especificos que amphificam
aregiao codificadora completa dos 4 genes toram utilizados (Tabela 3). (+) PCR
apatir de uma reag@o de transcrigfio reversa na presenga da enzima transcriptase
reversa, (-) PCR a partir de umareac@o de transcrig o reversa sem a transcriptase
reversa, {C+) PCR a partir de uma reagfo de transcrigdo reversa utilizando um
EMA controle formecido pelo kit PIM = Padrao de peso molecular 1kb Plus DMA
ladder (Innitrogen). Tamanho daregiao codificadora de cada gene: LinyF06.0750
— 2000pb, LmyF36.5500 — 1092pb, LimF36.5510 — 1524pb, LiyE36.5520 —
1014pb,



Os fragmentos amplificados correspondem ao tamasperado da regido codificadora de
cada gene, a saber. LmjF06.0750 — 2000pb, LmjF86.55 1092pb, LmjF36.5510 —
1524pb, LmjF36.5520 — 1014pb,

Os cDNAs produzidos foram utilizados também em BRG& em tempo real para
verificarmos os niveis de expressdo dos mRNAs dpestas hemolisinas. Desenhamos
novosprimers especificos para cada um dos genes estudados ® pantrole enddégeno
GAPDH (Tabela 2, pois neste tipo de experimento é desejado qupagueno fragmento
seja amplificado para obter uma melhor eficién@agnantificacdo (maximo 200pb). A
PCR em tempo real é capaz de quantificar a redca@wéa da coleta de dados de emisséo
de fluorescéncia ao longo da reagéo. Portanto,tgumaaior o nimero de copias iniciais da
sequéncia alvo, mais rapido sera observado o aonuntfluorescéncia. Utilizamos o
SYBR Green como fluoréforo e o gene GAPDH como radirador. Os dados foram
coletados e analisados pelo métodoAddCt para construcdo do grafico mostrado na
Figura 9. Verificamos que, dentre os genes estudados, 0 m&RNIANMjF36.5520 € o mais
expresso, sendo cerca de 120 vezes mais expressodpuLmjF36.0750, que corresponde
ao mMRNA menos expresso. Os mRNAs de LmjF36.5500j&26.5510 s&o cerca de 25 e

20 vezes mais expressos, respectivamente, quém|jé86.0750.

As curvas de dissociacdbigura 10) indicaram que, como desejado, somente as
sequéncias alvos foram amplificadas, pois apenaspigo, correspondente a uma
temperatura de dissociacdo, foi obtido para cadpéseia, ndo sendo detectados
fragmentos inespecificos.

5. Amplificacdo génica por PCR e clonagem no vetd@OPO 2.1

Inicialmente, fizemos o alinhamento da sequéncieespondente ao dominio que
caracteriza a familia das hemolisinas Il dos 4egedelL.major (ver tabela 3) com a
sequéncia do mesmo dominio Becereug(Figura 11), organismo no qual esta proteina
foi primeiramente caracterizada, utilizando o paoga de alinhamento global para DNA

ou proteina, denominado ClustalW s€oredeste alinhamento, que é a pontuacédo dada as
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Ficura 9 — Niveis relativos de expressio dos supostos genes de hemolisina
II em promastigotas de L. major ENA total 1solado de promastigotas fot
utilizado para sintese de cDNA e este para medida da expressao dos genes por
PCR em Tempo Real utilizando o corante SYBR green Frismers que
amplificam aproximadamente 100pb da regido codificadora de cada gene
foram utilizados (Tabela 2). Os expenmentos foram realizados em tniplicata e o
gene da gliceraldeido 3-fostato destdrogenase (GAPDH) usado como
normalizador. O meéetodo AACT for utilizado para calcular as quantidades de
mENA relativas para cada amostra e ¢ mRNA do gene LmyF06 0750 usado

como calibrador
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Figura 10 — C'urvas de dissociaciio dos produtos amplificados por PCR em
Tempo Real & curva de dissoniagao for gerada pele programa 4BI PRISM
T900HT Sequence Detection System (&pplied Biosystems) apds o término da
PCR. Os expenmentos foram realizados em triplicata para cada par de primer
utilizado no expenmento. 1- LmF36.0750, 2- LmjF36.5500, 3- LmjF36 5510,
4-LmyF36.5520 ¢ 5- GAPDH.
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CLUSTAL 2.0.12 sultiple sequence alignment

6500 LAMHANET ININTHLLCVFFFLCLMAQLFTIQHIIPDYLACNVLHHASR.

5530 FALHNET LS INTHLVGLLIVL=====ViLSLHTLLN-LG~~-LHRATQ-~~

8810 LOWHNET INVCSHLLI IV VILVLT -ALLYTTVLEKAVTAPSLEASYK

BACILLUS QFVKEEIANAITHCICAILSIPALIILIIHASKHCTAS

0750 LYTHNET PNIVSHLAMAVLLVLLLL T

8800 2 ss===ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss=s====

8620 2 =s=mssssseee-- === === ===

5510

BACILLUS  =======s=cssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss======

0760 COCCCCAHFCEHAMCAPFRACHRASEAAEVPSWLACLHCLAAASCATAACTDEDCAQCYVRS 120
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Figura 11: Almhamento do dominio de hemohisma IIT dos genes de L.
majore B. cereus:

O dominio caracteristico de hemolisina III dos 4 genes estudados de L.
major, juntamente com o domimo de hemolisina III de B. cersus, foram

alinhados pelo programa Clustalwi{ *=identidade; s=sirmilandade; .= 7



sequéncias dependendo do grau de homologia comué&rsga de hemolisina Il dB.
cereus,foi o seguinte: para LmjF36.5500: 20, LmjF36.5510, LmjF36.5520: 20 e
LmjF06.0750: 15. A sequéncia LmjF36.5520 foi uma gpresentou o melhecoreneste
alinhamento e a que possui o memovalue (Tabela 3). O E-value € frequentemente
utilizado como uma boa evidéncia inicial de queguéncia de interesse e a sequéncia do
banco de dados estdo relacionadas, 0 que nos #&wesaolher a sequéncia LmjF36.5520
para iniciar os experimentos de clonagem e expreskii proteina recombinante.
Iniciadores especificos (P5520fow e P5520rd¢apdla 2 que amplificam a sequéncia
correspondente a regido codificadora deste germmfatesenhados e a sequéncia foi
amplificada a partir do DNA gendmico demajor por PCR. AFigura 12A mostra o
resultado da amplificacdo de duas reacdes de P@R fon obtido um fragmento mais
abundante de aproximadamente 1000pb, como espeaaa®@ fragmento de 1014pb. Este
fragmento foi purificado do gel de agarose e clona vetor pCR 2.1 TOPJ
(Invitrogen), conforme instru¢cbes do fabricante, dractérias E. coli XL1 blue.
Verificamos a orientacdo do inserto presente noses obtidos por PCR de colbnia
utilizando osprimers P5520Fow e M13Repfimer reverso que se anela no vetor). Desta
maneira, um fragmento de aproximadamente 1000pia senplificado se o inserto
estivesse sido clonado na posic¢éo invertida. Comstna aFigura 12B, a maior parte dos
insertos possuiam cerca de 1000pb, indicando gaenfelonados na posicao invertida.
Sequenciamos alguns clones que supostamente estavposicdo correta para saber se a
sequéncia estava completa. O clone 18, que apoeserdior grau de homologia com a
sequéncia depositada no banco de dados, possuidelegao de Timina na posicdo 234, o
que acarretava a mudanca da janela de leitura m® @rutros clones (invertidos ou nao)
também foram sequenciados. Entretanto, nenhum geg=ssiia total identidade com gene
LmjF365520. Assim, fizemos uma nova PCR utilizandsuperMix High Fidelity (Gibco)
gue possui uma DNA polimerase com atividade carae8>5. O fragmento obtido de
aproximadamente 1000pb-igura 13A) foi também purificado do gel de agarose e
clonado no vetor pCR2.1 TOPQ (Invitrogen). Neste experimento foram obtidos asen
8 clones. O DNA plasmidiano destes clones foi édtrgpor mini-prep e a insercao e
orientacdo do fragmento da PCR foram confirmadas digestdo com a enzima de
restricaoKpnl. Esta enzima liberaria um fragmento de 900pb isserto estivesse inserido

44



A

1000ph —»

Ll

TTe'eFeose eF ssesees

1000pk —»

Figura 12: Amplificacio por PCR do gene LinyF36 5520 de Leishmanic
major e analise da orientacio dos msertos clonados: A regizo codificadora do
gene LmyF36 5520 for amplificada por PCR a partir do DNA gendmico de L.
major utilizando 1ul (Lm1) e 2pl de DNA (Lm2) e os miciadores especificos
para a sequéncia (P5520fow= ATGAALCGAC GCACTAACCAGC e P5520rev=
TTACGCGCACTCACCGCCCA) O controle negative (C-) possuia todos os
reagentes dareagao, exceto o DMNA (A). Em B, resultado da PCR de coloma para
venficar a ortentagio dos insertos nos clones obtidos. Utilizou-se os primers
P5520Fow (primmer foward especifico para a sequéncia e M1 3rev (primer reverso
que se anela no vetor) PM= padrio de peso molecular Gel de agarose 1%

corado com brometo de etidio,
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na orientacao correta no vetor e um fragmento @pli8e estivesse invertido. O perfil das
digestdes esta mostrado FFigura 13B, indicando que os clones 2, 3 e 4 estavam inserido
na orientacao correta, enquanto os clones 7 edieratacao invertida. Os clones 1, 5 e 6
parecem ndo ter sido digeridos. Os clones 2, 37 4 8 foram sequenciados para
verificagdo das sequéncias clonadas, sendo quasvdelecdes de nucleotideos foram
observadas no clone 4. Os clones 3, 7 e 8 apresentasequéncia completa e o clone 2

possuia uma mutacao no cédon de termindé@oi@ 13C).

6. Clonagem no vetor de expressdo pGEX 4T1

Os clones em 2, 3, 7 e 8 foram digeridos com amenzle restricadcoR| que
retira o inserto completo do vetor pER.1 TOPJ, e, em seguida, os insertos foram
clonados no vetor de expressao pGEX 4T1 (Glutathiii ransferase gene fusion vector -
GE Healthcare) digerido com a mesma enz{figura 14A). Neste sistema, 0 gene de
interesse seria clonado em fusdao com a GST (Gluwtb-transferase) na porgdo N-
terminal da proteina, o que facilitaria a sua past@urificacdo. A orientacédo dos insertos
foi novamente verificada por digestdo dos DNA plasamos e, dos clones obtidos,
passamos a utilizar apenas o clone 2A, pois fonioolque estava na orientacdo correta
(dado n&o mostrado). A mutacdo ocorrida no codontedminacdo deste clone nao
impediria a expressao da proteina, pois existeagorcde terminacao localizado no vetor

logo apos o sitio multiplo de clonagem que ficanafusdo com a proteina.

7. Tentativas de inducdo da expressao da proteinagombinante no vetor pGEX 4T1

O clone 2A, que possui a regido codificadora doegemjF36.5520 clonada no
vetor de expressdo pGEX 4T1, foi utilizado pararesgdo da proteina recombinante
induzida por IPTG. Amostras da cultura de bactdoesm coletadas nos tempos de 0, 4 e
16 horas de inducgé&o. Utilizamos o vetor pGEX 4T ggserto como controle positivo do
experimento, pois desta forma haveria a expresp@naa da GST, que possui peso
molecular de 27kDa. Era esperada uma banda deiagadamente 66kDa correspondente
a proteina codificada pelo gene LmjF36.5520 (pesiecalar de 39 kDa) em fusdo com a

GST. Este experimento foi repetido algumas vezesrap mostrado ngigura 14B, nédo
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1 TCGCCGCCTTTCAGATGTGGCACCTCACGCOCOGAGCTCGECOCTCACTCCGCE GGG

2 TCGCCGCCTTTCAGATGTGGCACGTCACGCGCOGRAGCTGGGCOETCATCCGCE GGG

Lm TCGCCGCCTTTCAGATGCTGGCACGTCACGCGCGRAGTGGGCOETG AFTCCGCE] -
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Figura 13: Amplficacio por PCR do gene LijF36.5520 de Leishmania major
utihizando DINA polimerase com atividade corvetora e analise da orientacio dos
msertos clonados: &- A regifo codificadora do gene LimjF36 5520 foi amplificada
a partir de 1pl Lml) de DNA gendémico de L. major em uma reagic de PCR
utilizando o Superlliz High Fidelity (Gibco) & primers especificos para o gene alvo
((P5520fow= ATGAACGAC GCACTAACCAGC e P5520rev=
TTACGCGCACTCACCGCCCA) O controle negative (C-) possuia todos os
reagentes da PCR, exzceto o DNA gendmico B- DNA plasmidiano dos 8 clones
obtidos for digenndo com a enzima de restngio Kpxl. C- Resultade do
sequenciamento da porgao C terminal do clone 2, indicando, em vermelho, a
mutagdo no cédon de terminagdo. Lm: sequéncia do gene LmjF36 5520 do banco
de dados; 1 & 2 sequéncias obtidas. PM= Peso Molecular 1Kb Plus DNA jedder

(Inwitrogen). Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio,
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Figura 14: Inducio da expressiao da proteina recombmante codificada pelo

gene Li)F36.5520 de Leishmania meagor: L - Figura esquematica da construgéao
obtida vetor pGEX 4T1 portando o gene LinyF36 5520 em fusio com a GST na
porgao MN-terrmunal A figura mostra ainda o gene de resisténcia a ampicilina B-
SDS-PAGE das amostras colhidas nos tempos 0 (Oh), 4 (4h) e 16 horas de
inducao com lmM de IPTG. 4T1 = vetor vazio. 4T1-25 = vetor portando o gene
da LmF36.5520. PM= Padrao de peso molecular Benchmark (Invitrogen).

Coloragao com azul de Coomassie.
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foi possivel detectar banda, na regido de pesoculaleesperado, que evidenciasse a
expressao da proteina recombinante. Entretantovehedpressao apenas da GST no

controle positivo.

8. Atividade hemolitica do extrato da bactéria trasformada com o plasmideo pGEX
4T1 portando o gene da LmjF36.5520

Bactérias transformadas com o plasmideo pGEX 4ddrtando a regido
codificadora do gene LmjF36.5520 demajor (clone 2A), coletadas nos tempos 0, 4 e 24
horas de inducdo da expresséo da proteina recombdioam IPTG 1mM, foram utilizadas
para obtencdo de extrato protéico e realizacdondaie® hemolitico. Mesmo n&o sendo
possivel detectar a expressao da proteina recombiaen SDS-PAGE corado com azul de
Coomassie, decidimos avaliar a atividade hemoljtiesente no extrato de proteinas do
clone 2A. Pellets destas bactérias foram ressuspendidos em 100jhndedo borato,
submetidos a 3 ciclos de congelamento e descongetane entdo centrifugados. O
material precipitado e os sobrenadantes resultdeta centrifugacao foram utilizados em
um ensaio hemolitico. Como controles negativos nfioratilizadas tanto a bactéria
transformada com o plasmideo vazio quanto a bact&o transformada. Aigura 15
mostra os graficos representativos deste experamevierificamos que a atividade
hemolitica contida no material precipitado obtigm® rompimento e centrifugacdo das
bactérias transformadas com o vetor contendo o genénteresse foi semelhante a
encontrada no mesmo material obtido das bactétigsadas como controle negativo, em
todos os tempos de inducdo analisados. O sobreeaddnido apos rompimento e
centrifugacdo das bactérias transformadas com emjpdeo recombinante, com o
plasmideo vazio e ndo transformadas néo apresaptdwma atividade hemolitica (dado

nao mostrado).
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Figmra 15: Afvidade hemolitica do extrato protéico de bactérias
transformadas com o plasmideo pGEXN 4Tl portando o gene da
LinyF36 5320 de Leishmarnia major: Os peliets de bacténas coletadas nos
tempos Oh, 4h e over mght {ON) de indugdo da expressac da proteina
recombinante por IPTG foram ressuspendidos em 100pl de tampéo borato,
submetidos a 3 ciclos de congelamento e descongelamento e entao
centnifugados  Apés esta centnfugacio, 100ul do rmatenal precipitado,
ressuspendido também em tampio borato, foram utilizados em um ensao
hemolitico. Como controles negativos foram utilizadas bacténas portando o

vetor vazio (pGEX) e bacténas néo transformadas (L 1)
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9. Clonagem dos genes anotados como hemolisina dié Leishmania majorno vetor
de expresssao regulada pBAD glll:

As dificuldades de obter uma sequéncia isenta deagies e de expressar a
proteina recombinante nos levou a pensar na pldade de esta proteina ser toxica para
E. coli, o que ja havia sido salientado por Baida e Kuz(@®95) no trabalho com a
hemolisina Ill deBacilus cereus Decidimos, entdo, utilizar um vetor proprio para
expressdo de proteinas téxicas, o pBAD glll (hwgen) que possui um gene sinal que
secreta a proteina recombinante para o espacdgsengtico(Figura 16A). Aléem disso, o
vetor permite forte regulacdo da expressao da ipateela inducdo dose-dependente de
arabinose, sua producdo em grandes quantidadescdete purificacdo simplificadas
devido a fuséo da proteina com uma cauda de Imatidi Assim, desenhamos iniciadores
especificos para as 4 sequéncias anotadas comdigiea®olll presentes na lista de Pfam
de L. major para clona-las nesse vetdrapela 2. Os iniciadores possuem adaptadores
com os sitios das enzimas de restriaol e Xba e mais 3 nucleotideos para ancoragem
das enzimas. Desenhamos também iniciadores pardifieegdo da sequéncia
correspondente a GFP, com estes mesmos sitiosstiliede, para ser utilizada controle

positivo da clonagem e da inducéo da expressacotisipa recombinantd ébela 2)

As 4 sequéncias foram amplificadas por PCR arpdotiDNA genémico de..
major (Figura 16B) utilizando o SuperMix High Fidelity (Gibco). As gées
codificadoras completas, que correspondem a seiguéamplificada dos genes
LmjF36.0750, LmjF36.5500, LmjF36.5510 e Lmjf36.553bssuem, respectivamente,
2000 pb, 1092 pb, 1524 pb e 1014 pb. A sequéncplifesada de GFP, que também
corresponde a regido codificadora do gene, fodabd partir de um vetor construido em
nosso laboratério denominado pROCKdualluc (DaRoehaal, 2004) (dado né&o
mostrado). Os produtos de PCR foram purificadogealede agarose, digeridos com as
enzimas de restric&had e Xba e ligados ao vetor pBADglll B previamente digericom
as mesmas enzimas. A bactéria LMG194 (kit pBAD gllinvitrogen), indicada para
clonagem de proteinas toxicas, foi utilizada paaasformacdo por eletroporacdo das 5
construcdes obtidas e, em seguida, os clones feedacionados em placas contendo o
antibiotico ampicilina. Analisamos os clones obsidpor PCR de colbnia utilizando
primers especificos para cada sequéncia. Obtivemos 5 <lpositivos portando a

sequéncia amplificada do gene LmjF36.55@F0gura 17A), nenhum clone positivo
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correspondente as outras 3 sequéncias (dado ndmdwse varios clones positivos para
GFP (dado ndo mostrado). Para confirmar a clonatgesequéncia de LmjF36.5500 e de
GFP, DNA plasmidiano foi extraido por mini-prep wmetido a uma digestdo com as
mesmas enzimas de restricdo utilizadas na clonageRigura 17B mostra o resultado
desta digestédo. Dos dois clones contendo a sequéacsFP foi liberado um fragmento de
aproximadamente 700pb, como esperado, e dos atomésndo o0 gene LmjF36.5500 néao
foi liberado nenhum fragmento. Uma PCR utilizand®NA do plasmideo contendo a
sequéncia LmjF36.5500 como molde para amplificaggwimers especificos para esta
sequéncia foi realizada para confirmar a inserg@@eahe. O resultado desta PCR esta
mostrado naFigura 17C. Um fragmento do tamanho esperado foi amplificade &o
clones analisados. Como controle positivo, utilieano DNA gendmico dé.major e,
como controle negativo, o vetor vazio como moldea @ PCR. Desta forma mostramos

gue a sequéncia foi inserida no vetor. Entretaadoyuma posi¢do nao esperada.

10. Inducéo da expressédo da proteina recombinantajF36.5500:

Mesmo ndo conhecendo a posicdo onde foram inseréda sequéncias de
LmjF36.5500 no pBADglll, culturas de bactérias smmmadas com esta construcao
tiveram a expressado da proteina recombinante idduzim 0,2% de arabinose ao alcancar
a ODs00 0,5. Como controle positivo, utilizamos a conslimcontendo a sequéncia de GFP
inserida no plasmideo pBADglll. Amostras foram tadlas antes da adicdo de arabinose
(Oh) e apo6s 4 horas de inducéo (4h), mantendorspreedo mesmo namero de células, de
acordo com a densidade Optica das amostras colhmasmpo Oh. As amostras foram
centrifugadas, opelletsde bactéria ressuspendidos em tamp&o de amosedetxidos
por 5 min. Em um gel SDS-PAGE 12,5%, posteriormeotado por azul de Coomassie,
foram aplicados 1)@l desta suspensé&o.FAgura 18 mostra o resultado da indugéao onde foi
possivel visualizar a banda de 27kDa correspondemmteina GFP induzida nos dois
clones testados. Porém, néo foi possivel visualizea banda, na regido do peso molecular
esperado, correspondente a proteina codificaddm{¥36.5500, que possui 41kDa em
fusdo com o epitopo myc e a cauda de histidina®Xapadamente 2kDa). Como controle

negativo, utilizamos bactérias transformadas camtor pBADgllIl sem nenhum inserto.
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Figura 16: Amplhficacio das sequencias anotadas como hemohsmna III de
Leishmania majorpara clonagem no vetor pBAD oIl

A- Mapa do vetor de expressiac pBAD/eII (Invitrogen), construide para a
expressiao regulada de proteinas toxicas em & cofi O gene sinal III envia a
proteina recombinante para o espago penplasmatico e a caunda de histidina
facilita a detecgao e a punficacdo da proteina recombinante. B- Os produtos da
amplificagdo por PCR das sequéncias anotadas como hemolisina Il de L. major
foram separados em gel de agarose 1% corade com bromete de etidio Os
fragmentos amplificados dos genes LinyF36 0750, LmF36 5500, LmjF36 5510 e
Lmyf36 5520 possuem, respectivamente, 2000pb, 1092pb 1524pb e 1014pb.
PM="Peso Molecular 1Kb Plus DNA ladder (Invitrogen).
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Ficura 17: Confirmacio da clonagem da sequéncia Lm)F36 5300 de Leishmarnia
major no plasmideo pBAD Il &— PCR de coldnia de 5 clones de pBADgII B
contendo a sequéncia do gene LmyF36. 5500 utilizando os primers 5500pB AD reverszo e
5500pB AD direto. B— Digestao dos plasmideos pBADgII B contendo GEP (2 clones:
GFP 1e 2)e asequéncia LnyF36 5500 (5 clones: 1, 2, 3, 4 € 5) com as enzimas Xaol e
Xbal C- PCR utilizando DINA dos plasmideos contendo a sequéncia LrmygF36 5500
como DNA molde para amplificagio. (C+) PCE. a partir de DNA gendmico de L. major
(C) PCR utilizando DNA do plasmideo vazio Géis de agarcse 1%, corado com
Brometo de etideo. P= Peso Molecular 1Kb Plus DA ladder (Invitrogen).
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Ficura 18: Inducio da expressio da proteina codificada por LinjF36.5500
de Leishmania major As proteinas recombinantes tiveram sua expressio
induzida com 0,2% de arabinose quando as culturas de bacténas transformadas
alcangaram a ODgyg 0,5 Amostras foram coletadas antes da adiglo de arabinose
(Oh) e apds 4 horas de inducgdo (4h), mantendo-se sempre © mesmo nimero de
células. As amostras foram centnfugadas, os pellets de bacténa ressuspendidos
diretamente em 100pl de tampio de amostra 1z e fervidos por 5 min, e 10ul
desta suspensdo foram aplicados em SDS-PAGE 12,5%, posteriormente corado
por azul de Coomassie. pBAD = controle negativo (vetor pBADgII vazio), GFP
1 e 2 =mducio da expressio de GFP mnsenda no vetor pBADgII 5500 1e 2 =
imdugio da expressio da proteina recombinante codificada pelo gene
LmyF36 5500 insertdo no wetor pBADgII PM= Padrido de peso molecular

Benchmark (Invitrogen).



11. Clonagem das sequéncias das supostas hemolisihhde Leishmania majorno
vetor de expressado pX63NEO:

Também foi nosso objetivo tentar superexpressgraeinas codificadas pelas
sequéncias das supostas hemolisinas lIL.d®ajor em promastigotas, uma vez que nao
obtivemos sucesso com a expressao em sistemagsiptosaPara isso foram desenhados
iniciadores especificos utilizados para amplificag@dr PCR das quatro sequéncias de
hemolisinas Ill, com adaptadores para as enziBasHL e Bglll. Com os fragmentos
obtidos foi realizada uma tentativa de inser¢cdordesmos no vetor pX63NE@igura
19A) (Lebowitzt et al, 1990) este vetor foi construido para expresséd.eishmania
utilizando a regido que do gene da diidrofolatautase dd.. major. Esta regidao contem
todos os elementos génicos normamente necessares gxpressao e replicagdo. O vetor
pode ser introduzido de forma estavel em promasisgdel eishmaniacom alta eficiéncia,
pois possui 0 gene de resisténcia a G418. Uma RilRando o DNA dos plasmideos
contendo as sequéncias LmjF36.5500, LmjF36.5510ng-36.5520 como molde para
amplificacdo eprimers especificos para estas sequéncias foi realizaga quafirmar a
insercao dos gengBigura 19B). Entretanto, a PCR produziu fragmentos de taman&os
esperados nos clones obtidos. Como controle negatidizamos o vetor vazio como
molde para a reacdo de PCR. Além disso, realizamasdigestdo do DNA plasmidiano
com as mesmas enzimas utilizadas na clonagegitid¢ BamH) (Figura 19C) e, mais uma
vez, fragmentos de tamanhos ndo esperados foramadiis. Assim, ndo conseguimos
ainda confirmar a clonagem dos insertos menciondds obtivemos clones da sequéncia
LmjF06.0750.
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Figura 190 Confumacio da clonagem das sequencias LinyF36 5500,
LiyF36.5510 e LingF36 5520 no vetor pXN63INEQ, 194 — mapa de restrigdo do
plasmidec pX63NEO, 19B- PCR dos plasmideos contendo o3 genes LmiF36 5500
(1000ph), 1myF36.5510 {1500pb) e ImjF36.5520 (1000pb) utilizando prumers
especificos para cada sequéncia. 19C- digestio do plasmideo contendo oz genes
LingF36.5500 (1000pb), 1myF36 5510 (1500pb] e lmgF36.5520 (1000pb) com as
enzimas Bgill e BamH]. Gel de agarose 1%, corado com Brometo de etideo, Peso
Molecular 1kb ladder (inwitrogen). ). C- = PCR com o plasmideo vazio. ND=

plasmideo ndo-digerido.



DISCUSSAO:

Proteinas formadoras de poros (PFPs) ja foranritlessem varios microrganismos
patogénicos, incluindo protozoarios, sendo queasadelas ja foram implicadas na
patogénese das doencas causadas pelos mesmos 99Ta Almeida-Campost al,
2002; Ishincet al, 2005; Kafsaclet al, 2009,Tabela 1).

A caracterizacdo da leishporina como uma PFR..damazonensisios leva a
indagar sobre a funcdo desta citolisina, tanto iotb e vida do parasita quanto na
patogénese da leishmaniose. O fato de a leishp@rirzividade litica 6timaem pH 5,5 e a
37°C (Noronhaet al, 1996; Noronhaet al, 2000), condicdes encontradas dentro do
fagolisossomo sugere que ela possa agir dentra degdnela e fez 0 nosso grupo propor o
seu envolvimento com o rompimento do fagolisossoowmno ja demonstrado para
Listeria monocytogeneg¢Bielecki et al, 1990), Shigella flexneri(Hybiske, 2008) e
sugerido pard. cruzi (Andrewset al. 1990) e, posteriormente, do macréfago infectado
pelo parasita (Horta, 1997; Almeida-Campsal, 2002), como ja demonstrado para a
Legionella pneumophilgAlli et al, 2000). Assim, é objetivo do nosso grupo investiga
a(s) funcéo(des) da leishporina, tarefa que depeéadearacterizacdo molecular do seu

gene.

Trabalhos simultdneos realizados em nosso laba@ratientam purificar e
identificar a proteina que co-purifica com a atad hemolitica de extratos de
promastigotas. Para isto, duas abordagens ténusidadas. Uma delas baseia-se no fato
de a leishporina se ligar diretamente a fosfolipi¢feastro-Gomesgt al, 2009). Neste
sentido, nosso grupo tem utilizado lipossomos catgsode dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC) na tentativa de remover seletivamente &siita de extratos de promastigotas de
L. amazonensisla foram identificadas quatro proteinas de extiab em membranas de
promastigotas que se ligam a lipossomos, a sajpé3,B-tubulina, GAPDH, GP46 e uma
proteina de 80kDa ainda néo identificada (resutaddo publicados). A segunda
abordagem é a purificacdo por cromatografia liquddaproteina citolitica. Trabalhos
anteriores levaram a purificacdo de uma protein&0d80 kDa que co-purificava com a
atividade hemolitica do extrato de promastigotasr¢Nha, 1996). No entanto, na época,

pelo baixo rendimento, ndo foi possivel identifieaproteina e estudar a sua funcdo no
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parasita. No momento, nosso grupo esta tentandmalis condicbes de purificacdo para
melhorar o rendimento, sendo que, atualmente, @ss@s para a identificagdo molecular
sdo mais sensiveis. Nesse sentido, ja foi posspebduzir os resultados anteriores e a
proteina mencionada acima esta em fase de idewgfific por espectrometria de massa

(resultados néao publicados).

Neste trabalho, utilizamos duas outras abordagema tentar identificar esta
proteina. Uma delas consistiu soreeningfuncional de uma biblioteca de cDNAs de
amastigotas de. amazonensisa tentativa de identificar clones com fenétipmbbtico e
a outra na busca no genoma He major de genes que codificassem proteinas

potencialmente hemoliticas.

Com relacdo a primeira abordagem, nao obtivemosesl hemoliticos pelo
screeningfuncional. A biblioteca (cedida pelas Dras. Cl&arbieri e Marcia Regina
Machado dos Santos), que possuia insertos de cRbAsum tamanho médio de 1,3 Kb,
foi plagueada em placas contendo agar-sangue. Wicé&eae plaquear biblioteca de
expressdo em agar-sangue ja havia sido utilizadaerdificacdo da hemolisina Il de
Bacillus cereugBaida e Kuzmin, 1995). Por esta técnica, badémansformadas com
vetores de expressdo com as sequéncias desejadaag@iadas em meio contendo agar-
sangue e os clones capazes de induzir a formacéomdealo de hemolise que, portanto,
indicariam o fendtipo desejado, seriam selecionaBogretanto, ao utilizar esta mesma
técnica, ndo obtivemos formacdo de halos hemddit{Eagura 3), embora tenhamos
plaqueado quase 120.000 clones, o que cobre m&8werees o genoma de 32.8 Mblde
major. Concluimos posteriormente que, apos a amplifcalg biblioteca, uma vez que
esta se encontrava com o titulo muito baixo, a mestave ter perdido a sua
representatividade. Sendo assim, cDNAs correspoesiea mMRNAs que codificam
proteinas hemoliticas poderiam nao estar sendesemiados na biblioteca amplificada.

Ainda nesta linha de buscar genes que codificanteimas hemoliticas de.
amazonensjsresolvemos construir uma biblioteca de cDNAs damastigotas em fase
estacionaria dd.. amazonensjsfase onde se encontra o pico de atividade heoaolit
(AlmeidaCampos 2001). Fragmentos correspondentes a sequénciasRiMAs foram

obtidos por RT-PCR utilizando como iniciadores dacéo parte da sequénciaSjdiced
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leader de L. major e Oligo d(T) (Figura 4). Nosso proximo objetivo € inserir estes
fragmentos ja purificados em vetores de expresgidada e iniciar um nowsrreening

A segunda abordagem utilizada neste trabalho \sdelo fato de o genoma ta
major ter sido completamente sequenciado (Ivenal, 2005). O projeto genoma da
major revelou a sequéncia de 36 cromossomos do genopléidea do parasita com
aproximadamente 32.8 megabases. Foram preditosd#2&3 codificadores de proteinas,
911 genes de RNA e 39 pseudogenes (letrad, 2005). Uma busca na lista de Pfam do
banco de dados GeneDB por genes que pudessencapgifoteinas citoliticas, resultou
na identificacdo de 4 sequéncias anotadas comostmgpbemolisinas do tipo lll, pela
presenca de um dominio caracteristico de proteppertencentes a esta familia,
denominado PF03006. Esta anotacdo € baseada nalgiaomologia destas sequéncias
com a sequéncia de hemolisina Ill & cereus onde este tipo de hemolisina foi
primeiramente descrito. Foi demonstrado por Kuzmircolaboradores (1996) que a
hemolisina do tipo Il dB. cereus uma PFP, podendo romper membranas de eritr@itos
de outras células eucariéticas. O poro formadouendiametro de 3 a 3,5nm e a hemdlise
ocorre em pelo menos 3 etapas: ligagdo dos mon8meaomembrana do eritrocito,
formacdo do poro oligomérico transmembrana e Iserdrocito (Baida e Kuzmil996).
Véarios subtipos de hemolisinas ja foram caractddgacomo a cereolisina AB,
hemolisinas |, 1l e Ill, hemolisina BL e outrashde consideradas fatores de viruléncia
para este patdgeno (Baida e Kuzniifi95). Ressaltamos, contudo, que uma vez que estas
proteinas foram anotadas automaticamente, comdmas@milaridade de sequéncia, estas
podem ndo apresentar a mesma funcdo desempenHadapp®einas da familia a qual
pertencem. Alguns genes &accaromyces cerevisagor exemplo, possuem o dominio
PF03006 e codificam uma proteina que tem um papemetabolismo de lipideos
(Karpichevet al,2002). Assim, embora cientes que o produto gériciificado por estas
sequéncias poderia ndo apresentar funcdo de hemédia era uma abordagem que nao

poderia ser desconsiderada.

As 4 sequéncias de major anotadas como supostas hemolisinas Ill possuem a
regido codificadora completa e foram analisadasddadysos aspectos (Tabela 3): nimero
de cdpias no genoma, presenca de peptideo sinat@adGPI, presenca de hélices
transmembrana, tamanho e posicdo do dominio qaeteaza o Pfam PF03006, dentre
outros. A presenca de hélices transmembrana é diiande que sdo proteinas que
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interagem com a bicamada lipidica, uma caractesistas proteinas formadoras de poro.
A busca por ortélogos destas sequéncias nos outipanossomatideos
sequenciados revelou dados interessantes (FiguraO7pene LmjF36.5520 possui
ortélogos em todos os tripanossomatideos analisadgsianto a sequéncia LmjF36.5500
é exclusiva dd..major. Em L. brasiliensisparece ter ocorrido um evento de duplicacédo
génica, uma vez que este parasita apresenta dpias ¢ gene LmjF36.5520. Os genes
LmjF36.5500, LmjF36.5510 e LmjF36.5520 estdo agdng em tandem no cromossomo

36, enquanto a sequéncia LmjF06.0750 esta no cemms6.

Apo6s confirmarmos que extratos de da fracdo mecarembranas de promastigotas
deL. majorpossuem, comola amazonensjstividade hemoliticaHigura 5), iniciamos a
caracterizagao destas sequéncias avaliando sesazasipertenceriam a mRNAS expressos
no parasita. O resultado obtido foi importante po@stramos que as 4 sequéncias.de
major anotadas como hemolisina lll faziam parte de mRN&sscritos em promastigotas
em fase estacionariéFigura 8), que também é o pico de expressao da atividade da
leishporina. Portanto, mostramos que estas se@goairespondem a genes expressos em
L. major. Mostramos também, por PCR em Tempo Real, quene gmjF36.5520 é o
mais expresso dentre os quatro estudados e quejlE3&D750 € 0 menos expresso
(Figura 9). Pretendemos ainda analisar a cinética de esgwedessas sequéncias para
verificar se ha alguma correlacdo com a cinéticaxggessao da atividade hemolitica em
promastigotas.

O gene LmjF36.5520 foi o escolhido para iniciarraesxperimentos de clonagem
e expressdo de proteina recombinante. Esta esé@baou-se no alinhamento dos
dominios caracteristicos do Pfam PF03006 de cadada®s 4 sequéncias anotadas como
hemolisina Ill deL. major com a sequéncia da hemolisina Il Becereug(Figura 11),
protétipo desta familia de proteinas e no E-véiliabela 3, que indica a proximidade das
sequéncias comparadas. Além disso, um BLASTp nadvate dados deé.. major
utilizando a sequéncia codificadora do geneBdecereuscomo query, revelou que a
sequéncia LmjF36.5520 apresenta 25% de identidad% de similaridade com a
sequéncia da hemolisina Il & cereugdados ndo mostrados). Recentemente, Chen et al.
(2004) clonaram e expressaram 0 gene que codifica bemolisina 1l deVibrio
vulnificus,uma bactéria marinha altamente virulenta, agemtsador de septicemia fatal

em varias partes do mundo. Este organismo posgene que codifica a hemolisina do
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tipo Il com 48% de identidade com a hemolisina tgm 11l de Bacillus cereus.A
hemolisina deVv. vulnificusé considerada o fator de viruléncia deste patggema vez
que organismoknockoutsdo considerados ndo patogénicos com relacap@sdivagem
quando administrados em camundongos. Os autorsgaram que extratos de bactérias
gue expressam a proteina recombinante apresenitdadadé hemolitica semelhante aos
extratos déB. cereus.

Baseando-se neste e em outros exemplos de clondgeranes que codificam
hemolisinas, amplificamos a regido codificadora gkme LmjF36.5520, e inserimos
primeiramente em no vetor pER2.1 TOPJ. Os 25 clones analisados ou possuiam
mutacdes que alteravam a janela de leitura do genes produtos da PCR haviam sido
inseridos na posicao invertida. Era possivel qga égquéncia tivesse sido alta uma vez
que a Tag DNA polimerase utilizada na PCR nao passividade corretora 35, o que
nos fez utilizar uma enzima com atividade corret8r&5 para amplificacdo desta
sequéncigFigura 13). Com a nova enzima, apenas 8 clones foram obtaldgstes, 4
possuiam a sequéncia completa de LmjF36.5520, sgacdes, estando duas inseridas na
posicdo invertida. A partir deste resultado, comegsaa pensar na hipétese de a proteina
recombinante ser nociva para a bactéria, uma vezaqmaioria dos clones obtidos ou
possuiam alguma mutagdo, ou o inserto na posig&otitia. Esta suposicdo foi reforcada
pelo fato de que o numero de clones obtidos fonifsigtivamente menor quando
utilizamos a DNA polimerase com atividade corretmaaeacao de PCR, considerando que

0 mesmo lote de bactérias competentes foi utilizedolonagem anterior.

Para facilitar a deteccéo e purificacdo da pmateécombinate, os quatro clones de
bactérias que possuiam a sequéncia completa de36rBF20 inserida no vetor pER.1
TOPC tiveram seus insertos extraidos e reclonados tow de expressédo pGEX 4T1, em
fusdo com GST. No entanto, apenas um dos clonédosbapresentou a sequéncia na
orientacao correta. Mesmo assim, este clone poasaadelecdo no cédon de terminacéo,
indicando mais uma vez a instabilidade desses gamdsactérias. Esse fato, no entanto,
ndo atrapalharia a expressédo da proteina recontbinama vez que existe um codon de

terminacao no vetor, logo apds o sitio multiplackbmagem.

Condizente com a hipdtese de a proteina recomlgirssmtnociva para a bactéria ,
0s experimentos de inducédo da expresséo da pratedificada pelo gene LmjF36.5520

nao tiveram sucesso, uma vez que ndo foi possiwidereiar uma banda de peso
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molecular esperado correspondente a expressao mrestdna(Figura 13). Verificamos
gue esta era uma dificuldade especifica do genguastdo, pois no controle positivo,
onde um clone que expressa apenas GST foi utiljaada banda correspondente a GST
estava bastante evidenté&igura 13b). Além disso, ndo obtivemos éxito através da
tentativa de evidenciar a expressao da proteirant@oante em ensaio d&estern Blot,
utilizando anticorpo anti-GST, devido ao aparecitoetie varias bandas inespecificas

(resultado ndo mostrado).

Uma vez que uma quantidade minima da proteina t@oamie poderia ter sido
expressa, mas nao detectada em um gel de SDS-Pé&@Boccom azul de Coomassie,
realizamos um ensaio hemolitico utilizangkellet e sobrenadante do extrato de bactérias
transformadas com o vetor pGEX 4T1 portando o gem&36.5520. A atividade litica do
extrato das bactérias utilizadas como controlesthaxy foi semelhante a obtida com o
clone recombinante. Este resultado indica que teim@ recombinante realmente nao foi

expresssa.

Esses resultados corroboraram nossa hipotese desgaeproteina poderia ser
toxica paréE. coli, 0 que impediria sua expressdo. Baida e Kuzmi8gl®m seu trabalho
com a hemolisina Il dd. cereusja haviam salientado a dificuldade de traballan c
proteinas hemoliticas devido a sua toxicidade. &@sdim, passamos a utilizar um vetor
proprio para expressdo de proteinas toxicas, o pBAD(Invitrogen) que possui um
promotor regulado pelo operén ara, que permite pressdo regulada da proteina
recombinante, e um gene sinal que direciona paegr@c¢ao da proteina recombinante para
0 espaco periplasmatico. A expressao funciona sawnirole do promotor araBAD,
derivado do operon ara. O operdn ara codificagnZémas necessarias para o metabolismo
da arabinose:araA (arabinose isomeraseggraB (ribulokinase) earaD (Ribulose-5-
phosphate epimerase). Estes trés genes estrugstais arranjados em um operon que €
positivamente ou negativamente regulado pelo poodi# gene araC, que forma um
complexo com a L-arabinose. Na auséncia de arabinaimero araC inibe a trancricao
formando um grampo que impede a transcricdo das gehes estruturais. Quando a
arabinose esta presente, ela se liga ao dimerg deafaz o grampo e permite o inicio da

transcricao.
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Nesta etapa do trabalho, decidimos iniciar a ¢tanaacdo dos 4 putativos genes de
L. major anotados como hemolisinas do tipo lll, clonandoegido codificadora dos
mesmos no vetor pBAD glll para verificar a expres&f a atividade das proteinas
recombinates. Nao obtivemos sucesso com a clonaganexpressao dos 4 geneslLde
major no vetor pBADglll. Por outro lado, conseguimosnelbe expressar a proteina GFP
utilizando este mesmo vetdFiguras 17 e 18) Esta seria mais uma evidéncia da

toxicidade destas proteinas para a bactéria hospede

Na tentativa obter parasitas com expressdo audwemtestas proteinas para que
fosse possivel a caracterizacdo funcional das ngsotdizamos o vetor pX63NEO
(LeBowitzt, 1990), desenvolvido pelo grupo do Dreghen Beverley para expressao de
genes enlLeishmaniacedidos para teste pela Dra. Angela Cruz. Comsist@ possivel
realizar parte da caracterizacdo funcional destadeipas por ensaios hemoliticos
comparando a porcentagem de hemolise do extratpagasita superexpressando as
proteinas com a do extrato de parasitas selvagstes.também foi uma tentativa que néo
resultou em resultados positiv@sigura 19). Neste momento, estamos trabalhando na
busca de alternativas que possam solucionar estdepra. Uma das opg¢les seria a
expressaan vitro destes genes utilizando o EasyXpress Protein 8gistiKit (Qiagen),
gue possui um sistema de acoplamento da transdra@dacdo permitindo a expressao de
proteinas a partir de um plasmideo contendo o deniateresse ou de um DNA linear
como o produto de PCR, ou ainda a utilizacdo desistema de expressao em levedura.
Apoés a expressao destas sequéncias, elas poderdnasisadas quanto a sua atividade
citolitica e de formacéo de poros. Além disso,epiéncias que possuem ortélogoslem
brasiliensis poderdo ser silenciadas pela técnica de RNAi paddise do fendtipo do
parasita, umas vez que a maquinaria de RNAI estdepte neste tripanossomatideo
(Peacock et al., 2008).

Além disso, outras abordagens tém sido trabalheglasomitantemente em nosso
laboratorio na tentativa de identificar a leishpari Dois exemplos atuais de técnicas
utilizadas para a identificacdo de PFPs em pasas#fa a descoberta das proteinas Spect 2
de Plasmodium(Ishino, 2005)e a TgPLP1 deloxoplasma gondi(Kafsack, 2009). A
proteina Spect2 dBlasmodiumfoi descoberta através de analises de homologiande
banco de EST d@lasmodiumcom outras PFPs ja caracterizadas. Ela possui 1&% d

identidade e 21% de similaridade com o complexatdgue a membranas (MACPF) Pfam
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01823 e 56,7% de similaridade com o componenteasopemento humano C9. Esta
molécula esta presente em micronemas, organelaslvetas na invasdo da célula
hospedeira e os parasitas nocautes para estanprefd incapazes de sair dos capilares
sinusodides e invadir os hepatoécitos. A proteinalRjPde Toxoplasma gondipossui
dominios importantes em sua sequéncia como a assiraaracteristica de algumas PFPs:
(YIW)-X6-(F/Y)GTH(F/Y)-X6-GG, além de um alto nivetle similaridade com as
MACPF, ndo s6 de sequéncia como de estrutura, dojudtido através de modelagem
estrutural da TgPLP1 e sua comparacdo com a astrdas MACPF. Parasitas nocautes
para TgPLP1 n&o conseguem escapar do vacuolo tpéwesi resultando na morte do
parasita e na diminui¢cdo de quase 5 vezes da mdgrit infecgao.

Tendo em vista as abordagens atualmente utilizpadies a identificacdo de PFPs
em outros parasitas, nosso grupo esta produzindobanto de dados com PFPs
funcionalmente caracterizadas para investigar hogmol com genes dé. major e
identificar possiveis candidatos a leishporina. Ggarspectivas desta parte do trabalho,
os genes canditados poderdo ser nocauteados pdéise ato fendtipo do parasita, ensaios
de infeccdoin vivo e in vitro e ainda localizacdo das proteinas no parasitaéstrda

producao de anticorpos contra as mesmas.
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