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RESUMO

As leishmanioses sé@o doencas antigas prevalentesadns paises, inclusive no Brasil.
Dentre estas se destaca a leishmaniose viscergl (lor se tratar da forma com maior
potencial de letalidade. Visando facilitar o coldre o diagndéstico da LV, inUmeros
antigenos isolados de diferentes espécied aishmaniasdo estudados. As proteinas de
choque térmico (HSPs), particularmente as de 70 kB3Ps70) e suas homodlogas
mitocondriais (HSP70mts), sdo abundantes protaéfti@celulares com homdlogos presentes
em procariotos e eucariotos. A sintese das HSIs,cbeno das HSP70mts, estd aumentada
em situacdes de estresse, como quandceshmania sppestdo no interior do hospedeiro
vertebrado, tornando as HSP70mts proeminentes dretutde resposta imunologica. A
triagem em uma biblioteca de DNA complementar (c)N#& Leishmania (Leishmania)
chagasj identificou dois clones, denominados de Lc2.1 &.2, cujos cDNAs s&o
semelhantes aos genesp70mtga descritos eni. (L.) majore Trypanosoma cruzimas que
codificam HSP70mts erh. (L.) chagasi No presente trabalho se analisou a organizacao
cromossOmica dos genésp70mtsem L. (L.) infantuniL. (L.) chagasie L. (L.) major
Verificou-se também a existéncia de homodlogos efaratites protozoarios da familia
Trypanosomatidae Em espécies do géneroeishmnaia identificaram-se varios genes
semelhantes ao clone Lc2.2, enquanto se enconpenas um gene semelhante ao clone
Lc2.1. Nao se encontrou gene semelhante ao clahé bo génerdrypanosomao que pode
indicar uma evolugéo recente deste tipo de proteméeishmania sppUm fragmento do
clone Lc2.2, denominado FP2, foi subclonado, e @epra codificada foi produzida e
purificada. Purificaram-se anticorpos anti-protefrB2, e se analisou a expressao das
HSP70mts nativas em extratos de espéciekeishmania de Trypanosomae em formas
representativas do ciclo de vidaldgL.) amazonensisL. (L.) chagasiApenas na espédie

(L.) amazonensiebservaram-se duas bandas, sendo a menor delagxpegssa nas formas
amastigotas. Por fim, examinou-se a distribuic@H&P70mts nativas em célulasld€L.)

chagasie se ratificou a distribuicdo ao longo de todatagctndria.

Palavras-chavd:eishmania (Leishmania) chagasiroteinas de Choque Térmico, HSP70mt,

mitocondria.



ABSTRACT

The Leishmaniasis are a group of relevant humaeades prevalent in many countries,
including Brazil. Within these diseases, the viaté&ishmaniasis (VL), or Kala-azar, is the
form with the greatest potential for lethality. Tacilitate the control and diagnosis of VL,
innumerable isolated antigens of differdnéishmaniaspecies have been studied at the
molecular level. The heat shock proteins of 70 KBP&P70s), and their mitochondrial
homologues (MtHSP70s), are abundant intracellutatems present in prokaryotes and
eukaryotes. Their synthesis is increased in ste#ismtions, such as during exposure of
Leishmaniato new thermal conditions inside their vertebratst, become also prominent
inducers of immune response. In previous works, tWemes that codify mtHSP70s (Lc2.1
and Lc2.2) fromL. chagasihave been identified. Here, using genomic sequelatabase
from several species of trypanosomatids, the chsmmac organization omthsp70sgenes
were analyzed as well as the sequence of theiectsp proteins. Irh.. (L.) infantunlL. (L.)
chagasimultiple genes for the Lc2.2 clone were identifiadhile only one gene was found to
encode Lc2.1 clone. The latter is absent in spewfigbe Trypanosomagenus, which may
indicate a recent evolution within theeishmaniagenus. One fragment of the Lc2.2 clone,
called FP2, was subcloned, and its protein prodaocedpurified. Anti-FP2 protein antibodies
were affinity purified from serum against the Lcziotein previously obtained, and these
antibodies recognized both mtHSP70 proteins (Lehd Lc2.2). These were then used to
analyze the expression of mtHSP70s in total pragtracts ol_eishmaniaandTrypanosoma
species and in representative forms oflth¢L.) amazonensiandL. (L.) chagasiife cycle.
Only inL. (L.) amazonensisvo bands were observed, where the lower bandesg:éorbe the
more expressed in amastigote forms. Furthermoesettproteins were analyzed lin (L.)
chagasi cells by confocal microscopy, which ratified a tdisution throughout the
mitochondrial matrix of the parasitic cells.

Key-words:Leishmania chagasHeat Shock Proteins, mtHSP70s, mitochondria.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia das Leishmanioses

1.1.1 Histérico

Ceramicas das civilizacoes pré-Incas do Peru e déqualatados do inicio do
primeiro século antes de Cristo, ja ilustravam esentacOes de lesdes da pele e de
deformidades faciais humanas possivelmente causadde enorme sofrimento para o0s
individuos afetados (Figura 1). Da mesma formaotexlocumentados do periodo Inca nos
séculos XV e XVI, e durante a colonizacdo espanhataAméricas, mencionam o risco que
corriam os trabalhadores sazonais da agriculturdedenvolver lesdes bastante debilitantes,
quando retornavam dos Andes, naquela época demesinde “doencas dos Andes”
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002a; WORLD HEALTH ORGNIZATION,
[20047]b).

Essas obras revelam os primeiros indicios de urjuctinde doencas que afetam a
humanidade h& centenas de anos, sendo recentederdminadas de leishmanioses. As
leishmanioses sédo, entdo, doencas bastante ardigd@&mnicas e potencialmente letais, que

afetam o homem e causam grandes transtornos peraivdsluos acometidos.

Figura 1. Ceramica pré — Inca indicando lesdes causadaadetbrmacdes cutaneas da face em caso de
leishmaniose. Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION, 206
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1.1.2 Quadro atual

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) informa qudetshmanioses sdo um
grupo de doengas endémicas com altos indices deidade e mortalidade, prevalentes em
paises tropicais e subtropicais em quatro contselfFigura 2). As leishmanioses sao
responsaveis por doze milhdes de casos em todo rmlanicom aproximadamente dois
milhdes de casos novos anuais. Elas colocam emmsés de trezentos e cinquenta milhdes
de pessoas (adultos e criancas) em diferentes aistanundo, e se estima que cerca de
60.000 mortes por ano sejam devido as leishman{@eSJEUX, 2004a; DESJEUX, 2004b;
HANDMAN, 2001; ROBERTS; HANDMAN; FOOTE, 2000; WORLDHEALTH
ORGANIZATION, [2004?]a; WORLD HEALTH ORGANIZATION,[20057]; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2006).

Figura 2. Mapa das areas endémicas onde ocorrem as leigs®snEm azul claro areas onde ocorre
leishmaniose cutanea e em azul escuro areas omaee deishmaniose visceral. Fonte: WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2007a.

Diversos trabalhos de pesquisadores vinculados aS Qkconhecem que as
leishmanioses tém maior impacto em 88 paises, dais 6 sdo do Velho Mundo e 22 do
Novo Mundo. Nestes paises as leishmanioses estaintenmsa atividade dificultando a
produtividade e o progresso sécio-econbmico. Muiteles sdo paises em desenvolvimento
(paises pobres), que de anteméao sofrem com séobkemas econdmicos, sociais e de saude
publica, como por exemplo, Afeganistdo, Africa, nlraArabia Saudita, Siria, India,
Bangladesh, Sudéo, Brasil, Bolivia e Peru. Nesag8es essas enfermidades vém ganhando,
anualmente, grandes propor¢des devido a fatoresae tanto ambientais quanto a fatores
culturais/comportamentais (DESJEUX, 2001; DESJEU2Q04a; HOMEDES, 1995;
MURRAY et al., 2005; WORLD HEALTH ORGANIZATION, [205?7]; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006).
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De uma forma geral, tem havido ao longo dos anos mmtensa subestimacdo das
leishmanioses como reais problemas de saulde, dgrgpedas dificuldades enfrentadas por
paises que possuem escassos recursos para codtetegas infecciosas, proporcionando o
avanco destas enfermidades (WORLD HEALTH ORGANIZANW, [2005?]; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2006). Por esse motivo, as slemanioses constituem,
atualmente, o segundo grupo mais comum de doenfg@ziosas depois da malaria, e estdo
entre as mais importantes doencas infecciosas#figgombatidas pela Organizacdo Mundial
de Saude. Os encargos que essas doencas trazestepedevido a existéncia de grandes
obstaculos técnicos, gerenciais, financeiros €ipodi ao controle das mesmas, permitindo
gue as leishmanioses se mantenham como grave malla salude publica, sendo bastante
onerosas para o desenvolvimento social e parareta de varios paises (ABATH, 2000;
DESJEUX, 2001; DESJEUX, 2004a; DESJEUX, 2004b; H@¥S, 1995; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1999; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002a).

1.1.3 Caracteristicas

Os primeiros estudos sobre a epidemiologia dabkneaioses caracterizaram-nas
como doencas exclusivamente rurais, compreendesded que afetam a pele e os 6rgaos
(ou visceras) (Figura 3). Estas doencas, que ezaimtas a comunidades com baixo grau de
instru¢cdo, com o passar do tempo, também se tonnamuns em areas suburbanas e
urbanas (GAMA et al., 1998; GONTIJO, C.; MELO, 2D(&ssa nova distribuicdo aconteceu
como resultado de problemas que envolvem aspecidsemtais, sociais e econémicos,
possivelmente associados aos processos de fluyngapmnais em massa das areas rurais
para os centros urbanos, gerando um potente fataseb para a disseminacéo da doencga: a
urbanizacdo descontrolada (DESJEUX, 2004a; DESJE2DR4b; GONTIJO, C.; MELO,
2004; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999, 2002a; WORLDHEALTH
ORGANIZATION, 2002b; WORLD HEALTH ORGANIZATION, [205?]; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2006).

Um fato importante que se destaca dentro destg®gociais menos instruidos é a
ocorréncia de uma susceptibilidade especialmenteeaiada para contrair as leishmanioses
na faixa etéaria infantil (GONTIJO, C.; MELO, 20049s0 ocorre porque dentro destes grupos

de baixa renda existem problemas de ma condica@sare subnutricdo, que incrementam a
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chance de infeccao, o desenvolvimento da doencarestam a alta taxa de mortalidade entre
0s menores de 5 (cinco) anos de idade (ARIAS £1996; CAMPOS JR, 1995; DESJEUX,
2001; DESJEUX, 2004a; DESJEUX, 2004b; DYE; WILLIAKS, 1993; REY et al., 2005)
(Figura 3).

Figura 3. Populagédo rural, familia de baixa renda, desgadri Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1999; VISCERAL LEISHMANIASIS, 2006; WORLD HEALTH OGANIZATION, 2007b.

Recentemente como resultado de mudancas epidemespgdevido a grande
disseminacdo das leishmanioses e com o acontecinpanalelo da epidemia do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés “human immodeficiency virus”), surgiu
repentinamente uma superposi¢cao entre o aparedrdernindividuos com leishmanioses e a
ocorréncia da Sindrome da Imunodeficiéncia Adgair{®IDA — proveniente do inglés
“Acquired Immunodeficiency Syndrome” — AIDS), esadmente entre os usuarios de drogas
intravenosas. Em alguns paises, isso tornou airaia dificil o controle desse importante
problema de saude publica (ARIAS et al.,, 1996; DESPJ, 2001; DESJIEUX, 2004a;
DESJEUX, 2004b; HANDMAN, 2001; HERWALDT, 1999; ROBHS; HANDMAN;
FOOTE, 2000; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999; WORLDHEALTH
ORGANIZATION, 2002a; WORLD HEALTH ORGANIZATION, [205?]; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2006).

1.1.4 Abrangéncia

Além dessa componente eco-epidemiolOgica, diteopotdtica, que versa apenas
sobre as doencas no homem, as leishmanioses tat@étvéom carater zoonotico pelo fato de

atingirem uma grande quantidade de mamiferos. 8@metidos animais silvestres como a
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raposa e diversos roedores, além dos animais dicogsbmo o cdo, 0s quais podem servir
como reservatorios para manutencdo do ciclo epaégico da doenca (ARIAS et al., 1996;
DESJEUX, 2001; EL-SAYED et al.,, 2005; ROBERTS; HAMBN; FOOTE, 2000;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002b; WORLD HEALTH ORGAIZATION,
[2005?]; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006). Nesse mexto, vale ressaltar que as
leishmanioses sdo importantes causas de sériasadomfiecciosas em cédes. Por isso, Varios
grupos de pesquisa se esforcam para desenvoltemas diagnosticos eficazes para a
detectar essas doencas entre os animais canindsssa forma, buscar o seu controle
(NEVES, 2005d; RIBEIRO; MICHALICK, 2001; ROSATI «l., 2003; SCALONE et al.,
2002).

Desse modo, essas informacdes constituem e demonstr complexa rede
epidemiolégica das leishmanioses. Isso é relevaptecipalmente, nos paises em
desenvolvimento detentores de um baixo nivel tégicdb para controlar, de forma
independente e efetiva, estas enfermidades nosvsaasvariados aspectos (YAMEY, 2002;
MOREL et al., 2005).

1.2 Etiologia das Leishmanioses

1.2.1 Agentes

As leishmanioses tém como agentes causadores myaro®mos que Sao parasitas
intracelulares obrigatorios capazes de infectareliftes espécies de mamiferos e nestes se
multiplicar. Esses microorganismos foram sisteraatiente alocados no grupo dos chamados
eucariotos protozodrios e sdo taxonbmicamente ifitasos na OrdemKinetoplastida
Familia Trypanosomatidae GéneroLeishmania divididos nos Subgénerdseishmaniae
Viannia (GONTIJO, B.; CARVALHO, 2003; NEVES, 2005a; REYQ®; SHAW, 1994)
(Quadro 1).
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REINO Protista
FILO Sarcomastigophora
CLASSE  Zoomastigophorea
ORDEM Kinetoplastida
FAMILIA  Tryponosomatidae
GENERO Leishmania
Subgénero Leishmania e

Viannia
Quadro 1. Posicao sistematica do protozodreshmania spp(Adaptado).
Fonte: BEDOR, 2003.

Os membros desta ordem sdo caracterizados pelanpeesle uma mitocondria
modificada, distribuida por toda a célulalaé@shmania spp.com a presenc¢a de uma estrutura
chamada cinetoplasto (do inglés “kinetoplast”), aledle provém o nome da ordem. O
cinetoplasto € uma regido especializada dentroade#tocondria, localizado na base do
flagelo do parasita, rico em uma rede de DNA cacghracteristica desses microorganismos
(GRIMALDI JR; TESH, 1993).

Existem cerca de 30 espécies conheciddsd#tmaniadas quais 10 estao presentes
no Velho Mundo e as outras 20 no Novo Mundo. Deatlas estas espécies, especula-se que
aproximadamente 20 infectam o homem podendo oaastwencas (ROBERTS; JANOVY-
JR, 1996; SHAW, 1994) (Quadro 2, Quadro 3 e Quéjiro

Espécies

Novo Mundo (Américas)
Subgénerda.eishmania
Leishmania (Leishmania) chagdsi
L. (L.) enriettii

L. (L.) mexican&

L. (L.) pifanoi*

L. (L.) hertigi

L. (L.) amazonensis

L. (L.) deanei

L. (L.) aristidesi

L. (L.) garnhami*

L. (L.) venezuelensis

L. (L.) forttinii

Pesquisador(es), Ano

Saf’janova, 1982
Cunha e Chagas, 1937
Muniz e Medina, 1948
Biagi, 1953

Medina e Romero, 1959
Herrer, 1971

Lainson e Shaw, 1972
Lainson e Shaw, 1977
Lainson e Shaw, 1979
Scorza e cols., 1979
Bonfante-Garrido, 1980
Yoshida e cols., 1993

Quadro 2. Espécies conhecidas do génkeishmania do subgénerbeishmaniaachadas no Novo Mundo por
pesquisadores nos anos indicados. * = espéciefua encontradas infectando seres humanos (Adajptad

Fonte: apud FERRAZ JR, 1998.
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Espécies Pesquisador(es), Ano
Novo Mundo (Américas)

Subgéner&/iannia Lainson e Shaw, 1987
Leishmania (Viannia) braziliensis Viannia, 1911

L. (V.) peruviana Vélez, 1913

L. (V.) guyanensi$ Floch, 1954

L. (V.) panamensis Lainson e Shaw, 1972
L. (V.) lainsoni* Silveira e cols., 1987
L. (V.) shawi* Lainson e cols., 1989
L. (V.) naiffi* Lainson e Shaw, 1989
L. (V.) colombiensis Kreutzer e coals., 1991
L. (V.) equatoriensis Grimaldi e cols., 1992

Quadro 3. Espécies conhecidas do génemshmania do subgéner&iannia, achadas no Novo Mundo por
pesquisadores nos anos indicados. * = espéciefmua encontradas infectando seres humanos (Adajptad
Fonte: apud FERRAZ JR, 1998.

Espécies Pesquisador(es), Ano
Velho Mundo (Europa, Africa e Asia)

Subgénero Leishmania Saf’janova, 1982
Leishmania (Leishmania) donovani Laveran e Mesnil, 1903 e Ross, 1€03
L. (L.) tropica* Wright, 1903

L. (L.) infantum* Nicolle, 1954

L. (L.) major* 1914

L. (L.) archibaldi* 1919

L. (L.) gerbilli 1964

L. (L.) aethiopica 1973

L. (L.) killicki * 1986

L. (L.) arabica 1987

L. (L.) turanica 1990

Quadro 4. Espécies conhecidas do génkeeishmaniado subgénerbeishmaniaachadas no Velho Mundo por
pesquisadores nos anos indicados. * = espéciefa encontradas infectando seres humanos (Adaptad
Fonte: apud FERRAZ JR, 1998.

1.2.1.1Ciclo biologico

O ciclo de vida dos protozoarios causadores dahrfe@nioses é complexo e
compreende o desenvolvimento em dois hospedeifesedies, um invertebrado e outro
vertebrado. Assim, denominou-se que estes protazsognssuem um ciclo evolutivo do tipo
heteroxeno. As espécies do géndmishmania possuem caracteristicas biolégicas que

permitem, entdo, que estas se apresentem essestialsob duas formas quando presentes
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em seus diferentes hospedeiros. Desse modo, qeaondobservadas no microscépio optico,
podem se apresentar sob as formas:

. Amastigotas — formas arredondadas, e sem flagelo (ou com urto cu
flagelo), observadas dentro de macrofagos do hespedertebrado (homem ou céo)
infectado; reproduzem-se assexuadamente atravégvidéo binaria longitudinal (NEVES,
2005a; ROBERTS; JANOVY-JR, 1996) (Figura 4 e Fidra

. Promastigotas— formas extracelulares alongadas e flageladasnad$as no
sistema digestivo do hospedeiro invertebrado (masgulasmidio), no sangue periférico do
hospedeiro vertebrado e nos meios de cultivo (NE\2B85a) (Figura 4 e Figura 5).

L

Figura 4. Formas da leishmania observados no microscopipfaqrmas amastigotas dentro de macréfago,
indicadas pelas setas pretas. (B) forma promaatigs setas verdes indicam a estrutura chamadtoplasto.
Na figura esquemética ao lado o n.° 1 indica oawlelo n.° 2 indica o cinetoplasto.

Fontes (A) amastigotas — http://www.ufrgs.br/para-sitedlyensatlas/Protozoa/Leishmania.html;  (B)
promastigota — LEISHMANIA FACTS, 2006.

Além destas formas fundamentais, evidéncias apoptna a existéncia de outros
tipos bem definidos de formas evolutivas, dentrg@as se destaca a forma promastigota

metaciclica. Esta forma possui caracteristicasobichs especificas que a diferenciam da
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forma amastigota e da promastigota, como a faleapgacidade de replicacdo. Ademais, ela €
o produto final do desenvolvimento no interior dosguito plasmidio e a forma infectiva
adaptada para a transmissdo aos hospedeiros mM@niI{&KOPYANTS et al.,, 2004;
COURRET et al., 2002; GOUSSAGE; ROGERS; BATES, 2MBVES, 2005a; RAMOS et
al., 2004).

Figura 5. Ciclo biolégico e modo de transmissao Hashmania sppA figura mostra o repasto sangliineo dos
flebotomineos e a aspiragdo de célulasLdishmania sppno sangue do individuo infectado (humano ou
animal) As células dd_eishmaniaspp.se desenvolvem dentro do trato digestivo do més@ié atingirem a
forma infectante. Esta forma é injetada em outnoléviduos quando 0 mesmo mosquito exercer novanente
repasto sanglineo, causando varias formas dambaigbses nos humanos.

Fonte: LEISHMANIA FACTS, 2006.

1.2.2 Modo de transmissao das doencas

As leishmanioses sdo basicamente resultantes rarissao das formas infectantes
— promastigotas metaciclicas — para hospedeirosiferas, quando o inseto vetor fémea
infectado vai exercer seu hematofagismo (Figura@y. hospedeiros invertebrados das
espécies deeishmaniasdo dipteros flebotomineos (subfamfiblebotominag do género
Phlebotomus(distribuido no Velho Mundo) e do génetatzomyia (distribuido no Novo
Mundo).

Duas espécies bastante estudadas e que podem cemtr&dasno Brasil

transmitindo os parasitas sdloutzomyia longipalpise L. whitmanj as quais possuem a
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denominacdo popular de “mosquito palha” (AZEVEDQakt 1996; BRANDAO-FILHO et
al., 1994; MUTEBI et al., 1999; URIBE, 1999).

1.2.3 Interac¢des do hospedeiro vertebrado comrasifes

A evolucao da doenca infecciosa em um individuokmvinteracbes complexas de
muitas moléculas (CHAKRABARTY, 1996; HICKS et &000; ILG, 2000), bem como de
tipos celulares distintos, entre os parasitas @espddeiro (WRIGHT; EL AMIN, 1989).

Dito isso, destaca-se a importancia da funcaodigica de um sistema especializado
do hospedeiro vertebrado conhecido geralmente gistema imune, que tem como principal
funcdo proteger o hospedeiro vertebrado contrasgsamasitas. Ndo obstante, visto que o
sistema imune é capaz de responder de modos oésérgspecializados a diferentes parasitas,
nao € surpreendente que a magnitude e o tipo gastesimune contra os parasitas seja
freqientemente o determinante da evolucdo e dongstigo da infeccdo (ABBAS;
LICHTMAN; POBER, 2000, p. 350).

Dessa forma, mesmo se sabendo muito sobre as erésichs dos agentes
causadores das leishmanioses, e 0 modo como edgeetamn um hospedeiro vertebrado,
entende-se hoje que a resposta imune do hospedairdfero também esta envolvida nos
acontecimentos que se sucedem apos a infeccagaelsita. Estes eventos, em conjunto,
podem ocasionar o desenvolvimento para a cura &spEm ou para a progressao dessas
doencas (GRIMALDI JR; TESH, 1993; RIVAS et al., 2)0devendo-se salientar que a
atuacdo dos fatores genéticos do hospedeiro vadebnfectado, como o evolvimento dos
genes do complexo de histocompatibilidade princigflHC — do inglés “Major
Histocompatibility Complex”), € extremamente im@orte durante o desenvolvimento das
patologias resultantes da infecgcdo cbaishmania spp(RITTER et al., 2004; ROBERTS;
HANDMAN; FOOTE, 2000; MURRAY et al., 2005; CABRERAL al. 1995; GRAB et al.
2004).
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1.2.3.1.Principais células imunolégicas envolvidas na regpas leishmanioses

Sabe-se que o tipo de resposta imune protetor@zefantra a leishmaniose é celular,
abrangendo os macrofagos, além de outras célulasstdona imunes como os linfécitos do
tipo T. Um subtipo especifico de linfocito T, derinado linfocito T auxiliar (Ta ou Th, do
inglés T “helper”), estaria diretamente compromzt@m a resposta imune desenvolvida
contra esses parasitas. Este subtipo de linfogitcafiacteristicamente chamado de célula T
CD4', pode ser subdividido em duas subpopulacdes ocedyla Thl e a Th2, sendo a
subpopulacdo Thl capaz de eliminar os parasitasnéera imunidade, prevenindo uma
possivel infeccdo posterior com estes parasitascidkéiimente a essas, outras células
especificamente envolvidas, apos ativacao via mtdécsecretadas pelas células Thl, sdo as
células T citotdxicas ou CD& as “Natural Killers” (NK), as quais também estiiwolvidas
na imunidade contra as diferentes espécietailghmania(ROITT; BROSTOFF; MALE,
1999, p. 250) (Figura 6).

De maneira contraria, a subpopulacédo Th2 propaacsusceptibilidade a infeccéo e
a progressao das doencas (Figura 6) (AHMED e2@03; GAMA et al. 2004; GRIMALDI
JR; TESH, 1993; MURRAY et al., 2005; ROBERTS; HANBMN; FOOTE, 2000; SOUSSI

et al., 2000).

Acao das células Ta1 e Ta2 na infecao por Leishmania

* proliferacz ,7:"‘

-2 12 TNF IFN

ﬁu

\:;:‘\: e
g /@/\

o g
1@ f,/ @@% '

D aad
ativacdo do macréfago, sem ativacao do macrdéfago,
resolucao da doenca doenca progressiva

Figura 6. Células imunologicas e citocinas envolvidas naltggio ou na progresséo das leishmanioses.
Fonte: ROITT; BROSTOFF; MALE, 1999, p. 250.



Rodrigo Menezes de Campos Cdamizacdo Molecular de Antl’genos...22

1.2.3.2Algumas moléculas originadas durante infeccéolmishmania spp.

Um outro componente importante do sistema imune m@béculas sollveis
denominadas citocinas, que sdo secretadas pelassabv células desse sistema e que
funcionam na regulacédo da resposta imune contég@abs e substancias estranhas. Uma vez
que as citocinas secretadas pelas células Thl e s@ib2mutuamente antagonistas, a
subpopulacao predominante determina o resultadu@z;ao.

Como exemplo no caso das leishmanioses, o intedgmma (INFy), um tipo de
citocina produzida pela célula Thl, induz a degséwide protozoarios conmo (L.) chagasi
L. (L.) donovani L. (L.) major e L. (L.) amazonensisque parasitam o0s macréfagos,
conferindo resisténcia a infeccdo, conforme demadstpor estudos cotreishmania spp.
em linhagens murinas e também em humanos (FigufCAMPOS-NETO et al. 1995;
COSTA et al., 1999; GAMA et al., 2004; MACHADO-PIMTet al., 2002; MURRAY et al.,
2005; RITTER et al., 2004; ROITT; BROSTOFF; MALEID, p.249). Por outro lado, em
estudos com camundongos susceptiveis, as célutaprédominam a medida da progressao
da doenca com a secregcao de Interleucina-4 (llg4g, inibe a acado do INy{Figura 6)
(ROITT; BROSTOFF; MALE, 1999, p.249; SOUSSI et &000). J4 a citocina IL-12
(produzida pelos macrofagos) promove o crescimeetaélulas Thl, a sintese de outras
citocinas, como IFNg e suprime o desenvolvimento de células Th2. Skguelato de Ritter
e colaboradores (2004), a IL-12 pode resolver anghbese ministrada a camundongos
susceptiveis nas fases iniciais da infec¢éo (Figura

Em humanos as leishmanioses que afetam a pelesiscasas se caracterizam por
uma inibicdo na sintese de IFNeonsequente da expressdo aumentada de IL-1@cinai
associada as células Th2 que suprime a proliferagiduncdo das células Thl (COSTA et
al., 1999; GAMA et al., 2004; ROITT; BROSTOFF; MALE999, p.250; SEREZANI et al.,
2002) (Figura 6). Alguns trabalhos relatam que a&ceptibilidade para contrair as
leishmanioses esta relacionada com a ativacdosgasi celular do tipo Th2, com produc¢éo
das citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 (BOGDAN; ROUNGHOFF, 1998; COSTA et al.,
1999), e ativacédo dos linfocitos tipo B para a pgéeh de anticorpos, 0s quais, neste caso, nao
atuam eficazmente na inducdo de imunidade prot@ftlRRAY et al., 2005).

Outros produtos moleculares que séo gerados pelosdfagos apds a fagocitose séao
0s reativos intermediarios do oxigénio e uma petewoikina independente de oxigénio
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resultante do metabolismo da L-arginina, o oxidaad (NO). As citocinas IFNre fator de
necrose tumoral alfa (TN&) induzem a sintese do NO pelos macrofagos coirtdbypara a
resisténcia do hospedeiro durante a leishmaniogegdodavia depende da cepa do parasita
em questdo (RITTER et al., 2004). Especificamentte TNFe que € secretado pelos
macrofagos, é necessario no hospedeiro vertebr@a@doppotegé-lo contra varias espécies de
Leishmania através da ativacdo de outros macréfagos quénalimas células macrofagicas
parasitadas (LIEW et al., 1990a,b; LIEW; LI; MILLOT1990a,b).

1.2.3.3Mecanismos de escape dos parasitas aos comporkngstema imune

A progressdao das leishmanioses acontece devidopacidade adquirida pelos
protozodarios de sobreviver nos seus hospedeiragbvados. Isto reflete as adaptacdes
evolutivas que permitem a estes microorganismosvadirem dos mecanismos imunes do
hospedeiro ou a eles resistir.

Um exemplo disto ocorre durante infeccdo com praig@ss del. (L.) major, que
induzem uma rpida degradacéo de véarias molémildais da defesa imunoldgica, inibindo
ativamente diversos outros tipos de respostas isndoehospedeiro vertebrado (ABBAS;
LICHTMAN; POBER, 2000, p. 364; CHANG et al.,, 2003s espécies deeishmaniaaté
utilizam as células e moléculas do sistema imunesemproprio beneficio, servindo-se de
receptores encontrados nos macrofagos para nelestrgge evitar a sua conseqlente
exposicdo e destruicdo, e levar a alteracbes ndugdio de citocinas por estas células
(BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998; HICKS et al., 2000; IL&R000; ROITT; BROSTOFF;
MALE, 1999, p. 254).

A titulo de exemplo, existem moléculas do sistemanie de mamiferos envolvidas
na protecdo contra Beishmania spp.que sdo conhecidas como as proteinas do sistema
complemento, capazes de destruir células destezoi@io atraves da lise celular. Entretanto,
dependendo da viruléncia da espécie em questaejsndiferentes de resisténcia ao
complemento podem ser observados. Como exemjplo(la) tropicaé facilmente destruida
pelo complemento, causando uma infeccdo localiradatocicatrizante na pele, enquanto a
L. (L.) donovanié 10 (dez) vezes mais resistente ao sistema corapte, disseminando-se
para as visceras e causando uma doenca frequeteciaah (ROITT; BROSTOFF; MALE,
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1999, p. 254-255). Ha varios mecanismos atravégjdas 0s parasitas podem resistir aos
efeitos do complemento. Exemplos desses séo: er@eio de moléculas de superficie das
células dos parasitas, como o lipofosfoglicano (-P&o inglés “Lipophosphoglycan”) de

(L.) major, que ativa o complemento apds ser liberado dasasétlo parasita, evitando a lise
celular (ROITT; BROSTOFF; MALE, 1999, p. 254-255RWEHT; EL AMIN, 1989), e ii) o
proteofosfoglicano (PPG — do inglés “Proteophospfvag”) emL. mexicanaque se liga as
proteinas do sistema complemento e consome es$ésutas, podendo diminuir a habilidade
do sistema imunolégico do hospedeiro em destrutéhdas do parasita infectante (HICKS et
al., 2000).

Outros mecanismos de sobrevivéncia dos agentesadmes das leishmanioses
atuam apos a sua penetracao nas ceélulas macrsféDieatro destas, as células dos parasitas
evitam sofrer a acao de reativos do oxigénio asral& producdo de enzimas neutralizantes
como a superoéxido dismutase (ROITT; BROSTOFF; MALH99, p. 256). O vacuolo no
qual as espécies deeishmaniasobrevivem dentro das células macrofagicas é tleaza
lisoss6mica, contudo os parasitas desenvolveranamswos de protecdo contra o ataque
enzimatico dos lisossomos com o auxilio da glictgina de 63 kDa — a GP63 (uma molécula
da superficie dos parasitas) (WRIGHT; EL AMIN, 1988s varias espécies deishmania
também podem regular a expressdo de outras maéaamo as moléculas de classe Il do
MHC, nos macrofagos parasitados, reduzindo a cdgdeidestes em estimular os linfécitos
T (BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998; ROBERTS; HANDMAN; FOTE, 2000).

1.2.3.4Consequéncias patoldgicas das reacdes cdrgishmania spp.

Classicamente as leishmanioses se distinguem, nozaros, em dois tipos:
leishmaniose tegumentar (LT) ou cutanea (LC), qaafdta a pele, e leishmaniose visceral
(LV) ou Calazar, que provem da expressao indiared¥azar”, e afeta os 6rgaos ou visceras
(GRIMALDI JR, 1995; GRIMALDI JR; TESH, 1993). As gtintas lesGes na pele podem
subdividir a leishmaniose cutanea em trés formdsishmaniose cutanea localizada (LC),
gue causa lesbBes ulcerosas em nivel de pele, ab dacpicada do mosquito, e leva a
incapacidade no momento em que as lesdes sao lemiltipn leishmaniose cutanea
disseminada ou difusa (LCD), a qual provoca erupcfigseminadas pelo corpo precipitando

uma doenca muito debilitante; e a leishmaniosenegiénucosa (LCM), que afeta as mucosas
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e a pele, principalmente, do nariz e da boca caesantilagoes faciais e, consequientemente,
desconfortos fisicos e psicolégicos. Por sua vezZesdes que afetam os 6érgdos internos,
causando a leishmaniose visceral, aumentam os eslaim figado e do baco, e podem levar
ao Obito, especialmente naquelas criancas com nm#®ds anos, devido a gravidade das
lesdes (NEVES, 2005b,c,d; REY, 2002; WORLD HEALTHRGANIZATION, 2002a)
(Figura 7).

Adicionalmente as lesbes descritas alguns pesquisadiestacam a existéncia de
uma importante e nova forma de lesdo imunologicéerediada, que pode configurar uma
complicagéo da leishmaniose visceral. Esta novadate leséo, denominada de leishmaniose
dermal pés — calazar (do inglés “Post Kala-azarniaérLeishmaniasis” — PKDL), é
caracterizada por erupcdes maculares, maculopaputarnodulares na pele de pacientes
tratados e supostamente curados da leishmanioseralisHANDMAN, 2001; NEVES,
2005d; ZIJLSTRA et al., 2003) (Figura 7).

Como ja indicado, as diversas formas patoldgicas apileishmanioses expressam
em humanos, e em caes, sdo dependentes da espmaeadita com o qual foi infectado.
Entretanto, além disso, € preciso lembrar que s@e$eteciduais, e a doenca consequente,
podem ser causadas pela resposta imunolégica dqmedwiso vertebrado gerada contra o
parasita e contra seus produtos metabdlicos (HANDIM2001; ROBERTS; HANDMAN;
FOOTE, 2000). Desse modo, a producéo excessivaN@feaTpode ter efeitos prejudiciais no
hospedeiro infectado, contribuindo com algumasntiasifestacdes das doengas, como a febre
e a anemia encontradas na leishmaniose visceram&omo modo, a hepatomegalia e a
esplenomegalia encontradas nessa forma de leishseamirovavelmente sdo decorrentes do
aumento no numero e na atividade dos macréfagasfaritos nestes 6rgaos (Figura 7)
(BLACKWELL, 1999; CABRERA et al., 1995; ROITT; BRO®FF; MALE, 1999, p. 260).
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Figura 7. Os vérios tipos de manifestacdes das leishmanieggstrados em humanos. Na imagem (A) lesao
ulcerosa na pele da perna em caso de LC, na im@@jeenupcdes cutdneas na face em caso de LCD,ageim
(C) lesé@o nasal em caso de LCM, na imagem (D) begmdlenomegalia em caso de LV e na imagem (E¢$esd
papulares faciais em caso de PKDL.

Fonte: (A) LC — WORLD HEALTH ORGANIZATION, [2004?]a(B) LCD — WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2007c; (C) LCM — LEISHMANIOSES, [20@7T; (D) LV — TDR news, 2002; (E) PKDL —
ZIJLSTRA et al., 2003.

1.3 O problema da leishmaniose visceral

Dentre os diversos tipos de leishmanioses descatisshmaniose do tipo visceral,
sozinha, promove 0 aparecimento de aproximadand@@©®00 novos individuos doentes por
ano em todo o mundo. Ela esta presente principaémars paises da América do Sul, em
especial no Brasil, mas também em paises da Am€ecdral, do continente africano, do
Mediterraneo e do continente asiatico (Figura 8gstBls paises fatores ambientais e
comportamentais fazem com que a leishmaniose wiscgpresente um crescente problema
de saude publica. Especificamente dentro dessextonta migracdo tem atuado como a
principal causa da disseminacao da leishmanioserails e na ocorréncia de sérias epidemias
gue afetam principalmente criancas. Outros fatdeesisco que ampliam o problema séao a
desnutricdo, as péssimas condi¢fes sanitérianadequados servicos de saude a disposi¢do
de individuos pobres. Particularmente se sabe qdesautricdo, conseqliente a pobreza,
enfraquece a resposta imune dos individuos e bonfrara um incremento na severidade da
doenca (DESJEUX, 2001; DESJEUX, 2004a; WORLD HEALORGANIZATION, 2002a;
ZERPA et al., 2003).
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B Areas epidémicas
@ Areas endémicas
] Areas de casos esporidicos

Figura 8. Distribuicdo geografica mundial da leishmaniosecatial. As areas em vermelho representam as
notificacdes de epidemias, as areas em verde espaes as notificacbes endémicas e as areas emlamare
representam as notificac6es de casos esporadicos.

Fonte: LEISHMANIASIS, [20047].

Varias espécies deeishmaniacomoL. (L.) donovan{encontrada principalmente na
india e Africa),L. (L.) infantum(encontrada na regido do Mediterraneo, Orienteid/éd
Asia) eL. (L.) chagasi(encontrada na América do Sul) parecem se origaar as visceras
da cavidade abdominal dos individuos humanos, acasdo alteracbes marcantes nas
funcdes do baco, figado e medula Ossea. Por ess@oma leishmaniose visceral é
caracterizada pelos seguintes sinais e sintomaisasi surtos intermitentes de febre, tosse,
perda de peso, letargia, aumento do baco e dodfigatemia, trombocitopenia e ativacédo
policlonal de linfécitos B com hipergamaglobulin@mnsendo a dltima pouco importante no
controle da doenca (HANDMAN, 2001; MURRAY et alQ(5; NEVES, 2005d; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, [20047?]a).

Uma nova e grave manifestacdo da leishmaniose ralséeo aparecimento de
reativacdo da doenca em individuos anteriorment@dos, mas que desenvolveram
imunossupressao apoés contrairem o HIV. Esta méai&s também pode ser especulada para
agueles casos nos quais individuos sado infectad@s, demonstram sintomas clinicos
evidentes, mas sofrem de doenca ativa quando sentemm portadores da AIDS
(HANDMAN, 2001) ou quando enfrentam quadros de ioasupressao por qualquer motivo.

Na sua componente zoonética, os cdes sdo o0s @mcgnimais domesticos

reservatorios dos parasitas causadores da leisbseanisceral. De acordo com Cunha e
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colaboradores (1995) hd uma possivel associac@e estcasos de infeccdes humanas e a
presenca de cdes no interior ou ao redor de damsitiimanos.

1.3.1 Leishmaniose visceral no Brasil

No Brasil a leishmaniose visceral € causada pelpdceesL. (L.) chagasiL. (L.)
amazonensi® L.(L.) donovani sendo essa doenca uma importante causa de naebeda
mortalidade em areas endémicas particularmentegiaor Nordeste (GONTIJO, C.; MELO,
2004). Nessa regido, a manifestacdo visceral éaangpite disseminada e esta em franca
expansao, provavelmente por causa das condictdsnepiogicas favoraveis associadas com
a reducdo dos espacos ecoldgicos naturais dessaseodOs periodos de seca, a falta de
terras cultivveis disponiveis e a fome tém levadona grande migracdo da populagéo para
as periferias dos subulrbios das grandes cidadesa degido, criando assentamentos
densamente povoados com minima infraestrutura deas@ento (ARIAS et al., 1996;
DESJEUX, 2001; GRIMALDI JR; TESH, 1993; SHERLOCK9b).

Muitos individuos que migram sdo jovens e trazemsigw criancas, permitindo
assim que a doenga encontre um vasto numero dedwsps ndo — imunes. Essa populacéo
que € composta por individuos mal nutridos, deasipobres condicbes de vida, promovem a
subnutricdo como o principal dos fatores de risa@pnfeccdo pok. (L.) chagasie para o
desenvolvimento da leishmaniose visceral. Por isso,grave problema que acontece no
Brasil € que a maioria dos casos da doencga ocatre as criangcas pobres e desnutridas
originarias das regides semi-aridas (ARIAS et H996; CAMPOS JR, 1995; DESJEUX,
2001; DESJEUX, 2004a; REY et al., 2005). Outro rfatgravante ¢ o habito de se criar
animais domésticos como cdaes, galinhas e porcas,pqu um lado proporcionam uma
abundéancia de sangue disponivel para os mosquatsmeg hematdfagos e aumentam
dramaticamente a densidade de populacédo vetorjabr e@utro lado fornecem hospedeiros
mamiferos que servirdo como reservatorios pararssipas (ARIAS et al., 1996; DESJEUX,
2001; GRIMALDI JR; TESH, 1993).

Relatos da Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA) eéMiostério da Saude
mostraram que o numero de casos notificados denmeisiose visceral no Brasil mais que
duplicou entre os anos de 1998 e 2000. Apenas giaoré&ordeste, na qual se encontram

cerca de 82% dos casos do pais, entre os ano98e 1202, o numero de casos da doenca
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cresceu mais de 200%, envolvendo varias capitai€slados como Teresina, S&o Luis,
Fortaleza, Natal, Jodo Pessoa e mais recentemahtad8r. Outras capitais como Rio de
Janeiro e Belo Horizonte sofreram com epidemiasyotestrando claramente que o processo
de urbanizacéo da leishmaniose ocorre correntereemtgdrias cidades brasileiras (ARIAS et
al., 1996; CALDAS et al., 2003; DESJEUX, 2001; DEBX, 2004a; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2002b).

Em Pernambuco o numero de casos tem aumentadongo #ms anos, tendo o
Estado altos indices de prevaléncia. Por exempto,Petrolina, uma cidade do interior
pernambucano que faz divisa com o Estado da Babm,o passar dos anos aconteceu um
intenso fluxo de pessoas que se introduziram nadeidIsso configurou um aumento
progressivo do numero de pessoas dessa populacémentou a urbanizacao e ofereceu um
ambiente favoravel a propagacdo da doenca, ded@sanos principais fatores de risco
anteriormente citados: (i) migracdo de pessoas—n@ounes e infectadas, (ii) urbanizagéo
descontrolada, (iii) fraca infra-estrutura sanéariiv) aumento da densidade do mosquito
transmissor e (v) manutencdo dos parasitas atrdeéseservatorios animais (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2002b).

1.3.2 Métodos classicos de controle da leishmanisseral

Segundo Grimaldi Jr e Tesh (1993) as medidas dératen até entdo usadas,
esforcavam-se por alcancar quatro caminhos distinjpe propunham interromper
efetivamente o ciclo da doenca. Desse modo, catheevarias informacdes acerca de como
controlar os mosquitos transmissores das espéaesetshmania como eliminar os
reservatorios animais, como fazer a vigilancia watamento dos casos humanos, e como
realizar a protecdo pessoal. Infelizmente, muitssas medidas, sendo todas, tiveram sucesso
limitado, ndo demonstrando resultados positivosrespso tornaram-se inconvenientes.

Esse insucesso decorreu pelo fato de algumas dessdilas se mostrarem
ambientalmente incorretas como, por exemplo, oingiscriminado de inseticidas, que pode
criar resisténcia nos mosquitos vetores e contanoireanbiente. No caso da eliminagéo dos
animais reservatorios, existem programas laborjdsstante caros e dificeis de implementar,
além de prejudiciais a ecologia. Outras, como odgésmedicamentos, por sua vez, mostram-

se até certo ponto eficazes quando atuam apenas$vehindividual, entretanto ndo séo Uteis
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em uma ampla comunidade por causa do custo e déénesa cultural, entre outros fatores
(DESJEUX, 2004a; GRIMALDI JR; TESH, 1993; WORLD HERH ORGANIZATION,
2002a).

Apesar de todos os esfor¢os e avancos na prodegdimgas cada vez mais potentes
para diminuir o forte impacto da leishmaniose viakalestacam-se como desvantagens: (i)
0s incontaveis casos de fortes e desagradave@eeaixicas, causadas principalmente pelas
drogas de primeira e segunda geracdo, como os@mtig) que levam a descontinuidade do
tratamento; (ii) a baixa efetividade dessas drogasindividuos imunocomprometidos; e (iii)
a existéncia de alguns casos de resisténcia aasaneshtos, que pode gerar mais um novo
problema a ser enfrentado (ABATH, 2000; DENISE &t 4999; DESJEUX, 2004a;
HANDMAN, 2001; MURRAY et al.,, 2005; RIVAS et al.,,0B4; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006). Apesar de tudo isso, uma ndvaga desenvolvida, a miltefosina,
tem apresentado altas taxas de cura. Ela tem ®fealaterais insignificantes, facilidade de
manipulagéo e administragéo, e tem sido usada noasso para tratar 0os casos resistentes do
tratamento antimonial convencional. Dessa fornmajleefosina tem o potencial de ser usada
como uma simples e disponivel ferramenta para desaiiblica, tratando efetivamente
pacientes nas comunidades e até mesmo durantenggsd@&SANGULY, 2002).

1.4 Os métodos de diagnéstico da leishmaniose visde

O diagnostico classico da leishmaniose visceralagse&ddo em alguns critérios
clinicos auxiliados pelo conhecimento epidemioldégiobre a doenca. Entretanto esse tipo de
diagndstico apresenta baixa especificidade e exiga vasta experiéncia profissional no
assunto. Além disso, o diagnostico de certezaféagéo leva em consideragéo o diagnostico
parasitolégico, que acontece quando é evidenciageesenca das formas amastigotas em
laminas de microscopia confeccionadas e coradas apdracdo de medula éssea ou em
bidpsias de baco ou linfonodos (ARIAS et al., 1998JRRAY et al., 2005). Portanto, fica
evidente que este diagnéstico parasitologico émtatidante por ser bastante invasivo e
doloroso, além de possuir em alguns casos baicbde@ade (DESJEUX, 2004a; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2002a; WORLD HEALTH ORGANIZATON, 2006).

Ainda no que diz respeito ao diagnostico paragiioly com o desenvolvimento de

um ramo da biologia denominado biologia molecutadjagndéstico da leishmaniose visceral
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abarcou a utilizacdo da técnica chamada ReacéoagiwiaCda Polimerase (PCR — do inglés
“Polymerase Chain Reaction”). Esta técnica tem littsie em detectar o DNA do parasita
em qualquer amostra clinica, produzindo um resoltadnfiavel em poucas horas
(BLACKWELL, 1992; FISA et al., 2001; IKONOMOPOULOE! al., 2003; LEONIDAS et
al., 2002; PAIVA et al., 2004). Como prova diagingsstesta técnica € altamente sensivel e
especifica, porém atualmente sé € possivel a sliaagio em laboratorios especializados
nao estando ainda disponivel comercialmente (DEJE004a; FEITOSA et al.,, 2000;
GONTIJO, B.; CARVALHO, 2003).

Outras maneiras de diagnéstico da leishmanioseeraiaitilizam-se de técnicas
imunoldgicas para deteccdo de imunoglobulinas dargos) antikeishmania através da
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI — egléi® “ImmunoFluorescence Antibody
Test” — IFAT), através da técnica de ensaio imunmeatico ELISA (do inglés “Enzime
Linked Immuno Sorbent Assay”) e através do testagletinacdo direta — TAD (em inglés
“Direct Aglutination Test” — DAT) (DESJEUX, 2004&IURRAY et al.,, 2005; NEVES,
2005d; PASSOS et al., 2005; WORLD HEALTH ORGANIZAN, 2002a). Dentre essas
técnicas imunoldgicas, tém sido propostos ensaim@@nzimaticos empregando antigenos
guimicamente definidos e especificos do parasidaeRemplo, o antigeno recombinante K39
(rK39) de L. (L.) chagasi um epitopo imunodominante repetitivo em uma pnate
relacionada a kinesina e muito conservado entespécies de leishmanias viscerotropicas,
tém se mostrado sensivel e especifico para o diigndéda leishmaniose visceral em
humanos e cées, através da técnica ELISA ou dedeaeste rapido em campo (ARIAS et
al., 1996; BADARO et al., 1996; MURRAY et al., 200%0SATI et al., 2003; SCALONE et
al., 2002). Em adicado, outros antigenos recombasamél. (L.) chagasbem definidos como
0 K9 e o K26, estdo sendo avaliados quanto as ca@acidades de carrearem epitopos
imunodominantes e serem utilizados como marcaderas diagndsticos imunoldgicos
(BHATIA et al.,, 1999). Uma outra proteina tambéntergemente estudada, a HSP70,
mostrou grande utilidade em sistema de diagnéstigoregando as técnicas soroldgicas como
0 ELISA (PEREZ-ALVAREZ et al., 2001; ZURITA et aRP03).

Entretanto, todas essas estratégias classicas tenqmraneas de diagnostico da
leishmaniose visceral ndo tém obtido muito sucedstn que o diagndstico é prejudicado por
uma evolucdo clinica gradual e muitas vezes impéred, além da dificuldade da
discriminacédo clinica ante outras doencas infeasi@®m sintomas similares (ARIAS et al.,
1996). Ha problemas ainda com o diagnoéstico soimogcasionado pelos resultados falso-

positivos devido a persisténcia de anticorpos kErdes apds cura clinica, bem como a reacéo
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cruzada em pacientes infectados com outros tripamasdeos como @rypanosoma cruzi
Por outro lado, o resultado falso-negativo muitaszeg ocorre naqueles pacientes
imunocomprometidos. Outras dificuldades encontrata®lvem questdes de logistica como
o adequado armazenamento e transporte dos reagéhraslos nos testes soroldgicos, além
das complicacdes provenientes da descentralizagfibzacdo fora do ambiente laboratorial
(DESJEUX, 2004a; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002a).

N&o obstante, varios estudos se propdem a apexfeaoferramentas de controle
baseadas em reacdes imunoldgicas a fim de melhosensibilidade, a especificidade e a
amplitude de utilizacdo dos testes sorologicosecbemente disponiveis, aliadas a novas
politicas de saude que gerenciem de maneira etetiles as etapas desse processo. Para isso,
estdo sendo caracterizadas distintas moléculasropagamente antigénicas com o intuito de
se encontrar testes diagnosticos que permitam rexateas infecgdes pdr. (L.) chagasi
assim como discriminar as infec¢des ativas e smvicomo marcadores de resposta para a
terapia, conforme estabelece a Organizacdo Muddi&aude (LOUZIR, 1994; PASSOS et
al., 2005; ROSATI et al., 2003).

1.5 A imunoprofilaxia contra a leishmaniose visceia

Até o presente momento, nenhuma vacina contravassds formas de leishmaniose
tem se mostrado conclusivamente efetiva (MARTINSakt 2006; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, [2005?7]; WORLD HEALTH ORGANIZATION, P06). Entretanto,
pesquisas correntes sugerem que o0 desenvolvimeatovatinas que previnam as
leishmanioses pode ser possivel (NEVES, 2005baiticRlarmente a vacinacdo contra
leishmaniose visceral tem recebido menor atenc@madp comparada com a leishmaniose
cutanea, embora a necessidade de uma vacina efmliv@a a primeira seja urgente
(STAGER et al., 2000). Dois caminhos basicos paraesenvolvimento de métodos
imunoprofilaticos contra esta doenca tém sido atbsta(i) um caminho € a inducdo de
protecdo através de uso de parasitas inteirogamestdes vivos (porém atenuados), rompidos
ou mortos; (i) o outro caminho tem o objetivo dentificar, isolar e induzir protecdo com
antigenos recombinantes purificados (ABATH, 2000;NGERS; BERGQUIST;
MODABBER, 1996; GRIMALDI JR; TESH, 1993; HANDMAN, @1; PRICE; KIENY,
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2001; ROBERTS; HANDMAN; FOOTE, 2000; WORLD HEALTH R&ANIZATION,
[20057]; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006).

Visto isso, e por ser a leishmaniose visceral uagptincipais doencas parasitarias
combatidas pela Organizacdo Mundial de Saude,ragpldo tempo diversas estratégias que
visam induzir imunidade protetora eficaz contraleishmanioses foram realizadas. Bom
exemplo brasileiro do emprego dos microorganisnmbsiros foi a utilizacdo de parasitas
mortos, tanto em associacdo com o tratamento amiinclassico quanto apenas com cepas
de Leishmania sppgue culminou na producdo comercial da vacinahvaisii’ pela empresa
brasileira BioBras S/A (CARDOSO et al., 2003; MACH®-PINTO et al., 2002). InGmeras
pesquisas, por outro lado, trabalham demonstras@deitos da aplicacdo do microorganismo
associado a indutores da resposta imune como  liciCalmette-Guérin (BCG), algumas
interleucinas (ex: IL-12) e alguns adjuvantes comut® administrados em vacinas (ABATH,
2000; ENGERS; BERGQUIST; MODABBER, 1996). Em outifmo de processo, pesquisas
propdem testar vacinas “vivas” com parasitas matant Leishmania geneticamente
construida (ABATH, 2000; CRUZ, 2000; ENGERS et H96).

No final do século XX iniciaram-se estudos sobrpotencial protetor de fracdes
protéicas dd.. (L.) infantumou L. (L.) major, que abrangiam moléculas entre 64 e 97 kDa.
Desse modo, FROMMEL e colaboradores (1988) relaiarayeracdo de imunidade humoral
e celular contra infeccdo experimental cam(L.) mexicanae L. (L.) major apos injetar
preparacdo descrita acima em camundongos BALB/en&ama forma também foi induzida
protecdo utilizando a fracdo descrita, entre 674ekPa, delL. (Viannia) brasiliensis
denominada de LbbF2, e seguindo a mesma metodplegiaindividuos de uma zona
endémica em Pernambuco (MONJOUR et al., 1994).

Especificamente no caso da leishmaniose visceparta dos estudos anteriormente
citados, outros grupos de pesquisa comecaram airewadetidamente inUmeras moléculas
antigénicas, que abrangiam desde algumas protegmagonentes da superficie do parasita,
ou alguns carboidratos expostos nesta superfiteas proteinas do interior da célula do
parasita. Nesses trabalhos, do mesmo modo, pr@seminvestigar a habilidade individual
dessas moléculas em evocar respostas imunes pastetacompreender o envolvimento das
células T durante a infeccéo pdar(L.) chagasiL. (L.) infantumoulL. (L.) donovanivisando
o desenvolvimento de uma vacina eficaz contrashieaniose visceral (HANDMAN, 2001;
JERONIMO et al., 1995; PRICE; KIENY, 2001; GRIMALDR, 1995; MODABBER, 1995;
WHITE JR; McMAHON-PRATT, 1988; WORLD HEALTH ORGANIZTION, [20057];
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006; WRIGHT; EL AMIN, 989).
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1.6 Moléculas antigénicas

Devido ao avanco das técnicas da biologia molecdlas sequenciamentos e dos
dados disponiveis na Internet a respeito dos gemaimdnospedeiro humano, bem como dos
parasitas, por exempla. (L.) major e L. (L.) infantum o enfoque se voltou para a
caracterizacdo dos aspectos fisiologicos e bioguisnide moléculas do hospedeiro infectado
e, especialmente, das moléculas do parasita geg@msenvolvidas nas diversas fases da
doenca (WRIGHT; EL AMIN, 1989).

A partir de abordagens moleculares (ALBERTS et26l04), como o rastreamento
de bibliotecas de expressdo de genesalshmaniacom soros de animais e de humanos
infectados, diferentes moléculas antigénicas foidentificadas com potencial para uso no
controle das diferentes formas de leishmanioseurAlis dessas moléculas descritas em
trabalhos sdo antigenos protéicos, lipidicos eflicidggos como por exemplo a GP63
(AFRIN et al.,, 2002; CHAKRABARTY, 1996; WRIGHT; EIAMIN, 1989), a LACK
(SOUSSI et al., 2000; MELBY et al., 2001), o LPGHEKRABARTY, 1996; WRIGHT; EL
AMIN, 1989), a GP46/M-2 (CHAMPSI; McMAHON-PRATT, 88), a D13 ou p80
(AHMED et al., 2003; WHITE JR; MCMAHON-PRATT, 19883 K9 e a K26 (BATHIA et
al., 1999), a proteina de leishmania homéloga &fima ribossomal eucaridtica — LeiF (do
inglés “Leishmanial eucaryotic ribossomal proteiPRICE; KIENY, 2001), as cisteinas
proteinases (CPa e CPb) (PRICE; KIENY, 2001), aSP#&(ALCE et al., 1999; STAGER et
al., 2000; THEINERT et al., 2005), a proteina axitiante especifica de tiol — TSA (do inglés
“Thiol- Specific Antioxidant protein”) (PRICE; KIEM, 2001), a proteina induzivel por
estresse e temperatura — STI1 (do inglés “Stres3 amperature Inducible protein”) (PRICE;
KIENY, 2001) e aquelas estagio—especificas comooteijna A2 especifica de amastigota
(GHEDIN, et al., 1997; MARTINS et al., 2006; PRIGHENY, 2001), entre outras.

Cada uma dessas moléculas antigénicas tem castcteyi particulares que as
tornam capazes de estimular a resposta imune dpedi@so. A proteina GP63 € uma
metaloprotease conservada nas espécieeidbmania constitui o mais abundante antigeno
de membrana destes parasitas e pesquisas demogsgata induz significativa protecdo em
animais experimentais (ABATH, 2000; AFRIN et alg02). A proteina LACK (Quinase C
Ativada delLeishmania— do inglés Leishmaniaactiveted C kinase”), que tem homologia
com o0s receptores intracelulares para Quinase €addi (RACK), foi identificada por
estimular a acé@o protetora das células Thl (ABAZ®0Q0; MELBY et al., 2001; SOUSSI et
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al., 2000). Estudos acerca de um antigeno com &0dieD. (L.) donovanichamado de D-13,
evidenciaram ser esta uma proteina altamente inémicay além de util na profilaxia e no
diagndstico da leishmaniose visceral (WHITE JR; MENON-PRATT, 1988). Outras
proteinas também tém sido reconhecidas por soramnideais (cdes) e humanos como as
proteinas ribossomais, as histonas e as kinesR@SATI et al., 2003; SCALONE et .al
2002). E por sua vez, o LPG, um glicolipideo, éstderado a maior molécula de superficie
desses parasitas e também possui potencial pargdimdia resposta imune (AFRIN et al.,
2002; AHMED et al.,, 2003; BOGDAN; ROLLINGHOFF, 199&0STA et al., 1999;
WRIGHT; EL AMIN, 1989).

1.7 Proteinas de choque térmico (HSPs)

As proteinas de choque térmico formam um grupcprotde elevado interesse para
estudos de diferentes doencas infecciosas. Elas asdomais abundantes proteinas
intracelulares e estdo presentes em todos os ctimeatos (ex: ndcleo, mitocdndria,
cloroplasto, reticulo endoplasmatico, citoplasma}atios os tipos celulares de procariotos e
eucariotos (KAUFMANN, 1990; KIANG; TSOKOQOS, 1998; BBRT, 2003). Essas proteinas
sdo bastante conservadas na escala evolutiva comdldgos constitutiveis e induziveis,
demonstrando a sua importancia para os mais dvee@s vivos (CLAYTON et al., 1995;
ZUGEL; KAUFMANN, 1999).

A nomenclatura inicial das HSPs foi baseada nos pesos moleculares aparentes
(por exemplo HSP72, HSP85, HSP86, etc.) com 72885%Da respectivamente. A partir
disso, elas foram agrupadas de acordo com o mawnm tamanho, compondo familias
cujos principais exemplares sdo as HSP60, HSP7896l® HSP110. Existe um segundo
grupo de HSP, algumas vezes referidas como HSRed#&tias, no qual estdo inclusas
aquelas proteinas reguladas pela glicose — GRPin@és “glucose-regulated-proteins”).
Finalmente um terceiro grupo € formado pelas HS®daxo peso molecular, que tém
massas moleculares préximas de 20 kDa (KIANG; TSOK98; ROBERT, 2003).

Particularmente as proteinas de choque térmicosiéas sinteses aumentadas em
situacOes consideradas estressantes para a cdulpardsita como mudancas no pH
intracelular, alteracfes na concentracdo de oui@s&culas no interior da célula e variacdes
na temperatura do ambiente onde se encontra a&IANG; TSOKOS, 1998; ROBERT,
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2003). No caso daeishmaniaspp, 0 aumento da sintese das HSPs devido as varidedes
temperatura pode ser observado, possivelmententduia transicdo do protozoario do
mosquito vetor para o hospedeiro mamifero (MILLERIg 2000; SEARLE; SMITH, 1993).
Essa alteracdo na temperatura promove, entdo, esemiifacdo do parasita, através da
desmontagem de complexos protéicos, do desdobrareemtdobramento de proteinas, e da
expressdo de uma maior quantidade de proteinasnvelve a atuacdo das HSPs
(KAUFMANN, 1990).

Portanto, as HSPs estdo envolvidas na prevencdoaoteversao dos eventos
adversos para o parasita interagindo com outrasipes recém-sintetizadas no interior desta
mesma célula parasitaria, garantindo a correta ocowdcdo, o transporte entre 0s
compartimentos celulares, e alterando as funcdssadenovas proteinas dentro da célula,
sendo por isso denominadas “chaperones molecul@@sRYTON et al.,, 1995; HARTL;
HAYER — HARTL, 2002; KARLIN; BROCCHIERI, 1998; KAUMANN, 1990; SEARLE;
SMITH, 1993). Além disso, no caso de impossibilelai® redobramento protéico, devido a
grande carga metabdlica experimentada pela célulpadasita nas situacfes anteriormente
mencionadas, as proprias HSPs também estdo em®lvid processo de remocdo das
proteinas desnaturadas (HARTL; HAYER — HARTL, 2082RLIN; BROCCHIERI, 1998;
KAUFMANN, 1990).

Sob o ponto de vista imunoldgico, as HSPs podemizam um sinal de infeccéo,
talvez pela sua quantidade abundante, tornandotggenos proeminentes que fazem parte
dos fatores de viruléncia do parasita, sendo fifieardias como imunogénicas por produzirem
resposta humoral e celular especifica cobgishmania spp(COSTA et al., 1999; KIANG,;
TSOKOS, 1998; LOUZIR, 1994; ROBERT, 2003; ZUGEL; KEMANN, 1999).

Devido a isso, esse grupo protéico vem sendo exaosnte estudado e tem
demonstrando relevancia para futuras aplicacOeBlgpicas e terapéuticas (RICO et al.,
1999).

1.7.1. Familia HSP70

Dentre as HSPs relatadas, a HSP de 70 kDa (HS&Y@pnstitui em uma das mais
abundantes e de maior atividade imunogénica, padesthr presente em varias organelas,
inclusive na mitocondria (ENGMAN; KIRCHHOFF; DONEDO®, 1989; KARLIN;
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BROCCHIERI, 1998; KIANG; TSOKOS, 1998). Sua expgssstambém é estimulada
significativamente durante as variagbes térmicadiammnis ocorridas no momento da
transferéncia das formas promastigotas metacicticasnosquito vetor para o hospedeiro
humano (FOLGUEIRA et al., 2005; KARLIN; BROCCHIERI998).

As HSP70s de diversos organismos patdgenos, do enesrdo possuem funcao
“chaperone”, ou seja, atuam no dobramento, tratespersecrecdo de proteinas recém-
sintetizadas, bem como na montagem e dissociac@ordplexos multiprotéicos (KIANG;
TSOKOS, 1998). Estas funcbes sdo necessarias dwattaptacdo aos diferentes ambientes
e temperaturas, como também durante as mudangasirhioas e morfologicas sofridas pelo
parasita ao longo da transicdo (no caso Leéshmania da forma promastigota para
amastigota, permitindo a sua sobrevivéncia no lmspe vertebrado (KARLIN;
BROCCHIERI, 1998; HARTL; HAYER - HARTL, 2002; WILS® ANDERSEN;
BRITIGAN, 1994).

Vérios trabalhos que estudaram as HSP70keihmania sppdescrevem seu alto
poder de estimulacdo da resposta imune (KIANG; TOSK1998). Nessas pesquisas €
destacada a importancia das HSP70s como potentegras indutores da producdo de
anticorpos especificos para o diagnéstico em peseimfectados (BLACKWELL, 1992),
além da capacidade em proteger os individuos castmiferentes formas de leishmaniose,
com muitas das suas propriedades imunogénicastagsem grande parte, a extremidade
carboxi-terminal (AMORIM et al., 1996; COSTA et,al999; LOUZIR, 1994; YEYATI et
al., 1991; ZUGEL; KAUFMANN, 1999)

1.7.1.1HSP70 mitocondriais (HSP70mts)

Uma subclasse de HSP70 é aquela constituida pelB70MH mitocondriais
(HSP70mts), proteinas ATP-dependentes que reakizamesmas funcdes de “chaperone” da
sua homoéloga citoplasmatica (HSP70), porém tendooctocal de acdo o interior da
mitocondria (ENGMAN; KIRCHHOFF; DONELSON, 1989; KLE et al., 1995a; SEARLE;
MCCROSSAN; SMITH, 1993).

Assim como a HSP70 citosolica, as homdlogas mitthGais parecem ter também
atividade imunogénica. As HSP70mts sdo caracteagzgubr possuir um sinal na sua

extremidade amino-terminal que permite a transicggara o interior da mitocondria. A
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sequéncia-sinal € composta de residuos de arg®ioa lisina (aminoacidos basicos)
carregados positivamente e sem nenhum residuo. &idcsua vez a extremidade carboxi-
terminal apresenta uma sequéncia rica em aminagcitdarofilicos (KARLIN;
BROCCHIERI, 1998; LOUZIR, 1994). Essas proteinaseséremamente conservadas e mais
préximas evolutivamente das proteinas de chogumeidérbacterianas (DnaK e GroEL) que
realizam a funcdo de “chaperones” nos procariaagpje pode ratificar a hipotese de que a
mitocondria seria derivada de uma relacdo siml@d@itre células eucarioticas e procarioticas
(HARTL; HAYER — HARTL, 2002; WILLIAMSON, 1993; ZHANG et al., 1999).

Até o século passado eram descritas pelo menospdotesnas homélogas do tipo
HSP70mt em tripanosomatideos: uma dirypanosoma cruzidenominada MTP 70
(ENGMAN; KIRCHHOFF; DONELSON, 1989) e outra eim (L) major chamada MP 70.1
(SEARLE; MCCROSSAN; SMITH, 1993). Alguns relatos dmunogenicidade das
HSP70mts deL. (L.) major e T. cruzi ja foram feitos, partindo-se da identificacdo de
sequéncias de DNA que codificam as citadas prateimaimunorastreamentos de bibliotecas
de cDNA (utilizando soros de individuos infectado®utros estudos corroboraram esses
relatos empregando essas proteinas recombinateicdelas em testes imunodiagndsticos e
utilizando soros de pacientes com leishmanioseneat@& doencas de chagas (ENGMAN;
DRAGON; DONELSON, 1990).

Atualmente, com o auxilio das ferramentas compaoiteis e, em consequéncia, dos
grandes bancos de dados sobre genomas de micrisongardisponiveis na rede mundial de
computadores (Internet), sdo descritos varios ggunescodificam homologos que possuem

caracteristicas semelhantes as proteinas HSP70mt.

1.8. Alguns resultados anteriores

1.8.1. HSP70mts de (L.) chagasi

Em trabalho realizado no Centro de Pesquisas Addagalhdes por Ferraz Jr
(1998), foi produzido um anti-soro policlonal atpade coelho imunizado com uma fracao
protéica de 67 a 94 kDa de (V.) brasiliensis(fracdo LbbF2) descrita no trabalho de
MONJOUR et al(1994). Apds rastreamento de uma biblioteca de c@EA. (L.) chagasi
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com esse soro anti-LbbF2, foram identificados dtoses distintos, denominados Lc2.1 (48
kDa) e Lc2.2 (63 kDa). Os fragmentos de DNA desslmes foram parcialmente
sequenciados e se observou que ambos codificavegdgzode uma HSP70mt, até aquele
momento ndo descrita eim (L.) chagasi.Os resultados dos sequenciamentos dos clones de
DNA complementar (Lc2.1 — 1.1 Kbe Lc2.2 — 2.0 Kb) mostrou que esses clones
apresentavam homologia com géisp70mia descrito na literatura paka(L.) major.

A caracterizacdo desses dois diferentes clonele\ada adiante para se obter suas
sequencias completas. Pelo fato de as extermidadéBR (do inglés “untranslated regions”
= regides nado-traduziveis) estarem ausentes noesclriginais obtidos por Ferraz Jr (1998),
as extremidades 5" UTR foram obtidas (trés 5’ UTierdntes) e foi sugerida, a partir desse
resultado, a existéncia de pelo memos dois genmgmtds que codificavam diferentes
HSP70mts enk. (L.) chagasiMesmo assim, nao foi possivel confirmar quaissgagiéncias
5" UTR correspodiam a cada um dos dois clones.eErito, analises comparativas das
sequéncias de aminoacidos das proteinas revelarara bc2.1 apresentou homologia com a
HSP70mt deL. (L.) major (MP 70.1), enquanto a Lc2.2 teve maior homologian ca
HSP70mt deT. cruzi (MTP 70), apressentando na sua extremidade catbowinal varios
residuos do aminoacido glutamina. Além disso fasepbada a distribuicdo dispersa das
HSP70mts nativas na matrix mitocondrial em céldik. (L.) chagasie L. (V.) brasiliensis
(NASCIMENTO, 2000).

O ajuste definitivo para confirmar as sequénciaseddremidades 5’ UTR dos dois
clones (Lc2.1 e Lc2.2), e ratificar a existénciantidtiplas cOpias de genésp70mtemlL.

(L.) chagasiocorreu durante o trabalho de concluséo de cuesgraduacéo do autor deste
trabalho. As extremidades iniciais (5° UTR) de amslms clones foram analisadas e foi
observada uma extensa conservagcao de sequéncivehadam metade amino-terminal das
proteinas Lc2.1 e Lc2.2, em contraste com a metadeoxi-terminal mais divergente. A
pesquisa citada também sugeriu a existéncia decfi@isas de genessp70mtsem L. (L.)
chagasj com pelo menos uma delas semelhante ao cloné kec@utra semelhante ao clone
Lc2.2.

Yko = quilo bases. Quilo (simbolo = k) é o prefixouim multiplo da unidade de um par de bases (pHgotidicas de uma
cadeia de acido desoxirribonucléico (DNA), corregpendo a 1.000 (um mil), ou 3 (ares de bases.



Rodrigo Menezes de Campos Camizacdo Molecular de Antigenos... 4

2 JUSTIFICATIVA

Devido ao carater endémico da leishmaniose no icemaundial, € necessério
progredir nos estudos da biologia dos agentes datesg assim como identificar diferencas e
semelhancas nos seus processos biolégicos basicosngparacdo com outros eucariotos.

A adequada identificacdo e caracterizacado dos ggresodificam proteinas HSP70
mitocondriais se enquadram na proposta do presaft@lho. Estudos sobre essas proteinas e
seus respectivos genes sdo cruciais na determirdggdsua relacdo na viruléncia e no
entendimento da biologia do parasito. Aléem disstesestudos irdo permitir a caracterizacao
de um antigeno protéico que eventualmente poderaitdzado no desenvolvimento de
diagnostico eficaz e de terapias capazes de lewadugdo de uma resposta imune efetiva
contra os citados parasitas.
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3 PERGUNTA-CONDUTORA

Ha antigenos protéicos deeishmania (Leishmania) chagasjue possam ser

relevantes para o controle da leishmaniose visteral

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral:

Caracterizar antigenos protéicosl@éshmania (Leishmania) chagasievantes para

0 controle da leishmaniose visceral.

4.2 Objetivos Especificos:

e Subclonar fragmento de gene que codifica HSP70nht dle.) chagasiem plasmideo de
expressao;

» Produzir proteinas recombinantes;

» Purificar as proteinas recombinantes;

* Imunizar coelhos com as proteinas recombinantes gaoroducdo de soro policlonal
especifico;

* Analisar a expressao das HSP70mts durante o aclada del. (L.) chagase em outras
espécies deeishmania

» Verificar a localizacdo das HSP70mts no interiocélelas do parasito de interesse;

» Contribuir no estudo de nova molécula util tantoapa diagnéstico quanto para método
imunoprofilatico seguro contra esse grave problg@me a salude publica nacional — a

leishmaniose visceral.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Cultura de parasitas

Células promastigotas de(V.) braziliensis cepa MHOM/BR/73/M2903, de. (L.)
major, deL. (L.) chagasidelL. (L.) amazonensisle Trypanosoma bruces deT. cruziforam
crescidas a 26°C até a fase estacionaria em meianbldificado (sucrose 0.2%; infuso de
figado 0.36%; tryptose 0.1%; haemin 0.002%) pH Juplementado com soro fetal de cabra
a 10%.

5.2 Andlises de homologos as HSP70mtsldgL.) chagasi

Sequéncias de genes que codificam homélogos a€rssgs dos clones Lc2.1 e
Lc2.2 nos tripanosomatideds (L.) infantum L. (L.) major, T. bruceie T. cruzi foram
recuperadas em bancos de dados na Internet, cddeneDB (http://www.genedb.org) e o
NCBI (National Center of Biotechnology Informatien http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As
sequéncias foram alinhadas com a utilizacdo dergams computacionais especificos como
o DNAStar (através das ferramentas EditSeq, paigi@dlas sequiéncias; MapDraw, para
criacdo dos mapas de restricdo; e MegAlin, pamhamento das sequéncias), além do
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) do NCBhra serem examinadas em nivel de
sequéncia nucleotidica e protéica. Quando necessfaniam aindaitilizados os programas
BioEdit (versédo 7.0.5.3) e MEGA (versao 3.1) pdirehamento das seqiéncias de proteinas e

montagem das filogenias, respectivmente.
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5.3 Subclonagem de fragmento do getesp70mt delL. (L.) chagas

Partindo-se de uma clonagem realizada em trabaltesier, na qual se inseriu um
fragmento denominado FP2 (de 1005 pb), que cornelgpa um trecho da regido codificadora
do clone Lc2.2, no sitio paRst| do plasmidio pTZ18R (Pharmacia), realizou-seslio do
plasmidio recombinante (pTZ18R-FP2) com as enzueagstricAddamHI e Hind 1ll (NEW
ENGLAND Biolabs,c) a uma temperatura de 37° C (ver ANEXO B). Outiasmidio, o
PRSET A (Invitrogefl), também foi digerido com as enzimas supracitas#s mesmas
condicoes.

Em seguida, pequenas aliquotas de todas estasrasndigteridas foram analisadas
em gel de agarose a 1% contendo brometo de etideo.

Os fragmentos de DNA correspondentes ao FP2 is@aao plasmidio pRSET A,
apos digestdes foram, paralelamente, purificado®lgtroeluicdo ou com auxilio do sistema
“QIAEX Gel extraction Kit” (© QIAGEN) para purificgho de DNA, seguindo-se as
recomendagfes do fabricante. Em seguida, o fragnfeP® foi subclonado nos sitios para
BamHI e Hind Ill do plasmidio pRSET A com a ajuda da enzimaDMA Ligase (NEW
ENGLAND Biolabs,.) ao longo de dez horas a temperatura de 16° C.

O plasmido pRSET A permite altos niveis de exprestd sequéncia de DNA
clonada (FP2) devido a presenca do promotor parpolitherase. Adicionalmente, o DNA
inserido no pRSET A é posicionado para produzir@egina de interesse fusionada a uma
sequéncia de 6 (seis) histidinas na extremidadaaterminal, que sera Gtil para purificacao
da proteina com resina de niquel em etapa posterior

Apés a etapa de subclonagem, utilizou-se a cordgirpRSET A-FP2 no protocolo
de transformac&o em células competentes atravébatpie térmico em solucdo tamponada
de cloreto de magnésio. As células transformadasnfdoactériagscherichia colidos tipos
DH5a ou DH10B, as quais foram posteriormente semeadgdacas de Petri contendo meio
de cultura LB (Luria Bertani) solido, adicionado dmpicilina a 100ug/ml. Em seguida,
colonias isoladas foram selecionadas e inoculadgas2eml de meio LB liquido com
ampicilina e nas culturas resultantes realizaranoseprotocolos de extragdo de DNA
plasmidial, segundo SAMBROOK e RUSSELL (2001). partir desses protocolos de
extracdos foi possivel identificar aqueles plasosidjue continham o inserto de interesse
(pPRSET A-FP2).
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5.4 Producéo e purificacédo da proteina recombinanteP2

Para produzir a proteina recombinante FP2 fusiordad&quéncia de histidinas,
transformaram-se célulds. coli BL21 staf® com aliquotas da construcdo pRSET A-FP2,
obtida acima.

Algumas colbnias das células transformadas e skme@m placas foram
inoculadas, separadamente, em tubos contendo I1dk mieio de cultura LB liquido com
ampicilina (100ug/ml), sendo mantidos sob agitacdo de 250 rotggdeminuto (r.p.m.) e a
37° C durante a noite (16 a 18 horas). Apés indhaipi efetuada a inoculacdo de todo o
volume de cada tubo em um maior volume de meio h8 groporcdo de 1 para 50),
acrescentando-se ampicilina (1@§/ml) e mantendo-se as mesmas condi¢cdes da inaubaca
anterior. Passadas algumas horas, aliquotas dmoulinéculo foram retiradas para
mensuragdo da densidade Optica em espectrofotbrwatnofiltro de comprimento de onda
600 nm (Aog). Quando o meio de cultura, contendo bactériagnetttiplicacdo, atingiu uma
densidade Optica de 0.5, adicionou-se IPTG (“Isoyr@3-D-1-thiogalctopyranoside” da
empresa SIGMA-ALDRICH) para uma concentracdo final de 0,5 mM e se mangev
incubacdo por mais 4 horas a 30° C. Em seguidaifogiou-se todo o volume do meio de
cultura por 20 minutos a 4.000 g em garrafas tif&\G

O sedimento de células transformadas das prepara&gddarga-escala (500 ml de
meio de cultura), com a proteina FP2 expressagfsiupendido em 5-10 ml de tampao de
lise modificado (NakPQ, 100 mM, Tris-Cl 10 mM, Uréia 8 M, pH 8,0) e mamtidm gelo.
Em seguida, manteve-se a temperatura ambiente @atssr sonicado com 6 pulsos de 30
segundos, na poténcia maxima, com intervalos deiruten cada. O lisado foi, entdo,
centrifugado por 20 minutos a 10.000 g e o sobiamagd com a proteina recombinante, foi
subsequentemente submetido ao protocolo de pwéficasob condigcbes desnaturantes,
através de cromatografia de afinidade em resinaigeel (matriz para cromatografia de
afinidade revestida com metal’N[Ni-NTA Agarose]) da empresa © QIAGEN, seguindo-se
as recomendacdes do fabricante.

Seguido o protocolo de expressao da proteina réoamte FP2 (45 kDa), amostras
dessa proteina foram solubilizadas em tampdo SBfatlgante com 2-mercaptoetanol
(concentracéo final de 5%) e tiveram sua expreasatada em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) a 15% como descrito por Laemmli (1970). Amasstda proteina recombinante
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induzida foram quantificadas por comparacdo com prateina comercial de referéncia com
concentracao conhecida, a albumina sérica bovirgS#\y do inglés “Bovine Seric Albumin”
(SIGMA-ALDRICH), com o auxilio dos programas de computador K8ddk Image verséo
3.5 e Microsoft Excel, respectivamente, para densitometrias daslasano gel de

poliacrilamida e andalises densitométricas reswgtant

5.5 Producéao de soros policlonais

Produziram-se as proteinas recombinantes Lc2.12e? lam célulagk. coli DH5a
transformadas com plasmidios pBluesérigBtratagene) que continham as seqiiéncias de
cDNA dos clones Lc2.1 e Lc2.2. Em seguida, amostestas proteinas foram avaliadas e
quantificadas em gel de poliacrilamida (LAEMMLI, 7kY conforme anteriormente descrito.
Subsequentemente, fracionaram-se §0das proteinas Lc2.1 e Lc2.2 em dois géis de
poliacrilamida a 10 % separadamente, excisaramesged géis as bandas correspondentes a
proteina Lc2.1 (48 kDa) e Lc2.2 (63 kDa), e em mhlgtrituraram-se as bandas excisadas
com 300ul de PBS (tampéo fosfato salina, pH 7,5) separadtanem sistema de seringas
acopladas a valvulas. Ap6s homogeneizacdo, as @sokiram adicionados 200 de
adjuvante completo de Freund, além de mais| B@e PBS, para realizar o primeiro indculo
da etapa imunizacao de coelhos. Os 4 in6culosntestéoram realizados da mesma maneira
descrita, salvo a utilizacdo nesses casos de adgiwrecompleto de Freund.

Os coelhos utilizados para a imunizacdo foram gtw Mova Zelandia, sendo cedidos
pelo biotério do CPgAM, local onde aconteceramtapas de coleta de sangue e inoculagcéo
das proteinas recombinantes, apds autorizacaoapdeviFiocruz e com auxilio profissional
habilitado. Brevemente, as amostras protéicas gsadas foram injetadas subcutaneamente,
através de seringas, na regido dorsal dos coethositervalos de 15 dias. Decorrida uma
semana apos o ultimo indculo, foi realizada a adietal do sangue dos coelhos e a separacao

dos soros através de centrifugagéo.
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5.6 Immunoblots e purificacdo de anticorpos anti-poteina FP2

Os soros policlonais, produzidos contra as prosefeaombinantes Lc2.1 e Lc2.2,
foram utilizados em ensaios de “western-blot”. Pgralizar esses ensaios, previamente,
aliquotas de culturas de varias espécies de trfoamatideos foram expandidas em novo
volume de meio de cultura apropriado e apoOs cegaiao, foram lavadas com PBS e
ressuspendidas em tampéao para proteinas (LAEMMIAQ)N Extratos protéicos de células de
espécies do géneroeishmaniae duas espécies do géndro/panosomabem como das
proteinas recombinantes estudadas, foram analisagioantificados em gel de poliacrilamida
a 15%.

Para realizar as reacfes de “western blot”, alapudaqueles extratos selecionados
(referentes a aproximadamente SkIflulas por poco) e das proteinas recombinantes
(quantidades entre 3—-20 nanogramgg]q por poco) foram fracionadas em um anico gel a
10% e posteriormente transferidas, em sistema seooi; através de cuba de transferéncia,
para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVB& jnglés “polyvinylidene fluoride”) da
empresa MILLIPORE, seguindo as recomendacfes doicdéalbe. Posteriormente, as
membranas foram incubadas por uma hora em sold®8 (tampéo TRIS-HCI salina, pH
7,5) ou PBS, contendo Tween-20 a 0,05%, leite dadnaa uma concentracao final de 1% e
0s soros policlonais dos coelhos imunizados cagrproteinas recombinantes na diluicdo de
1:30.000. As membranas foram lavadas, 3 vezes(uoridutos cada, com a solucdo de TBS-
Tween (ou PBS-Tween), para entdo serem incubadasgpal periodo de tempo com o
segundo anticorpo anti-Imunoglobulina (IgG) de boetonjugado a peroxidase (Amershan
ou Jackson Immuno Research Laboratories, Incyjdiis de 1 para 5.000 ou 10.000 em
solucdo tampéo (TBS ou PBS) com Tween-20 e leisnatado. Apds nova série de 3
lavagens com solucdo de TBS ou PBS acrescida denfviei realizada a revelacao por
quimioluminescéncia depois da incubacado com soldgasubstrato incluindo trés reagentes,
o Luminol (SIGMA-ALDRICH®): o lodofenol (SIGMA-ALDRICH) diluido em DMSO
(Merck); e o peroxido de hidrogénio comercial 20unees. Em seguida as membranas foram
utilizadas para sensibilizar filmes BioMax Lightriipara eletroquimioluminescéncia (ECL)
da empresa KODAK. As revelacdes dos filmes foramlizadas com revelador Dektol
(KODAK) diluido 1:3 e a fixagéo por solu¢Bes dedacaceético.

% Nano (simbolo ) é o prefixo de um submuiltiplo de qualquer unidaglengdida do Sistema Internacional (SI), com fator
igual a 10°. Assim, neste caso da unidade “grama’ 1f@),= 10° gramas
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Noutro momento, aquele soro policlonal produzidmt a proteina Lc2.1 foi
imunoadsorvido contra a proteina recombinante Efefando anticorpos purificados anti-
proteina FP2. Nessa etapa se necessitou fracidtamd da proteina FP2 em gel de
poliacrilamida e transferi-la para membrana de PVBFmembrana, com a proteina FP2
aderida, foi corada com Ponceau-S Red (SIGMA-ALDHICpor 1 minuto e descorada com
agua purificada até visualizacdo da banda da peotdé interesse. Em seguida, cortou-se a
banda da membrana e se recortou esse pedacgo eanpgguedacos antes de serem lavadas 3
vezes, por 10 minutos cada, com PBS. Os pequerds;@e de membrana foram, entao,
incubados em solucdo de PBS-Tween, com leite dedmah 5%, por 30 minutos a
temperatura ambiente (mantidos sob agitacdo) eislelavados uma vez com PBS. Apos
descartar o sobrenadante, foi adicionada aliquotaodo policlonal anti-Lc2.1 e PBS em
volumes iguais, permanecendo sob agitacdo duramb@&ea (18 horas). No dia seguinte, esta
incubacao foi lavada 3 vezes com PBS e, em segladagdicionada a solucéo glicina-HCI
0,1 M (pH 2,5) para eluicdo dos anticorpos anttgira FP2 adsorvidos, durante 5 minutos.
Subsequentemente, foi adicionado pequeno volunsoldedo Tris-HCI 1 M (pH 8,0) antes
de se acrescentar PBS, para armazenar os antiqgorpfisados anti-proteina FP2 a — 80° C.
Utilizaram-se estes anticorpos anti-proteina FP2 artros ensaios de “western blot”,

seguindo-se 0 mesmo protocolo anteriormente descrit

5.7 Localizacéo subcelular das HSP70mts eim (L.) chagasi

Em ensaios de localizacao celular, células progatss de_. (L.) chagasisofreram
fixacdo com paraformaldeido e foram lavadas com. E&Sseguida, recobriram-se laminulas
com poli-L-lisina (SIGMA-ALDRICH) para, a partir dem concentrado em PBS, gotejar as
células. Lavaram-se, com PBS-Glicina, as laminu@mtendo as células, depois
permeabilizaram as células com Triton X-100 (SIGMIEBRICH), diluido em PBS-Glicina,

e lavaram as laminulas novamente com PBS-GlicipasAsso, realizou-se etapa de bloqueio
com albumina em PBS-Glicina, antes de incubar ménlalas (37°C em estufa com controle
de umidade ou camara Uumida) com aqueles anticaptporteina FP2 diluidos 1:500 na

solucdo de incubagédo (PBS/Glicina/BSA/Triton X-108s laminulas foram novamente

lavadas com PBS-Glicina, incubadas com RNAse (SIGALBRICH), lavadas com a

solucéo de bloqueio para serem incubadas com @ uas comerciais secundarios (anti-
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IgG de colelho feito em cabra acoplado & Alexarfld88 — Molecular Prob& diluidos
1:500 na solugdo de incubacgéo, acrescida do margaa@ é&cidos nucléicos TOTO3
(Molecular Probe® diluido 1:1.000 na mesma solucdo e mantidas sptesma condicdo
descrita anteriormente. Lavaram-se essas mesmasulasicom PBS e colocaram-nas, com a
face que contém as células, sobre laminas contgotis de ProLong Gold (Molecular
Probe8). Subseqiientemente, observram-se as laminas rasnetcavés de microscopia
confocal de varredura laser (raios laser 488 nn33rén) para analise da localizacdo das
proteinas nativas no interior das células parastar

O microscépio confocal utilizado foi o Leica TCS2SROBS (Leica Microsystems)
e as imagens foram todas obtidas com auxilio dgr@noa do aparelho Leica, no nucleo de
integrado de tecnologia (NIT) do CPgAM, e editadasn os programas de computador
Adobé® Photoshofl e Adobé lllustrator®.
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6 RESULTADOS

6.1 Andlises de seqliéncias gendmicas

Seguindo-se aos trabalhos de Ferraz Jr (1998)red@t®u 0 potencial imunogénico
dos clones Lc2.1 e Lc2.2, que codificavam homolaguos. (L.) chagas&a HSP70mt descrita
em L. (L.) major, e de Nascimento (2000), que caracterizou melssas sequiéncias de
cDNA, dos clones Lc2.1 e Lc2.2, e dos aminoacidodificados por essas sequliéncias,
relatando a existéncia de duas proteinas HSP7(faterdes eni. (L.) chagasi decidiu-se
investigar a existéncia de homadlogos adicionai®etros tripanosomatideos.

Através de pesquisas em bancos de dados genonsposideis na rede mundial de
computadores, encontraram-se varios genes quetaopmoge codificam homaologos protéicos
semelhantes as HSP70mts ja descritas na literanme distintas espécies do género
Leishmaniae duas espécies do géné&rgpanosoma

Quando se realizaram analises a cerca da quant@atie localizacdo dos genes
encontrados na espédie (L.) infantum(geneticamente igualla (L.) chagas, revelou-se a
presenca de quatro genes distribuidos no cromos8@ndos quais trés desses codificam
proteinas semelhantes a proteina codificada pet®dlc2.2 e apenas um gene € idéntico ao
Lc2.1 (Figura 9). Observou-se que todos os gerfesedi em suas regides 3’ ndo-traduziveis
(3" UTR) e nenhuma duplicacéo evidente das seqégmeicontradas foi verificada.

Por sua vez, os trechos equivalentes na espéci€l.) major examinados
identificaram ortélogos para cada um dos genesmgramns emlL. (L.) infantum Nessas
analises se observou que duas das sequéncias ei¢gsayam iguais no crosmossomo 30 de
L. (L.) major (ortélogo Lm2=Lm3=Lc2.2), sugerindo a ocorréncia de evento de dagdio
génica (Figura 9 e Figura 10). Também se verife@vento de mudanca na ordem dos genes
descobertos em relacdo a disposicdo observada simaneromossomo de. (L.) infantum
(Figura 10).

Pesquisas adicionais para homélogos e/ou ortolegosequéncias genémicas de
Trypanosoma brucee T. cruzi revelaram trés gendssp70mtslocalizados em um Unico
agrupamento no cromossomo 6 da espé&cibrucei(dados ndo mostrados). Os trés genes
codificam proteinas idénticas que sao muito simdar proteina Lc2.2, tendo em comum as
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regides centrais e as regides carboxi-termina#s raam glutamina (Figura 9). Na espétie
cruzi a organizagcédo cromossomica dos genes nao poddespradamente definida, entretanto
multiplos genes foram encontrados codificando paratipo de proteina parecida aquela
codificada pelo clone Lc2.2, conforme foi visto gar homodlogo dd. brucei(Figura 9 e
Figura 11).
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residuos de aminoacidos compenmeritas proteinas identificadas em

tripanosomatideod.. (L.) infantum(4 homologosLil=Lc 2.1; Li2—4=Lc 2.2), L. (L.) major (5 homologos
Lml=Lc 2.1;Lm2=Lm3=Lc 2.2;Lm4-5Lc 2.2),T. cruzi(1 homologoTcl=Lc 2.2),T. brucei(1 dos homologos
Tbil=Lc 2.2) e semelhanga de cada uma delas com admastLc2.1 e Lc2.2 (HSP70mts). Notar a presenga de
muitos residuos de glutamina (Q) nas regifes catboxinais daqueles homdlogos a proteina Lc2ria(fias
sequéncias).
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Figura 10. Organizacdo génica das HSP70mts nas espkcifls) infantume L. (L.) major Destaca-se a
existéncia de duas sequéncias génicas idénticast¢etie duplicacdo) conforme apresentado no cramus380
delL. (L.) major(Lm2= Lm3 quando comparado com o cromossomo 30Q.dg.) infantum(Li2), e a mudanca
de posicao de genes na espéci€l..) major(Lm4 e Lm5 em relacdo aos genes homdélogos na espedie)
infantum(Li3 eLi4).

Durante investigacdo de homologias com sequénce®ngcas delL. (V.)
brasiliensisforam descobertas duas sequéncias completas setyééncias parciais também
no cromossomo 30 (dados ndo mostrados). Dentres,esssa seqiéncia codifica uma
proteina que se assemelha a proteina Lc2.1, esalies codificam proteinas semelhantes a
proteina Lc2.2 (Figura 11), no que diz respeitegido central. Embora algumas sequéncias
protéicas derivadas dos genes (completos e inctwsplede L. (V.) brasiliensis se
assemelhem a da proteina Lc2.2, necessitam-sees@#gecimentos, visto que para duas das
proteinas identificadas apenas estdo disponiveisegi®es amino-terminais (dados nao
mostrados).

Todos os dados adquiridos e analisados das espdteieas puderam ser agrupados
em uma arvore filogenética, permtindo o estudo rigem dessas proteinas, dentro de cada
espécie e fundamentado em elementos comparatigsetdgiéncias em gquestdo. Isso pdde
demonstrar o grau de similaridade das sequénc&®blertas entre as espécies estudadas e a
relacdo de semelhanca dessas sequéncias proté@oasas seqUéncias das proteinas
codificadas pelos clones Lc2.1 e Lc2.2 (Figura Hl)igura 11 mostra que as proteinas
pertencentes a géneros distintdeighmaniae Trypanosompa formam grupos bastante
distintos, apesar de possuirem evolutivamente anae funcdes. Além disso, as proteinas
relacionadas ao clone Lc2.1 se agrupam separadantast demais o que indica uma

evolucdo comum dessa proteina dentro do géreshimania
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Figura 11. Analise filogenética agrupando os supostos hoga8lanitocondriais (HSP70mts) em varias espécies
de tripanosomatideod..(L.) major, L.(L.) infantum L.(V.) brasiliensis T. bruceie T. cruz) em relacdo as
HSP70mts dé. (L.) chagasidescobertas (Lc2.1 e Lc2.2).

6.2 Estratégias de subclonagem

A estratégia de subclonagem do fragmento FP2, guresponde a um trecho da
sequéncia da regido codificadora do clone Lc2.2n@acidos 279-613 da proteina inteira),
foi concebida a partir dos sequenciamentos e dgzasnde restricdo obtidos durante o
trabalho de Nascimento (2000) conforme ilustragar 12A. Em primerio lugar, o plasmidio
recombinante pBlueScript-Lc2.2 foi digerido connzienaPstl, que possui dois sitios dentro
da regido codificadora do clohe2.2 (Figura 12A). Essa digestdo gerou um novgniiento
com 1.005 pares de bases (PQue por sua vez foi clonado em outro plasmidio d
clonagem, o pTZ18R, no sitio pdPat| (Figura 12B). No presente trabalho, uma aliquiata
plasmidio recombinante pTZ18R-FP2 foi digerida casnenzima®Bam HI e Hind Ill, que
possuem sitios antes de depois do sitio Parbno pTZ18R (ANEXO B). Paralelamente, um
plasmidio de expressdo (pRSET A), previamente dimneom um fragmento (A4), foi
digerido com as mesmas enzinkzemHI e Hind lll, para se obter o plasmidio de expressao
com extremidades complementares aquelas do fragnkét2 digerido (Figura 12B). Desse

modo, para a subclonagem do fragmento de inter@d32) no plasmidio pRSET A foi
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necessaria avaliagdo prévia em gel de agaroserédFIQAC). Consecutivamente, o fragmento
FP2 foi subclonado no pRSET A, gerando o novo pldisnpRSET A-FP2, conforme mostra
o desenho esquematico da figura 12B.
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Figura 12. Desenho esquematico da estratégia de subclondgegmagmento FP2 no plasmidio de expressao.
(A) Gene Lc2.2 dé. (L.) chagasicom a seqiiéncia codificadora em amarelo, a reégiféo-traduzivel em azul

e a regido 3' ndo-traduzivel em laranja. Obtengiiragmento FP2 apos digestdo com a enzima deégéesfst

| a partir do clone de cDNA Lc2.2 (clonado no pBBugpt), para clonagem no sitRst | do pTZ18R no
trabalho de Nascimento (2000). Escala horizontatrando tamanho provavel do gene em kilobases (Bb).
Digestdes das construcdes pRSET A-A4 e pTZ18R-BRR2as enzimaBamHI-Hind 11l para subclonagem do
FP2 no pRSET A. (C) Gel agarose 1% com amostrd3Nfe do fragmento FP2 e do plasmidio pRSET A: (1)
construcdo pTZ18R-FP2; (2) digestdo do pTZ18R-F#aBamHI-Hind IlI; (3) fragmento FP2 purificado; (4)
pPRSET A digerido colBamHI-Hind Il e purificado; (5-8) quantificacdo do pRSET A.#pesos moleculares
em pares de base (pb).
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Apos realizar a subclonagem do fragmento FP2, fosemaram-se bactérids. coli
DH5a ou DH10B com aliquota do plasmidio recombinan®RSRT A-FP2) e, apds seleccéo
de col6nias bacterianas que continham o matera@nbinante, realizou-se a extracado do
DNA plamidial pRSET A-FP2, segundo Sambrook e Rué2@01) (Figura 13).

RN
PRSET A-FP2 m“ hS

Figura 13. Gel agarose 1% com amostras de extracdes de Dééfnplial. (1 e 3) Exemplares de plasmidios
recombinantes pRSET A-FP2 provenientes de difesestnias de bactérias e obtidos apds miniprefarde
DNA plasmidial. (setas em 2 e 4) fragmentos FPgimados apds digestdes dos DNAs plasmidiais, nustra
nas colunas 1 e 3, com enzinBamHI-Hind Ill. (5) Aliquota do plasmidio pRSET A purificadM = pesos
moleculares em pares de base (pb).

6.3 Expresséao ent. coli e purificacdo da proteina recombinante

Bactérias E. coli BL21 staf, previamente transformadas com o plasmidio
recombinate pRSET A-FP2, foram inoculadas em meiaudtura liquido para, apés adi¢do
de IPTG, produzir a proteina recombinante. O padémigracdo da proteina recombinante
em gel de poliacrilamida foi consistente com o pemecular estimado de 45 kDa para a
proteina recombinante FP2 expressa em larga essafarme apresenta a figura 14, apés

alguns ensaios preliminares em pequenas escatiss(dao mostrados).

14—

Figura 14. Expressao da proteina recombinante FPEepoli BL21 staf¥. Gel de poliacrilamida 15 % corado
com azul de Coomassie, contendo amostras de diésrertratos de bactérias recombinantes antesddaén
(colunas NI), e apés a inducao da expressao (®NE& —) Controle negativo e (FP2) proteina neisimante
FP2 produzida. M = pesos moleculares em kilodaltkbs).
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Em seguida a expressdo da proteina recombinanteelagq amostras que
apresentaram bom rendimento foram quantificadasdpositometria da banda protéica de
interesse (FP2) em gel SDS (dados ndo mostradas)eglimento de células da producao
protéica em grande escala foi tratado com tampa8 B8 Tris-HCI para viabilizar a

purificacdo da proteina FP2 através de resinagieeh(Figura 15).

Figura 15. Purificacdo da proteina recombinante FP2 commaesdé niquel. Gel de poliacrilamida 15 % corado
com Coomassie blue. (I) Amostra contendo extratbat#érias recombinantes produtoras da proteina (Sp2
amostra com proteina recombinante solubilizadeoboesadante apés sonicacdo. (1 e 2) Amostras kgelas.
(3—-8) Amostras das eluicfes. (9) Amostra da resiries eluicdes. M = pesos moleculares em kilodaltkpa).

6.4 Exame das HSP70mts em tripanosomatideos

Apoiando-se nas descobertas, através dos bancodades na Internet, das
sequéncias de genes dos diversos tripanosomatfitedes, desenvolveram-se estratégias
para verificar a expressao das formas nativasH&70mts, codificadas pelos genes, em
células de espécies do génkeishmaniae Trypanosoma

Entretanto, antes, realizou-se fracionamento desaa®das proteinas recombinantes
Lc2.1, Lc2.2 (10ng — ambas de extratos de bactérias), da FP2 e de H8P70
citoplasmatica (respectivamente 80 e 10ng — ambas purificadas), em gel SDS como
ilustra o gel corado com Coomassie na Figura 1@&k.sBa vez, transferiu-se essas mesmas
amostras na mesma sequiéncia de aplicacéo, e mdmaniesmo gel, para uma membrana de
PVDF com o intuito de, em seguida, sondar essa maralcom anticorpos purificados anti-
proteina FP2. Através desse ensaio se verificou @pieanticorpos anti-proteina FP2

purificados reconhem especificamente as HSP70 amtb@is recombinantes sem ocorrer
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qualquer reacdo cruzada com a HSP citoplasmatiaawuqualquer proteina do extrato de
bactériak. coli ndo-transformada (Figura 16B). Ndo obstante, fodatectadas no filme de
ECL bandas abaixo daquelas relativas as proteio2d le Lc2.2, provavelmente devido a

degradacado dessas proteinas provenientes da pooelugé@xtratos bacterianos.
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Figura 16. Analise das proteinas recombinantes e reatividia®e soros por “western blot”. (A) Gel de
poliacrilamida corado com Coomassie blue conteradoatuna (E) extrato dé. coli ndo-transformada, na (L1)
extrato deE. colicom Lc2.1, na (L2) extrato d&. colicom Lc2.2, na (F2) proteina FP2 purificada e na (C
proteina HSP70 citoplasmatica purificada. (B) Rag@& de membrana de PVDF sondada com anticorpos
purificados apdés transferéncia das mesmas amaspagtir do mesmo gel. Na coluna ao lado do geh@ssie
estdo indicados os pesos moleculares em kilodakires).

A revelacdo da especificidade dos anticorpos paufds conduziu para a pesquisa
do padrdo de reconhecimento protéico e a confirmdadexisténcia do tipo da proteina de
interesse em extratos de algumas espécies de asipmatideos (5xf0células/poco),
utilizando-se os anticorpos anti-proteina FP2, @oné mostra a figura 17. Observaram-se
particularidades entre as diversas espécies, das ge destacaram: (i) diferencas nas
quantidades de proteinas nativas expressas enespéeie; e (ii) variacdes nas caracteristicas
moleculares como tamanho e peso molecular em cguicie. Interessantemente, a banda
correspondente a proteina de interesse Tenbrucei apresentou uma fraca intensidade

possivelmente devido a manipulacéo durante a mef@ardo extrato dessa espécie.
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Figura 17. Filme de ECL revelado com anticorpos anti-pr@di®2 apos transferéncia de extratos de diversas
espécies deeishmaniae Trypanosomaara membrana de PVDF. Nas duas colunas FP2 sitcades bandas
referentes as quantidades de §18% 3ng da proteina recombinante FP2 purificada.

Diante do exposto, procurou-se avaliar a expres&ad1SP70 mitocondrial em
diversas fases do ciclo de vida de algumas espéoegéneroLeishmania A Figura 18
apresenta o padrdo de reconhecimento da protefiva ean curvas dé. (L.) chagasie L.

(L.) amazonensig5x10® células/poco), utilizando-se anticorpos anti-graieFP2. Nesta
figura se constata a presenca de duas bandas tragoexdel. (L.) amazonensig¢Figura
18A). Além disso, esse resultado pdde ratificarados de “imunoblots” anteriores da
presente pesquisa que apresentavam um mesmo pledrdoonhecimento de duas bandas em
extratos protéicos de vérias fases do ciclo de diela. (L.) amazonensigx10d' — 5x10
células/poco), com a diferenca, nesses casos,rdadte utilizado soro policlonal contra a
proteina recombinante Lc2.1 (dados nd&o mostradddgm disso, observou-se o
reconhecimento das duas bandas também na formaigoteasde L. (L.) amazonensis
Todavia, o efeito encontrado demonstrou semelhamngas intensidades dessas bandas,
correspondendo, possivelmente, a expressao equiwale dois diferentes homologos na fase
amastigota (setas Figura 18A). Isso reforcou oadgmhde “immunoblots”, ja realizados com
soro policlonal anti-Lc2.1, que apresentavam mepawao de reconhecimento proporcional
de duas bandas na fase amastigota de extratogmratéiL. (L.) amazonensi¢dados néo
mostrados).

No que diz respeito & expressdo da HSP70nit.€in) chagasi5x10 células/poco)
verificou-se o reconhecimento de apenas uma fornprateina conforme ilustra o filme da
figura 18B. Entretanto, vale ressaltar que a cefda (L..) chagasutilizada pode ter perdido a

infectividade pelo fato de ser mantida por muitage em meios de cultivo. Aléem disso, para
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a cepa de.. (L.) chagasindo houve qualquer ensaio contendo amostras ceaextla forma

amastigota.
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Figura 18. Filmes de ECL com padrdo de reconhecimento d&eim@ recombinante FP2 e das HSPs70mt
nativas emL. (L.) amazonensig L. (L.) chagasi (A) Curva de extratos de. (L.) amazonensisom 5x10
células/poco de dias seguidos na temperatura d€ 268 quantidade de tempo transcorrido na temyarde
32° C; poco “Amastigotes” com, aproximadamente, XL B células amastigotas. (B) Curva de extratod de
(L.) chagasicom 5x18 células/poco de dias seguidos na temperatura 8eC26 a quantidade de tempo
transcorrido na temperatura de 32° C. Ambos os§ilmevelam a presenca da proteina recombinanta&2
quantidades de 6,2{y, 3,0ng e 1,5n0.

6.5 Localizagéo protéica

O dado revelado através da microscopia confocalodstrou a localizagdo das
HSP70mts no interior de células lde(L.) chagasicomo pode ser verificado na figura 19. A
mitocdndria emLeishmaniaspp. é uma estrutura tubular que se espalha ao longoddea
célula do parasita, e por isso as proteinas HSR70mativas (em verde) se mostram

distribuidas ao longo de toda a célula.
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Figura 19. Imunolocalizagdo das HSP70mts no interior delagldeL. (L.) chagasiatravés de microscopia
confocal. Foto digitalizada de preparagdo de cgldleL. (L.) chagasisondadas com anticorpos anti-proteina
FP2. As ligagBes dos anticorpos nos locais ondensentravam as HSP70mts foram reveladas com gmisor
anti-lgG de coelho conjugados a moléculas fluomese Alexa fluor 488 (fluorescéncia verde). Esiragu
formadas por acidos nucléicos marcaram-se com TQil@8escéncia vermelha). Escala utilizada de0D®.
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7 DISCUSSAO

Este estudo surgiu a partir de uma abordagem qugnamente se propbs a
indentificar antigenos imunologicamente relevapetesnservados entre diferentes espécies de
Leishmania Especificamente, o presente trabalho destacogrupo de proteinas composto
por varias familias protéicas, as proteinas de whao@rmico ou HSPs. O isolamento de dois
fragmentos distintos de cDNA (Lc2.1 e Lc2.2) quditcam HSPs mitocondriais de 70kDa
emL. (L.) chagasiorientou-nos em direcdo a explicacdo de distiagpectos das HSP70mts
emLeishmania sppcom possiveis implicacdes no metabolismo mitodahdr

Os resultados obtidos quando se realizou a comjiadgs sequéncias nucleotidicas
(DNA) e de aminoacidos de diversos homélogos as7@8s del. (L.) chagasiem varias
espécies de tripanosomatideos, corroborou com diekxgitos na literatura que relatam a
existénica de dois tipos distintos de genes (FOLIRAEet al., 2005; QUIJADA et al., 2000;
ROBERT, 2003; SEARLE; MCCROSSAN; SMITH, 1993).

Em tripanosomatideos, homologos as HSP70mts forggmamente relatados em
L. (L) major, com a denominacéo de mp7QSEARLE; MCCROSSAN; SMITH, 1993), em
T. cruzi denominada mtp70 (ENGMAN; KIRCHHOFF; DONELSON 889 e emCrithidia
fasciculata chamada de MCP72 (EFFRON et al., 1993). Searterddsan e Smith (1993)
ainda relataram a possivel existéncia de doisntistihomélogos a HSP70mt, baseados na
localizacdo celular diferente de duas HSP70mtsrii@scem tripanosomatideos, quando
encontraram a mp70.1 distribuida por toda a mitdganenquanto a mtp70 estava restrita a
regido do cinetoplasto e associada ao DNA nestat@st.

No presente trabalho, sugeriu-se a producéo eguiteatie dois homologos na forma
amastigota dd.. (L.) amazonensisEsse dado, recentemente descrito na literatwde p
representar a expressado estagio-especifica equiwatie dois possiveis homdlogos que
apresentam diferencas pontuais em trechos de sgaérgias polipeptidicas e provavelmente
em segmentos das sequéncias nucleotidicas (FOLGUHR al., 2005). Dados de
reconhecimento de duas bandas referentes a expressiomitante de duas formas
homologas ja havia sido relatado pardV.) brasilienesigpor Nascimento (2000).

Por outro lado, Klein et al. (1995a, b) descrevegam a localizacdo das HSP70mts
no cinetoplasto era tipica para todos os tripanasioieos, contrariando 0s nossos resultados.
Entretanto, vale ressaltar que nédo é possivel ideffn raz6es para essa discrepancia nos
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resultados de diferentes grupos de pesquisa, umgueos distintos homologos a HSP70mt
sdo muito semelhantes para serem facilmente disaitos através de soro policlonal.

Entretanto, a analise de citolocalizacdo no préssstudo revelou que as HSP70mts
nativas se distribuem ao longo de toda a mitocantirbular da célula do parita (L.)
chagasj e ndo especificamente numa regido dessa orgaoeh®, o cinetoplasto. Isso reforca
o relato de Nascimento (2000) no que diz respertfutacdo dos dados revelados por Klein
et al. (1995a, b), apoiando os dados de Searlerdgean e Smith (1993) a cerca da
distribuicdo da mp70.1 por toda a mitocondria, d&kdesow et al. (1999) sobre a importacéo
desse tipo de proteina da mitocondria para o cisoph e vice-versa.

Sabe-se que as proteinas HSP70 mitocondriais esisidizsempenham uma fungéo
essencial na importacao protéica para a mitocgnanide a atividade ATPase proporciona a
forca motora para o transporte de polipeptideavésr das duas membranas mitocondriais
(RASSOW et al., 1999). Elas também participam niorgimento daquelas proteinas que sdo
sintetizadas pela maquinaria de tradugdo mitocahdbem como porotege as proteinas
mitocondriais de eventos estressores.

No presente trabalho, duas caracteristicas distidéscobertas nos homélogos a
HSP70mt enLeishmania sppmerecem destaque. Em primeiro lugar, a provayalessao da
proteina menor (Lc2.1) em células amastigotas abh@xue térmico. Isto foi sugerido
anteriormente quando Searle, Mccrossan e Smith3f18Bservaram a indu¢cdo de uma
proteina HSP70mt menor, reconhecida por anticompgsecificos para o homodlogo a
HSP70mt dd.. (L.) major, em células que sofreram choque térmico por doesshA outra
caracteristica esta relacionada com diferencasegidéncias de aminoacidos das proteinas
Lc2.1 e Lc2.2. A sequéncia rica em glutamina (Qextaemidade carboxi-terminal exclusiva
da proteina Lc2.2, e em proteinas relacionada® & lemcontradas nas espédiegpanosoma
e Crithidia, foi percebida precocemente e sugerida como temdopossivel papel na
multimerizacdo protéica (EFFRON et al.,, 1993). @& f trechos de poli-glutamina estao
associados com multimerizacdo e agregacdo proped@ina encontradas no inicio de
doencas humanas neurodegenerativas (PERUTZ @084, STOTT et al., 1995). A distinta
extremidade carboxi-terminal e as proteinas ricas giutamina dos tripanosomatideos
relacionadas a proteina Lc2.2 devem ter implicagbesionais as quais permanecem para
serem identificadas. Por sua vez, uma distintaesxttade carboxi-terminal para as proteinas
relacionadas a proteina Lc2.1 adiciona um maian gexvariacdo para esse tipo de proteina

como sera discutido adiante.
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Por exemplo, dos trés homologos a HSP70mt difesestescritos em leveduras por
Craig e Marszalek (2002), hd uma identidade de BRUe a HSP70mt predominante em
levedura (Sscl) e o homélogo mais divergente (Sdgdfretanto esses homodlogos ainda
compartilham alguns resisuos conservados, dicagana proteina Lc2.1. Contudo, néo
estamos aptos no momento para detectar substsupgiiguais de aminoacidos na proteina
Lc2.1 e em qualquer outra proteina relacionadaR78Sseja mitocondrial ou citoplasmatica.
Relatos anteriores de alinhamentos incluindo grandmero de HSP70s de diferentes
organismos destaca a consevacdo de alguns dosuaesidodificados na proteina de
Leishmania KARLIN; BOCCHIERI, 1998).

Nossos resultados realgam uma forte pressdo selatis tripanosomatideos para a
evolucdo das HSP70mts em relacdo a seus corodatitoplasmaticos que sdo mais
conservados em comparacdo com outros eucariogaselsais exacerbado nas proteinas de
Leishmania culminando com a evolugdo de uma nova proteimapggsui distinto dominio
de ligacdo ao substrato e extremidade carboxi-t&miSera muito interessaante elucidar
quais séo razdes biolégicas que sustetam esseigimaravolutivo.

Portanto, para tentar controlar da leishmanioseevas, sugere-se o uso de antigenos
protéicos definidos de espécies do gérieshmaniacomo componentes de uma vacina,
porque isso pode ser um avango em relacdo ao emnpeegextratos totais ou de fragOes
protéicas, em termos de padronizacdo e reducdoefditos colaterais (ABATH, 2000;
HANDMAN, 2001; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006). Enparticular, as HSPs
sao fortes candidatas para serem utilizadas naopnafilaxia da leishmaniose, tendo em

vista a alta conservacao de sequéncia e a sua @zadjarimunogenicidade.
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8 CONCLUSOES

e A analise das sequéncias dos genes que codificd? st emleishmania sppe
Trypanosoma sppnostrou que existem dois tipos de proteinas coattisticas
distintas.

e Demonstrou-se que um tipo de géise70mipossue varias copias dentro dos
cromossomos dispostas em tandem.

e Resultados apontam para uma recente evolugcaoSRgit especificamente no
géneroLeishmania

e A andlise da expressao das HSP70mts nativas,varsds tripanosomatideos,
demonstrou que este tipo de proteina possui aiodg conservacao entre especies.

e A expressao das HSP70mts nativas durante o @cloda dd.. (L.) amazonensis
mostrou o aumento da sintese de um tipo de HSPaidstchoque térmico.

e Resultados de microscopia confocal revelaram qu¢SP70mt nativas se distribuem

ao longo de toda a mitocondria tubular no intediecélulas dé. (L.) chagasi
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9 PERSPECTIVAS

Ainda séo necessarios estudos aprofundados pdrarada maneira precisa, qual o
papel da HSP70mt como antigeno diagnostico e aténmsua fungcdo como componente de
vacina, para humanos e caes, que possa vir asamnadvida.

Por isso sugere-se:

Utilizar a HSP70mt recombinante em ensaios de ELESA soros de individuos e

cées infectados.

e Avaliar o desempenho diagndstico deste teste camdgrquantidade de amostras.

e Utilizar a HSP70mt recombinante em kits de tegpédma(cromatografia) para triagem
em campo de individuos e céaes.

e Propor uso da HSP70mt recombinante em etapas ipréad, clinicas e em ensaios

clinicos (fases | a IV) para desenvolver vacingando prevenir e controlar a

leishmaniose visceral.
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ABSTRACT

The Leishmaniasis are a group of relevant humaeades prevalent in many
countries, including Brazil. Within these diseast® visceral leishmaniasis (VL) or Kala-
azar, caused bly. chagadiL.infantumis the form with the greatest potential for leityalTo
facilitate the control and diagnosis of VL, innumigle isolated antigens of different
Leishmaniaspecies have been studied at the molecular I&hel.heat shock proteins of the
70 kDa family (HSPs70), and their mitochondrial logues (MtHSPs70), are abundant
intracellular proteins present in prokaryotes ankiaeyotes which are also prominent inducers
of immune response. Their synthesis is increaseti@ss situations, such as during exposure
of Leishmaniato new thermal conditions inside their vertebrhtst. Here we report the
identification of two distinct mtHSPs70 homologudesm L. chagasiL.infantum(Lc2.1 and
Lc2.2), fortuitously discovered in a screen for iomologically relevant antigens. Analysis of
their genes, through the various trypanosomatisdgendatabases, uncovered multiple genes
encoding Lc2.2 inL. chagasiL. infantumand also inL. major, while only one gene was
found to encode Lc2.1. In contrast, Lc2.1 genesabsent fronTrypanosomapecies, which
may indicates a recent evolution within theishmaniagenus. The Lc2.2 proteins are
characterized by a poly-glutamine rich C-terminaild.e whilst Lc2.1 contains unique
aminoacid substitutions within its substrate bigdidomain, suggesting novel biological
functions. Affinity purified antibodies which recoge both mtHSPs70 proteins equally well
were then used to analyze their expression in fotadein extracts from promastigotes of
various Leishmaniaand Trypanosomaspecies and from representative forms of the
amazonensiandL. chagasilife cycle. Only inLeishmaniaspecies two bands were observed,
where the lower band (Lc2.1) seemed to be the mxpeessed ih. amazonensiamastigote
forms. Furthermore, these mtHSPs70 were analyzed @nagasiby confocal and electron

microscopy which ratified a distribution throughaole mitochondrial matrix.

Key-words:Leishmania chagast Heat Shock Proteins — mtHSPs70 — mitochondria
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INTRODUCTION

The different forms of human leishmaniasis constital complex of diseases caused
by infection with protozoan parasites of the geheshmania Approximately 12 million
people around the world have one form or the otiighese diseases and about 367 million
are under risk of infection. Tegumentary leishmsaisiacaused by a number of different
species around the world, is the most frequent fofrine disease and can cause disfiguring
lesions in the affected subjects. major, in Europe and Asia, and braziliensis in South
America, are two species responsible for diffefenins of tegumentary leishmaniasis whose
genome have been targeted for sequencing. Vislegshimaniasis, caused in South America
by L. chagasiand in Europe and Asia ly infantum is a chronic disease which can be fatal
when not treated. It is believed thatchagasiandL. infantumrepresent different populations
of a single species, with. chagasibeing derived fromL. infantumafter its involuntary
introduction in the Americas within the last 500ay& The variouseishmaniaspecies are
classified with theTrypanosomaspecies, as well as various non-pathogenic protoxiiain
the family Trypanosomatidae of the order Kinetopss These organisms have been the
focus of much attention not only for the diseases tcause but also for their unique basic
biological mechanism which distinguish them fromstngroups of eukaryotes.

The classical procedures for the treatment and@loot leishmaniasis require the use
of expensive and frequently toxic drugs whose meishas of action are little understood
(Marsden, 1994; Correia et al., 1996; Berman, 199@rzochi and Marzochi, 1994). A
vaccine against leishmaniasis is a potentiallycedfit and viable alternative to stop its spread
in humans, however it hasn’t been produced yettsTiashumans with vaccines composed of
total parasite extracts have produced satisfadewgis of protection (Antunes et al., 1986;
Mendonca et al., 1995). Protein fractions electriael from SDS-PAGE gels afeishmania
lysates were also used as vaccines, inducing piateagainst experimental infection by
several species of parasites in animal models (Mongt al., 1986; Monjour et al., 1988;
Frommel et al., 1988).

Heat shock proteins (HSPs) are evolutionary comseproteins which are powerful
immunogens with a role in several infections, idahg those by eishmaniawhere they can
be involved in immuno-protectiofRusso et al., 1993; Skeiky et al., 1995; de Andradal.,
1992). The HSP70 family comprises a group of relapeoteins localized to different
subcellular compartments with roles in protein iiogd during or after synthesis, and removal

from cytosol when misfolded (Bukau et al., 2006)tddhondrial HSP70 proteins are a subset
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of the HSPs70 localized to the inner mitochondnm@mbrane or the mitochondrial matrix,
which exerts similar functions to its cytoplasmiouaterpart as well as being a major
participant in the transport of proteins througk thitochondrial membrane (Rassow et al.,
1999).

Here we describe the characterization of two déffieicDNAs fromL. chagasicoding
for the mitochondrial homologues of the HSP70 pret§mtHSPs70). These clones were
fortuitously isolated as a result of an immunoscneg of aL. chagasicDNA expression
library with a rabbit serum produced against a sub$L. braziliensis purified according to
their molecular weight. Taking advantage of theiouss trypanosomatid genome sequences
available we have analyzed the genome organizatfothe mthsps70genes and their
corresponding sequences. Two distinct homologuesthe LeishmaniamtHSPs70 were
identified, one of which is found only within theeishmaniagenus and display unique
aminoacid substitutions which may reflect noveldiions. Expression of these proteins was
analyzed through western-blot and theishmaniaspecific homologue was seen to be
expressed predominantly in amastigotes. Immunduogmistry using confocal and electron-

microscopy confirmed a non-localized distributibnoughout the mithocondrial matrix.

MATERIAL AND METHODS

Parasite cultures- Promastigotes df.(V.) braziliensis strain MHOM/BR/73/M2903,
and promastigotes df.(L.) chagasiwere grown at 2& up to stationary phase in modified
LIT medium pH 7.2 (0.2% sucrose w/v; 0.36% liveothrw/v; 0.1% tryptose w/v; 0.002%
haemin w/v), supplemented with 10% foetal calf seru

Production of thelL. braziliensisprotein fraction — Promastigotes df. braziliensis
grown to stationary phase, were centrifuged at@GH@n for 15 min at ¢ and washed twice
with ice cold sterile PBS. The final sediment wassuspended gently in SDS-PAGE sample
buffer at a concentration of 5-10 x®1parasites per ml. The cellular lysates were used i
preparative SDS-PAGE gels, for the isolation of gmeteins within the molecular weight
range of 67 to 94 kDa. The gel fragments contairthiege proteins were excised and the
embedded proteins electroeluted and dialysed fouta®0 hours at°€, in 0,3% NaCl. The
electroeluted protein fraction was then lyophilisexsssuspended in PBS, and its concentration
measured using the modified Lowry method (Protessay Kit, SIGMA-ALDRICH).
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Antibody productior- One New Zealand rabbit was inoculated with atiaindose of
300 ug of theL. braziliensisprotein fraction in PBS and mixed with Freund'snptete
adjuvant (SIGMA-ALDRICH). Three further inoculatisnof the same antigen (25@3)
mixed with equal volumes of Freund's incompleteuedpnt (SIGMA-ALDRICH) were
performed at 15 days intervals. The anti-serum @l#ained from blood collected 14 days
after the last inoculation. Two different sets abbit anti-sera were also raised against the
two recombinant mtHSP70 proteins, Lc2.2 and LcZHe two differents mtHSPs70 specific
antibodies were used after affinity purificatiorotB sets of mtHSPs70 anti-sera had similar
specificities and produced identical results. Wastdots were carried out using standard
methods. For the serum against thebraziliensisprotein fraction, Protein-A peroxidase
(SIGMA-ALDRICH), diluted 1:3000 v/v, was used asetlsecondary antibody, and the
westerns were developed with 3,3'diaminobenzidini@AE, SIGMA-ALDRICH) and
hydrogen peroxide. For the mtHSP70 polyclonal seeapxidase conjugated goat anti-rabbit
IgG serum (Jackson ImmunoResearch Laboratorieg, was used as secondary antibody and
the reactions were detected by enhanced chemilseenee (ECL). Densitometric scanning,
when necessary, was performed with the Kodak 1yémenalysis Software, version 3.5 for

Windows.

Screening of thé.. chagasicDNA expression library -Screening of arL. chagasi
cDNA expression library constructed in the bacteghemge LambdaZAPIl was performed
using standard procedurdor the screening the serum produced against theaziliensis
protein fraction was used, diluted 1:200, aftervimes imunoadsorbtion for 12 to 24 hours
with total E. coli XL1-Blue extract. The protein-A peroxidase, usedh&ssecondary antibody
in the screening (diluted 1:3000), was also treditexivise. The filters were developed with
DAB (SIGMA-ALDRICH). Selected positive clones weaenplified and used for successive
rounds of screening in order to obtain homogengmysulations.Plasmid recovery was

performed according to the manufacturer (StratagdBé\).

Subcloning of the Lc2.2 into the His-tagged veet@k 1005 bpPst | fragment from
the Lc2.2 cDNA (FP2), encompassing aminoacids (2a%8)613 of the wild type protein (661
aas total), was first subcloned into thest | site of the pTZ18R cloning vector (after
linearization and treatement with alkaline phosaba} oriented so that the segment coding
for the N-terminal end of the protein was near & promoter. The resulting plasmid
(pTZ18R-FP2) was then digested wilanH I/Hind Ill (these site flank th&st| fragment)
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and the fragment released subcloned intoBaeH I/Hind IlI sites of the expression vector
PRSET A. The resulting plasmid encoded for a redoanti fusion protein which contained at
its N-terminus 34 aminoacids encoded by the pRSEE®&or, including a 6 histidine tag and
an Xpress epitope, followed by the peptide GSSR¥bcgded by 18 nucleotides from the
pTZ18R polylinker) and the 335 aminoacids long magt from the Lc2.2 protein. At its C-
terminus the protein was terminated by the sequ&€KL (encoded by a 12 nucleotide
segment from pTZ18R) followed by 20 aminoacids elecbby the pRSET vector after the
Hind Il site (DPAANKARKEAELAAATAEQ).

RT-PCR -Two different sets of RT-PCR reactions were perfxtnusing total RNA
from L. chagasi The first used as primer for the reverse trapton (RT) the
oligonucleotide 655 (5 GC CCC GGA TCTIC GTC TTG TCC ATG 3’ — anneals within
the Lc2.2 clone) followed by PCR with the primelirpgb6 (5° GC CCC_GGA TCQCCG
CGT CCT TCG TCG 3’ — also anneals within the Lc@l@e, upstream of the RT primer)
and 650 (5" GC GGC _GGA TCGTT TCT GTA CTT TAT TG 3’ — anneals with the
Leishmaniaspliced-leader). Later, a new set of RT reactioasevperformed using the primer
6510 (5° AAC TGG CCC ATC ATC TGG 3'). Two differemCR reactions followed using a
new spliced leader oligonucleotide as 5’ primerl®5 5" GC GGC GGA TCGSTT TCT
GTA C 3) and two alternative 3’ primers, 6512 GCG GGA TCCCCA CCT GCG TCT
GGT TG 3’ — anneals within a sequence unique ta2)cand 6511 (5 GCG GGA TCGTC
AAC CAG TAT CAA GCC AC - anneals within a sequenaeique to Lc2.1). With the
exception of the PCR fragment 6514/6511 (submiitedirect sequencing) all the remaining
PCR fragments (flanked by sites for the enzyBaeH | (underlined in the oligonucleotides

above) were cloned into the same site of the pTAl&#Ror prior to sequencing.

Sequence analysis Recombinant plasmid DNA extracted from the delbalones
were digested with restriction enzymes and sequktit®ugh automatic sequencing. When
necessary subclones were generated by the delefi@pecific restriction fragments to
facilitate sequencing. Likewise, when necessamrinatl primers were also used for the same
purpose. The sequences obtained were analysed theimgogram BLAST and DNASTAR.
Pairwise identity (similarity) values were obtainading the BLAST two sequences tool
available at the NCBI Web Page (http://www.ncbi.mlin.gov/blast/).
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Immunocitochemistry -For the indirect immunofluorescence assay, wildety.
chagasior L. braziliensispromastigotes grown logarithmically were harvestgdshed with
PBS 10 mM glicinin and adsorbed to poly-L-lysinetd slides. The cells were then fixed in
3% paraformaldehyde prior to incubation with theogar antibodies following standard
procedures. DNA was stained using the TOTO3 marker.the immunogold labeling, the
parasites were harvested and washed with PBS aseapdor to fixing in 0,1%
glutaraldehyde, 4% paraformaldehyde, 0,02% Paxid in 0.2 M sodium cacodilate buffer,
pH 7.2 for 1 hour at%. The cells were then washed 3 times in the sarfferifollowed by
incubation with ammonium chloride 50 mM for 45 nain4C. They were then washed with
ice cold PBS and dehydrated with methanol (30-10@84pwed by inclusion into the
Lowicryl 4KM resin (SIGMA-ALDRICH) polymerized unadJV. Ultra-thin slices were then
used for the immunogold labeling using standardceuares with the anti-mtHSP70
antibodies diluted 1:50 followed by incubation witie anti-rabbit IgG secondary antibody
labeled with 10 nm gold particles (SIGMA-ALDRICH}amples were then visualized under
the electron microscope.

RESULTS

Identification of two variants of the mitochondrial HSP70 proteins fromL. chagasi.

A screening of d_eishmania chagasiDNA expression library with a rabbit polyclonal
anti-serum produced against a subsdt.dfraziliensisproteins, designed to identify antigens
immunologically conserved between these ti@shmaniaspecies, yielded two distinct
clones which upon sequencing were found to encdterenht variants of the mithochondrial
70 kDa Heat Shock Protein (mtHSP70). The anti-seused for the screening was produced
against a subset &f braziliensisproteins whose molecular weight ranged betweem@®d
kDa (see material and methods). Prior to the samgerthis anti-serum was tested in
immunoblots against total protein extracts fromhldatbraziliensisandL. chagasiFigure 1A
and 1B) and found to recognize many proteins i hotoraziliensisandL. chagasiextracts.
The two distinct clones identified (Lc2.1 and Lg2x&re found to contain incomplete cDNAs
of 1351 and 2029 bp coding for protein fragmentsapproximately 48 and 63 kDa
respectively. RT-PCR reactions were then perforinach totalL. chagasimRNA, using as
3’ primers oligonucleotides complementary to ingdrgene sequences and, as 5 primers,
oligos coding for part of theeishmaniaspliced leader sequence. The gene sequences coding

for the N-terminal ends of both proteins were thaéentified and sequenced. Clone Lc2.1
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encompasses aas 280-635 of the full length pratainis followed by 278 nucleotides (nt) of
its 3'UTR whilst clone Lc2.2 includes aas 168—661he full length protein and a 3'UTR 540
nt long. Neither cDNA clone includes a poly-A taffrom the RT-PCR two different 5UTRsS
were identified for the Lc2.2 protein (26 and 133amg) compatible with the existence of at
least two different genes coding for this proteseg below), whilst for the Lc2.1 a single
5'UTR fragment was obtained.

At the aminoacid level, the two proteins share aarall identity of 91% with the N-
terminal end being completely conserved (Figure TG strong conservation at the 5’end of
the coding sequence is maintained at the nucletgicd and includes the last 8 nt of the 5’
UTRs. In contrast no similarities are found in tBleUTRs when the two sequences are
aligned. Segments of sequence divergence betweemvthproteins are clustered on their C-
terminal half and concentrate on a segment encamgpgas 400-540 of the full length
protein as well as on their C-terminal end, whee2.2 contains a 26 aas long C-terminal
extension absent from Lc2.1. This extension is weeh in glutamine and contains two
repeats of the motif GEQQQQQ(G/S)Q.

Genomic organization of themthsps70 genes.

Blast searches using genome sequences availableLfroofantumwere then carried out
and several different genes found to enaodlesps7@enes. In total four different genes were
found in chromosome 30 (Figure 2A). These were maomatHSP70.1-4or clarity. Analysis
of the protein coding regions found that only osddentical to Lc2.1LimtHSP70.). The
other 3 genes code for proteins which are eithemtidal CimtHSP70.3 or nearly identical to
Lc2.2 LimtHSP70.2and 4). In fact, genedimtHSP70.2and 4 code for identical proteins
which differ from Lc2.2 only at their C-terminal @nA single aminoacid deletion (S655) plus
2 conserved (Q656N; G657S) and 1 non-conservedOR)66ubstitutions, all found within
the last 6 aas, distinguish them (Table 1).

The fourL. infantum mthsps7@enes differ in their 3’'UTRs and, despite the obsi
relatedness of theimtHSP70.2and4 coding sequences, no clear-cut duplications wearado
when their non-coding sequences were compared. \Wigeaquivalent region fror. major
chromosome 30 was analysed a total of 5 genesideméfied (Figure 2A and Table 1). Clear
orthologues for each of tHe chagasigenes were identified, based on the analysis of the
non-coding 3'UTR segments, and one of tharm{HSP70.2 was further duplicated ih.
major (LmmtHSP70.2nd3). As inL. infantum there is only one gene encoding a Lc2.1-like
protein LmmtHSP70.)1 The gene order was found to differ between e $pecies, with
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one of theL. infantumgenes changing places In major. Homology searches with.
braziliensisgenomic sequences (chromosome 30) yielded threel\clelentifiable protein
sequences, two complete and one partial. The padipience contains the segment between
aas 400-500 typical of Lc2.1 although it does havglutamine rich C-terminal end. The
remaining two sequences are clearly related to 2.ddot shown). Two neighbouring
fragments within the same region of chromosomelS0 appear to encode mtHSP70 proteins
but are too small for any analysis, maybe as aemprence of the preliminary nature of the
braziliensisgenome assembly. Further searches for mtHSPs70 Ibgues/orthologues in
genomic sequences from bruceiandT. cruziproduced a simpler picture. Th bruceithe 3
genes identified are also located in a single elust chromosome 6 (within a syntenic block
conserved ir.. majorchromosome 30 (see also El-Sayed et al., 2005)tHree genes codes
for identical proteins which are very similar to2.2, sharing the internal segment typical for
this protein as well as the glutamine rich C-temnsininT. cruzithe chromosome organization
of the genes could not be adequately defined howatiple genes are found coding for a
single protein which, as for the bruceihomologue, is related to Lc2.2.

Evolutionary relationship of the two types oflL eishmania mtHSPs70 homologues.

The unique sequence variation observed for thelLe2.imtHSP70.1 protein (and its
major orthologue —LmmtHSP70.1) as compared with the remainibgishmania and
TrypanosomantHSPs70homologues raised the possibility that these pmstéiave evolved
within the Leishmaniaspecies, although it could be possible that theireg were lost from
the Trypanosomdineage When the variou&. infantumandL. majormtHSPs70 orthologues
were compared pairwise the LcA.ImtHSP70.1LmmtHSP70.1 pair were the most divergent
(94% identity as compared to the 99% identity for temaining pairs). An intermediate rate
of divergence is observed for theishmaniacytoplasmic homologue of HSP70 (Table I).
These differences in divergence rate however aml smd may not be significant. We then
decided to investigate the degree of similarityMeetn the_eishmaniantHSPs70 and HSP70
homologues with related proteins from other euktcyarganisms.

New pairwise comparisons were performed, this tilmetween the two distinct
LeishmaniamtHSP70 proteins, as well as cytoplasmic HSP7() thieir nearest homologues
from the two best knowrTrypanosomaspecies(T. bruceiand T. cruz) and organisms
representing the main lineages of multicellular ay&tes $accharomyces cerevisae
Arabidopsis thalianaand Homo sapiens The results, summarized on Table I, clearly show

that within the TrypanosomatidakeejshmaniaversusTrypanosomano significant difference
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in divergence rate is observed between mtHSP7MH&#RI70 proteins when Lc2.2 is used as
the mtHSP70 homologue (86-89% identity versus 8%-88r the cytoplasmic protein).
Lc2.1, however, is more divergent (80-82%), reftertthe differences highlighted earlier
which are absent from th&rypanosomamtHSP70 protein. Strikingly, the mitochondrial
HSP70 proteins are much more divergent than thgioptasmic counterparts when the
Leishmanigproteins are compared with distantly related orgiasi (56-59% identity between
the mtHSP70s as compared to 72% identity for cggpic HSP70 when tHeeishmaniaand
human proteins are analysed, for example).

The differences in divergence rate between mtHSRsitDHSP70 homologues can be
clearly observed when the various proteins listed able Il, plus a few others such as the
Eubacterial homologue to HSP70, the protein DnafnfE. coli, were used in a neighbour-
joining analysis to compare their phylogenetic tiefeships (Figure 2B). The resulting tree
clearly shows the greater degree of conservatiaytofplasmic HSP70 within the eukaryotes
when compared to mitochondrial HSP70. It is posstbiat these differences in divergence
rate might indicate more relaxed evolutionary cansts on the mitochondrial proteins or

alternatively a selective pressure for them toewaelithin the various eukaryotic lineages.

Mapping of aminoacids unique to the Lc2.1 protein.

The HSP70 proteins consist of three conserved dmnai the N-terminus lies the 44
kDa ATP binding/ATPase domain, which comprises hdy@/3rds of the protein, and is
strongly conserved. It is followed by the 18 kDabstwate-binding domain, also very
conserved and consisting of two sets of antipdrpiheets, each with four strands. At the C-
terminal end lies the 10 kDahelical domain which is much more divergent wheguences
from distantly related organisms are compared. Bot¢hN-terminal domain, which couple the
hydrolysis of ATP to the binding/release of the sttdite, as well as the C-terminahelical
domain, which lies like a lid over the substrateding cleft, perform regulatory roles
defining when the substrate is bound by the pro®inding of HSP70 to its substrate occurs
within a groove formed by several of tiffestrands of the substrate-binding domain, and
flanked by loops L1,2 and L3,4, where linear segmeithe target protein are bound (Zhu et
al.,, 1996; Morshauser et al., 1999; Stevens et2803). To understand the functional
implications of the distinct sequence patterns tbum the LeishmaniamtHSPs and map
where within the predicted structure of Lc2.1 arveated its unique aminoacid substitutions,

we aligned the last two domains from HSP70 and rRH5homologues from selected
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organisms and superimposed within the alignmens#w®ndary structural elements defined
for E. coliDnaK.

The alignment in (Figure 3) clearly shows the ggeaimount of divergence in the
helical domain, especially when the trypanosomatitlSP70s sequences are compared with
MtHSP70 from non-protozoans Br coliDnaK. The unique glutamine rich C-terminus of the
parasite proteins related to Lc2.2 is clearly dddtifrom other mtHSP70 and HSP70
homologues, which may reflect a specific aspectitsf function in these organisms.
Nevertheless, all mtHSP70 homologues (with the gtxae of Lc2.1 related proteins) end
with one or two positively charged amino acids (K@), contrasting with the cytoplasmic
HSP70 proteins which end with the negatively chdygdrongly conserved, EEVD motif.
This motif has been shown to mediate binding tess\proteins containing tetratricopeptide
repeats (TPRs) which are involved in different aspef HSP70 function (Scheufler et al.,
2000). One of these proteins is TOM70p, a compormdnthe translocase of the outer
membrane complex which is a major surface recefjoiomitochondrial protein precursors
(Wu and Sha, 2006). When the same sequences apacsanwith the focus on the substrate
binding domain the overall conservation is muchatge No major differences are identified
between the parasite mtHSP70 homologues relatéd2@® and other mtHSP70 or HSP70
homologues. In contrast the substitutions idemtifie Lc2.1 clearly distinguish it (or its.
major homologue) from the remaining proteins in the atgnt since they modify
aminoacids which are conserved not only in mtHSRGiologues from different eukaryotic
lineages but also irE. coli DnaK and cytoplasmic HSP70. These modifications are
concentrated on the stranfl, 3 andp4 as well as the loops connectip32 andp3-p4,
which have been implicated in substrate recogniiad binding (highlighted in Figure 3).
Some of these, such as the replacement of the IEBThéxapeptide (which includes the IE
aminoacids nearly universally conserved in cytapiasand mitochondrial HSP70s alike) for

TSVVGD clearly should have functional implications.

Expression analysis of the Leishmania mtHSP70 homologues in different
trypanosomatids and during different life stages.

Two different sets of antibodies specific for théH8P70 proteins were obtained using
the original Lc2.1 and Lc2.2 protein bands (48 &3dkDa respectively) which were gel
purified and used to immunize distinct rabbits. T antisera were able to recognize
equally well both the Lc2.1 and Lc2.2 proteins adcross-reaction was seen with eitker

coli extracts orL. chagasicytoplasmic HSP70 (Figure 4A-B and data not shown).
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Antibodies, affinity purified against a recombinard5 kDa His-tagged protein fragment,
encompassing amino acids 279-613 from the wild typ22 protein, were then used to
investigate the expression of mtHSP70s in total tgimo extracts from different
trypanosomatids. One single band of roughly theessize was clearly identifiable in extracts
from differentLeishmaniaspecies and to a minor extent in extract3 .o€ruziandT. brucei
(Figure 4C). InL. braziliensispossibly two bands, with very similar molecular ghgs, are
equally well detected by the anti-serum.

To investigate if differences in expression levefsthe mtHSP70 proteins could be
detected during different stages of theishmanialife cycle we used freshly isolateld
amazonensisells which were cultivated in M-199 medium, pH,7a2 26C up to stationary
phase. Log phase cells (days 1-3) assumed thakypimmastigote morphology which, upon
reaching the stationary phase (5 days of cultureaods), changed to a more elongated
metacyclic morphology. Heat-shocked cells were iabth by diluting the stationary phase
forms into RPMI-1640 medium, pH 5.5, and culturé 8#C. Samples were taken at daily
intervals for both cultures and for the heat-shdaells an additional sample was taken at the
6 hours time point. After 2-3 days at°B7the cells assumed a round amastigote-like
morphology and stopped growing. A second set ofstig@te-like cells were obtained as
described (Cysne-Finkelstein et al., 1998) fromtwek of L. amazonensiggrown in
Schneider's Medium, pH 5.5, at 2 When samples from the various cultures/time tsoin
were assayed for the expression of mtHSP70s (Fighie three different profiles can be
observed. The first, seen mainly in cells growrlog phase at 2€, is represented by the
detection of a major band accompanied by a muctieiasecond band of lower molecular
weight. An intermediate profile is observed in selk stationary phase at®@6and early on
after the cells are heat-shocked when an increagbei levels of the second band is seen
concomitant with a decrease of the protein withgheater molecular weight. Finally late in
the heat-shock stage or in the amastigote-likes ¢b# expression levels of the two bands are
very similar. It seems then that the protein baodesponding to Lc2.2 has a constitutive
expression profile, whilst Lc2.1 is predominantipeessed in cells late in growth, submitted

to heat shock or grown as amastigote-like forms.

Subcellular localization of mtHSP70s irL. chagas and L. brazliensis.
The subcellular localization of mtHSP70s in trypsormatids has been the focus of
several different publications in the last decatiee proteins analysed were always found

within the mithocondria, but in most cases it wasind to be strictly associated the
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kinetoplast (Engman et al., 1989; Effron et al93;Klein et al., 1995a; Klein et al., 1995b).
A single report points to a more widespread loedilan for this protein within the single
Leishmaniamithocondria (Searle et al., 1993). Hoping to resdhis discrepancy, and in the
light of our results showing the existence of tvistidct mitochondria proteins ibeishmania
we set out to confirm the subcellular localizatafrthe LeishmaniamtHSP70 proteins using
distinct Leishmania species and two different approaches. First, aniraaod
immunofluorescence assay was carried out Witbhagasipromastigotes using the anti-FP2
purified antibodies. The mtHSP70s were localizetbugghout the mitochondria with no
evidence of a defined localization within this arghe (Figure 5A). We then did an
immunogold labelling assay using the anti-Lc2.2lmdies with the electron microscope and
again the protein is clearly detected within théoghondria but little or no labelling near the

kinetoplast is seen (Figure 5B).

DISCUSSION

The unexpected isolation of two distinct cDNA fragms coding for mitochondrial
HSP70s inL. chagasireported in this work, in an approach originallpposed to identify
immunologically relevant antigens conserved betwdifarentLeishmaniaspecies, led to the
unraveling of a distinct aspect of mtHSP70 protaimd.eishmaniaspecies with possible
implications in the metabolism of their mitochoradri mtHSP70 homologues in
trypanosomatids were originally described friimmajor (mp70.1 — Searle et al., 1993),
cruzi (mtp70 — Engman et al., 1989) a@dthidia fasciculate(MCP72 — Effron et al., 1993).
The possible existence of two distinct mtHSP70 Hogues had been suggested by Searle et
al. (1993), based upon the differential cytoloaian of the 2 mitochondrial HSP70s
described from trypanosomatid parasites. WhereagOrhip was found all over the
mitochondrion, mtp70 was restricted to the regibmthe kinetoplast and associated with the
kKDNA. Later it seemed that a kinetoplast localiaatiwas typical for all trypanosomatids
(Klein et al., 1995a; Klein et al., 1995b) but @esults clearly show the opposite, although at
this stage it is not possible to define the reagonshis discrepancy in results from different
groups, since the two distinct mtHSP70 homologuegao similar to be easily discriminated
by polyclonal serum.

Two distinct features of thé.eishmaniamtHSP70 homologues deserve specific
mention. First is the inducibility of the lower neclular weight protein (Lc2.1) after heat-

shock and in amastigotes. This has been suggesfedebnvhen the induction of a smaller
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molecular weight protein, recognized by an antibagecific to theLeishmania major
mtHSP70 homologue, was reported in cells heat-gbtlk 2 hours (Searle et al., 1993). The
other has to do with their sequence distinctiorfse Tinique glutamine-rich C-terminus of
Lc2.2 and related proteins from other trypanosodsatwhich include thelrypanosoma
(which lack Lc2.1 like proteins) an€rithidia homologues, was noticed early on and
suggested as having a possible role in proteinimetization (Effron et al., 1993). Indeed
poly-glutamine tracts have been found to be astatiaith protein-protein multimerization
and aggregation which in some cases are assoamthdthe onset of neurodegenerative
human diseases (Perutz et al., 1994; Stott 1905). The C-terminal end of the cytoplasmic
HSP70 has been found to be a major site for prgeatein interaction and the I/VEEVD
peptide at its end is strictly conserved in prateas distantly philogenetically as the human
and Leishmaniahomologues. Multiple binding partners specificalgognize this site which
is also conserved in HSP90-related proteins (Stétreef al., 2000). The distinct C-terminal
end of bacterial DnaK, eukaryotic mtHSP70s andglbéamine-rich trypanosomatid proteins
related to Lc2.2 clearly should have functional licgtions which remain to be identified. A
yet distinct C-terminal end for thkeeishmanialLc2.1 proteins adds a further degree of
variation for these unique proteins as will be dssed below.

Three different mtHSP70 homologues have been dextrin yeast (Craig and
Marszalek, 2002). Despite the 52% amino acid idemetween the predominant mtHSP70
from yeast (Sscl) and the more divergent homold&§sgl — Schilke et al., 1996) they still
share some conserved residues (for example theGETitesidues aas 421-426; V449; | 456)
which have diverged in theeishmaniaLc2.1 protein In fact we have not been able to detect
the unique amino acid substitutions of the substbabding domain of Lc2.1 in any other
HSP70 related proteins, mitochondrial or cytoplasnrevious reports with multiple
alignments including a great number of HSP70s frdifferent organisms and divergent
functions highlight the conservation of some of tesidues modified in théeishmania
protein (Karlin and Brocchieri, 1998), such asuinésersally conserved E/D422.

Mithocondrial HSP70 proteins perform an essentiakfion in protein import to the
mitochondrial as part of the TIM complex, where ASPase activity provides the driving
force for the transport of unfolded polypeptidesotigh the two mitochondrial membranes
(Rassow et al., 1999). They also participate in filding of those proteins which are
synthesized by the mitochondrial translation apparas well as protect the mitochondrial
proteins against stress. Our results highlight@ngt selective pressure in trypanosomatids for

the evolution of the mitochondrial HSP70s, in nelato their cytoplasmic counterparts which
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are more conserved in comparison to other eukagyadtes is even more exacerbated in the
Leishmaniaproteins which culminated with the evolution of aval protein with strikingly
distinct substrate binding domain and C-termintusvill be very interesting to unravel what

are the biological reasons behind this evolutiomkivye.

AKNOWLEDGEMENTS

This work was funded by the program PAPES/FIOCRBECEPE and CNPq. We would
like to thank Dr. O. A. Silva from the Depto. ofrBsitology, CPqAM/FIOCRUZ for tips for
purification of the protein fraction and Dr. P. & Andrade, for thd. chagasicDNA
expression library.

FIGURE LEGENDS

Figure 1: Identification of two distinct mtHSP70 hamologues inL. chagasi. (A) Western-
blot of total L. braziliensisprotein extract incubated with the serum used & ithmuno-
screening (Lb). As control the pre-imune serum R} used in a similar bloB) Same as A
but using total protein extract from chagasiand different dilutions of the serunC) Final
consensus full-length protein sequences for Lc2ad lac2.2 derived from sequencing the
original Lc2.1 and Lc2.2 clones and including tlegjsences from the RT-PCR fragments.

The boxed sequence highlights the polyglutaming ttaithe C-terminus of Lc2.2.

Figure 2: Organization and evolutionary relationshp of the L. infantum mthsps70 genes.
(A) Schematic representation of the genomic organizatib the mtHSP gene cluster in
chromosome 30 fronk. infantumand L. major. The fourL. infantumand five L. major
mtHSP70homologues are shown as well as neighbouring gegeesces. The duplication
event inL. majoras well as the change in gene order between thepecies is highlighted.
(B) Evolutionary relationship of selected mtHSP70 an8PHO proteins from various
eukaryotic organisms artel coli DnaK. Neighbour-Joining tree based on the alignnoértte
various protein sequences. Boostrap values arershemt to the respective branches (10,000
replicates). GenBank accessions for proteins nstrdeed in Tables | and IICrithidia
fasciculatamtHSP70 (Cf) — M9568Zscherichia col(Ec) DnaK — NP 285706.
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Figure 3. Sequence comparison of the substrate bimy (SBD) and a-helical domains
from mtHSP70 and HSP70 homologues from selected eanyotic organisms. Clustal W
alignment comparing the sequence of the 18 kDatsatbshinding domain of mtHSP70 and
HSP70 homologues from organisms representing diftegroups of eukaryotes and akso
coli DnaK. Aminoacids identical in more than 60% of #egjuences are highlighted in dark
gray, while aminoacids defined as similar, basedhenBLOSUM 62 Matrix, on more than
60% of the sequences, are shown in pale gray. Wkeessary, spaces were inserted within
the various sequences (dashes) to allow bettenraigt. (The aminoacids marked with
were mentioned in Zhu et al. [1996] as being inedhn the substrate binding interaction,

whilst those marked with were from Stevens et al. [2003]).

Figure 4. Expression analysis of the mtHSP70 homajoes in different species of
trypanosomatids and during different life stages ofL. amazonensis. (A) Total protein
extracts fronE. coli XL1-Blue expressing the Lc2.1 and Lc2.2 recombir@oteins were ran
on 15% denaturing polyacrilamide gels with theraf§i purified his-tagged FP2 fragment and
the recombinant his-tagged version of the full tangytoplasmic HSP70 frorh. chagasi
Extracts from the non-transformé&d coli strain were also used as conti@) Western-blot

of the same samples shown in A using the antibogdigsfied anti-FP2 protein directed
against botH_eishmaniamtHSP70s showing the specific recognition, with aquatensities,

of the various mtHSP70 fragmen{€) Expression analysis of mtHSP70s in total protein
extracts derived from cultures &f major, L. amazonensis, L. chagasi, L. braziliensg.
cruziandT. brucei (log phase, insect form). Extracts from atbu 10 cells were loaded in
each lane(D) Expression analysis of the mtHSP70 homologues guifierent stages of the
growth curve ofL. amazonensisCultures were started at a concentration of ~3x&ls/ml
and maintained at 26 up to 10 days when the cells started dying. ldbatked cells were
obtained as described in the text and aliquots waken afters 6 hours and at daily intervals
up to 3 days when the cells died. The rounded aguastlike cells were obtained as
described in Cysne-Finkelstein et al., 1998. Edpadls of 18 cells were ran on 10% SDS-
PAGE gels prior to western-blotting.

Figure 5: Subcellular localization of mtHSP70s inL. chagas and L. brazlienisis
promastigotes. (A) Indirect immunofluorescence of exponentially grovin chagasi
promastigotes. To confirm the localization of thaclei and kinetoplast samples were
incubated with TOTO3 which has affinity for DNA. r&ilar results were obtained with
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braziliensis promastigotes (data not showrg) Immunogold labelling ofL. chagasi(top
panels) and.. braziliensis(bottom panels) promastigotes with the same anyilagdn A. The
arrows highlight the external mitochondrial memiaral stands for kinetoplast. Little or no

labelling was seen associated with the kinetoidasA.
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Table | — Summary of the main characteristics of tke Leishmania mtHSP70 homologues.

L.infantum | GeneDb | Size | MW L. major GenBank (GeneDb) | % ldentity
proteins accession| (no. of | (kDa) | orthologue(s) accessions fot.. (similarity) to
Aas) major proteins L. major
ortologue
LimtHSP70.1| LinJ30.2810 635 68.8 | LmmtHSP70.1 CAJ06531 94 (97)
(Lc2.1) (Lc2.1) (LmjF30.2460)
LimtHSP70.2 LinJ30.2820 660 71.6 | LmmtHSP70.2 CAJ06535 99 (99)
(Lc2.2) LmmtHSP70.3 (LmjF30.2470)
(Lc2.2) CAJ06535
(LmjF30.2480)
LimtHSP70.3| LinJ30.2870 661 71.7 | LmmtHSP70.5 CAJ06551 99 (99)
(Lc2.2) (Lc2.2) (LmjF30.2550)
LimtHSP70.4 LinJ30.2880 660 71.6 | LmmtHSP70.4 CAJ06539 99 (100)
(Lc2.2) (Lc2.2) (LmjF30.2490)
LIHSP70 |LinJ28.2920 654 71.2 LmHSP70 CAJ05735 97 (98)
(LmjF28.2770)
CAJ05736
(LmjF28.2780)

Table Il — Pairwise sequence comparison betwedn infantum mtHSP70/HSP70 proteins

and their nearest homologues identified in selectearganisms.

L. infantum | T. brucei T.cruz S. A. thaliana| H. sapiens
Proteins cerevisae
Lc2.1 82 (90) 80 (90) 55 (73) 57 (77 56 (75
Lc2.2 89 (95) 86 (93) 57 (74) 61 (79 59 (77
LIHSP70 88 (93) 83 (90) 70 (83) 71 (82) 72 (84

Values are shown as % identity (% similarity). GBheaccession fokL. infantumHSP 70 —
LinJ28.2920. Relevant GenBank accessions not iedud Table | for mtHSP70 homologues
(equivalent GenBank accessions, when availableparenthesis)Trypanosoma brucei
AAX80773 (Th927.6.3740); T. cruzi — EAN84370 (Tc00.1047053507029.30);
Saccharomyces cerevisad\NP 012579Arabidopsis thaliana- CAB80456;Homo sapiens-
EAWG62129. Acessions for cytoplasmic HSP70 homolsguE brucei — XP_829198
(Th11.01.3110); T. cruzi — XP_817738 (Tc00.1047053511211.17(9; cerevisae—
CAA81523;A. thaliana— NP_173055H. sapiens- NP_005336.



Rodrigo Menezes de Campos

Lc2.
Lc2.

Lc2.
Lc2.

Lc2.
Lc2.

Lc2.
Lc2.

Lc2.
Lc2.

Lc2.
Lc2.

Lc2.
Lc2.

N - [ [ [ - N -

=

101
101

201
201

301
301

401
401

501
501

601
601

Camizacdo Molecular de Antigenos...

Figure 1 — Campos et al., 2006
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Figure 2 — Campos et al., 2006
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