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Resumo Lobo, A.R

A leishmaniose visceral € uma doencga de alta mortalidade quando n&o tratada.
Aproximadamente 500.000 novos casos ocorrem todo ano, freqlientemente em paises
pobres e em desenvolvimento. No Brasil, a leishmaniose visceral é causada pela
Leishmania chagasi, que € ftransmitida principalmente pelo inseto vetor Lutzomyia
longipalpis. Ap6s 72 h de alimentagdo sanguinea num hospedeiro infectado, parasitas
prociclicos sao vistos aderidos ao intestino do inseto via flagelo. Esta adeséo é vital para a
evolucao do ciclo de transmissado do parasita. Em vetores espécie—especificos foi proposto
um papel para um lipofosfogligano (LPG) de superficie de Leishmania na ades&o, porém,
em vetores permissiveis, tem-se sugerido que esta adesao seja independente de LPG.

Com o interesse de identificar e caracterizar moléculas que possam ter uma
participacdo na interagdo parasito-vetor, nds iniciamos o estudo de duas moléculas de L.
chagasi denominadas Flag e Sup, pertencentes a familia de proteinas pequenas miristiladas
(SMP’s), que anteriormente haviam sido implicadas em adesdo ao tubo digestivo de
flebotomineos.

Amplificamos e sequenciamos o gene Flag de L. chagasi e observamos por
alinhamento multiplo o alto grau de conservagdo deste gene entre as espécies de
Leishmania. Proteinas Flag e Sup recombinantes foram produzidas e utilizadas para
producdo de anticorpos policlonais em coelhos. Vimos por Western Blot de extrato protéico
de varias espécies de Leishmania, que os anticorpos monoclonal e policlonal anti-Flag/MBP
e o anticorpo policlonal anti-Sup, reconhecem as proteinas em todas as espécies,
evidenciando a conservacao destas.

A imunolocalizacdo destas proteinas mostrou que a proteina Flag esta
preferencialmente localizada na forma promastigota na bolsa flagelar e no flagelo, e, em
amastigota, na bolsa flagelar e no flagelo interno curto, enquanto que a proteina Sup
mostrou localizagdo em toda a superficie do corpo em ambas as formas.

Experimentos de RT-PCR mostraram que ha transcri¢cdo diferencial de Flag e Sup
quando comparamos entre as formas evolutivas amastigotas e promastigotas. Flag tem uma
expressao parecida nas duas formas evolutivas enquanto Sup é mais expresso em
amastigotas.

Ensaios de inibicdo ex-vivo incubando previamente L. chagasi com anticorpo
monoclonal anti-Flag ou policlonal anti-Sup, mostrou reducéo significativa de parasitas
aderidos ao intestino de L. longipalpis

Na tentativa de identificar um potencial receptor para o parasita no intestino de L.
longipalpis, observamos a marcagéo de uma proteina de 27 kDa no extrato protéico do vetor

utilizando parasita biotinilado em experimentos de “ligand blot”.
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Abstract Lobo, A. R

Visceral leishmaniasis is an illness of high mortality if not treated. Approximately
500,000 new cases occur per year, frequently in poor countries. In Brazil, visceral
leishmaniasis is caused by Leishmania chagasi, transmitted by the insect vector Lutzomyia
longipalpis. After 72h of blood feeding in an infected host, procyclic parasites are seen
adhered to insect gut by the flagellum. This adhesion is vital for the completion of the
parasite cycle of transmission. In species-specific vectors a role for a surface
lipophosphoglycan (LPG) of Leishmania in the adhesion has been considered, while in the
permissible vectors, this adhesion may be independent of LPG.

Aiming to identify and characterize molecules that may be involved in the parasite-
vector interaction, we initiated a study of two molecules of L. chagasi, Flag and Sup, which
belong to the small myristylated protein family (SMP's), that have previously been implicated
in adhesion to the sandfly midgut.

We amplifyed and sequenced the Flag gene of L. chagasi and, using multiple
alignments, observed a high degree of conservation of this gene among Leishmania species.
Recombinant protein Flag and Sup were produced and used for polyclonal antibodies
production in rabbits. By Western Blot of total protein extract of some species of Leishmania,
we observed that the anti-Flag monoclonal and polyclonal antibodies and the anti-Sup
polyclonal antibody, recognized proteins in all the analyzed species, evidencing their
conservation.

Immunolocalization of these proteins showed that Flag is preferentially located in the
flagellar pocket and flagellum in the promastigote form and in the flagellar pocket and
internalized short flagellum in the amastigote, while Sup showed localization on the cell
surface in both forms.

Experiments of RT-PCR showed that there is a differential transcription of Flag and
Sup between amastigotes and promastigotes. Flag has similar levels of expression in both
evolutive forms while Sup is more expressed in amastigotes.

Assays of ex-vivo inhibition with L. chagasi previously incubated with monoclonal
antibodies anti-Flag or anti-Sup showed a significant reduction of the number of adhered
parasites to the L. longipalpis midgut.

In an attempt to identify a potential receptor for the parasite in the intestine of L.
longipalpis, we observed the labelling of a protein of 27 kDa in the protein extract of the

vector using biotinylated parasites in experiments of "ligand blot".
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1 - Introducgao Lobo, A.R

1.1) Leishmaniose

Leishmanioses sdo um problema de saude publica que atinge o Brasil e
outros paises do mundo. Mais de 12 milhdes de pessoas em 88 paises, sendo 22 do
Novo Mundo e 66 do Velho Mundo, apresentam leishmaniose e 2 milhdes de novos
casos surgem por ano (WHO, 2005). As leishmanioses sdo doengas tropicais
negligenciadas, tendo uma ligagédo complexa e forte com a pobreza. A dificuldade de
acesso ao sistema de saude atrasa o diagndstico e o tratamento apropriado,
acentuando a morbidade e a mortalidade (Alvar et al., 2006).

As leishmanioses séo doengas causadas pela picada do inseto-vetor fémea
(flebotomineo) infectada com o protozoario do género Leishmania (Ross, 1903), que
inocula as formas infectivas durante o seu repasto sanguineo. Mais de 20 espécies
de Leishmania podem infectar humanos e sabe-se que aproximadamente 50
espécies do inseto-vetor podem estar envolvidas na transmissao da doenga (WHO,
2005).

A ocorréncia da doenca numa determinada area esta relacionada com a
presenca de um vetor susceptivel e de um hospedeiro/reservatorio igualmente
susceptivel. Nestas areas, o hospedeiro reservatério animal, silvestre ou doméstico
esta envolvido no ciclo de transmissao zoonaético (Gontijo et al., 2004; WHO, 2005).

As leishmanioses podem resultar em duas principais formas da doenca,
leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral, determinadas pela espécie de
Leishmania e pelos fatores do hospedeiro em relagao a susceptibilidade e expressao
da doenca. A leishmaniose tegumentar americana é caracterizada por lesées
cutaneas que, sem tratamento, podem espalhar-se para outras partes da pele
(leishmaniose cutanea—difusa), mucosas do nariz ou boca e causar ulceragdes
(leishmaniose muco-cutanea). Ja a leishmaniose visceral americana, causada por
espécies viscerotrépicas que migram através do sistema reticulo-endotelial,
caracteriza-se pelo aumento do bago ou figado e, se nao tratada, pode levar ao 6bito
(Murray et al., 2005).

A leishmaniose visceral € uma doenga que ocorre mundialmente, onde 90%
dos casos humanos registrados ocorrem na india, Sudao, Bangladesh, Nepal e

Brasil (OMS, 2005). No Brasil, a leishmaniose visceral americana é causada pela
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Leishmania chagasi (Cunha & Chagas, 1937), transmitida principalmente pela
espéecie-vetor Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912).

Existe uma polémica em torno da origem da leishmaniose visceral no Novo
Mundo. Alguns autores acreditam que ela foi introduzida recentemente na época da
colonizacao européia, sendo causada pela espécie Leishmania infantum. Enquanto
outros, preconizam que a doenga estava presente antes da chegada dos
colonizadores europeus e até mesmo antes da separagdo do continente americano
da Africa, sendo causada pela espécie L. chagasi (Mauricio et al., 2000; Gontijo et
al., 2004; Dantas—Torres, 2006). Alguns autores tem usado nomes sub-especificos
para L. infantum infantum e L. infantum chagasi, visto que existem diferengas entre
os dois organismos (Lainson et al., 2005).

A leishmaniose tegumentar (LT) esta presente em todos os estados
brasileiros, principalmente em zonas rurais, tendo maior numero de casos nas
regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste. Enquanto que a leishmaniose visceral (LV)
atinge 19 estados brasileiros, sendo 70% dos casos na regido Nordeste. Atualmente,
a doenga tem sido transmitida também nas capitais do Sudeste e do Centro-Oeste
em Aracgatuba e Belo Horizonte (Funasa, 2002). As figuras 1.1 e 1.2 apresentam
uma avaliacdo histéria de 1980 a 2005, onde se observa a expansao da doenca no

Brasil dos casos de LT e LV (Fonte:http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos).
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Figura 1.1: Evolucdo dos numeros de casos de LT confirmados. Fonte: SVS
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Figura 1.2: Evolucdo do numero de casos confirmados de LV. Fonte: SVS

Alguns fatores podem contribuir para as mudangas no perfil epidemiolégico da
leishmaniose visceral no pais, como: fluxo migratério, introdugdo de hospedeiros
infectados em areas onde o vetor esta presente; desmatamento e alteragdes no
ecossistema provocados pelo homem, que for¢ca a saida do vetor e do reservatorio
animal com habitos silvestres para o ambiente doméstico. Além dos fatores citados,
a susceptibilidade do hospedeiro relacionado a desnutricdo, imunossupressao e
transplante de érgaos, facilitam o desenvolvimento da doencga (Lindoso et al., 2006).
Por exemplo, tem-se relatado um aumento de casos de pacientes com infeccéo
mista com HIV e Leishmania, o que causa um agravamento do quadro clinico da

leishmaniose (Gontijo et al., 2004).

1.2) O parasito Leishmania

Leishmania sao protozoarios patogénicos da ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae. A ordem Kinetoplastida caracteriza-se por apresentar uma
mitocédndria unica (cinetoplasto) que contem kDNA (DNA) composto por maxicirculos
e minicirculos, com os minicirculos representando 95% da massa de kDNA
(Simpson, 1987).
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1.21) Formas evolutivas do parasito

O flagelado Leishmania pode apresentar-se sob diversas formas evolutivas.
No hospedeiro vertebrado o parasita vive dentro do sistema fagolisosomal dos
macrofagos e apresenta-se na forma amastigota, arredondada e com um flagelo
curto interno limitado na bolsa flagelar (Hoare & Wallace, 1966). No hospedeiro
invertebrado, apresenta-se na forma promastigota prociclica, alongada e dotada de
flagelo, que se desenvolve no intestino do inseto (Molyneux, 1977) (Figura 1.3); e
também na forma promastigota metaciclica, infectiva, onde a célula € ainda mais
alongada e com um flagelo duas vezes maior que o tamanho do corpo (Sacks &
Perkins, 1984).

Forma amastigota <—

Figura 1.3: llustragdo esquematica das formas amastigota e promastigota de Leishmania. Fonte:

http://www.dbbm.fiocruz.br/tropical/leishman/leishext/ ht mL/morfologia.htm

1.22) O flagelo e a bolsa flagelar

O flagelo e a bolsa flagelar da Leishmania sao organelas com caracteristicas
peculiares. A membrana do flagelo e da bolsa flagelar sdo extensdes da membrana
plasmatica celular, mas sédo considerados como compartimentos celulares distintos,
uma vez que estes 3 dominios diferem na fungdo e na composicao lipidica e
protéica. O flagelo da Leishmania compartilha caracteristicas comuns com outros
flagelos, como a presenca de um axonema classico com 9 pares de microtubulos
periféricos e 2 microtubulos centrais, mas também exibe uma rara estrutura, o
bastdo paraflagelar (PFR). Este bastdo € constituido de filamentos discretos ao

longo do flagelo que se liga ao axonema e experimentos com mutantes PFR, tém
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mostrado o papel desta estrutura na motilidade dos tripanosomatideos. O flagelo
deste parasita esta primariamente relacionado com a motilidade e, além disto, esta
envolvido em outras atividades bioldgicas, como a adesdo ao epitélio intestinal do
hospedeiro invertebrado, funcbes sensoriais e de reconhecimento. Os
tripanosomatideos possuem um unico flagelo que emerge da bolsa flagelar, que é
uma invaginagao especializada da membrana plasmatica, especializada na secregao
de proteinas para o meio extracelular, na endocitose de nutrientes e na integragao
das proteinas de membrana na superficie celular (Bastin et al., 2000; Landfear et al.,
2001).

1.23) Ciclo de vida

O parasito Leishmania necessita do inseto flebotomineo para completar o seu
ciclo de vida e se propagar. O flebotomineo ao picar um homem ou animal infectado
(Figura 1.4), adquire as formas amastigotas do parasita. O bolo alimentar infectivo
passa para o intestino médio do inseto, onde é envolvido por uma matriz peritrofica
do tipo | formada por quitina e proteinas. Ainda dentro da matriz, as formas
amastigotas transformam-se em promastigotas dentro das 12-18 horas iniciais.
Estes promastigotas sofrem intensa multiplicagdo e, entre 60 a 72 horas apds o
repasto sanguineo, evadem a matriz peritrofica pela regido anterior. Neste momento,
podem ser encontrados na porgdo anterior do intestino médio muitos parasitas
ligados, via flagelo, as microvilosidades das células intestinais. No 7° dia a
passagem do bolo alimentar digerido esta completa, e na valvula estomodeal e na
cardia ha um acumulo de promastigotas metaciclicos que migraram para estas
por¢cdes anteriores apds a metaciclogénese.

A infecgdo no hospedeiro € iniciada com a inoculagdo de promastigotas
metaciclicos durante a hematofagia. O acumulo de promastigotas metaciclicos na
porcdo anterior do intestino, valvula estomodeal e cardia, € acompanhado pela
formagdo de uma estrutura semelhante a um gel, composto por filamentos de
proteofosfoglicano (fPPG). O fPPG é uma glicoproteina semelhante a mucina de

mamifero, secretada via bolsa flagelar que dificulta a ingestdo de sangue. Numa
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tentativa de desalojar esta estrutura semelhante a gel do aparato alimentar, o inseto
regurgita promastigotas metaciclicas durante o repasto sanguineo no hospedeiro
vertebrado (llg, 2000; Rogers et al., 2004; Kamhawi, 2006). Estas formas
metaciclicas sdo fagocitadas por macréfagos, onde se diferenciam em formas
amastigotas com intensa multiplicacdo celular. A manutengdo da infecgdo no
hospedeiro ocorre em consequéncia da ruptura das células infectadas (Walters et
al., 1989 ;Sacks e kamhawi, 2001; Soares et al., 2003; Kamhawi, 2006).

Figura 1.4: Ciclo de vida da Leishmania. Fonte: http://www.who.int/tdr/diseases/leish/direction.htm

1.3) O vetor flebotomineo

Os vetores de todas as espécies de Leishmania pertencem a familia
Psychodidae e a sub-familia Phlebotominae. Como integrantes da ordem diptera sédo
holometabolos, passando pela fase de ovo para os estagios de larva e pupa até
chegarem a adultos. As fémeas possuem um habito hematofagico necessario para
ovoposi¢ao, um corpo delgado e as pernas longas e delgadas (Figura 1.5). No
ambiente natural, as larvas alimentam-se de matéria orgénica do solo, enquanto os

adultos de ambos os sexos podem alimentar-se do néctar de plantas como fonte de
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acgucar. Acredita-se que a ingestdo de carboidrato pela fémea seja importante na
transmissao de Leishmania, afetando o seu desenvolvimento e transmisséao (Brazil &
Brazil, 2003; Soares e Turco, 2003).

Figura 1.5:  Lutzomyia  longipalpis. Fonte: http://www.micromacro.co.uk/  science/ht

mL/parisitology/sc3008.htm.

Em paises do Novo Mundo a transmissao da leishmaniose se da pelo inseto-
vetor do género Lutzomyia, enquanto que no Velho Mundo o género Phlebotomus é
o responsavel.

L. longipalpis é considerado um complexo de espécies. Barreiras geograficas
e climaticas sdo responsaveis por manter as populacdes isoladas, uma vez que a
migragao pelo voo é limitada. Estima-se que a taxa de voo do género Lutzomyia nao
exceda 100 metros num periodo de 24 hs. Este isolamento pode conduzir a um
direcionamento genético e/ou a uma pressdo da selegdo natural dependendo do
habitat local (Soares et al., 2003; Maingon et al., 2007).

1.4) Interagao parasito-vetor

Flebotomineos freqlientemente exibem especificidade para as espécies de
Leishmania que transmitem na natureza. Alguns fatores que determinam a
competéncia vetorial do inseto estao relacionados com a capacidade do parasita de:
sobreviver as enzimas digestivas e a sua habilidade de inibir ou retardar os picos de
atividade destas enzimas; de escapar da matriz peritréfica pela agao das quitinases

secretadas pelo parasita e pelo inseto; aderir-se as microvilosidades do intestino
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evitando sua excreg¢ao junto com o bolo alimentar (Sacks et al., 2001 ; Sacks e
Kamhawi, 2001; Kamhawi, 2006). Tem-se mostrado que a L. longipalpis € muito
permissivel, sendo facilmente infectada por varias espécies de Leishmania (Sacks et
al., 2001; Soares et al., 2003; Pinto-da-Silva et al., 2005).

Uma série de estudos tem investigado o papel do lipofosfoglicano (LPG) na
adesdo da Leishmania ao intestino do vetor, promovendo sua permanéncia no
intestino do inseto durante a excregdo do bolo alimentar digerido (Pimenta et al.,
1992; Kamhawi et al., 2000). LPG é um glicoconjugado presente em toda a
superficie de promastigotas, inclusive no flagelo, e esta organizado como um
glicocalix densamente filamentoso. Esta molécula consiste de uma ancora GPI, um
nucleo glicano conservada e um esqueleto com multiplas unidades repetidas de
Gal(B1,4)Man(a1)-PO,4 seguida por uma cap terminal. Diferengas interespecificas
foram observadas por variagbes nos acgucares das ramificagbes nas unidades
repetidas do esqueleto conservado de Gal(1,4)Man(a1)-POs e nos
oligossacarideos da estrutura cap (Sacks et al., 2001; Soares et al., 2003). Uma
importante evidéncia da participagao do LPG na adesao foi demonstrada com o uso
de mutantes de Leishmania donovani e Leishmania major defectivos em LPG, que
foram incapazes de se ligarem e sustentarem a infeccdo no intestino dos seus
respectivos vetores, Phlebotomus argentipes e Phlebotomus papatasi, apos a
excregao do bolo alimentar sanguineo (Butcher et al., 1996; Sacks et al., 2000;
Sacks et al., 2001)

O polimorfismo estrutural de LPG reflete uma heterogeneidade de receptores
no intestino de diferentes espécies de flebotomineo. A alta complexidade da
estrutura de LPG é encontrada em leishmanias que naturalmente infectam vetores
restritos, enquanto LPG dos parasitas que naturalmente infectam vetores
permissiveis sdo relativamente simples. Esta correlagdo sugere que polimorfismos
no LPG sao direcionados pela complexidade e especificidade dos receptores do
intestino (Sacks et al., 2001; Kamhawi, 2006)

Promastigotas prociclicos de cultura em fase logaritmica ligam-se no intestino
de seus vetores apropriados enquanto promastigotas metaciclicos, resgatados de

cultura de fase estacionaria, perdem esta capacidade (Pimenta et al., 1994; Sacks et
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al., 1984) A perda desta capacidade tem sido atribuida a modificagdes bioquimicas
no LPG ocorridas durante a metaciclogénese, controlando assim a adesao estagio-
especifico ao intestino. Estas modificagdes resultam no mascaramento dos residuos
de acgucares envolvidos na ligacao ao intestino e no alongamento da molécula de
LPG (Sacks et al., 2001; Kamhawi, 2006).

Em L. chagasi, o LPG de promastigota prociclico consiste de residuos de 31-3
glicose nas cadeias laterais das unidades repetidas e no cap, enquanto que em
promastigota metaciclico € observada uma baixa regulacdo nestas substituicdes de
glicose nas cadeias laterais, além de um aumento no tamanho das unidades
repetidas (Soares et al., 2002).

Algumas publica¢des tém reportado a capacidade de moléculas de lectina ou
similares a ela, de aglutinar Leishmanias (Jacobson, 1982; Svobodova et al., 1996;
Andrade et al.,, 1999). Uma lectina de Phlebotomus duboscqi foi purificada e
caracterizada por cromatografia liquida e SDS/PAGE como uma proteina de 42kDa-
44kDa. Usando IgG anti-lectina, obtida a partir de imunizagdo de coelho com
suspensdo de eritrécito aglutinado com lisado de intestino de P. duboscqui, foi
observada presenca de lectina no lumen e ao longo da superficie microvilar das
células epiteliais do intestino. (Volf, Skarupova e Man, 2002).

No intestino médio de L. longipalpis, alimentado com sangue ou frutose,
durante e apds a digestdo, foi reportada a localizagdo histoquimica de N-acetil-
galactosamina presente nas microvilosidades utilizando lectina conjugada a ouro
(Evangelista e Leite, 2002).

No intestino de P. papatasi foi identificado a expressdo de uma galectina
(PpGalec), pertencente a familia das lectinas, que se liga a B-galactosideos. As
galectinas sdo moléculas multifuncionais importantes no desenvolvimento,
homeostases e regulacdo da imunidade. Foi demonstrado que PpGalec funciona
como receptor para a unidade repetida do LPG de prociclicos de L. major, que tem
cadeias laterais do tipo 31-3. Isto foi baseado nas seguintes evidéncias: aumento da
expressao de PpGalec em fémeas adultas e sua restricdo ao intestino; expressao
restrita em espécies que transmitem L. major na natureza, P. papatasi e
Phlebotomus dubosqui (espécies irmas pertencentes ao sub-género Phlebotomus);

inibicdo da adeséo de promastigotas de L. major ao intestino (ex-vivo) de P. papatasi
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usando anticorpos anti-PpGalec; diminuicao da taxa de sobrevivéncia da Leishmania
no intestino de P. papatasi, quando alimentado com sangue contendo promastigotas
de L. major e anticorpos anti-PpGalec (Kamhawi et al., 2004; Beverley et al., 2004).

E possivel que LPG nZo seja a Unica estrutura responsavel pela adesdo do
parasito ao intestino do vetor. Evidéncias mostram que nos vetores espécie—
especificos o desenvolvimento do parasita € mediado pela molécula de LPG e por
lectinas no inseto, contudo, nos vetores permissiveis, esta interacdo parece néo ser
dependente da molécula de LPG (Volf & Myskova, 2007). Myskova e colaboradores
em 2007, demonstraram por experimento in vivo que o LPG n&o é requerido para
adesdo ou sobrevivéncia de L. major mutante em LPG, em flebotomineos
permissiveis como L. longipalpis e P. arabicus. Foi observado que o parasita
deficiente em LPG foi capaz de se ligar aos intestinos dos vetores permissiveis e
que, uma grande porcentagem dos insetos tinha uma alta carga parasitaria. Como a
adesdo da Leishmania ao intestino do fleb6tomo ocorre pela inser¢ao do flagelo
entre as microvilosidades (Killick-Kendrick, Molyneux & Ashford, 1974), pode existir
alguma molécula, estrutura ou mecanismo no flagelo, que justifique a interagdo com
as células intestinais do vetor apenas por esta organela.

Ismach e colaboradores em 1989 identificaram 2 componentes especificos do
flagelo a partir de anticorpos monoclonais desenvolvidos contra fragdes enriquecidas
do flagelo de promastigotas de Leishmania braziliensis. O primeiro esta associado a
uma molécula do bastdo paraxial e o segundo com a membrana flagelar. Este
segundo componente foi caracterizado como uma proteina de 13,2kDa distribuida
por todo o flagelo, com uma discreta concentracdo na bolsa flagelar. Por
imunofluorescéncia indireta observou-se que o anticorpo monoclonal especifico da
membrana flagelar reconhecia esta proteina em outras espécies de Leishmania,
como L. major e Leishmania amazonensis e em Endotrypanum schaudinni, uma
espécie pertencente também a ordem Kinetoplastidae.

Warburg e colaboradores em 1989 mostraram por imunofluorescéncia,
empregando anticorpos monoclonais especificos para o bastdo paraxial, que L.
major e Leishmania panamensis aderem quase que exclusivamente pelo flagelo a

segdes do intestino de P. papatasi. Mostraram também uma inibicdo de 42% da

10



1 - Introducgao Lobo, A.R

adeséo flagelar de L. major, previamente incubado com o anticorpo monoclonal para
a proteina flagelar, as seg¢des do intestino de P. papatasi. Esta proteina foi
denominada FLAG, caracterizada, purificada e parcialmente sequenciada por Rojas
(1997). Uma vez que pouco se sabe sobre a interagcdo de L. chagasi com L.
longipalpis, nosso laboratério iniciou um estudo sobre Flag como um possivel
responsavel por esta interacao.

O trabalho de tese de mestrado de Luanda Nascimento realizado no
Laboratério de Biologia Molecular de Tripanosomatideos e Flebotomineos, visou a
clonagem do gene e expressao da proteina Flag de L. amazonensis. Em 2004, Tull
et al., publicaram um artigo com a identificagcdo de uma nova familia de proteinas
pequenas e miristiladas (SMP, do inglés: small myristoylated proteins), bastante
conservadas em sequéncia, que estdo presentes nas espécies de Leishmania e
tripanosomatideos parasitas. Umas destas proteinas, nomeada SMP-1, é uma
proteina de membrana diacialada direcionada para o flagelo cuja localizagdo nao
depende de interacbes com estruturas do axonema ou proteinas do citoesqueleto do
flagelo. A sequéncia de SMP-1 descrita por Tull et al. em 2004, é a mesma obtida
por Rojas (1997) que na ocasido nomeou-a de Flag. Um anticorpo policlonal obtido a
partir do peptideo C-terminal de SMP-1 de L. major mostrou, por Western blot que
SMP-1 é expressa em promastigotas de L. major obtidas de culturas de fase log e
estacionaria e encontra-se ausente em amastigotas derivadas de lesdo. E por
imunofluorescéncia, utilizando o anticorpo policlonal, observou-se marcagdo no
flagelo de L. mexicana e L. donovani, resultado ja visto por Ismach et al. em 1989
utilizando o anticorpo monoclonal.

Estes autores (Tull et al.,, 2004) observaram também que sinais de
miristilacdo e palmitilacdo nas posigcdes Gly-2 e Cys-3 sdo essenciais para o
enderegamento flagelar a partir da construgao de dois mutantes SMP-1 que tiveram
seu direcionamento para o citosol.

Comparando a sequéncia de aminoacidos de SMP-1 (Flag) publicada no
trabalho de Tull et al. (2004), com a sequéncia caracterizada em nosso laboratério,
foi visto que esta seqliéncia apresentava uma alta similaridade com a sequéncia de

SMP-1, porém nao era Flag. Observou-se a presenga de uma glicina N-terminal na
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nossa sequéncia, que é um provavel sinal de miristilacdo, que a faz pertencer a
familia das SMPs. Além disto, observamos que o anticorpo policlonal obtido contra a
proteina recombinante, marcava a superficie do parasita e ndo o flagelo e por esta
razao a proteina foi chamada Sup (superficie). Estudo sobre o possivel papel de Sup

na interagéo parasita-vetor ainda permanece em aberto.

12
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2.1 - Objetivos Gerais

Um dos objetivos do nosso laboratorio é identificar e caracterizar moléculas
envolvidas no processo de alimentagdo sanguinea e infecgdo por Leishmania em L.
longipalpis. O presente projeto tem como objetivo caracterizar as proteinas de
superficie Flag e Sup de Leishmania e sua participagdo na adesao ao tubo digestivo
de L. longipalpis.

2.2 - Objetivos especificos

N Amplificar e seqlienciar o gene Flag de L. chagasi

N Produzir anticorpos e testar a reatividade

N Avaliar a presenga de Flag e Sup em diferentes espécies de Leishmania

A Imunolocalizar as proteinas Flag e Sup nas formas amastigotas e prociclicas de L.
chagasi

N Avaliar a expressao dos genes Flag e Sup em amastigotas e prociclicos

A Avaliar a inibicdo da interacdo de Leishmania ao intestino do inseto usando
anticorpo monoclonal anti-Flag e policlonal anti-Sup

N Identificar potenciais receptores de proteinas para L. chagasi presentes no

intestino de L. longipalpis
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3.1) Cultura de parasito

Promastigotas de Leishmania chagasi (MHOM/BR/1974/PP75), Leishmania
pifanoi (MHOM/VE/1975/LL1), Leishmania amazonensis (MHOM/BR/1967/PH8),
Leishmania major (MHOM/SU/1973/5-ASKH), Leishmania mexicana
(MHOM/BZ/1982/BEL21) e Leishmania donovani (MHOM/ET/1967/HU3) obtidas da
Colecado de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz, foram mantidas em meio 199
suplementado com 10% SFBi a 25°C

3.2) Cultura da forma amastigota de L. pifanoi.
Uma cultura de promastigota prociclico de L. pifanoi foi passada para meio
F29 suplementado com 10% de SFB a 31°C para amastigogénese. As formas

amastigotas foram mantidas neste meio, a esta temperatura.

3.3) Cultura de células LL5
Células embrionarias de L. longipalpis, LL5, foram mantidas em meio L15
(Sigma) a 25°C.

3.4) Insetos

Os insetos L. longipalpis foram capturados no parque da Gruta da Lapinha,
Minas Gerais, e mantidos em insetario para a obtengdo da 1° geracao (F1) a ser
utilizada nos experimentos. Apdés a eclosédo, os insetos foram alimentados com
solugéo de agucar 30%-50% ou em hamster anestesiado com injegao intramuscular
de 300 pL de Quetamina 10% (Francotar, Virbac do Brasil). A obtencdo de insetos
adultos e a colonizagao em laboratério seguem o protocolo descrito por Brazil e
Brazil, 2003.

3.5) Extragao de DNA total de Leishmania e quantificagao

Extracdo de DNA foi realizada a partir de uma cultura de parasitos em fase
exponencial. Os parasitos foram lavados 3 vezes com PBS e centrifugados a 4000 x
rpm por 10 min a 4°C. Uma concentracdo de 5x10’ promastigotas foi ressuspendida
em tampao de lise (60 mM Tris-HCI, 2,5 mM EDTA, 2,5M LiCl, 4% Triton X-100, pH
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8.5) e o tubo invertido varias vezes até a lise completa das células. Apds a
incubagdo da amostra por 5 min a TA, foram adicionados 150 pL de
fenol:cloroférmio (1:1, v/v), seguido por repetidas inversdes do tubo durante 5 min. A
fase aquosa foi separada por centrifugacédo a 14000 x g por 5 min e misturada com
300 pyL de etanol absoluto. A amostra foi centrifugada a 14000 x g por 10 min e o
DNA precipitado foi lavado com etanol 70% gelado. Apds a evaporagéo do etanol na
estufa a 37°C, o DNA foi ressuspendido em agua milliQ.

Para a quantificagdo do DNA, um volume da amostra foi diluido em agua e a
absorbancia medida em espectrofotdmetro num comprimento de onda (A) de 260nm.
A concentragdo do DNA foi calculada utilizando a férmula: A. 50 ug / mL. Fator de

diluigao.

3.6) Iniciadores
Os iniciadores construidos durante a tese (Tabela 3.1) foram sintetizados pela

empresa Bioneer, representada pela Sinapse no Brasil, e foram construidos

baseados em sequéncias disponiveis no GenBank.

FlagBam_F GGA TCC GGC TGC GGT GCT TCT TCT Bam HI
FlagMarce R AAG CTT CTT TTC CTT CTC CGC CTG Hind 111
Lp_F TAC AAC GAC ACG ACG CAG TAC -
LpFlag_R GTT CAC GCG GCC CTC AAT G -
LpSup_R ACT GCC GCT GCC GTC GCT CAT G -
LeishActin_F GTC GTC GAT AAA GCC GAA GGT GGT T -
LeishActin R TTG GGC CAG ACT CGT CGT ACT CGC T -

Tabela 3.1: Iniciadores de PCR com suas respectivas sequéncias e sitios de restrigdo.

3.7) PCR para amplificar Flag a partir de gDNA de L. chagasi

Para a amplificacado de Flag por PCR foram usados os componentes do Kit da
Promega “GoTag® Flexi DNA Polymerase”: 1x de tampédo GoTaq Flex; 0,12 mM de
mix de nucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,4 mM de cada iniciador:
FlagBam_F e FlagMarcel_R; 0,75 U/uL de GoTaq Flexi DNA polymerase ; 50-100 ng
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de DNA de L. chagasi, 1,5 mM de MgCl, e H,O para um volume final de 25 pL de
reagdo. O programa usado para amplificagdo foi: « 94°C < 3min
« 94°C < 30seg
« bh°C <30seg 25x
- 72°C ©72seg
- 72°C ©10min

3.8 Eletroforese de DNA e Purificagdo do produto amplificado do gel

Os produtos de amplificagdo e o DNA precipitado por PEG8000 40% e/ou
digerido com enzimas de restricdo foram separados eletroforeticamente em gel de
agarose 1,5% em tampao TBE 1x (10,8 g de Tris base, 5,5 g de acido bérico e 4 mL
de EDTA 0,5M pH 8) contendo 0,1 pg/mL de brometo de etidio, a uma diferenga de
potencial de 90-100V. As amostras, antes de serem aplicadas no gel de agarose,
foram misturadas com tampéo de corrida 6x (0,25% azul de bromofenol, 25% xileno
cianol e 30% glicerol em H,O) na concentragdo final de 1x. As imagens dos géis
foram visualizadas e registradas em equipamento UVP Bioimaging Systems, com o
programa LabWorks™ Image Acquisition and Analysis.

O produto amplificado ou digerido foi excisado do gel de agarose e purificado
segundo o protocolo do Kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System”

(Promega).

3.9) Clonagem do produto amplificado no vetor pGEM-T Easy.
Fragmentos obtidos por PCR ou fragmentos de PCR purificados do gel de
agarose foram clonados no vetor pGEM-T Easy (Promega) (Figura 3.1), segundo

instrucdes do fornecedor.
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Figura 3.1: Vetor de clonagem de fragmentos de PCR pGEM-T Easy

3.10) Preparo de células competentes DH5a e BL21

Bactérias Escherichia coli DH5a e BL21 estocadas em 20% de glicerol a -
70°C foram plaqueadas em meio LB agar (10 g/ L Triptona, 5 g/ L extrato de
Levedura, 10 g/ L NaCl, 15 g/ L agar) e incubadas a 37°C por 16 hs. Apds o periodo
de incubacéo, 1 colbnia foi selecionada e colocada para crescer em 20 mL de meio
2xYT (16 g/L Triptona, 10 g/L Extrato de levedura, 5 g/L Cloreto de sodio) com
agitacao a 37°C por 16 hs. O in6culo inicial foi diluido 100 vezes em meio 2xYT e a
absorbancia monitorada até alcangar uma ODggo de 0,4-0,6. A cultura foi incubada
por 10-30 min em gelo e centrifugada a 4000-5000 rpm por 5 min a 4°C. As células
foram ressuspendidas em 1/2 volume da cultura com 0,1 M CaCl, gelado, mantidas
no gelo por 1-2 hs, centrifugadas a 4000-5000 rpm por 5 min a 4°C e entado
ressuspendidas em 1/10 do volume da cultura com 0,1 M de CaCl, / 10% glicerol
gelado. As células foram aliquotadas e mantidas no gelo por 30 min antes de serem

armazenadas a -70°C.
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3.11) Transformacgao, Boil (STET) Mini-Prep e precipitagcao por PEG

Plasmidios recombinantes foram transformados em bactérias competentes
DH5a ou BL21. Um volume de 3 uL do produto de clonagem foi misturado a 50 pL
de células competentes e incubado em banho de gelo por 30 min. Apos este periodo
a amostra foi incubada a 42°C por 2 min, adicionado 1 mL de meio LB (10 g/ L
Triptona, 5 g/ L extrato de Levedura, 10 g/ L NaCl) e a amostra incubada com
agitacao a 37°C por 60 min. A amostra foi plagueada em uma placa contendo meio
LB agar com 100 pg de ampicilina, 50 mg/ mL X-gal, 100 mM IPTG e incubada a
37°C por 16 hs. Colbnias brancas, as que apresentavam o inserto, foram
selecionadas. Bactérias que foram transformadas com vetores que n&o tinham o
gene Lac Z, foram selecionadas aleatoriamente e a presenga do inserto verificada
por PCR de colbnia. Os clones positivos de interesse foram estocados em 20% de
glicerol a -70°C.

As colbnias selecionadas foram colocadas para crescer em meio LB contendo
100 pg de ampicilina com agitacdo a 37°C por 16 hs. Um volume de 3 mL de
bactérias foi centrifugado por 2 min a 14000 rpm e o precipitado ressuspendido em
400 pL de solucéo de STET (8 g de sacarose, 5 mL de TrisHCI pH 8, 10 mL de
EDTA 0,5 M pH 8,5 g de TritonX 100, avolumados para 100 mL) contendo 1 mg/ mL
lisozima. A amostra foi homogeneizada até o desaparecimento do pellet, fervida por
3 min e centrifugada por 15 min a 14000 rpm. O pellet foi removido com um palito e
ao sobrenadante foram adicionados 400 uL de isopropanol, misturados por inversao.
A amostra foi centrifugada novamente por 15 min a 14000 rpm e o isopropanol
removido. O tubo foi deixado invertido e o precipitado lavado 2 vezes com etanol
(70% e absoluto). Depois de seco em estufa a 37°C, o precipitado foi ressuspendido
em 29,5 L de H,O milli Q.

O plasmideo foi purificado através da precipitacdo com PEG. A amostra
ressuspendida em 29,5 uL de H,O foram adicionados 4 pyL de NaCl 4 M e 6,5 uL de
PEG8000 40% e mantida no gelo por 20 min. O DNA foi centrifugado a 14000 rpm
por 20 min a 4°C e o precipitado lavado 2 vezes com etanol (70% e absoluto). Apds

evaporacao do etanol, o precipitado foi ressuspendido em 20-30 uL de H,O milli Q.
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3.12) Sequenciamento

As amostras de DNA plasmidial purificadas contendo o inserto foram
sequenciadas no sequenciador automatico capilar ABI3730, da plataforma gendmica
DNA-PDTIS/FIOCRUZ. A quantificacdo do DNA para a reacido de seqlienciamento

foi feita visualmente com base na intensidade observada em gel de agarose.

3.13) Anadlise de Bioinformatica

Foram utilizados programas de bioinformatica na analise das informacdes
obtidas no sequenciamento do inserto plasmidial. Analise de similaridade das
sequéncias de nucleotideo e aminoacido foi realizada contra banco de dados de
tripanosomatideos no site Gene DB utilizando a ferramenta blast (Http:
www.genedb.org/). Para o alinhamento multiplo das sequéncias foi utilizado o

programa ClustalW 2.0 (www.ebi.ac.uk/clustalw) e sua posterior visualizagao foi

realizada no programa BioEdit. A arvore filogenética foi construida utilizando o

programa Mega 4 (www.megasoftware.net) com o método de Neighbor-Joinning e

bootstrap de 1000 réplicas. Para obter a seqléncia da fita complementar foi utilizada
a ferramenta Nucleic Acid Sequence Massager

(http://www.attotron.com/cybertory/analysis/segMassager.htm) e a traducdo através

da ferramenta ExPASy (http://au.expasy.org/tools/dna.ht mL). Os iniciadores foram

construidos utilizando o programa Primer 3.

3.14) Digestao Enzimatica do DNA plasmidial

O DNA plasmidial purificado do vetor pGEM-T Easy contendo o inserto
LcFlag, foi clivado com enzimas de restricbes para a liberagdo do inserto: 2 ug de
DNA plasmidial foram incubados por 2 hs a 37°C com 1x de tampé&o Il 10x (BioLabs),
2U das enzimas BamHI 10 U/ uL (BioLabs) e Hindlll 20 U/ yL (BioLabs), num volume
final de reacdo de 30 pL. A inativacdo da enzima foi feita incubando a amostra a
65°C por 20 min.

O vetor de expressao pMAL também foi digerido com as enzimas de restrigao

BamHI e Hindlll, utilizando a mesma condi¢ado da reacédo acima descrita.
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3.15) Desfosforilacao do vetor pMAL digerido

Apods a digestdo do vetor pMAL com BamHI e Hindlll e inativagdo da enzima
de digestdo, o vetor foi desfosforilado. Um volume de 18 pL do vetor pMAL foi
incubado por 30 min a 37°C com 2,57 uL da enzima Exonuclease |. Depois a
amostra foi incubada com SAP desfosforilacdo 10x por 15 min a 65°C, respeitando a

proporcao de 0,9 uL da enzima SAP para 7 yL de amostra.

3.16) Clonagem do inserto purificado LcFlag no vetor de expresséo
pMAL

O inserto LcFlag purificado a partir do gel, foi subclonado no vetor de
expressao pMAL-c4X (figura 3.2) que expressa uma proteina ligadora de maltose
(MBP). A quantidade referente a 100 ng do vetor pMAL desfosforilado e do inserto
digerido foram incubados por 16 hs a 14°C, com 0,5 U da enzima T4 DNA ligase (1
U/ uL), 1x de tampao T4 DNA ligase 10x (Promega), num volume final de reagao de
10 uL.
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Figura 3.2: Vetor de expresséo pMAL.
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3.17) PCR de colénia

PCR de colbnia foi feita para verificar a presenca de LcFlag no vetor pMAL.
Cada col6nia obtida da transformagao do produto de ligagdo do inserto LcFlag em
pMAL foi selecionada com um palito estéril e colocada em um tubo de PCR de 0,2
ML contendo 10 pL de agua milliQ. A amostra foi aquecida por 7 min a 95°C e entédo
a reacao de PCR realizada seguindo as condi¢des descritas no item 3.7.

3.18) Expressao de proteinas

Clones contendo o inserto LcFlag ou s6 o plasmideo foram selecionados com
um palito estéril e colocados em um Erlenmeyer de 250 mL contendo 20 mL de meio
LB com ampicilina. A amostra foi incubada em um agitador a 37°C por 16 hs e o
in6culo inicial foi diluido 100 vezes em meio LB com ampicilina. A amostra foi
incubada em um agitador a 37°C e a absorbancia monitorada até ser alcangada uma
ODggo de 0,8-0,9. Ao indculo foi adicionado IPTG numa concentracao final de 1 mM
para indugdo da expressao. Aliquotas de 500 pL no tempo Oh, correspondente ao
controle da indugéo, e nos intervalos de 1 h, 2 hs, 3 hs, 4 hs e 16 hs apds a indugao
com IPTG foram retiradas e a absorbancia lida numa ODgg. As aliquotas foram
centrifugadas a 10000 x g por 5 min e o pellet sonicado no gelo por 15 a 25 seg em
150 pL de tampéao de sonicagéo (200 mM de Tris-HCI pH 7,0-8,0; 200 mM de NaCl e
1 mM EDTA pH 8). As aliquotas foram centrifugadas a 14000 rpom por 10 min a 4°C
e o sobrenadante retirado. O volume de sobrenadante a ser utilizado foi calculado
com base na absorbancia da cultura de bactéria correspondente a aliquota no tempo
Oh (ndo induzido), e misturado ao tampao de amostra de proteina (3,8 mL agua, 1
mL 0,5M Tris-HCI pH6,8, 0,8 mL glicerol, 1,6 mL SDS 10%, 0,40 mL 283
mercaptoetanol, 0,4 mL 0,05% azul de bromofenol, para uma concentracao final de
4x) Este calculo foi feito utilizando uma regra de 3, no qual o volume atribuido ao
tempo 0Oh foi inversamente proporcional a absorbancia. Ao pellet foram adicionados
100 yL tampédo de amostra de proteina e o volume a ser utilizado foi calculado
relacionando este 100 pyL em uma regra de 3, onde 150 pL esta diretamente

relacionado com o volume de sobrenadante calculado num determinado tempo. As
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amostras foram fervidas por 5 min, aplicadas em um gel de SDS-PAGE 9% e
separadas eletroforeticamente a 150 V por 2 hs. Apds a corrida o gel foi corado com
azul de coomassie (0,1% de azul de coomassie R-250, 40% de metanol, 10% de
HOAC).

Uma vez determinado o melhor tempo de inducéo da proteina e verificado se
a mesma estava no sobrenadante ou no pellet apds a sonicagédo, uma nova indugao
foi feita. Um volume de 5 mL de cultura ndo induzida foi retirado antes da adigao do
IPTG e aliquotas de 45 mL foram tiradas no melhor tempo de indugédo da proteina.
As amostras foram centrifugadas a 10000 x g por 30 min a 4°C, o sedimento
sonicado e centrifugado a 10000 x g por 15 min. As fragdes foram separadas e
armazenadas a -70°C até a purificagdo da proteina recombinante. As fragdes
correspondentes ao sobrenadante da amostra induzida de Flag e da MBP foram
descongeladas e a quantidade de proteina total quantificada por BradFord (Bradford
M, 1976).

3.19) Purificagao por coluna de maltose da proteina de fuséao
LcFlag/MBP e da MBP.

As proteinas induzidas foram purificadas seguindo o protocolo do vetor pMAL:
“‘PMAL protein fusion and purification system (BioLabs)’. Resumidamente, 2 mL de
resina de amilose (BioLabs) foram colocados em um tubo falcon de 15 mL e a resina
lavada com 8 mL de tampao de lavagem 8 vezes a 1000 rpm por 15 min. O volume
correspondente a 6 mg de proteina total induzida presente no sobrenadante apds a
sonicacao de Flag e MBP foi adicionado a resina seguido por 5 mL de tampao de
lavagem. A amostra foi homogeneizada e incubada a 4°C por 16 hs. A resina foi
lavada 3 vezes com 8 mL de tampé&o de lavagem e depois a amostra eluida da
resina com 2 mL de tampdo de lavagem acrescido de 10 mM de maltose por 4
vezes. Ao final tinhamos 4 aliquotas de 2 mL que foram centrifugadas a 10000 rpm

por 5 min e o sobrenadante quantificado e guardado.
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3.20) Imunizagcao e producao de anticorpos policlonais anti-Flag/MBP e
anti- MBP

Todas as imunizagdes foram realizadas em coelhos neo-zelandeses,
mantidos no biotério do Pavilhdo Carlos Chagas-IOC-FIOCRUZ. Os experimentos
foram autorizados pelo numero de protocolo: CEUA P0-116-02.

Apds a visualizagdo da indugdo, um volume maior do extrato celular da
amostra induzida com IPTG foi aplicado no gel de poliacrilamida e, apés a corrida, a
banda correspondente a proteina de fusao Flag/MBP e a MBP foram isoladas do gel.
As bandas foram maceradas com um pistilo e homogeneizadas com um sistema de
2 seringas conectadas em 400 pL de PBS mais 800 uL de adjuvante de Freund
completo na primeira inoculagdo e depois maceradas em adjuvante de Freund
incompleto na segunda e terceira inoculagdes. As inoculagdes foram realizadas em
um intervalo de tempo de 15 dias. O sangue coletado antes e apds o processo de
imunizagao foi incubado a 37°C por 40 min, por 2 dias a 4°C. O soro obtido apés o

processo de coagulagéo foi retirado e armazenado a -20°C.

3.21) Dot Blot contra os anticorpos

Para testar a reatividade dos anticorpos disponiveis, experimentos de dot blot
foram realizados. Em uma membrana de nitrocelulose foi aplicado o volume
correspondente a 1 ug da proteina de fusdo Flag/MBP, Sup e MBP. As membranas
de nitrocelulose foram incubadas por 1h com TBS/Tween 20 0,1% com 5% (p/v) de
leite desnatado (Molico) sob agitagéo, e entdo incubados por 1 h sob agitacdo com
os anticorpos policlonais anti-Flag/MBP (1:500), anti-Sup (1:500), anti-MBP (1:500) e
monoclonal anti-Flag (1:300). As membranas foram lavadas 3 vezes por 10 min em
TBS/Tween 0,1% sob agitagao e entdo incubadas por 1 h sob agitagdo com os seus
respectivos anticorpos secundarios: anti-mouse IgG-HRP e anti-rabbit IgG-HRP (Bio
Rad laboratories), na diluicdo de 1:10000 em solugdo de TBS/Tween 0,1%. Apds 3
lavagens de 10 min sob agitacdo, a amostra foi revelada por quimioluminescéncia
(SuperSignal West Pico/Pierce) de acordo com as instru¢gdes do fabricante. Em
seguida as membranas foram expostas a filme radiografico (Kodak) e reveladas por
um sistema de revelacdo manual utilizando revelador e reforcador GBX e fixador,

ambos da Kodak.
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3.22) Origem da proteina recombinante Sup e dos anticorpos
monoclonal anti-Flag e policlonal anti-Sup

O anticorpo monoclonal anti-Flag foi obtido por colaboragdo com o grupo de
pesquisa de Diane McMahon-Pratt da Universidade de Yale, EUA (Ismach et al,
1989, Warburg et al, 1989). A proteina recombinante Sup e o anticorpo policlonal
anti-Sup foram produzidos durante a tese de mestrado de Luanda Nascimento, em

nosso laboratério (Marcelino-Nascimento, 2005).

3.23) Extrato protéico de Leishmania

Extrato de proteinas totais de parasitos foi obtido apds 3 dias de cultura (fase
exponencial). Promastigotas prociclicas foram lavados 3 vezes em PBS,
centrifugados a 3500 x g por 10 min a 4°C e ressuspendidos em um coquetel de
inibidores de protease (Sigma). As amostras foram congeladas em gelo seco e
descongeladas 3 vezes a temperatura ambiente. As proteinas totais foram dosadas
pelo método de Bradford (Bradford M, 1976).

3.24) Eletroforese de proteinas de Leishmania e Western blot

Géis de SDS-PAGE de 15% foram preparados segundo instrugbes do
fabricante do reagente de Bis/acrilamida 1:29 (Bio-Rad). A quantidade equivalente a
25 pg do extrato total de proteina de cada Leishmania, foi previamente fervida por 5
min em tampao de amostra de proteina e separada em gel de SDS-PAGE a 120 V
por 2 h usando sistema de Mini-proteina Ill (Bio Rad) .

As proteinas separadas foram transferidas a membranas de nitrocelulose (Bio
Rad) a 100 V por 1,5 hs a 4°C. Apés transferéncia, as membranas foram coradas
com solugao de Ponceau (Sigma) e incubadas por 1 h sob agitagcdo em solugéo de
TBS/Tween 0,1% com 5% (p/v) de leite desnatado (Molico). As membranas foram
incubadas com os anticorpos primarios: monoclonal anti-Flag (1:3000), policlonal
anti-Flag (1:500) e policlonal anti-Sup (1:500) por 2 hs sob agitagdo em solugao de
TBS/Tween 0,1% com 5% de leite desnatado, e entdo lavadas 3 vezes por 10 min
em TBS/Tween 0,1% sob agitacdo. Apos as lavagens, as membranas foram

incubadas por 1 h sob agitagdo com os seus respectivos anticorpos secundarios:
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anti-mouse 1gG-HRP e anti-rabbit IgG-HRP (Bio Rad laboratories), na diluigdo de
1:10000 em solugdo de TBS/Tween 0,1%. Apos 3 lavagens de 10 min sob agitagéo,
a amostra foi revelada por quimioluminescéncia (SuperSignal West Pico/Pierce) de
acordo com as instrugdes do fabricante. Em seguida as membranas foram expostas
a um filme radiografico (Kodak) e revelados por um sistema de revelagdo manual
utilizando revelador e reforcador GBX e fixador da Kodak.

3.25) Extracao de RNA total das formas amastigotas e prociclicas de
Leishmania e quantificagao

Uma cultura de L. pifanoi em fase logaritmica contendo formas promastigotas
prociclicas e uma cultura de formas amastigotas, foram centrifugadas por 4000 rpm
a 4°C e o pellet armazenado em freezer -70°C. As amostras foram ressuspendidas
em 1 mL do reagente Trizol (Invitrogen Life Technologies Inc) e o RNA total extraido
de acordo com as instrugbes do fabricante. Para a quantificagdo do RNA total
extraido, um volume da amostra foi diluido em agua e a absorbancia medida em
espectrofotdbmetro em um comprimento de onda de 260nm. A concentragéo foi

calculada utilizando a formula: A. 40 pg/mL. Fator de dilui¢ao.

3.26) RT-PCR dos transcritos dos genes Flag e Sup

Uma quantidade de 4 pg do RNA total extraido das formas amastigotas e
prociclicas foram tratadas com RQ1 DNAse (Promega), conforme o protocolo do
fabricante. O RNA foi incubado com 5 M de LiCl a -70°C por 16 hs e entdo
centrifugado a 14000 rom por 15 min a 4°C. O pellet foi lavado com etanol 70% e
centrifugado a 14000 rpom por 15 min a 4°C. Apds a evaporagao do etanol 70%, o
pellet foi ressuspendido em H,O tratada com DEPC. O RNA total obtido apds a
precipitacdo com 5 M de LiCl foi usado na sintese de cDNA utilizando o sistema
“Standard Reverse Transcription” (Promega) seguindo o protocolo do fabricante.

Na reagdo de RT-PCR foram usados os iniciadores Lp_F e LpFlag_R,
especifico para Flag que amplificam um fragmento de 171 pb; enquanto que os
iniciadores Lp_F e LpSup_R, especificos para Sup, produzem um fragmento de 225
pb. Como referéncia endégena da massa de cDNA utilizado nas reagbes de RT-

PCR foram empregados iniciadores para o gene de actina de Leishmania:
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LeishActin_F e LeishActin_R. O numero de ciclos correspondente a fase
exponencial de amplificacdo para cada um dos genes, foi determinado. As reagdes
realizadas em triplicata foram submetidas a 20, 25, 30, 35, 40 e 45 ciclos, sob as

seguintes condigdes:

95°¢ & 3min

95°C < 4Bseq

80°C < 30seq | X ciclos
72°C < 3Bseq

A partir destes resultados, obteve-se um intervalo do numero de ciclos onde
0S Nossos ensaios apresentaram-se em fase exponencial de amplificagdo. Cada
amostra de cDNA foi amplificada em triplicata com a seguinte condigcdo de PCR,
utilizando os reagentes do Kit: da Promega “GoTag® Flexi DNA Polymerase”. 0,4
MM de cada par de iniciadores especificos, 0,75 U/uL de GoTaq Flexi DNA
polimerase (Promega), 0,12 mM de mix de nucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 1x de tampédo GoTaq Flexi e 2 mM de MgCl, O produto amplificado foi

visualizado em gel de agarose a 2,5%.

3.27) Anadlise de intensidade de produtos de PCR

As imagens dos produtos do experimento de RT-PCR, foram medidas usando
o programa imagedJ 1.334s (Wayne Rasband, NIH, EUA- http://rsb.info.nih.gov/ij) e
os dados foram tabelados e submetidos a uma analise estatistica, onde foram
obtidos médias, desvios padréo e percentuais de intensidade.

Os calculos de média dos valores das trés repeticdes de cada reagao foram
feitos por média aritmética, e a partir destes valores foi calculado o desvio padrao.

Para a normalizacdo dos valores de intensidade dos diferentes amplicons
obtidos, foi estabelecido um fator de corregéo. O fator corresponde a razao entre os
valores da média aritmética das bandas de actina obtidos nas rea¢des de cada uma
das amostras de cDNA. Para isto assume-se que o valor de intensidade de uma
dada reagédo, corresponde a 100% de expressdo. O fator de corregcao obtido é
multiplicado pelo valor dos amplicons de Flag e Sup das formas amastigotas e

prociclicas. Assumiu-se como padrao de intensidade a média aritmética das
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amplificagbes com os iniciadores de actina com o cDNA de amastigota (2,537 =
100%).

3.28) Imunofluorescéncia de Leishmania.

De uma cultura em fase logaritmica de promastigotas de Leishmania ou de
uma cultura axénica de amastigotas, 1 mL foi centrifugado a 4000 x g por 5 min e o
pellet lavado 1 vez com PBS pH 7,2. O pellet foi ressuspendido em 25 uL de PBS pH
7,2. Cerca de 4 uL de amostra foram aplicados sobre um parafilme. Este material foi
coberto por uma laminula revestida com poli-L-lisina Poly-Prep (Sigma) durante 20
min a TA. A laminula com os parasitas aderidos foi fixada em metanol a -20°C por 20
min e lavada com solugéo de bloqueio (3% de BSA e 0,1% de Saponina em PBS pH
8.0). Apds a lavagem, 1 mL da solugado de bloqueio foi colocada sobre a laminula
por 1 h. A laminula foi colocada em contato com 20 pyL de solugao de anticorpo
primario na diluicao de 1:100 em solugédo de bloqueio por 1 h, lavada uma vez e
incubada com solugéo de bloqueio por 30 min. Em seguida a laminula foi incubada
por 1 h com os anticorpos secundarios: Alexa anti-mouse e Alexa anti-rabbit 488 e
546 (Molecular Probes), na diluicado de 1:100 em solugdo de bloqueio. A laminula foi
lavada 1 vez com solucao de bloqueio e entdo montada sobre uma lamina e vedada
com esmalte. As imagens foram observadas no microscépio Axioplan (Carl Zeiss) no
Laboratério de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer (UFRJ).

3.29) Ensaio de interagdo de L. chagasi ao intestino médio do
flebotomineo com os anticorpos monoclonal anti-Flag e policlonal anti-Sup

Flebotomineos fémeas com 2-5 dias de eclodidos, alimentados com 30% de
solugéo agucarada, foram dissecados em meio RPMI (Sigma Co) suplementado com
1% de BSA, 1 mM de MgCl, e 0,15 mM de CaCl,. Cabega, papo e tubulos de
Malpighi foram removidos e o intestino isolado, aberto ao longo do segmento
abdominal com uma fina agulha. Parasitas prociclicos de L. chagasi de uma cultura
de fase exponencial, foram centrifugadas por 5 min a 4000 rpm, lavados 2 vezes
com meio RPMI suplementado e contados em camara de Neubauer. Os intestinos
médios foram colocados em uma lamina céncava com 60 puL de meio RPMI

suplementado, contendo 2x107 parasitas previamente incubados, ou nao, com os
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anticorpos monoclonal anti-Flag (1:100) ou policlonal anti-Sup (1:100) por 30 min a
25-26°C. Ap6s um periodo de incubagédo de 25 min a 25-26°C, os intestinos foram
lavados 3 vezes com meio RPMI suplementado, transferidos individualmente para
um tubo de microcentrifuga com 40 yL de PBS e macerados com um pistilo. O

numero de promastigotas por intestino foi contado em cdmara de Neubauer.

3.30) Biotinilagao das proteinas da superficie do parasita

Uma cultura contendo 10’ L. chagasi em fase exponencial, foi lavada 3 vezes
com PBS pH 7,2 e centrifugada a 4000 x g por 10 min a 4°C. Os parasitas foram
ressuspendidos em 1 mL de PBS contendo 0,1 mg de biotina (Sulfo-N HS-Lc-Biotin/
Pierce Biotechnology, IL, USA) e incubados por 20 min a 4°C. A suspensao de
parasitas foi lavada 3 vezes com PBS pH 7,2 com centrifugagdo a 4000 x g por 5

min a 4°C, para remover a biotina n&o ligada.

3.31) Extrato protéico do intestino de L. longipalpis para experimento de
Ligand Blot

Flebotomineos com 2-5 dias de eclodidos foram alimentados com sangue de
hamster anestesiado e, 72 hs apdés a alimentagao, as fémeas alimentadas foram
dissecadas em PBS pH 7,2 e seus intestinos colocados em um coquetel de
inibidores de protease (Sigma). Ao tubo contendo os intestinos foi adicionado

tampéao de amostra de proteina e este foi fervido por 5 min.

3.32) “Ligand Blot” de proteinas do intestino de L. longipalpis com
parasitas vivos biotinilados (Dias et al., 2007).

Um volume equivalente a 15 intestinos do extrato protéico de L. longipalpis,
foi separado por SDS-PAGE em gel de poliacriiamida 15% a uma voltagem
constante de 120 V por 2 h usando o sistema de Mini-proteina Il (Bio Rad). As
proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose a 100 V
por 1,5 h a 4°C, em tampao de transferéncia de proteina (3 g de Tris Base, 14,4 g de

Glicina, 200 mL de metanol, avolumado paraum 1 L)
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A membrana foi bloqueada por 1 h sob agitagdo em solugao de bloqueio (TBS
pH 7,2/Tween 0,05% com 1% (p/v) de BSA), e entdo incubada por 1 h sob agitagéo
em solugdo de bloqueio sem ou com 10’ parasitas vivos previamente biotinilados/
mL. Apdos a incubagdo a membrana foi lavada 3 vezes por 10 min com TBS pH
7,2/Tween 20 0,05% sob agitagédo e incubada na mesma solugdo com 0,1 ug/ mL de
estreptavidina conjugada a peroxidase por 30 min sob leve agitacdo. Apds a
incubagcao a membrana foi lavada 3 vezes por 10 min com TBS pH 7,2/Tween 20
0,05% sob agitagédo e as bandas contendo o parasita ligado foram detectados com o
kit de quimiluminescéncia, SuperSignal West Pico Rabbit IgG Detection Kit (Pierce),

de acordo com o protocolo do fabricante.

3.33) Preparo das proteinas e acoplamento na resina para o experimento
de “Pull Down”

Cerca de 1-5 mg/ mL das proteinas Flag, Sup e pMAL foram colocadas em
membranas de dialise contra 1 L de tamp&o de ligagdo a 4°C com agitagdo. Apos 3
dias de dialise, com trocas diarias do tampao de ligagdo, as proteinas foram
recuperadas e acopladas a uma resina de sefarose, CNBr-activated Sepharose 4B
(GE Healthcare), seguindo o protocolo do fabricante. Ao final do processo, as
resinas com as proteinas conjugadas foram guardadas a 4°C com 0,05% de azida

sodica.

3.34) Pull Down de extrato protéico de células LL5 com as proteinas
conjugadas em sefarose e SDS-PAGE

Um pellet de células LL5 foi ressuspendido em um coquetel de inibidor de
protease (Sigma) e as proteinas quantificadas pelo método de Bradford. Um volume
de 200 uL das resinas conjugadas as proteinas Flag, Sup, pMAL e também da
resina pura (controle negativo), foi centrifugado a 2000 rpm por 3 min e o pellet
lavado 2 vezes com 200 uyL de 50 mM de Tris-HCI pH8,0/ 50 mM de NaCl/ 25mM de
KClI a 2000 rpm por 2 min. Ao pellet foram adicionados 200 ug de extrato protéico de
células LL5 em 500 uL da solucdo de TrisHCL/NaCI/KCI e a mistura foi incubada por
2 h a TA sob agitagdo. As amostras foram lavadas 3 vezes com 5 volumes iniciais da

resina em solucao de TrisHCL/NaCI/KCI. A um volume de 20 pL de resina de cada
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amostra foi adicionado 9 yL tampao de amostra de proteina e esta mistura foi
centrifugada a 3000 rpom por 3 min. O sobrenadante foi separado do pellet de resina
e estes foram fervidos por 5 min. As amostras foram separadas em gel de
poliacrilamida 12% a 150V por 2 h e o gel corado pela prata segundo protocolo de
Blum et al. (1987).
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4.1) Amplificagao e Sequenciamento do gene Flag de L. chagasi.

O DNA genbdmico extraido de L. chagasi foi utilizado para amplificar o gene
Flag por PCR, utilizando o par de iniciadores FlagBam_F e FlagMarcel_R que foram
desenhados com base na sequéncia do gene Flag de L. infantum disponivel em
banco de dados. O volume total de 25 uL da reagdo de PCR foi aplicado em gel de
agarose 1,5% e apo6s a corrida, uma banda esperada de aproximadamente 400 pb

foi observada (Figura 4.1).

1 pi

—> LcFlag

= EEZEEs

Figura 4.1: Amplificagdo do gene Flag de L. chagasi por PCR. A linha 1 corresponde ao

marcador de DNA de 100 pb (Fermentas) e a linha 2 ao fragmento LcFlag amplificado.

Apods a purificagdo do produto amplificado do gel de agarose, o fragmento foi
clonado no vetor pGEM-T Easy. O sitio de restricdo foi incluido na posi¢cao 3° e
5'dos iniciadores FlagBam_F e FlagMarcel_R, respectivamente, para posterior
subclonagem do fragmento amplificado por PCR no vetor de expressao pMAL-c4x.
O produto da ligagao foi transformado em célula competente DH5a, sendo o DNA
plasmidial extraido por Boil Mini-Prep e purificado por PEG8000 40%. Para verificar
que a amplificagao foi feita a partir do gene de interesse, 2 clones da amostra LcFlag
foram sequenciados Na figura 4.2 € mostrada a sequéncia nucleotidica obtida com

0 sequenciamento e sequéncia protéica deduzida.
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ATGGGCTGCGCTGCTTCTTCTGAGARCAGCAGCETCACGTACGTGAACCGEGCARAGOCCACCTTCACGGGETS 70
M & ¢ & A 5§ 8§ E N & 58 ¥v T ¥ ¥y N &6 K P T F T G

AGGAGGTGACGAAGGGCTTCGAGAAGGACAATGGGCTGCTTTTCCGCACCGT GRACARGRAGARGAAGCA 140
E E v T K ¢ F E K D W ¢& L L F R T VvV N E K E EK g

CTGGGOCTACTACAACGACACGACGCAGTACGAAATGCACGTCCTGGTCACCTTCAACGAGGACTGTGAC 210
W A ¥ ¥ N DT T Q ¥ E M H V¥V L ¥ T F N E D C D

ATCAAGCGCTCTTGGCAAGACGAACCTGEGAGCACGCAGGAGAMCGECGAGTGECTAGCCTCCGTGETGGTGT 280
I R A L &6 BT K L E @ @ E N G E W V A 58 V ¥ V¥V

AT EOGACACGEACATCTTCATTGAGECCCECGTEGAACGCCTTCARGTCGARAGATGEACGCCTTGCC 350
Y P C E T E M F I E &6 R ¥V N & F K 5 FER M b A L P

GOTGTOGEGAGGAGTACCGCCAGCGTCAGGCGGAGARAAGGARARG 353
L & E E ¥ R Q@ R Q@ B E K E K

Figura 4.2: Sequéncia codificante do gene Flag de L. chagasi. Em cima & mostrado a sequéncia
nucleotidica e em baixo, a sequéncia protéica deduzida. O sublinhado indica a regido onde os primers

se anelam.

4.2) Analise da sequéncia de Flag de L. chagasi.

A sequéncia de aminoacidos predita de Flag foi obtida utilizando o programa
ExPASYy (Figura 4.2). Esta sequéncia foi comparada com o banco de dados (gene
DB) de algumas espécies de Leishmanias e Trypanosoma. Analise do alinhamento
das sequéncias e da arvore filogenética foi feita utilizando o programa ClustalW, com
a arvore filogenética construida pelo método Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987)
com bootstrap de 1000 replicatas.

O alinhamento das sequéncias de aminoacido (Figura 4.3A) mostra um
dominio N-terminal bem conservado entre as espécies de Leishmania: L. chagasi
(LcFlag), L. major (LmFlag) e L. infantum (LiFlag) e Trypanosoma: T. cruzi (TcFlag),
T. brucei (TbFlag); e um dominio C-terminal altamente divergente das espécies de
Leishmania em relagao as espécies de Trypanosoma. Como representado na figura
4.3A por um asterisco, a sequéncia N-terminal destas proteinas contém um dominio
de miristilacédo forte (MGXXXS/T).

A analise filogenética da proteina nos tripanosomatideos disponiveis, revelou
3 ramos. O primeiro ramo com as sequéncias de leishmanias, o segundo com T.

cruzi e o terceiro ramo com T. brucei (Figura 4.3B).
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Figura 4.3: Comparagdo da sequéncia de Flag nos tripanosomatideos. (A) Alinhamento
CrustalW da seqliéncia de LcFlag contra sequéncias de Flag de L. infantum (LiFlag), L. major
(LmFlag), T. cruzi (TcFlag) e T. brucei (TbFlag). Os aminoacidos idénticos e similares foram
marcados em preto e cinza, respectivamente. O sinal de miristilagdo foi marcado com um asterisco.
(B) Arvore filogenética da seqiiéncia de Flag das espécies utilizadas no alinhamento. A escala

representa 0.05 substituicdes nucleotidicas por sitio.

4.3) Subclonagem do fragmento LcFlag clonado em pGEM-T Easy no
vetor de expressao pMAL

O DNA plasmidial purificado por PEG, resultado do produto de clonagem
LcFlag em pGEM-T Easy, foi quantificado por leitura no comprimento de onda a
260nm. Apds a quantificacao, 2 uyg do DNA plasmidial foi incubado com as enzimas
de restricbes BamHI e Hind Ill, para a liberagdo do inserto LcFlag. Apdés a
visualizagdo no gel do produto da digestdo, a banda de 400pb correspondente a

LcFlag foi extraida (Figura 4.4, linha 3) e o inserto purificado do gel. As linhas 1 e 2
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correspondem ao marcador de DNA de 100 pb e ao plasmideo pGEM-T Easy sem

inserto digerido com BamHI e Hindlll, respectivamente.

Sk
- —= Plasmideo

— LcFlag

UEREE

SEEEE

Figura 4.4: Digestao de LcFlag clonado em pGEM-T Easy com as enzimas BamHI e Hindlll. A
linha 1 corresponde ao padrdo de peso molecular de 100 pb; a linha 2 ao plasmideo sem inserto

digerido e a linha 3 ao produto da digestdo com a liberagéo do inserto.

O inserto LcFlag foi clonado no vetor pMAL, previamente digerido e
desfosforilado, que foi transformado em células competentes BL21. Como o vetor
pMAL n&o possui 0 gene Lac Z, ao plaquearmos as bactérias transformadas na
placa de LB agar com ampicilina, ndo foi adicionado IPTG e nem X-Gal. O gene Lac
Z na presenga de um indutor (ex: IPTG), transcreve e traduz a proteina B
galactosidase que quebra o substrato x-Gal, produzindo uma coloragao azul. Entao
como nao pudemos separar colénias brancas das azuis, os clones positivos,
contendo o inserto, foram confirmados por PCR de colénia e o resultado visualizado
em gel de agarose 1,5% (Figura 4.5). Observamos que todas as coldnias
selecionadas continham o fragmento esperado de aproximadamente 400 pb, que

corresponde ao inserto LcFlag (linhas 2 a 11).
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Figura 4.5: PCR de colbnia. A presenga do inserto LcFlag no vetor de expressdo pMAL foi
confirmada em gel de agarose apos reagdo de PCR. Linha 1 corresponde ao marcador de DNA de
100 pb; linhas 2 a 11: resultado da reagéo de PCR para amplificar LcFlag de colbénias selecionadas;

linha 12: controle negativo da reagéo de PCR.

4.4) Inducao e purificagao da proteina de fusédo LcFlag/MBP e da MBP.

Apods a confirmagdo da presencga do inserto por PCR, a colbnia foi crescida
em meio LB com ampicilina e a expressao induzida com 1 mM de IPTG. Aliquotas
da amostra foram tiradas antes e apds a indugdo com IPTG, em diferentes tempos.
As aliquotas foram centrifugadas, o pellet sonicado em tampao de sonicagdo e o
sobrenadante separado do pellet por centrifugacdo. Foi calculado o volume
necessario para cada amostra ter a mesma concentracdo no gel. As fracbes
recuperadas foram misturadas com tampao de amostra e aplicadas em um gel de
poliacrilamida. Apds a corrida e coloragcdo do gel por azul de Coomassie, foi
observado que a proteina de fusdo Flag/MBP de aproximadamente 57,5 kDa estava
presente no sobrenadante, ndo formando corpos de inclusdo, e que era mais

expressa a partir de 2 hs apés a indugao (Figura 4.6).
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Figura 4.6: Gel de SDS-PAGE mostrando a indugéo da proteina fusdo Flag/MBP. O extrato protéico
do pellet (P) e do sobrenadante (S), recuperados apds a sonicagao, de cada tempo antes (0h) e apos
a indugao (1h, 2h, 3h, 4h e 16h) com 1 mM IPTG foram separadas eletroforeticamente. A banda
correspondente a proteina Flag induzida esta sinalizada com uma seta.

Com a finalidade de confirmarmos que a banda observada correspondia a
proteina de fusdo Flag/MBP e de termos um controle nos experimentos futuros, a
MBP foi expressa. Para fins demonstrativos, o extrato protéico das amostras
correspondentes a indugdo da proteina de fusdo Flag/MBP e da MBP, foram
separadas em um gel de SDS-PAGE 9%. Apods a coloragao com azul de Coomassie

(figura 4.7), observamos que as proteinas expressas possuem o tamanho esperado:
fusédo Flag/MBP 57,5 kDa (linha 2) e MBP 42,5 kDa (linha 4).
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Figura 4.7: Comparagdo da expressao da proteina de fusdo Flag/MBP e MBP. As linhas 1 e 3
correspondem a amostra antes da indugdo, enquanto que as linhas 2 e 4 correspondem a indugéo
por IPTG da proteina de fusdo Flag/MBP e da MBP, respectivamente. PM refere-se ao padrdo de

massa molecular.

Uma vez confirmada a expressao das proteinas Flag/MBP e da MBP, uma
nova inducéo foi realizada recuperando a amostra 2 hs apés a adicao de 1 mM
IPTG. O sobrenadante de cada amostra, apds a sonicagéo, foi utilizado na etapa de
purificacdo das proteinas em coluna de maltose. Apds a eluicdo com 10 mM de
maltose, as fragbes foram recuperadas e visualizadas em gel de poliacrilamida. Na
figura 4.8A, as fragbes F1 a F6 correspondem a eluigdes sequenciais da proteina de
fusdo Flag/MBP, enquanto que em B as fragdes purificadas da MBP. Nela
observamos uma maior concentracdo da proteina purificada nas primeiras fracbes

com relacao as ultimas.
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Figura 4.8: Purificacdo da proteina de fusao Flag/MBP (A) e MBP (B). As fracbes de F1 a F6

correspondem a eluigdo seqliencial de cada proteina da resina adicionando maltose.

4.5) Producgédo dos anticorpos anti-proteina de fusdao Flag/MBP e MBP

Para a obtencdo dos anticorpos, proteinas totais do extrato celular das
culturas induzidas por IPTG foram resolvidas em gel de poliacrilamida 9% (Figura
4.9. As bandas correspondentes a proteina de fusdo Flag/MBP (A) e MBP (B), foram
excisadas do gel de poliacrilamida apos corrida eletroforética. As amostras foram
emulsionadas com adjuvante de Freud completo e incompleto antes de serem
inoculadas no coelho. Antes e apds as imunizagdes o sangue foi processado e o

SOro recuperado.
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Figura 4.9: Géis de poliacrilamida de proteinas induzidas usadas para imunizagbes em coelhos.
Visualizagdo apos coloragao por azul de coomassie do extrato protéico total das amostras induzidas
para a expressao da proteina de fusdo Flag/MBP (A) e para a expressdo da proteina ligadora de
maltose (B). As linhas 1 correspondem ao padrdo de peso molecular; enquanto que as linhas 2 ao
pogo unico feito para aplicar a amostra induzida. A area delimitada por um retangulo corresponde as

areas excisadas dos géis.

4.6) Dot Blot para testar a reatividade dos anticorpos monoclonal anti-
Flag, policlonal anti-Flag/MBP, anti-Sup e anti-MBP

A reatividade dos anticorpos disponiveis foi testada por dot blots das
proteinas Flag, Sup e MBP. Observamos na figura 4.10B que o anticorpo
monoclonal anti-Flag (1° quadrante) ndo reconheceu as proteinas Flag/MBP, Sup e
MBP; que o anticorpo policlonal anti-Flag/MBP (2° quadrante) e policlonal anti-MBP
(3" quadrante) reconheceram a proteina Flag e MBP; e o anticorpo policlonal anti-

Sup (4° quadrante) reconheceu as 3 proteinas.
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a- Sup a-MBP

Figura 4.10: Dot Blot para testar a reatividade dos anticorpos contra as proteinas disponiveis. (A)

llustracdo esquematica da posicéo das proteinas nas membranas. (B) Resultado do experimento de
Dot Blot, incubando as membranas com o anticorpo monoclonal anti-Flag (1), policlonal anti-
Flag/MBP (2), policlonal anti-MBP (3) e policlonal anti-Sup (4).

4.7) Expressao de Flag e Sup em varias espécies de Leishmania

Com a finalidade de investigar a expressdo das proteinas Flag e Sup em
diferentes espécies de Leishmania, a mesma quantidade de extrato protéico total (25
Mg) de cada espécie foi separada e transferida a membrana de nitrocelulose (figura
4.11A).

Analise por Western blot utilizando os anticorpos primarios monoclonal anti-
Flag (Figura 4.11B) e policlonal anti-Flag/MBP (Figura 4.11C), reconhecem uma
proteina de peso molecular aproximado de 15 kDa correspondente a proteina
flagelar Flag. Além disto, indicam que esta proteina é reconhecida mais fortemente
em niveis maiores em L. chagasi (linha 1) e L. donovani (linha 5), em niveis
intermediarios em L. pifanoi (linha 2) e L. major (linha 4) e em niveis menores em L.
amazonensis (linha 3) e L. mexicana (linha 5). O mesmo experimento utilizando o
anticorpo policlonal anti-Sup (Figura 4.11D), observamos que o anticorpo também
reconhece uma proteina de 15 kDa correspondente a proteina Sup. Além disto,
vemos uma maior marcagdo em L. chagasi (linha 1) e L. donovani (linha 6), e

auséncia de marcacao no extrato protéico de L. mexicana.
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Figura 4.11. Transferéncia e Western blot de extrato protéico total de diferentes espécies de
Leishmania. O equivalente a 25 ug de proteinas totais das seguintes espécies de Leishmania: L.
chagasi (linhas 1), L. pifanoi (linhas 2), L. amazonensis (linhas 3), L. major (linhas 4), L. mexicana
(linhas 5), L. donovoni (linhas 6), foram usados nos experimentos. PM corresponde ao padrao de
massa molecular. (A) Resultado da transferéncia protéica revelado por Ponceau; (B, C) Western blot
utilizando os anticorpos monoclonal anti-Flag (1:3000) e policlonal anti-Flag/MBP (1:500), que
reconhecem a proteina Flag (15 kDa); (D) Western blot utilizando o anticorpo policlonal anti-Sup

(1:500), que reconhece a proteina Sup (15 kDa).
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4.8) Desenho dos iniciadores que diferenciam Flag e Sup para RT-PCR

Sequéncias dos genes Flag e Sup de L. infantum disponiveis no Banco de
dados Gene-DB, foram alinhadas e uma regido conservada entre as duas
sequéncias foi selecionada para o desenho do iniciador forward: Lp_F. Regides nao
conservadas foram selecionadas para a construcdo do iniciadores reversos:
LpFlag_R e LpSup_R, de uma maneira que diferenciasse Flag de Sup, gerando

amplicons de tamanhos diferentes: 171 e 225 pb respectivamente (Figura 4.12).

Lisup i GCTCCARCTCCRCCAATAGARRGATCATAT ACAAGAATGGCAGGCCCACCTTCAAGGGGG
LiFlag ATGGGCTGOGETGCTTCTTCTGRAGAACAGCAGCGT CACGT ACGT GARCGGCARGCCCACCTTCACGGGETG
P AME T S = o e e e e e e e e e e e
Lisup ATGAGGTGGTGAAGGGCTTCGAGAG AGACAACGGTCTTCTCTTCCGCAT CGTCAAG AGGARG ARAGGGCA
LiFlag AGGAGGTGACGARAGGGCTTCGAGAAGGACAATGGGCTGCTTTTCOCGCATCGT GARCARAG ARG ARG ARGCR
PRimams - e i o i ol o ) o i i o i i i
Lisup TCAGACGTGGGCTTTCT ACANG ACACGACGCAGT ACARCATGCGCATCART GTCACCTTCGCOGCCGGT
LiFlag  ------ TGEECET ACT ACAACGACACCACCCAGT ACGARATGCACGTGCTCGTCACCTTCARCGAGGR
Primers -—----—-----————- LToh ¥ oo Tor: Tael Tatelod T gl — — — — —— — ——— — —— ————
Lp F

Lisup GCGAGCTCACCGCCCTCGEACACACARAGET AGT GAARGGEECCAGCCECGACTEGETTGCCACCETCOG
Primers

Lisup

LiFlag

Primers

Lisup

LiFlag

Primers

Figura 4.12: Alinhamento dos genes Flag e Sup de L. infantum, indicando as regides onde os
iniciadores Lp_F , LpFlag_R e LpSup_R (terceira linha/Primers) anelam. Nucleotideos idénticos foram

marcados em preto pelo programa utilizado (BioEdit).

4.9) Expressao diferencial de Sup e Flag

O RNA total extraido de culturas de formas amastigotas e prociclicas de L.
pifanoi, foi submetido a reacdo de sintese de cDNA. Na reagdo de sintese, o
controle negativo de cada RNA foi incluido. Apds a sintese de cDNA as amostras
foram submetidas a reagdo de PCR variando o numero de ciclos, para identificar a

fase exponencial para cada transcrito. Foram desenhados iniciadores capazes de
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discriminar e gerar amplicons de tamanhos diferentes para cada um dos genes.
Estes iniciadores foram baseados nas sequéncias de Flag e Sup disponiveis de L.
infantum. Na reacéo foram utilizados os pares de iniciadores: Lp_F e LpFlag_R para
amplificar Flag; Lp_F e LpSup_R para amplificar Sup; e LeishActin_F e LeishActin-R
para actina. Foi estabelecido que o numero de repeticbes para os ciclos de PCR a
serem usados no experimento de expressao diferencial seria de: 32 ciclos para Flag,
35 para Sup e 36 para Actina. Apds o estabelecimento das condicbes de
amplificagdo, uma nova reagao de PCR foi realizada utilizando 1 uL de cada cDNA
na diluicdo de 1/60. Para cada condigao utilizada, foi feita reagdo em triplicata.

Apos a visualizagcdo da amplificacdo em gel de agarose (Figura 4.13), foi
observado que Flag é expresso em niveis similares nas formas evolutivas
amastigota (Linhas 1, 2 e 3) e prociclica (Linhas 7, 8 e 9), enquanto Sup € menos
expresso em promastigotas (Linhas 10, 11, 12) que em amastigotas (Linhas 4, 5 e
6). Comparando a expressao de Flag e Sup dentro de cada forma evolutiva, Flag é
expresso em niveis maiores que Sup na forma prociclica (Linhas 10, 11 e 12)
enquanto Flag é apenas um pouco mais expresso do que Sup em amastigotas
(Linhas 4, 5 e 6). Como observado no controle constitutivo (actina), a mesma
quantidade de cDNA de amastigota e prociclico foi utilizado para cada condi¢ao
(Linhas 13 a 18), No controle negativo para cDNA amastigota (Linhas 19 e 20) e
prociclico (Linhas 21 e 22), ndo foi observada nenhuma amplificacdo para Flag
(Linhas 19 e 21) e nem para Sup (Linhas 20 e 22).
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Figura 4.13: RT-PCR de Flag e Sup. Foram utilizados cDNAs das formas: amastigota (A) e
prociclico (P) de L. pifanoi, utilizando diferentes pares de iniciadores a fim de analisar o perfil da
expressao de Flag (F) (Linhas 1a 3;7a9; 19 e 21) e Sup (S) (Linhas 4 a 6; 10 a 11; 20 e 22). As
Linhas 19 a 22, correspondem ao resultado de amplificagdo utilizando como cDNA os controles
negativos e nas linhas 13 a 18 sdo reacgdes utilizando os iniciadores de actina como controle

constitutivo.

4.10) Quantificagao da expressao dos transcrito Flag e Sup

A intensidade dos produtos de PCR foi mensurada usando o programa
Imaged. Valores de intensidade medidos para os produtos amplificados de Flag, Sup
e Actina, ja subtraidos do valor do fundo (background), sdo apresentados por suas
médias aritméticas e desvio padrao (Tabela 4.1).

Também foi calculado o fator de corregéo para o resultado da outra reagéao de
amplificacdo de actina (cDNA prociclico), com base no valor da média de
intensidade do resultado da amplificagdo do cDNA de amastigota com iniciadores de

actina.
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cDNA (forma) Flag (pixels) Sup (pixels) Actina (pixels) Fator de
corregao

Amastigota 1,343 £+ 0,081 0,701 + 0,056 2,537 + 0,094 1

Prociclica 1,100 £ 0,224 0,041 + 0,002 2,500+ 0,173 1,0149

Tabela 4.1. Média e desvio padrdo de intensidade de produtos de RT-PCR e fator de

corregao para padrédo de gene constitutivo

A normalizagdo foi feita multiplicando cada valor de intensidade das
amplificagbes com os iniciadores de Flag e Sup pelo seu fator de correcao
correspondente. O grafico foi feito plotando os resultados no programa GraphPad

prisma 5 (Figura 4.14)
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Figura 4.14: Intensidade normalizada dos produtos amplificados em fungdo do cDNA utilizado

na PCR. Em Y representa a intensidade em pixels.

4.11) Localizagao celular de Flag e Sup nas formas prociclicas e
amastigota de leishmanias.

Culturas de promastigotas em fase exponencial de L. chagasi, L. pifanoi e L.
amazonensis, assim como cultura da forma amastigota de L. pifanoi, foram usadas
no experimento de localizagao celular de Flag e Sup por imunofluorescéncia indireta,
utilizando os anticorpos primarios monoclonal anti-Flag e policlonal anti-Sup

A marcacao com o anticorpo monoclonal anti-Flag na forma amastigota de L.
pifanoi (Figura 4.15A, 5 e 6) foi observada na bolsa flagelar e no flagelo interno

curto, e nas formas prociclicas de L. pifanoi (Figura 4.15B, 5 e 6), L. chagasi (Figura
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4.15C, 5 e 6) e L. amazonensis (Figura 4.15D, 4 e 5) ao longo de todo flagelo, na
bolsa flagelar e em alguns parasitas, uma marcagdo muito fraca na superficie
celular. A marcagao com o anticorpo policlonal anti-Sup na forma amastigota de L.
pifanoi (Figura 4.15A, 7 e 8) foi observada por toda a superficie do corpo; e nas
formas prociclicas de L. pifanoi (Figura 4.15B, 7 e 8) e L. chagasi (Figura 4.15C, 7 e

8) por toda superficie e em alguns parasitas uma fraca marcagéao no flagelo.
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Figura 4.15: Imunofluorescéncia indireta de Leishmania localizando Flag e Sup. (A) Marcagao
de amastigota de L. pifanoi com anticorpo monoclonal anti Flag (A, 5 e 6) e policlonal anti-Sup (A, 7 e
8); (B, C e D). Marcagao com o anticorpo monoclonal anti-Flag nos prociclico de L. pifanoi (B, 5 e 6),
L. chagasi (C, 5 e 6) e L. amazonensis (D, 3 e 4) e com o policlonal anti-Sup nos prociclicos de L.
pifanoi (B, 7 € 8) e L. chagasi (C, 7 e 8)
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4.12) Anticorpos monoclonal anti-Flag e policlonal anti-Sup inibem a
ligagao de L. chagasi ao intestino médio de L. longipalpis.

Anticorpos monoclonal anti-Flag e policlonal anti-Sup foram usados para
testar o papel de Flag e Sup na ligagdo de L. chagasi ao intestino médio de L.
longipalpis ex-vivo. Experimento prévio, incubando 2x10’parasitas com o intestino
em 2 diferentes tempos de incubagao: 25 min e 45 min, demonstrou que a
incubacao de 25 min foi mais eficiente que de 45 min (Figura 4.16).

o 150004
£
- &
E
5 10000 - O
=1
2 s o
= 5000 -
E u]
W
s
E u T |
S 3
‘:}& 2
g b

Tempo de incubagdo

Figura 4.16: Ligacéo de parasitas L. chagasi ao intestino de L. longipalpis, testando 2

periodos de incubag&o: 25 min (®) e 45 min (0O).

Promastigotas prociclicos de L. chagasi, numa concentracdo de 2x107, foram
incubados previamente com anticorpo monoclonal anti-Flag ou PBS, numa diluigao
de 1:100, por 30 min em meio RPMI suplementado e entdo incubados com os
intestinos abertos por 25 min. Apds as lavagens, o anticorpo monoclonal anti-Flag
mostrou uma inibicdo no numero de parasitas ligados (P= 0,0158) comparado com o
intestino pré-incubado com PBS (Figura 4.17A). O mesmo experimento foi realizado
com o anticorpo policlonal anti-Sup ou soro pré-imune, na diluicdo de 1:100, e foi
observado também uma inibigdo da ligagdo dos parasitas (P= 0.0496) comparado

com o intestino pré-incubado com soro pré-imune (Figura 4.17B).
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Figura 4.17: Inibicdo da ligacdo ex-vivo. Ligacdo ex-vivo de 2x107parasitas L. chagasi ao
intestino de L. longipalpis, previamente incubados com 1:100 de: (A) PBS (®) ou anticorpo

monoclonal anti-Flag (m); (B) soro pré-imune (®) ou anticorpo policlonal anti-Sup (m).

52



4 - Resultados Lobo, A. R

4.13) ldentificagao de uma proteina do intestino que se liga ao parasita
biotinilado

Para identificar um potencial receptor para L. chagasi, proteinas do intestino
de L. longipalpis alimentados com sangue foram separadas por SDS-PAGE,
transferidas a membrana de nitrocelulose e incubadas com parasitas biotinilados. A
revelagdo da reagdo (Figura 4.18) mostrou a presenca de uma proteina no intestino
de aproximadamente 27 kDa, que aparece nos 3 experimentos, quando incubados
com o parasita biotinilado (Linhas 2, 4 e 6). Nas membranas que nao foram
incubadas com o parasita biotinilado (Linhas 1, 3 e 5), controle das reagdes, uma

proteina de aproximadamente 129 kDa apareceu marcada.
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Figura 4.18: Ligand Blot de proteinas do intestino de L. longipalpis com parasita biotinilado.
Extrato protéico total de intestino de L. longipalpis dissecado 72 hs apds alimentagédo sanguinea,

interagindo com L. chagasi biotinilada de cultura de fase log (linhas 2, 4 e 6) e controle (1, 3 e 5)
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4.14) “Pull Down” de extrato protéico de células embrionarias de L.
longipalpis (LL5)

Na tentativa de identificar uma proteina de L. longipalpis que se liga a
proteina Flag ou Sup, experimento de “Pull Down” (Figura 4.19) com extrato protéico
de células embrionérias de L. longipalpis, LL5, foi realizado neste primeiro momento.
O pellet e o sobrenadante de cada condigdo: resina pura (Linhas 2 e 3), resina
conjugada a proteina de fusdo Flag/MBP (Linhas 4 e 5), resina conjugada a proteina
recombinante Sup (Linhas 6 e 7) e resina conjugada a MBP (Linhas 8 e 9);
incubados previamente com células LL5, foram separados eletroforeticamente e o
gel corado pela prata. Comparado com o controle (Linhas 2 e 3), vemos o perfil
protéico, em todas as outras condigdes, das células LL5. Nas condi¢ées com resina
conjugada a Flag (Linhas 4 e 5) e na conjugada com MBP (Linhas 8 e 9) aparece em
cada uma 1 banda forte de 57.5 kDa e 42.5 kDa, que corresponde as proteinas,

respectivamente.
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Figura 4.19: Resultado do experimento de Pull Down em gel de SDS-PAGE corado pela
prata. A linha 1 corresponde ao padrdao de massa molecular; linhas 2 e 3 ao controle negativo;linhas 4
e 5 a proteina de fusdo Flag/MBP conjugada a resina; linhas 6 e 7 a proteina recombinante Sup

conjugada a resina; linhas 8 e 9: MBP conjugada a resina.
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Enquanto existem muitos estudos moleculares sobre mosquitos vetores e sua
interagcdo com virus e parasitos, principalmente plasmaodios, poucos sdo os dados
em L. longipalpis, e muito pouco se sabe sobre as bases moleculares envolvidas no
processo de interacao entre flebotomineos e Leishmania. A compreensao destas
bases moleculares é de fundamental importadncia para estudos de competéncia

vetorial e transmissao da leishmaniose.

A habilidade do parasita Leishmania de se ligar ao intestino do flebotomineo,
durante a excre¢do do bolo alimentar digerido, € essencial para o desenvolvimento
da transmissdo da infeccdo. Em estudos prévios de interacdo de Leishmania em
flebotomineos especificos, exemplificado pelo par natural P. papatasi e L. major,
tem-se relatado a importancia da molécula de LPG, presente na superficie do
parasita, na adesao ao intestino do vetor (Kamhawi et al., 2000, 2004 e 2006; Sacks
et al., 2000; Butcher et al., 1996; Pimenta et al., 1994). A adeséo de L. major ao
intestino de P. papatasi é mediada por modificagdes da molécula de galactose nas
unidades repetidas da molécula de LPG. Esta observacéo foi inicialmente verificada
em experimentos usando L. major mutante, deficiente na galactosilagdo da molécula
de LPG, que perdeu a capacidade de manter a infec¢ao no intestino de P. papatasi,
apés a excrecdao do bolo alimentar. Caracterizacdo bioquimica deste mutante
revelou uma similaridade estrutural com o LPG de L. donovani, uma espécie cuja
inabilidade de se ligar e manter a infecgdo no intestino de P. papatasi tem sido
correlacionado com a auséncia de residuos de galactose na cadeia lateral da sua
molécula de LPG (Butcher et al., 1996).

Por outro lado, observagdes iniciais por microscopia eletrénica do flagelo
aderindo firmemente as células epiteliais do intestino (Killick-Kendrick et al., 1974),
levantaram a hipotese de que outra molécula, que ndo o LPG, poderia estar
envolvida no processo de adesao ao intestino de flebotomineos. Cuvillier et al. em
2003, utilizando promastigotas de L. amazonensis expressando a proteina G
mutante LAARL-3A, observaram que a super-expressao desta proteina conduzia ao
desaparecimento do flagelo. Quando estes parasitas aflagelados foram usados em

infecgao artificial de L. longipalpis, estes desapareceram do intestino do inseto apos
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digestao/ excregao do bolo alimentar, mostrando assim a importancia do flagelo na
adesdo. Além disto, L. major mutante na molécula de LPG foi capaz de manter a
infeccdo no intestino de vetores permissiveis (Myskova et al., 2007). Foi visto
também que anticorpo monoclonal obtido a partir de fragbes flagelares de
Leishmania reconhecia uma proteina flagelar (Flag) e que o mesmo era capaz de
inibir a adesao do parasita a fragdes do intestino do flebotomineo (Ismach et al.,

1989, Warburg et al., 1989). Dada a possibilidade de outras moléculas do parasita

estarem envolvidas no processo de adeséo ao intestino do flebotomineo, iniciamos
um processo de caracterizacdo de duas proteinas da Leishmania nomeadas como
Flag e Sup. Escolhemos como objeto de nossos estudos o par natural L. chagasi - L.
longipalpis, pelo fato de serem os principais responsaveis pela leishmaniose visceral

no Brasil

A sequéncia de Flag de L. chagasi, ndao disponivel em banco de dados, foi
obtida a partir da amplificagéo e sequenciamento do gene (Figura 4.2). Observamos
que a sequéncia obtida possui um sinal de miristilacao na extremidade N-terminal
que é caracteristico das proteinas pertencentes a familia SMPs. Este sinal de
miristilagao é requerido para o direcionamento da proteina para o flagelo (Tull et al.,
2004). Foi realizado um alinhamento através do programa blast contra um banco de
sequéncias de tripanosomatideos e através de um alinhamento multiplo com
sequéncias de maiores hits, verificamos que Flag de L. chagasi apresenta uma alta
similaridade com sequéncias de Flag depositadas das espécies de L. infantum, L.
major; T. cruzi e T. brucei (Figura 4.3A). Esta alta similaridade observada sugere um
alto grau de conservacdo da proteina nos parasitas tripanosomatideos,
possivelmente resultado de uma forte pressao seletiva que fez com que a proteina

sofresse poucas modificagdes ao longo do processo evolutivo.

Como observado na arvore filogenética (Figura 4.3B), apesar de serem
proteinas com alto grau de conservagao, conseguimos visualizar a formagao de um
grupo pertencente ao género Leishmania, outro a T. cruzi e como grupo externo T.
brucei. O que podemos inferir a partir dos clades formados é que as modificagdes

tenham surgido em fungao do ciclo de vida de cada género, ja que Leishmaniae T.
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cruzi se aderem ao intestino dos seus respectivos vetores enquanto que T. brucei
nao se adere ao intestino para estabelecer a infec¢ao, apenas penetra-o para cair na
homolinfa. Proteinas que apresentam um grau de similaridade maior do que 30%,
podem ser consideradas como proteinas que possuem a mesma funcio
(homologas). Dado o alto grau de similaridade entre as sequéncias de Flag,
podemos inferir que a proteina tenha a mesma funcdo nestas espécies de

tripanosomatideos.

Experimento de Dot Blot (Figura 4.10) foi feito para testar a reatividade do
monoclonal anti Flag, policlonal anti-Flag/MBP, policlonal anti-Sup e policlonal anti-
MBP, com as proteinas expressas Flag, Sup e MBP. Observamos que o anticorpo
monoclonal ndo reconheceu nenhuma proteina. O fato dele nao ter reconhecido a
proteina de fusdo Flag/MBP, pode ter sido por razbes estruturais da proteina na qual
o sitio de reconhecimento pudesse nao estar exposto. O anticorpo policlonal anti-
Flag/MBP reconheceu a proteina de fusdo Flag/MBP e também a proteina MBP. Era
esperado que o anticorpo reconhecesse a proteina MBP, uma vez que a proteina de
fusdo Flag/MBP, a partir do qual foi obtido, possui a proteina de fusdo MBP. O
mesmo resultado foi visto com o anticorpo policlonal anti-MBP, que reconheceu a
proteina de fusdo Flag/MBP e MPB, por ambas terem a proteina ligadora de
maltose. Ja o anticorpo policlonal anti-Sup, além de reconhecer a proteina
recombinante Sup a partir do qual foi obtido, reconheceu as outras proteinas
usadas. A repeticdo do experimento com diluicbes maiores do anticorpo Sup, iria
responder a questdo se o reconhecimento da proteina Flag/MBP e MBP, foi

inespecifico.

Resultados de experimentos de Western Blot com proteinas totais das
espécies de promastigotas de Leishmania utilizando anticorpos monoclonal e
policlonal anti-Flag/MBP, reforcam a idéia de que Flag seja uma proteina
conservada (Figura 4.11B e C). Além disto, observamos que Flag é expressa em
maior quantidade em L. chagasi e L. donovani, espécies que causam a leishmaniose
visceral, enquanto que nas espécies que causam a leishmaniose tegumentar: L.

pifanoi, L. major, L. amazonensis e L. mexicana, Flag é expresso em niveis menores
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A diferenca de intensidade de marcacao observada entre as espécies pode nao
estar ligada a quantidade de proteina (expresséo), mas sim ao fato do anticorpo ser
mais especifico para uma dada sequéncia protéica, apesar de Flag ser bastante
conservado entre as espécies de Leishmania. Como a mesma quantidade de
proteina de cada espécie foi utilizada (Figura 4.11A), este resultado nos sugere de
que pode ocorrer expressao diferencial da proteina dependendo da espécie de
Leishmania investigada. Estes resultados sao diferentes dos obtidos por Tull e
colaboradores em 2004. Neste artigo foi visto por Western blot que Flag era
expresso em niveis comparaveis em prociclicos de L. major, L. donovani e L.
mexicana, utilizando anticorpo policlonal contra a regidao C-terminal de Flag de L.

major.

Realizamos experimento similar utilizando anticorpo policlonal anti-Sup de L.
amazonensis, onde observamos uma forte marcagédo da proteina de 15 kDa de L.
chagasi e L. donovani e uma fraca marcagdo em L. pifanoi, L. amazonensis e L.
major, como visto com o anticorpo monoclonal e policlonal anti-Flag; e auséncia de
marcagao em L. mexicana (Figura 4.11D). A marcagao inespecifica de outras
bandas observadas neste experimento, pode ter ocorrido devido a presenca de
histidina nestas proteinas, lembrando que a proteina recombinante Sup a partir do

qual foi obtido o anticorpo é conjugado a uma cauda de histidina.

Leifso et al. em 2007 mostraram por tecnologia de microarranjo, que 94% dos
genes analisados em L. major eram expressos nas formas evolutivas amastigotas e
promastigotas. Este resultado demonstra que a maior parte do genoma de L. major é
expresso constitutivamente em ambos os estagios de vida. Por isotope coded affinity
tag e espectrometria de massa, os autores observaram que 72% das proteinas
identificadas em promastigota e amastigota axénica de L. infantum eram
constitutivamente expressas em ambos os estagios. Como as sequéncias de Flag e
Sup sao bastante parecidas, primers foram desenhados para diferenciar os dois
genes (Figura 4.12), com o objetivo de analisar a expressao génica por RT-PCR nas

formas amastigota e prociclica de L. pifanoi. Que foi utilizada neste experimento de
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analise da expressao génica, devido a disponibilidade de uma cultura de
amastigotas axénicas estabelecida. Os resultados de RT-PCR (Figura 4.13 e 4.14)
sugerem que os genes Flag e Sup sdo transcritos diferencialmente entre as
espécies, com uma diferenga de transcrigdo significativa de Sup de amastigota em
relagdo a Sup de promastigota. Além disto, observamos que na forma amastigota ha
mais transcritos do gene Flag do que do gene sup, o0 mesmo valendo quando se
observa a transcricao destes genes na forma prociclica, com a ressalva de que sup
€ transcrito em niveis bem basais. Esperariamos que a forma amastigota, por
possuir um flagelo interno curto, tivesse uma baixa transcrigao de Flag, o que nao foi

observado.

Como a normalizagdo com um controle interno apropriado € critico para a
geracdo de resultados confiaveis com significancia bioldgica, foram utilizados
primers que amplificam uma regido conservada do gene da actina nas espécies de
Leishmania. Na figura 4.13, observamos que a mesma quantidade de RNAm foi
utilizada para as formas amastigota e prociclica na reagdo com os primers de actina.
A auséncia de DNA genbmico foi confirmada nos controles negativo, o que nos
assegura que o resultado observado no experimento de RT-PCR esta relacionado

unicamente com os transcritos.

Em relagdo a localizagao celular destas proteinas, alguns estudos ja tinham
sido feitos. Ismach et al. em 1989, utilizando o mesmo anticorpo monoclonal anti-
Flag, observaram por microscopia de imununfluorescéncia marcagéo no flagelo de
promastigotas de L. amazonensis e L. major e, além disto, viram que a intensidade
era mais forte em L. amazonensis. Tull et al. em 2004, também observaram por
imunofluorescéncia indireta, marcacédo no flagelo de promastigota de L. major
utilizando o anticorpo policlonal anti-regido C-terminal de Flag e por Western blot
observaram auséncia da proteina na forma amastigota derivado de lesdo de L.

major.
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Nés investigamos a localizagdo das proteinas Flag e Sup por
imunofluorescéncia indireta, nas formas prociclica de L. pifanoi, L. chagasi e L.
amazonensis e amastigota de L. pifanoi (Figura 4.15). Utilizando o anticorpo
monoclonal anti-Flag, foi observado marcac&o na bolsa flagelar e no flagelo interno
na forma amastigota de L. pifanoi evidenciando a presenga da proteina Flag ao
contrario do observado no experimento de Western Blot de Tull (2004). Entretanto,
nas formas prociclicas de L. pifanoi, L. chagasi e L. amazonensis, marcag¢des foram
visualizadas ao longo do flagelo, na bolsa flagelar e, em alguns parasitas, na
superficie celular. Além disso, a intensidade de marcagao no flagelo de prociclicos
de L. chagasi e L. amazonensis foi mais forte do que em L. pifanoi, sugerindo uma
maior abundancia da proteina nestas duas espécies. A marcagdo observada na
bolsa flagelar é coerente ao relembramos que o flagelo emerge desta estrutura e de
que a bolsa é responsavel pelo trafico de proteina. Como s6 foi observada marcagao
anti-Flag no corpo em alguns parasitas, podemos sugerir que tal marcacéo tenha
sido inespecifica. A repeticao do experimento utilizando uma menor concentragido do
anticorpo, responderia a esta questado. Utilizando o anticorpo policlonal anti-Sup, foi
observada marcagédo na superficie do corpo na forma amastigota de L. pifanoi e
prociclica de L. pifanoi e L. chagasi, além de uma leve marcagdo no flagelo de
alguns parasitas. A marcagao observada no flagelo pode significar a presenga da
proteina Sup nesta estrutura ou uma marcacido inespecifica. Uma vez que o
anticorpo policlonal foi obtido a partir da proteina Sup, que é bem parecida com Flag,
0 anticorpo produzido pode nao ser tdo especifico para Sup. Observamos também
que a intensidade de marcagdo em prociclios de L. chagasi € maior do que

prociclicos de L. pifanoi.

A utilizacdo de anticorpos em ensaios de inibicao ex-vivo, tem sido utilizado
para avaliar a capacidade de inibicdo da adesédo de promastigotas ao intestino do
flebotomineo (Kamhawi et al., 2004, Warburg et al., 1989). Pinto da Silva et al. em
2005, observaram que incubando L. amazonensis previamente com anticorpo
monoclonal 3A1-La, que reconhece um epitopo do parasita, houve inibicdo da

adesédo ao intestino de L. longipalpis. Além disto, eles observaram que esta inibicao
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era dose dependente, sugerindo que o epitopo, que é reconhecido pelo anticorpo
monoclonal 3A1-La, € importante para a adesdo de promastigotas as células
epiteliais do intestino do vetor. Saraiva et al. em 2006 observaram que incubando
previamente parasitas com anticorpo anti-F ML, que é um ligante de manose e
fucose de L. donovani, houve inibicdo da ligacdo de L. chagasi e L donovani ao
intestino de L. longipalpis. E sugerido que existe um receptor especifico para F ML

no intestino de L. longipalpis envolvido na adeséo de L. chagasi e L. donovani.

Com o intuito de avaliar o papel de Flag e Sup no processo de adeséo, L.
chagasi incubados previamente com anticorpo monoclonal anti-Flag e policlonal anti-
Sup, foram incubados com o intestino inteiro de L. longipalpis em ensaios ex-vivo.
Estas condi¢des sao diferentes das empregadas no experimento por Warburg et al.
em 1989, onde uma suspensao de flagelos de L. major previamente incubada com o
monoclonal anti-Flag foi colocada em contato com intestinos de P. papatasi, e foi
observada uma inibicao da interacdo. Em nosso experimento, observamos que pré-
incubacdo dos parasitas com o monoclonal resultou numa diminui¢céo significante de
promastigotas (p= 0,0158) ligados ao intestino de L. longipalpis em comparagao ao
controle (Figura 4.17A). A mesma inibicdo da ligagao foi observada com o anticorpo
policlonal anti-Sup (p=0,0496) (Figura 4.17B). Como o numero de intestinos (N=6) foi
pequeno no experimento com o policlonal anti-Sup, é necessario fazer novos
experimentos para aumentar este n e confirmar a inibicdo observada. Vale
acrescentar que os parasitas pré-incubados com os anticorpos permaneceram
viaveis e moéveis como o controle, ao final do experimento. Como os anticorpos
utiizados foram capazes de inibir a adesao de L. chagasi, podemos sugerir a
presenca de um receptor no intestino de L. longipalpis que reconhece a proteina

Flag e/ou Sup do parasita.

Muitas das interagbes parasita-hospedeiro sdo baseadas em eventos
mediados por receptor. Em termos da identificacdo de uma molécula no intestino do
flebotomineo que esteja envolvido no processo de adesao do parasita, foi descrita a

presenca de uma galectina no intestino de P. papatasi que reconhece a molécula de
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LPG de L. major (Kamhawi et al., 2004). Na tentativa de identificarmos um possivel
receptor no intestino de L. longipalpis experimentos de “ligand blot” (Figura 4.18),
conforme descritos por Dias et al. em 2007 foram utilizados. Proteinas totais do
intestino de L. longipalpis separados numa membrana de nitrocelulose foram
incubadas com L. chagasi previamente biotinilados. Observamos a marcagao de
uma proteina de 129 kDa nos controles, que provavelmente corresponde a uma
proteina enddgena biotinilada no intestino do inseto. Este tipo de reagdo com avidina
abre precedente para uma ampla gama de interagdes e marcagdes inespecificas,
pois se sabe que muitas proteinas sdo naturalmente biotiniladas, por isto a
necessidade de um controle. Além disso, foi vista a marcagdo de um proteina de
aproximadamente 27 kDa que aparece nas condi¢gdes de incubagdo com o parasita
biotinilado. Esta banda n&do aparece no controle. Especulamos que esta proteina
especifica possa ser um candidato a receptor que reconhece uma molécula na

superficie do parasita.

Acreditamos que no intestino de vetores permissiveis como L. longipalpis, 0
receptor presente no intestino possa reconhecer moléculas conservadas entre as
espécies do parasita Leishmania. Na tentativa de complementar os resultados
obtidos no ‘ligand blot”, experimento de “pull down” foi realizado (Figura 4.19). Neste
primeiro momento foram usados proteinas das células LL5, que s&o células
embrionarias de L. longipalpis, para testarmos a técnica e devido ao fato destas
células serem de facil obtengdo. As proteinas alvos, Flag e seu controle MBP, e Sup,
foram conjugadas a resina de sefarose e incubadas com extrato protéico de células
LL5. Observamos que a resina controle nao conjugada, exibiu um padrao de bandas
similar ao padrdao de bandas da resina conjugada com proteina de fusao Flag/MBP,
MBP e Sup. Este perfil similar de proteinas visto em todas as condigbes, nos leva a
deduzir que o bloqueio dos grupos ativos da resina ndo tenha sido eficaz permitindo
que as proteinas das células LL5 se ligassem inespecificamente a resina. Logo, nao
foi possivel a identificagdo de alguma proteina potencialmente envolvida na
interacdo com o parasita. Apesar do experimento nao ter produzido resultados

positivos, observamos que houve conjugacéo das proteinas Flag e MBP, uma vez
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que foi observada marcacao forte das bandas referentes a estas proteinas 57,5 kDa
e 42,5 kDa. Devido a concentragédo do gel, a marcagao de 18 kDa correspondente a
proteina recombinante Sup ndo pbéde ser vista com clareza, uma vez que as
proteinas menores de 18,4 kDa nao tiveram uma boa separagéao eletroforética. A fim
de melhorar o resultado obtido, poderia-se usar uma outra solucdo para o bloqueio

dos grupos ativos da resina.

Os mecanismos de controle da leishmaniose sdo falhos, tanto ao nivel de
controle do inseto vetor quanto ao nivel de tratamento, e ndo existe uma vacina
eficaz. Logo, moléculas envolvidas no estabelecimento da Leishmania no
hospedeiro invertebrado podem ser alvos moleculares em potencial para o combate
ao parasito, pois sdo moléculas cruciais na manutengdo do seu ciclo de vida no
vetor. O papel de Flag e Sup neste processo comega a ser desvendando, porém

mais estudos precisam ser feitos para elucidar a fungao destas proteinas.
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