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Resumo

A fosfatidileserina (PS), ao ser exposta na face externa da membrana plasmatica,
tem um papel funcional importante na remocao de células em apoptose pelo macréfago
sem a instalacdo do processo inflamatorio. Neste projeto pretende-se determinar o papel
funcional da PS na invasdo e inativacdo dos macréfagos por Leishmania. Esforcos
iniciais de se obter um organismo nocaute para a sintese de fosfatidilserina ndo
resultaram no mutante esperado, demonstrando ser a via essencial para o parasita. Para
atingir o objetivo do projeto, serdo identificadas as enzimas envolvidas no transporte de
PS através da membrana do parasita. Os genes serdao entdao caracterizados quanto a sua
expressao, nas diferentes fases do ciclo de vida do parasita, buscando-se responder a
questdo: ha expressao diferencial dos genes durante a metaciclogénese, explicando um
aumento de translocacdo da fosfatidilserina? Essa identificacdao permitira a clonagem
dos fragmentos génicos que codificam as enzimas translocadoras de fosfatidilserina
numa estratégia que torna possivel a realizacdo de testes que permitirdo verificar se o

gene clonado é responsavel pela atividade de flopase de leishmania.

Introducao

Os organismos do género Leishmania, identificados inicialmente por Ross (Ross,
1903 apud (Rey 2001)), pertencem a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae.
Sdo parasitas que apresentam dois hospedeiros obrigatorios, sendo o ciclo de vida
desenvolvido em um inseto (flebotomineo) e um mamifero. No hospedeiro mamifero, é
parasita obrigatério de macréfagos. Nessa célula, encontra-se a forma amastigota,
células redondas e sem flagelo aparente, contidas em vactolos digestivos, ou
fagossomos. O ciclo natural do parasito ndo inclui o homem, esse aparece como um
hospedeiro acidental apos ser picado pelo inseto vetor, e pode desenvolver diferentes
patologias, genericamente denominadas leishmanioses.

No inseto, encontram-se as formas promastigotas, alongadas, de aspecto fusiforme
e flageladas que quando em grande numero se diferenciam em promastigotas
metaciclicas infectivas e invadem por¢oes anteriores do esdfago e proventriculo do
mosquito. No repasto sanguineo desse mosquito, sdao inoculadas no novo hospedeiro
mamifero, sendo fagocitadas por macréfagos residentes e diferenciam-se em formas

amastigota (Rey 2001)



Os macrdfagos sdo células de defesa dos mamiferos que se originam a partir de
mondcitos que migram da corrente sangiiinea para diferentes tecidos e em conjunto com
os mondcitos constituem o sistema de fagocitos profissionais do corpo. Essas células
contém lisossomos especializados que se fundem as vesiculas fagociticas recém
formadas, expondo o microorganismo fagocitado a um complexo de hidrolases e a um
conjunto de moléculas altamente reativas que sao produzidas enzimaticamente, como
peréxido de hidrogénio, hipoclorito e 6xido nitrico. Organismos do género Leishmania
sao capazes de evitar a atividade microbicida dos macrofagos e se estabelecerem como
parasitas intracelulares dessas células. Além do papel no combate a microorganismos
invasores, os macréfagos também atuam na remocao de células que entraram em
processo de morte celular, seja por necrose ou apoptose. No caso de células em
apoptose, o fagocito é capaz de reconhecer sinais apresentados na superficie de suas
membranas plasmaticas, distinguindo-as das células ainda viaveis, e removendo-as sem
serem ativados e sem o recrutamento de novos fagécitos (Fadok et al. 2001).

Um dos sinais reconhecido pelos fagdcitos em células em apoptose é a passagem
da fosfatidilserina (PS), normalmente encontrada exclusivamente na face interna da
membrana plasmatica, para a face externa (Wu et al. 2006), sendo esse um dos
primeiros eventos da morte celular programada (Fadok et al. 2001). O reconhecimento

de moléculas de PS na superficie de células em apoptose leva a uma desativacdao do
fagécito, caracterizado pela expressdo das citocinas antiinflamatérias como TGF-f3 e IL-
10, e inibicdo da expressdo da citocina pro-inflamatéria TNF-a (Fadok et al. 2001).

Foi mostrado que amastigotas de L.(Leishmania) amazonensis expoem
fosfatidilserina assim como as células em apoptose (de Freitas Balanco et al. 2001). Foi

mostrado também que quando as células eram previamente tratadas com anexina-V, que
se liga especificamente a fosfatidilserina, a viruléncia das leishmanias era reduzida em
mais de 50% e ndo era observada a producao de TGF-31 e IL-10 pelos macrofagos. Os
autores propuseram que esse seria um mecanismo de mimetismo de células em apoptose
que as leishmanias utilizariam para poder invadir os macréfagos sem ativa-los (de
Freitas Balanco et al. 2001).

A movimentacdo de fosfolipidios entre as faces da membrana plasmatica esta
relacionada a trés atividades enzimaticas descritas: flipases, flopases e escramblases. A
atividade de flipases é responsavel pela passagem de fosfolipidios da face externa para a

interna da membrana plasmatica. As translocases descritas em mamiferos com essa



atividade possuem uma alta especificidade para fosfatidilserina ou um grupo restrito de
fosfolipidios (Daleke & Lyles 2000). A atividade de flopases é responsavel pelo
deslocamento de fosfolipidios da face interna para a externa da membrana plasmatica.
Essas translocases normalmente possuem uma especificidade menor do que as flipases,
com proteinas individuais translocando uma variedade maior de fosfolipideos. Em
leishmania, existe um membro dessa familia que foi apontado como envolvido no
trafego de fosfolipidios (Araujo-Santos et al. 2005).

Tendo em vista as informagOes acima, o presente projeto tem por objetivo
identificar e clonar os genes que codificam as principais proteinas translocadoras de
fosfolipideos, utilizadas pelos parasitas para a exposicdao de fosfatidilserina na face

externa de sua membrana plasmatica.

Materiais e Métodos

Organismos

Leishmania (Leishmania) amazonensis MHOM/BR/1973/M2269
Promastigotas foram cultivadas a 25 °C em 10 ml de meio 199 (Sigma) e a cultura
foi repicada a cada 4/5 dias, conforme descrito por Kapler et al., 1990 (Kapler et al.

1990).

Escherichia coli DH50 : supE44 AlacU169 (@80 lacZAM15) hsdR17 recAl
endA1l gyrA96 thi-1 relAl

A bactéria foi cultivada em meio LB (solucdao aquosa de: triptona - 10 g/L,

extrato de levedura — 5 g/L - e cloreto de sodio - 10 g/L. ) a 37 °C em constante agitacao

ou mantida a 4 °C em placas de LB/agar (1,8%).

Extracao de DNA de culturas bacterianas em pequena escala (“mini prep”)

Uma colonia bacteriana transformada foi inoculada em 3 ml de meio LB com
ampicilina (solucdo aquosa com: triptona a 10 g/l, extrato de levedura a 5 g/l, NaCl a 10
g/l e ampicilina a 100mg/1), por 18 horas. As células foram colhidas por centrifugacao

(20 segundos a 14800 x g) em tubo para microcentrifuga de 1,5ml e ressuspensas no



vortice em 300 pl de solucdo 1 (100pg/ml RNAse, 50 mM tris-HCI pH 8,0, 10mM
EDTA pH 8,0). Adicionou-se entao 300 pl de solucao 2 (0,2 M de hidroxido de Sédio e
1% de dodecil sulfato de sodio) e misturou-se através de cinco inversdes do tubo.
Incubou-se 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente adicionou-se mais 300 pl de

solucdo 3 (Acetato de potassio 3M ) e misturou-se através de cinco inversoes do tubo.

Apo6s este tratamento os tubos foram centrifugados a 14800xg por 10 minutos a
4°C (Sorvall RMC 14 — DuPont). O sobrenadante foi recuperado, sem o precipitado.
Este procedimento foi entdo repetido.

Acrescentou-se 400ul de isopropanol e em seguida centrifugou-se os tubos a
14800xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado, e no tubo colocado
600p1 de etanol 70%, sem ressuspender o precipitado. Os tubos foram centrifugados a

14800xg por 5 minutos e o sobrenadante descartado. O precipitado foi seco a

temperatura ambiente. Depois de seco, o precipitado foi ressuspenso em 50yl de agua.

Extracao de DNA de culturas bacterianas em grande quantidade

A extracao de DNA de bactéria em grande quantidade foi feita seguindo o

protocolo descrito anteriormente (Sambrook 1989).

Preparacao de bactérias competentes

Células DH5-0 foram preparadas com cloreto de calcio, conforme descrito por

Sambrook et al, 1989.

Transformacao de células bacterianas com DNA

Células DH5-0 competentes foram transformadas por choque térmico a 42 °C,

conforme descrito por Sambrook et al, 1989.

Digestao de DNA com enzimas de restricao
Amostras de DNA foram digeridas utilizando-se de enzimas de restricio em
tampao de reacao fornecido pelo fabricante (Fermentas) para volumes finais de 10 ul a

100 pl de reacdo. A digestdo foi feita por 1 a 16 horas a temperatura de 37 °C



Eletroforese de DNA

Em cada aplicacdo de DNA em gel de agarose foi adicionado 1/10 do volume de
tampdo de amostra (0,25% azul de bromofenol; 0,25% xileno cianol FF; 15% Ficoll —
tipo 400, Pharmacia). O DNA digerido era aplicado em gel 1% (1% de agarose em
relacdo de massa, 1X TAE — 40mM Tris-acetato e ImM EDTA - e 2,5ug/l de brometo
de etidio) para fragmentos fracionados entre 400 pb e 20000 pb. A eletroforese ocorreu
em TAE 1X, onde aplicou —se uma diferenca de potencial de 7,7 Volts/cm por tempo
suficiente para que o corante bromofenol migrasse 2/3 do comprimento do gel. A
visualizacdo era entdo feita através da incidéncia de luz ultra-violeta no gel, posto que
moléculas de DNA dupla fita intercaladas por brometo de etidio alteram o comprimento
de onda incidido, e registradas utilizando maquina fotografica digital (Kodak,

EasyShare C743).

Purificacao de fragmento de DNA de gel de agarose.

Fragmentos de DNA eram purificados utilizando kit especifico para essa

finalidade (Qiagen, QIAquick Gel Extraction Kit).

Transfeccao de Leishmania (Leishmania) amazonensis.

As células foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspensas em meio M199 sem adicdo de phenol red e

bicarbonato de calcio (Invitrogen) no mesmo volume e contadas.

Para a contagem das células, 50pl da suspensao foi diluida com 950ul de PBS
com 1% formaldeido, e colocada em uma cdmara de Neubauer e contadas em

microscopio.

Apos a contagem e estimativa da quantidade de células, estas foram novamente
colhidas por centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado, e as células foram

ressuspensas em um volume de M199 para concentracdo final de 2*10° células/ml. As
células (500l da suspensdo) foram colocadas na cubeta de eletroporacdo de 0,4 mm
juntamente com o volume de DNA necessario para 10ug de DNA e a cubeta foi mantida

no gelo por 10 minutos. Aplicou-se dois choques com intervalo de 10 s de 25pF e de

2500V. As células foram, entdo, colocadas em 10ml de meio de cultura M199 sem



antibiotico. Higromicina foi adicionada ap6s 24 horas a uma concentracdao final de

20pg/ml ou selecionadas em meio semi-solido com a mesma concentragao de droga.

Extracao de DNA de promastigotas (protocolo adaptado de Uliana e col, 1991
(Uliana et al. 1991))

Promastigotas de fase estacionaria foram coletados por centrifugacao a 3000xg
por 10 minutos a temperatura ambiente, lavados uma vez com PBS 1X (cloreto de sddio
150mM e mono-hidrogenofosfato dissédico 50mM, pH 7.4) e ressuspensos em cloreto
de s6dio (150 mM). As células foram entdo lisadas em TES (Tris-HCl 150 mM, pH 7.5,
EDTA 50 mM e 1% dodecilsulfato de sédio - SDS) a 65°C com agitacao gentil. O
lisado foi tratado com pronase (200mg/mL) a 45°C por 2 horas. Seguiu —se, entdo, uma
extracdo organica com fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1) e uma com
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). A fase aquosa, contendo os acidos nucleicos, foi
precipitada com etanol, seco e ressuspenso em agua. Realizou —se um tratamento com
Rnase A e proteinase K e o DNA precipitado foi submetido a novas extracGes
organicas, precipitado e ressuspenso em agua (como anteriormente). Por fim a
concentracdo e a pureza era determinada em espectrofotometro (medidas as

absorbancias em 260, 280 e 320 nm).

Analise da exposicao de fosfatidilserina
A andlise da exposicdo de PS pelas células em estudo foi feita em aparelho de
FACS-SCAN apo6s tratamento com anexina-V ligada a FITC e iodeto de propidio,
determinando-se a porcentagem de células integras as quais a anexina-V foi capaz de se
ligar, como descrito anteriormente (de Freitas Balanco et al. 2001; Tripathi & Gupta

2003). Aproximadamente 5x10° células eram resuspensas em 1000 pL de tampdo de

ligacdo de anexina, e a 100 PL dessa suspensdo era adicionado 0,4 pL de anexina-V
conjugada a FITC e incubada a 10 °C por 20 minutos. Em seguida era adicionado iodeto
de propideo para uma concentracdo final de 10 pg/ml e as células analisadas em
aparelho de FACS-SCAN (modelo Beckman Coulter FC 500 MPL).

Composicdo do tampao de ligacdo de anexina: 10mM Hepes (pH 7,4), 150mM
NaCl, 1mM MgCl, e 1,8mM CaCl,, esterilizado somente por filtracdo e mantido a 4 °C.



Resultados

Para se isolar o gene responsavel pela atividade de flopase de fosfatidilserina,
foram feitas transfeccdes de leishmania com uma biblioteca genomica de L. (L.)
amazonensis (Uliana et al. 1999), gentilmente cedida pela professora Silvia Uliana
(ICB-USP). Apos a transfeccdo, as células foram selecionadas em meio de cultura
contendo o antibi6tico higromicina, de forma a selecionar positivamente somente as
células contendo o cosmideo. Dentre essas células selecionadas algumas delas
receberiam o gene responsavel pela atividade de flopase de fosfatidilserina, fazendo
com que elas tivessem esse gene superexpresso, deslocando o equilibrio entre as
atividades de flipase e flopase e fazendo com que a célula passasse a expor
fosfatidilserina continuamente. As células com essa caracteristica foram entdo isoladas
utilizando-se “kits” para purificacdio de células em apoptose, que permitem separar
células que expoem PS do restante da populacao.

Apés proceder-se a selecdo, foi realizada a extracdo de DNA total da cultura
clonada. Esse material genético foi, entdo, utilizado para transformar bactérias. Nesse
processo pode ser que ocorra tanto a entrada dos cosmideos quanto do DNA gendmico
extraido das leishmanias. Como as bactérias foram cultivadas em meio contendo
antibiético ampicilina, somente seriam selecionadas as células que recebessem os
cosmideos, pois o gene responsavel pela resisténcia a ampicilina estd localizado nesses.
Em seguida, foi realizada a extracdo dos cosmideos dessas bactérias, que serdo
referenciados neste relatorio pela nomenclatura BibGenHygAmp seguido de um sufixo
que os discrimina. Para as culturas de L. (L.) amazonensis transfectadas com os esses
cosmideos, sera utilizado o prefixo “La”, seguido do cosmideo utilizado na transfeccao
nomeado de acordo com a regra acima.

A andlise desses cosmideos por restricio em BamHI apresentou dois padroes
distintos, sendo que utilizamos um exemplar de cada padrdo para transfeccao de L. (L.)
amazonensis, gerando as culturas LaBibGenHygAmp01l e LaBibGenHygAmp02, que
foram entdo submetidas ao processo de selecdo e clonagem em triplicata em meio
liquido.

Paralelamente, foi realizado o cultivo em duplicata de L. (L.) amazonensis
contendo cosmideo shuttle com marca de selecdo para ampicilina e hygromicina, porém

sem o trecho da biblioteca genémica (nomeado HygAmpO01). Isso foi feito para que



pudéssemos realizar a comparacdo entre a fluorescéncia de leishmanias transfectadas
com os cosmideos BibGenHygAmp e a fluorescéncia de leishmanias que haviam
passado pelo processo de transfeccdo, mas em que o cosmideo transfectado nao
possuiria o trecho originario do genoma de leishmania.

Apés crescerem por cinco dias em meio liqiiido, os mutantes foram analisados
para a exposicao de fosfatidilserina através de tratamento com anexina-V ligada a FITC,
seguida de leitura em aparelho de FACS, na qual é esperada uma fluorescéncia
proporcional a quantidade de fosfatidilserina presente na face externa da membrana,
cujos resultados sdo apresentados na figura 1. A partir da andlise dessa figura, podemos
observar uma fluorescéncia diferencial para a LaBibGenHygAmp01A, como mostrado
em (a), enquanto que as demais culturas apresentaram padroes de fluorescéncia
compativeis com os apresentados para as culturas LaHygAmpO1.

Haviamos realizado, em experimento anterior a esse, a leitura em aparelho de
FACS para as culturas LaBibGenHygAmp0O1l, em que os resultados indicaram
fluorescéncia diferencial para a LaBibGenHygAmpO1B. Entretanto, esses resultados
preliminares haviam sido obtidos sem o devido trabalho de filtragem de fluorescéncia
devido a eventuais impurezas na amostra, que poderiam desencadear uma fluorescéncia
diferencial mesmo na auséncia de exposicdo diferencial de fosfatidilserina. Como esse
trabalho de filtragem foi realizado para essa segunda leitura, esperamos dela uma maior
acuracia. Entretanto, prentendemos realizar uma nova leitura em aparelho de FACS das
amostras, para uma maior certeza.

Aliada a essa nova leitura, pretendemos realizar o ensaio de transporte de
fosfatidilserina utilizando essas L. (L.) amazonensis transfectadas contra L. (L.)
amazonensis selvagens, sendo esperada uma maior atividade da enzima nas
transfectadas.

O DNA total de leishmanias obtido na purificacdio em coluna magnética foi
utilizado para uma nova eletroporacdo de bactérias, que foram submetidas a selecdo em
meio solido contendo ampicilina. Esperavamos uma selecdo positiva somente para as
bactérias que tivessem recebido o cosmideo relativo a biblioteca genémica, dado que
esse possui a fase aberta de leitura relativa ao gene de resisténcia a esse antibidtico.

Foi realizada a extracdo dos cosmideos dessas bactérias, e esses foram submetidos
a digestao pela enzima BamHI, seguida de eletroforese em gel de agarose, que se

encontra retratado na figura 2.



Podemos perceber uma presenca relativamente significativa (9 das 24 digestoes)
do padrdo de restricio em BamHI que apresenta duas bandas, obtido para o cosmideo
BibGenHygAmp01, que apresentou fluorescéncia diferencial no experimento de leitura
em aparelho de FACS (os cosmideos com esse padrdo de restricio em BamHI serdo
agrupados na categoria FluorecsO1, e marcados em azul na figura). Esse resultado
sugere uma selecdo positiva na purificacdo por coluna magnética sobre os cosmideos
Fluorecs01. Isso poderia ser explicado pela presenca do gene relativo a flopase nesse
cosmideo, que poderia desencadear uma superexpressao da flopase nas leishmanias
transfectadas com ele, que teria uma exposicao acentuada de fosfatidilserina,
aumentando sua retencdo no processo de purificacdao em coluna magnética.

Entretanto, a digestdio em BamHI nao possui um potencial discriminatorio
eficiente para os demais cosmideos (15 das 24 digestdes), e, dessa forma, a selecdo
positiva mencionada acima poderia estar ocorrendo sobre esses 15 cosmideos, ao invés
dos 9 FluorecsO1. Para testar essa hipdtese, realizaremos um mapa de restricdo com
enzimas diferentes para esses cosmideos, no qual esperamos uma discriminacdo mais
eficiente. A partir da analise dos padrdes de restricdo obtidos, pretendemos verificar
quao significativa é a presenca relativa dos cosmideos da categoria Fluorecs01 versus a
presencga relativa dos demais padrdes de restricao, no qual esperamos a preponderancia
da categoria Fluorecs01, por causa do resultado da leitura em FACS apresentada pela
LaBibGenHygAmp01, transfectada com um cosmideo Fluorecs01.

Caso haja uma presenca relativa significativa de um outro padrdo de restricao,
realizaremos a analise para exposicdo de fosfatidilserina para o cosmideo com esse

padrao.
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Figura 1 - Espectro de leitura, em aparelho de FACS, de fluorescéncia para culturas de L. (L.) amazonensis tratadas com

Anexina-V associada a fluoréfilo a) LaBibGenHygAmp01, b) LaBibGenHygAmp02 e c). O controle “BRANCO” mostra a

fluorescéncia das células ndao tratadas com Anexina-V associada a fluoréfilo. O controle com EGTA se refere a especificidade da

ligacdo da Anexina-V a molécula de fosfatidilserina.




Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose 1%. Nas canaletas 0, 25, 26 e 51 foi aplicado o padrao de tamanho

molecular, DNA de fago lambda digerido com HindIII. As demais canaletas correspondem aos cosmideos BibGenHygAmp,

aplicados aos pares, na ordem digerido seguido de nao digerido. Os cosmideos Fluorecs01 foram marcados em azul.
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