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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 instala¢dao do processo inflamatorio. Neste projeto pretende-se determinar o papel
funcional da PS na invasdo e inativagdo dos macrofagos por Leishmania. Esforgos
iniciais de se obter um organismo nocaute da enzima fosfatidilserina sintase, ndo foram
bem sucedidos, sugerindo 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 serdo entao 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 identificagdo permitira a clonagem dos
fragmentos génicos que codificam enzimas translocadoras de fosfatidilserina numa
estratégia que torna possivel a realizacdo de testes para verificar se o gene clonado ¢

responsavel pela atividade de flopase de leishmania.

Introducio

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, ¢
parasita obrigatorio de macrofagos. Nessa célula, encontra-se a forma amastigota,
células arredondadas e com flagelo reduzido ou ndo aparente, contidas em vacuolos
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¢des anteriores do esdfago e proventriculo do
mosquito. No repasto sanguineo desse mosquito, sdo inoculadas no novo hospedeiro
mamifero, sendo fagocitadas por macrofagos residentes, diferenciando-se, entdo em

formas amastigota (Rey 2001)



Os macrdfagos sdo células de defesa dos mamiferos que se originam a partir de
monocitos que migram da corrente sangiiinea para diferentes tecidos € em conjunto com
os mondcitos constituem o sistema de fagdcitos 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
peroxido de hidrogénio, hipoclorito e 6xido nitrico. Organismos do género Leishmania
sdo 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 macrofagos também atuam na remocdao de células que entraram em
processo de morte celular, seja por necrose ou apoptose. No caso de células em
apoptose, o fagdcito ¢ capaz de reconhecer sinais apresentados na superficie de suas
membranas plasmadticas, distinguindo-as das células ainda viaveis, e removendo-as sem
ser ativado e sem que haja o recrutamento de novos fagocitos (Fadok ez al. 2001).

Um dos sinais reconhecido pelos fagdcitos em células em apoptose € a passagem
da fosfatidilserina (PS), normalmente encontrada majoritariamente 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 ez al. 2001). O reconhecimento
de moléculas de PS na superficie de células em apoptose leva a nao ativagdo do
fagdcito, mantendo a expressdo das citocinas antiinflamatérias como TGF-3 e IL-10, e
inibi¢cdo da expressdo da citocina pro-inflamatoria TNF-a (Fadok et al. 2001).

Foi mostrado que amastigotas de L. (Leishmania) amazonensis expoem
fosfatidilserina da mesma maneira que 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 especialmente a fosfatidilserina, a viruléncia das leishmanias era
reduzida em mais de 50% e ndo era observada a produgdo de TGF-f3 1 e IL-10 pelos
macrofagos. Os autores propuseram que esse seria um mecanismo de mimetismo de
células em apoptose que as leishmanias utilizariam para invadir os macrofagos sem
ativa-los (de Freitas Balanco ef al. 2001).

A movimentagdo de fosfolipidios entre as faces da membrana plasmatica esta
relacionada a trés atividades enzimadticas descritas: flipases, flopases e escramblases. A
atividade de flipases ¢ 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 ¢ 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 informagdes 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 exposi¢do de fosfatidilserina na face
externa de sua membrana plasmatica.

No relatorio anterior, foram apresentados experimentos relacionados a obtengao
de cosmideos potenciais possuidores de genes codificadores de proteinas translocadoras
de PS em leishmania, purificados a partir de um “pool” de cosmideos representando
uma biblioteca gendmica de L.(L.) amazonensis.

Neste relatorio, sdo apresentados os resultados de experimentos que visaram a um

conhecimento mais aprofundado dos genes presentes nesses cosmideos.

Materiais e Métodos

Foram utilizados os materiais ¢ métodos listados no relatorio anterior a este.



Resultados

Objetivando isolar o gene responsavel pela atividade de flopase de
fosfatidilserina, utilizou-se uma biblioteca gendmica de L. (L.) amazonensis (Uliana et
al. 1999), gentilmente cedida pela Profa. Silvia Uliana (ICB-USP) para a realizagcdo de
transfecgdes de leishméania. Apos a transfecgdo, as células foram selecionadas em meio
de cultura contendo o antibidtico 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 purificagdo de células em apoptose, que permitem separar
células que expdem PS do restante da populagao.

Apo6s proceder-se a selecdo, foi realizada a extragdo de DNA total da cultura do
clone selecionado. Esse material genético foi, entdo, utilizado para transformar
bactérias. Como cosmideos sao veiculos “shutlle”, ou seja sdao capazes de se replicar
tanto em leishmanias, como em bactérias, o cultivo em meio contendo antibidtico
ampicilina, seleciona as bactérias contendo cosmideos. A extracdo dos cosmideos
dessas bactérias, que serdo referenciados neste relatorio pela nomenclatura
BibGenHygAmp seguido de um sufixo que os discrimina, permitira a caracterizacao dos
genes que ele carrega, e assim possivelmente implicar um deles como sendo o
codificador da translocase.

A andlise desses cosmideos selecionados por restricdo com a enzima BamHI
apresentou dois padrdes distintos, como mostrado na figura 1, sendo que utilizamos um
exemplar de cada padrdo para transfec¢do de L. (L.) amazonensis, gerando as culturas
LaBibGenHygAmp01 e LaBibGenHygAmp(2, que foram entdo submetidas ao processo
de selegdo e clonagem em triplicata em meio semi-sélido.

Como controle foram utilizadas L. (L.) amazonensis transfectadas com o
plasmideo pxHYG, possuidor de marca de selecdo para hygromicina, porém sem o

trecho da biblioteca gendmica (nomeado Hyg).



Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose 1%. Na canaleta 1 estd o padrio de tamanho molecular,

DNA de fago lambda digerido com HindIIl. Nas canaletas 2 a 13, estdo os cosmideos BibGenHygAmp nio

digerido e digerido com BamHI.
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Figura 2 — Leitura em FACS de fluorescéncia para culturas de L. (L.) amazonensis. Os graficos
mostram a fluorescéncia de moléculas de Anexina-V-FITC em funcio do espalhamento frontal de luz no
aparelho. (A) e (B) sdo as célucas-controle LaHYGO01 e LaHYGO02; (C) a (H) referem-se a células transfectadas
com cosmideo oriundo de biblioteca genémica de L. (L.) amazonensis, sendo (C), (D) e (E) referentes aos

cosmideos LaBibGenHygAmp0lA, B e C, respectivamente, e¢ (F), (G) e (H) a0s cosmideos

LaBibGenHygAmp02A, B e C.

Apo6s crescerem por cinco dias em meio liqliido, cada clone mutante e controle foi
analisado para a exposicdo de fosfatidilserina através de tratamento com anexina-V
conjugada a FITC, seguida de leitura em aparelho de FACS, na qual ¢ esperada uma
fluorescéncia proporcional a quantidade de fosfatidilserina presente na face externa da
membrana, cujos resultados sdo apresentados na figura 2. A partir da andlise dessa
figura, podemos observar uma fluorescéncia diferencial para a LaBibGenHygAmp(02B,
enquanto que as demais culturas apresentaram padrdes de fluorescéncia compativeis
com os apresentados para as culturas do clone controle LaHygAmp01.

Procedeu-se ao seqlienciamento dos cosmideos BibGenHygAmp, com a
utilizacdo de iniciadores com seqiiéncias nos trechos que flanqueiam o sitio de

clonagem, com base no conhecimento da seqiiéncia de nucleotideos dos cosmideos.



Com o auxilio da ferramenta BLAST, foi realizada uma pesquisa da seqiiéncia obtida
no genoma de L. (L.) major que ja se encontra seqiienciado. Foi utilizado o genoma
dessa espécie de leishmania por se esperar uma similaridade genética devida a
proximidade filogenética, ja que o genoma de L. (L.) amazonensis nao foi seqiienciado
at¢ o momento. Os genes supostamente contidos nos cosmideos BibGenHygAmpO0lI e

BibGenHygAmp(?2 estao apresentados nas tabelas 1 e 2, respectivamente.

Gene D.T.* Descri¢ao
Lm]F 12.1100 - Proteina hipotética, conservada
Lm]F 12.1110 - Proteina hipotética, fun¢do desconhecida
Lm]F 12.1120 - Proteina hipotética, conservada
Lm]F 12.1125 - N-acil-L-aminoacido amidohidrolase
Lm]F 12.1130 - NADH:flavina oxidoredutase/NADH oxidase, putativa
Lm]F 12.1140 - Proteina do tipo n-etilmaleimida redutase
Lm]F 12.1150 - Proteina hipotética, fungéo desconhecida
Lm]F 12.1160 1 Proteina hipotética, conservada
Lm]F 12.1170 1 Proteina hipotética, conservada

*Quantidade de dominios transmembranares

Tabela 1 — Genes supostamente contidos no cosmideo BibGenHygAmp01

Gene D.T.* Descri¢ao
Lm]F24 1830 - Proteina hipotética, conservada
Lm]F24 1840 - Lisofosfolipase, putativa
Lm]F24 1850 2 Proteina hipotética com predi¢do de multipasso membranar
LmjF24. TRNAASP.01:tRNA - RNA
Lm]F24 1860 - Proteina hipotética, conservada
Ll’n |F24 1 870 - Proteina hipotética, conservada
Ll’n]F24 1880 - Ciclina 11, putativa
LmjF24.1890 - Ciclina 10
Lm]F24 1900 - Proteina hipotética, conservada
L mijF24.19015 1 Proteina hipotética, conservada
Lm]F24 1910 - Proteina hipotética, conservada

*Quantidade de dominios transmembranares

Tabela 2 — Genes supostamente contidos no cosmideo BibGenHygAmp02
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A andlise desse resultado para o cosmideo BibGenHygAmp()2 acusa a presenca
de segmentos génicos que codificam proteinas cuja superexpressdao poderia desencadear
um desequilibrio na exposi¢do de fosfatidilserina: uma lisofosfolipase (LmjF24.1840) e
duas ciclinas (LmjF24.1880 e LmjF24.1890).

A lisofosfolipase ¢ uma enzima envolvida no metabolismo de lipideos, cuja
superexpressdo poderia provocar um desequilibrio no contetido de lipideos nas células,
o que, por sua vez, poderia desencadear uma alteracdo da composi¢do lipidica
membranar e conseqiiente exposicao de PS.

As ciclinas compreendem uma familia de proteinas responsaveis pelo controle da
progressao das células no ciclo celular, através da ativagdo de quinases dependentes de
ciclina. A superexpressao dos genes responsaveis pelas ciclinas poderia implicar em um
deslocamento da fase do ciclo celular no qual se encontrariam as leishmanias e, como a
exposi¢ao de PS ¢ dependente de fase, poderia haver uma relagdo entre a
superexpressdo do gene responsavel pelas ciclinas e a exposi¢do diferencial de PS nas

leishmanias transfectadas com esse cosmideo.

Perspectivas

Para testar a influéncia de cada um dos genes nos resultados obtidos na exposi¢ao
de PS detectada pela leitura em FACS, como apresentada neste relatorio, pode-se
desenhar iniciadores para a amplificacdo dos genes da lisofosfolipase e das ciclinas,
clonando-os e, em seguida, transfectando leishmanias com constru¢des contendo cada
gene individualmente. Esses mutantes, analisados por ligacdo com Anexina-V-FITC,

como descrito acima podem elucidar o papel fisiologico da proteina.
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