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RESUMO

ARRUDA, LEONARDO VICENTINI. DESENVOLVIMENTO DE PLASMIDIO
PARA EXPRESSAO PROTEICA DEPENDENTE DA FASE DO CICLO DE VIDA EM
Leishmania. Tese (Doutorado) — Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador,
Bahia, 2013.

Protozoérios do género Leishmania provocam uma ampla gama de doencas, e
passam por um processo de diferenciacéo entre o inseto vetor e a forma intracelular
no hospedeiro mamifero. Apesar das diferencas entre as formas do ciclo de vida,
ndo estava descrita ferramenta para expressar proteinas de modo estagio
especifico. Neste trabalho apresentamos um plasmidio para Leishmania que
expressa proteina recombinante de forma estdgio especifica. Testamos uma
possivel construcado que usava as regiao 3’ UTR do gene amastina para controlar a
expressdo de uma proteina fluorescente e a expressar exclusivamente na fase
amastigota. Também utilizamos a regidao 3’ UTR de uma tubulina para obter uma
fluorescéncia homogénea em todos os estagios do ciclo de vida do parasita. Assim
como esperado, obtivemos uma fluorescéncia exclusiva para a fase amastigota
quando utilizamos a regido 3° UTR da amastina, e uma fluorescéncia constitutiva
guando a expressao foi regulada pela regiao 3° UTR da tubulina. O plasmidio
descrito neste trabalho € versétil, pois a droga de selecdo ou a proteina a ser
expressa podem ser substituidas com grande facilidade. Adicionalmente, como o
plasmidio pFL expressou um gene repdrter exclusivamente no estagio amastigota
ou constitutivamente, acreditamos que este plasmidio pode também ser utilizado
para expressar proteinas de forma restrita aos estagios promastigota metaciclico e
prociclico. Alguns possiveis usos desta nova ferramenta também sao discutidos

nesta tese.

Palavras chave: Leishmania; plasmidio; ciclo de vida; expresséao proteinas.
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ABSTRACT

ARRUDA, LEONARDO VICENTINI. LIFE-CYCLE DEPENDENT GENE
EXPRESSION PLASMID FOR Leishmania, Tese (Doutorado), Centro de Pesquisas
Goncalo Moniz, Salvador, Bahia, 2013.

The parasitic protozoan Leishmania causes a wide spectrum of diseases and
passes through differentiation between the sand fly and the intracellular form.
Despite distinction between life-cycle forms of the parasite, there is no described tool
to express a protein in a specific stage. Here, we present a plasmid for Leishmania
that can express recombinant proteins in a specific life-cycle stage. We tested one
possible construction that used the 3’ UTR region of the amastin gene to control the
expression of a fluorescent protein exclusively in the amastigote stage. We also
used the 3’ UTR of a tubulin to obtain a homogeneous fluorescence in all stages of
the parasite life cycle. As expected, was observed a fluorescence exclusive to the
amastigote phase with the 3° UTR amastin construction, and a constitutive
fluorescence when the expression were regulated by the 3° UTR of a tubulin. The
plasmid described here is versatile since the drug that will be used for selection or
the protein that will be expressed can be easily changed. Moreover, plasmid pFL
have expressed a reporter gene exclusively in the amastigote stage or constitutively,
we believe that this plasmid can also be used to express proteins in metacyclic and
procyclic promastigote stages only. Some possible uses of this new tool are also

discussed.

Keywords: Leishmania; plasmid; life-cycle; protein expression
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1.1 - Leishmania

O género Leishmania é composto por mais de 20 espécies de protozoarios que
pertencem a classe Kinetoplastida e ordem Trypanosomatidae. Dentro do género
Leishmania existe uma divisdo em sub-géneros: L. (leishmania), vulgarmente
conhecidas como leishmanias do velho mundo; L. (viannia), vulgarmente
conhecidas como espécies do novo mundo; e L. (sauroleishmania), uma forma néo

infectiva em mamiferos (Bafiuls, Hide e Tibayrenc, 2002) (Fraga et al., 2010).

Estes parasitos apresentam um ciclo de vida digenético, alternando uma fase
promastigota (flagelada), presente no intestino do inseto vetor, e outra forma com
tamanho reduzido, denominada amastigota (com flagelo ndo aparente), encontrada
no fagolisossomo de células fagociticas do hospedeiro vertebrado (revisto em
Muskus e Marin Villa, 2002).

O ciclo da leishmania (Figura 1) se inicia durante o repasto sanguineo do
inseto vetor, quando este inocula formas promastigotas no hospedeiro vertebrado
junto com saliva. As promastigotas sao fagocitadas por macréfagos residentes ou
neutrdéfilos recrutados pela picada do inseto (Ribeiro-Gomes e Sacks, 2012). No
interior do fagolisossomo, as promastigotas se transformam em amastigotas, que
possuem tamanho reduzido. Apds divisdo binéria, ocorre infeccdo de mais células
fagociticas (Naderer e McConville, 2008). Quando um novo inseto vetor se alimentar
do mamifero infectivo as formas amastigotas sdo ingeridas junto as células
presentes no sangue. Uma vez no intestino do inseto, a forma amastigota é
novamente submetida a importantes mudancas no ambiente (pH e temperatura).
Isto dispara o processo de diferenciacdo que produz mudangas na composicdo da
superficie do parasito, no metabolismo, assim como na propria morfologia do
parasito. Esta forma do parasito, denominada promastigota prociclica ou pouco
infectante sofre processo de diferenciacdo denominado metaciclogénese,
transformando-se em uma forma altamente infectante (promastigota metaciclica),
gue migrara para a probodscide do inseto vetor. Ao efetuar novo repasto, 0 inseto
inocula promastigotas no hospedeiro, fechando o ciclo de vida do parasito. (Muskus
e Marin Villa, 2002).
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Figura 1 — Ciclo de vida de Leishmania — A) Leishmania em forma de promastigotas prociclicas se
replicam e diferenciam no inseto vetor para formas infectivas e néo replicantes denominadas
promastigotas metaciclicas. B) Durante o repasto sanguineo do inseto vetor, promastigotas
metaciclicas sdo regurgitadas no hospedeiro junto com a saliva. C) Os parasitos inoculados invadem
ou sao fagocitados por alguma entre muitas possiveis células de defesa encontradas ou recrutadas
ao local da picada. D) Apés estabelecer uma resisténcia intracelular, promastigotas metaciclicas se
transformam em uma forma néo flagelada denominada amastigota. E) Replicacdo de amastigotas
dentro da célula hospedeira. F) Célula hospedeira se rompe com o excesso de amastigotas. G) Re-
infec¢do de outros fagécitos. H) O ciclo de vida do parasito se completa quando fagdcitos infectados
sdo ingeridos por outro inseto vetor durante repasto sanguineo. 1) Amastigotas se transformam em
promastigotas no intestino do inseto (Adaptado de

http://www.nature.com/nrmicro/journal/v9/n8/fig_tab/nrmicro2608_F1.html#figure-title).

Em condi¢bes de diferenciacdo de amastigotas para promastigotas, tanto in
vivo quanto in vitro, a diferenciacdo e a divisao celular ocorrem coincidentemente.

(Bates, 1994). Apesar da apresentacdo de um fendtipo muito diferente entre as
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diferentes fases do ciclo de vida, apenas 0,2% a 5% das proteinas estédo
diferencialmente expressas quando comparados a expressao nas fases amastigotas
e promastigotas (Cohen-Freue et al., 2007). Adicionalmente, Tsigankov et al., (2013)
relataram uma diferencial fosforilagdo em algumas proteinas de L. donovani de

acordo com a fase do ciclo de vida.

1.1.1 - Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas provocadas pela infeccdo de parasitos do
género Leishmania. Possuem um amplo espectro de manifestacdes clinicas com
sintomatologia extremamente variavel: Em um extremo pode-se observar uma
infeccdo assintomatica, no outro extremo uma doenca visceral potencialmente fatal

(Pearson e Sousa, 1996).

Algumas espécies de parasitos infectam oOrgaos viscerais, como L. infantum,
ao passo que outras espécies, como L. braziliensis produzem uma doenca

tegumentar (cutanea ou mucosa).

1.1.1.1 - Leishmaniose tegumentar americana

A leishmaniose tegumentar americana abrange diferentes formas de doenca
cutdnea e mucocutanea. A Leishmaniose Cutanea (LC) é a forma mais frequente
entre todas as leishmanioses, cuja doenca geralmente produz uma tlcera Unica com
bordas elevadas e centro necrético (Ministério da Saude, 2007). A cura é o desfecho
mais frequente para esta doenca, seguida pela presenca de uma imunidade de
longa duracdo. No Brasil a LC é causada majoritariamente por L. braziliensis
embora também haja casos por L. amazonensis (Vieira-Gongalves et al., 2008).
Com menor frequencia, aparecem casos de leishmaniose mucosa ou cutanea difusa
(Ministério da Saude, 2007).

1.1.1.2 - Leishmaniose visceral

A Leishmaniose Visceral (LV) € uma doenca grave, afetando majoritariamente
pessoas que vivem em condicOes de pobreza. Estimam-se mais de 200 mil novos

casos anuais em todo mundo, dentre os quais de 20 a 40 mil evoluem a 6bito. (Alvar
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et al., 2012). Esta doencga ceifou a vida de mais de 100 mil refugiados durante a

guerra civil no Sudao (Ritmeijer e Davidson, 2003).

No Brasil, a LV afeta mais de 4.500 pessoas anualmente (Karagiannis-Voules
et al., 2013) e o agente etiologico é L. infantum chagasi. A maioria dos casos aflige
criangas com menos de 10 anos, entretanto casos em adultos ndo séo infrequentes
(WHO, 2010). Os sintomas da leishmaniose visceral incluem aumento de baco e
figado, febre, perda de peso e pancitopenia (revisto em Murray et al., 2012). Fatores
de risco para progressao da doenca visceral incluem ma nutricdo, fatores genéticos
do hospedeiro e parasito bem como a co-infecgao com outras doencas, em especial
HIV (WHO, 2010).

Os fatores determinantes para a geracdo de uma doenca visceral continuam
ndo totalmente compreendidos, apesar dos conhecimentos ja acumulados em
relacdo a genética do parasito e as respostas imunolégicas do hospedeiro (McCall,
Zhang e Matlashewski, 2013). Sabe-se que cepas visceralizantes possuem uma
maior resisténcia a temperaturas altas causadas pela febre, bem como a oxidantes

produzidos pelos fagdécitos (Sarkar et al., 2012).

1.2 - Biologia molecular da Leishmania

Os tripanossomatideos apresentam uma série de caracteristicas muito
diferentes de outros eucariotos. Além de importantes peculiaridades em sua biologia
celular (glicosomo, kinetoplasto), é especialmente chamativa sua biologia molecular
em especial ao que se refere a organizacdo génica, a transcricdo e processamento

do RNAmM (RNA mensageiro), assim como a regulacao da expressao génica.

1.2.1 — O genoma

Algumas espécies de Leishmania tiveram seu genoma sequenciado, o que
revelou fatos extraordindrios em relagdo a organizagdo génica nesses parasitos. O
material genético possui aproximadamente 35 Mb, divididos entre 34 a 36
cromossomos de acordo com a espécie (lvens et al., 2005), (Peacock et al., 2007),
gue assim como em outros protozoarios, ndo formam cromatides em nenhum

momento do ciclo celular, e sendo assim, para visualizacdo do cariétipo, é
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necessaria a utilizacdo de técnicas especificas, como eletroforese de campo
pulsado ou eletroforese bidimensional de campo pulsado (Hernandez-Rivas e
Scherf, 1997).

Os genes de tripanossomatideos ndo possuem introns, com excec¢ao do gene
poli(A) polimerase descrito em T. brucei e T. cruzi (Mair et al., 2000), e se organizam
em largos agrupamentos com a mesma orientagao transcripcional denominados de
agrupamentos génicos direcionados (DGCs do inglés: directional gene cluster). Os
DGCs estao separados por regides de troca de fita, onde o sentido da transcricéo
podera ser na fita de DNA convergente ou divergente, ou seja, a transcricdo
ocorrera tanto em uma fita de DNA quanto na outra e em dire¢cBes opostas
(Martinez-Calvillo et al., 2003) (Figura 2). Todas estas caracteristicas nos remetem
as unidades policistrénicas encontradas em procariotos, exceto pelo fato do arranjo
génico nao codificar proteinas com funcdes relacionadas (Kozak, 1983), (Tamames
et al., 1997).

R

o~ H I =

Figura 2 — Representacdo esquemética de regido de troca de fita no cromossomo de
tripanossomatideo. Caixas representam regides codificantes, e circulos vermelhos com setas

indicam a enzima RNA polimerase Il com sentido da transcricao.

Alguns genes apresentam somente uma coOpia, mas € comum a presenca de
multiplas copias de um mesmo gene de forma agrupada em tandem ou dispersa no
genoma. Podemos destacar o gene da amastina, que em L. major apresenta 55
copias distribuidas entre 7 cromossomos (Rochette et al., 2005). No genoma da
Leishmania também existem genes que se agrupam em pares. As regides
codificantes dos genes repetidos sdo normalmente bem conservadas. Ja as regides
nao traduzidas (UTR) podem estar conservadas ou apresentar importantes
diferencas em suas sequéncias, que estéo relacionadas com uma expressao génica

diferencial, como revisto em Clayton (2002).
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1.2.2 — Transcricdo e processamento de RNAmM

Os tripanossomatideos apresentam um modo ndo convencional de transcricdo
de seus genes, muito em consonancia com a organizacdo génica previamente

comentada.

Outra caracteristica que difere Leishmania de outros eucariotos é a auséncia
de sequéncias promotoras para a RNA polimerase Il, responsavel pela transcricao
da maior parte do RNA mensageiro celular. A RNA polimerase Il realiza a
transcricdo policistronica (ou poligénica) das unidades génicas presentes nos
cromossomos. Esta enzima inicia a transcricdo nas regides de troca de fita, entre
dois agrupamentos génicos com direcdo oposta e termina a transcricdo novamente
nas regides de troca de fita ou no final do cromossomo (Martinez-Calvillo et al.,
2003). Apesar disto, 0s mecanismos que iniciam a transcrigdo nado estao totalmente
elucidados e as sequéncias de inicio de transcricdo ndo foram definidas (Clayton,
2002).

O RNA mensageiro policistrénico é processado mediante o acoplamento de
dois mecanismos, denominado trans-splicing, para gerar formas traduziveis
(monocistronicas). O trans-splicing consiste na adigdo de um polirribonucleotideo de
com 39pb, denominado miniéxon ou sequéncia lider (SL-RNA) no extremo 5’ do
RNA processado e uma poliadenilagdo (adicdo da calda de Poli-A) no gene
precedente do policistron. O SL-RNA por sua vez é processado pela adicdo do
denominado CAP4 (Bangs et al., 1992), que tem uma funcao estabilizadora do RNA
mensageiro. Nao existem sequéncias que determinem o lugar de adicdo da Poli-A, e
esta posicdo é definida pelo sitio de adicdo do miniéxon no gene seguinte do
policistron (Benz et al., 2005).

1.2.3 - Requlacao da expressdo génica

Os niveis de expressdo de proteinas possuem uma fraca correlacdo com os
niveis de transcricdo (revisto em Cohen-Freue et al., 2007), o que provavelmente
esta relacionado a eventos pdés-transcripcionais. Mais uma vez contrastando com a

maior parte dos eucariotos, pode-se especular que Leishmania nunca adquiriu ou
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perdeu a capacidade de regular a transcricdo de genes individuais (revisto em
Requena, 2011).

A auséncia de regides promotoras faz com que a regulacdo génica ocorra
exclusivamente a nivel pos-transcripcional. Sendo assim, a regulacdo da expresséo
génica é uma dos aspectos mais intrigantes da biologia molecular de Leishmania.
De forma geral, sdo as regides 3’ UTR do RNA mensageiro que controlam a
regulacdo dos diferentes genes. Fundamentalmente, através da estabilizacdo do
mensageiro bem como pelo controle do inicio da traducdo. Dentre exemplos deste
tipo de regulacdo, temos alguns associados a expressdo dependente da fase do
ciclo de vida, como os genes codificantes para amastina ou glicoproteina de
superficie majoritaria GP63. Em ambos o0s casos, sequéncias presentes nas regioes
UTR foram implicadas como responsaveis pelo controle da expressdo génica
(Brittingham et al., 2001).(Yao, Donelson e Wilson, 2003).

Os transcritos de Leishmania possuem regides nao traduzidas maiores que a
maioria dos outros eucariotos, o que € ainda mais evidente para as regides 3’ UTR
(Silva, da et al., 2002). Essa caracteristica esta relacionada com o fato da regulacao
da expressdo génica somente ocorrer em nivel pos-transcripcional, pois a
degradacdo ou estabilizacdo do mRNA é dependente de fatores protéicos que
reconhecem a sequéncia ou a estrutura secundaria formada nas regides 3' UTR

(revisto em Requena, 2011).

Existem evidéncias de que a regulacdo especifica da traducdo e da taxa de
degradacdo de RNA mensageiros em cada fase do ciclo de vida sdo essenciais
para o controle da expressdo génica em Leishmania. Tais controles pos-
transcripcionais sdo mediados por proteinas que se ligam de forma especifica nos
elementos regulatérios localizados na sequéncia das regides 3° UTR do RNA
mensageiro. Entretanto, 0s mecanismos que promovem ou inibem a traducdo ou
degradacdo do RNAmM ainda ndo estdo bem estabelecidos (revisto em Requena
2011).
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1.2.4 - Expressao diferencial de genes ao longo do ciclo de vida

O estudo da expressao diferencial de genes ao longo das fases do ciclo de
vida de Leishmania ja foi alvo de alguns trabalhos. Aqui destacamos uma selecdo
de dados sobre a regulacéo de expressao de tubulinas, amastinas, e outros genes

relevantes no desenvolvimento deste projeto.

Tubulinas s&o proteinas encontradas em todos o0s eucariotos e foram
identificadas a mais de 30 anos como principais componentes dos micro-tubulos
celulares e citoesqueleto (revisto em Gull, (2001)). As tubulinas sé&o expressas em
todas as fases do ciclo de vida em Leishmania (Joshi, Dwyer e Nakhasi, 1995) e a
utilizacao de sua regido inter-génica como controle em estudos de expressao génica

foi sugerido por Purdy, Donelson e Wilson (2005).

Quando as formas promastigotas sdo inoculadas no hospedeiro, elas sé&o
expostas a uma temperatura maior do que a encontrada no inseto (passando de 24-
26°C do inseto até os 37°C do hospedeiro mamifero). Adicionalmente, apés
fagocitadas, Leishmanias passam a um ambiente de pH &cido. Sendo assim, foi
estudado qual dessas alteragcbes teriam maior impacto na transformacdo de
promastigotas para amastigotas. Foi reportado que o aumento da temperatura
prevalece sobre a acidificacdo, no que se refere a mudanca no perfil de expressao
de proteinas definidas como amastigota ou promastigota especificas,

respectivamente, amastinas e a glicoproteina GP46 (Alcolea et al., 2010).

Amastinas sdo proteinas de superficie pertencentes a um grupo de mais de 45
proteinas que sado expressas exclusivamente na fase amastigota, em Leishmania e
Trypanossoma. Neste sentido, Boucher et al., (2002) demonstraram a existéncia de
um elemento de 450 pb localizado na regido 3’ UTR responsavel por uma diferenca
de 20 vezes nos niveis de traducdo da amastina durante sua fase amastigota,
guando comparado a promastigotas. Esta sequéncia também foi encontrada no
RNA mensageiros de outros genes, com expressao especifica a fase amastigota
(Rochette et al., 2005). Além do evento do aumento da traducao, foi demonstrado
gue esta sequencia de RNA esta relacionada a um aumento na estabilidade dos
transcritos na fase amastigota (McNicoll et al., 2005). As amastinas e as tubulinas

possuem repeticdo em tandem da sequéncia codificante no seu genoma (Figura 3).
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Amastina Amastina —

5" Utr-Ama 3'Utr-Ama 5" Utr-Ama 3'Utr-Ama

— Tubulina Tubulina o

5 Utr-Tub 3 Utr-Tub 5 Utr-Tub 3 Utr-Tub

Figura 3 - Representagédo esquematica de regides codificantes e inter-génicas no cromossomo
de L. infantum A) Detalhe do cromossomo 34, com regi@o codificante de duas amastinas
(LinJ.34.1700 e LinJ.34.1690) B) Detalhe do cromossomo 13, com regido codificante de duas
tubulinas (LinJ13_V3.1450 e LinJ13_V3.1460).

Por sua vez, Rosenzweig et al., (2008) descreveram um aumento na presenca
de duas diferentes proteinas amastinas 15 horas apoés inicio da transformacéo de
promastigotas para amastigotas. Em outro trabalho, Nasereddin et al., (2010)
confirmaram a elevada expressao de amastinas pelas formas amastigotas quando
comparado a promastigotas e propuseram que este gene pode ser utilizado como

marcador para culturas amastigotas axénicas.

Em andlise das diferencas no perfil protebmico de L. major durante a
metaciclogénese, Mojtahedi, Clos e Kamali-Sarvestani, (2008) mostraram que a
expressdo de proteinas do flagelo esta aumentada no processo de transformacéo

da fase promastigota prociclica para metaciclica.

1.3 — Genes reporteres e proteinas fluorescentes

Em alguns celenterados, como aguas-vivas, a bioluminescéncia ocorre quando
o calcio se liga a proteina denominada aequorin gerando luz azul. Esta luz azul, por
sua vez, é o substrato necessario para a excitacdo da proteina verde fluorescente
(GFP), que como produto da reagao, emite luz verde. Chalfie et al., (1994) foram os
primeiros a descrever o uso da GFP como marcador de expressao génica in vivo em
células procariotas e eucariotos, o que rendeu aos autores o prémio Nobel. Com a

indugdo de mutagBes aleatorias na sequéncia codificante para proteina GFP,
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Cormack, Valdivia e Falkow (1996) obtiveram variantes cuja fluorescéncia estava

aumentada em mais de 100 vezes quando comparada a proteina selvagem.

A partir de uma GFP estavel com vida média superior a 24 horas, Qazi et al.,
(2001) produziram variedades instaveis e com vida média curta, Uteis como
repOrteres para certos estudos de expressdo génica. Jung e Zumbusch (2006)
estudaram oito formas mutantes da proteina GFP e observaram que a forma eGFP
(GFP mais intensa, do inglés enhanced) é a melhor variante para utilizagdo em

modelos bioldgicos devido sua estabilidade e intensa fluorescéncia.

Apesar das proteinas fluorescentes selvagens serem estaveis, 0 comprimento
de onda gue as excita estd muito préximo do ultravioleta. Esta foi uma importante
guestdo para sua utilizacdo, devido a possibilidade de geracdo de dano celular
durante a observacdo. Para sobrepor esta limitagdo, foram produzidas formas
mutantes de proteinas fluorescentes com diferentes espectros de emisséo, portanto,
com comprimento de onda maior que 0 necessario para visualizacdo da proteina
GFP selvagem. Como exemplo, pode-se citar a eGFP, a proteina fluorescente
amarela (YFP), a proteina fluorescente ciano (CFP) e a proteina vermelha mCherry
(revisto em Dube, Gupta e Singh, (2009).

Diversos estudos utilizaram proteinas florescentes e genes repdrteres em
tripanossomatideos e, particularmente, em Leishmania. Ha et al., (1996) foram os
primeiros a produzir uma leishmania transgénica que expressa a proteina GFP,
utilizando um plasmidio epissomal. DaRocha et al., (2004) desenvolveram vetores
para expressdo de genes repoérter, como GFP, luciferase e proteina vermelha
fluorescente (RFP) para Trypanosoma cruzi. Em outro estudo, Singh e Dube, (2004)
relataram que o uso de L. donovani-GFP facilitou a avaliacdo de resisténcia do
parasito a diferentes drogas, quando associada a andlise de integridade celular por
citometria de fluxo. Em outro trabalho, Ashutosh et al., (2005) produziram uma cepa
de L. donovani que expressava a luciferase, também com objetivo de facilitar
ensaios de resisténcia a farmacos. Além disso, Balmer e Tostado, (2006) foram
capazes de diferenciar sub-espécies de T. brucei em camundongos infectados com

multiplas sub-espécies que amplificavam eGFP, RFP e YFP por analise em FACS.
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A construcdo de proteinas fusionadas a proteinas fluorescentes permite o
estudo da localizacdo de proteinas no parasito. Em exemplo deste tipo de estudo,
Katta, Sahasrabuddhe e Gupta, (2009) foram capazes de fusionar a sequéncia
codificante de proteinas do flagelo do parasito a GFP revelando detalhadamente a
localizacdo destas proteinas no parasito. Singh et al., (2009) integraram a sequencia
codificante para GFP na regidao promotora do ribossomo 18S de L. donovani. N&o
houve perda da fluorescéncia mesmo apdés um ano sem a utilizacdo de droga de
selecdo. Com objetivo de testar uma vacina inovadora, Mizbani et al., (2009)
desenvolveram uma cepa de L. tarentolae, ndo infectiva a mamiferos, que
expressaou GFP associada a proteina A2. Apesar desta proteina ser expressa
exclusivamente na fase amastigota de L. infantum, a construcdo génica foi feita de
modo que a proteina A2 fosse expressa de forma constitutiva no parasito

transgénica.

Até o momento, ndo foi descrita a expressao de proteinas em Leishmania de

forma dependente da fase do ciclo de vida.
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Il - JUSTIFICATIVA, HIPOTESE E OBJETIVO
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Justificativa

Nao estdo disponiveis ferramentas para super expressar proteinas em
Leishmania de forma dependente do estagio do ciclo de vida. Tal ferramenta podera
ser utilizada para diversos ensaios, como localizacéo, diferenciacdo ou isolamento
de parasitos em distintos estagios do ciclo de vida in vivo, bem como facilitara a
investigacdo do status funcional, distribuicdo e expressdo de proteinas provida pelo
controle de regifes génicas do parasito in vivo. Além disto, o plasmidio podera ser
utilizado para geracdo de uma vacina viva “suicida”’. Esta estratégia levaria a
geracdo de uma cepa de Leishmania que ao se transformar em amastigota
expressaria uma proteina toxica, levando a morte do parasito. Adicionalmente, a
producdo de uma Leishmania mutante que expresse proteina fusionada a outra
proteina fluorescente de forma ciclo de vida dependente podera servir para estudos

de interacao do parasito com células hospedeiras.

Hipotese

Considerando os conhecimentos ja acumulados em relagcédo a regulacdo da
expressao génica em Leishmania bem como as técnicas e plasmidios disponiveis
para a expressao de proteinas recombinantes no parasito, acreditamos ser possivel
o desenvolvimento de um novo plasmidio para expressdo de proteinas de forma

dependente da fase do ciclo de vida em Leishmania.

Objetivo

Expressar proteinas recombinantes em Leishmania de forma dependente da

fase do ciclo de vida.

Obijetivos especificos

Expressar uma proteina fluorescente em L. infantum somente na fase

amastigota.
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Il — METODOS
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Parasitos

Promastigotas de Leishmania infantum chagasi (M/CAN/ES/96/BCN150) foram
cultivados a 26 °C, em meio RPMI 1640 (Gibco, Paisley, U.K.), suplementado com
10% (v/v) Soro Bovino Fetal Inativado (SBFi) (ICN Pharmaceuticals, Basingstoke,
Hants, U.K.), penicilina G (100 U/ml) e estreptomicina (0.1 mg/ml). Culturas de
parasitos foram iniciadas com 10° promastigotas/ml e utilizadas para estudo em fase
exponencial do crescimento (< 10’ promastigotas/ml). Culturas foram passadas

indefinidamente sem passagem por animal para manutencao da infectividade.

Os pesquisadores possuem registrado termo responsabilidade para projetos
envolvendo organismos geneticamente modificados, conforme norma da Comissao

Técnica Nacional de Biosseguranca — CTNBIo. (Anexos 1 e 2)

Crescimento de parasitos em meio sélido

O crescimento de parasitos em meio solido foi baseado em protocolo
previamente descrito com modificacdes (Quijada et al.,, 2003). Para isto, placas
foram formuladas com 1,4% Agar, 0,6% NaCl e 6% de sangue de coelho
heparinizado e inativado. Adicionalmente, utiliza-se meio volume de RPMI
suplementado com 5% de SBFi e drogas de selecdo. Promastigotas de leishmania
sdo semeadas em placa em fase exponencial de crescimento, seguido pela
vedacao da placa com filme de laboratério (parafilm) e incubacao da placa invertida
a 26°C até o aparecimento de colénias, que possuem forma de gota quase

transparente. Esta etapa final do processo ocorre em aproximadamente 10 dias.

Diferenciacdo em amastigotas

A diferenciacdo em amastigotas axénicas da L. infantum foi feita de acordo
com trabalho anterior que utilizou esta mesma cepa (Larreta et al., 2004). Para isto,
parasitos em fase logaritmica tardia (> 10’ células/ml) foram centrifugados e
ressuspensos em meio RPMI 1640 (Gibco) acidificado até pH 5.5 pela adi¢do de 20
mM de acido succinico (Sigma). O meio foi suplementado com 25% SBFi, penicilina
G (100 U/ml) e estreptomicina (0.1 mg/ml). Finalmente, os parasitos foram
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incubados a 37°C (5% CO,) e coletados para o0s experimentos durante a

diferenciacdo ao longo dos dias seguintes.

Extracdo DNA de Leishmania

O DNA total de Leishmania foi extraido utilizando kit comercial Wizard® SV
Genomic DNA Purification Promega. para utilizagdo como molde na amplificacédo

por PCR das regides nao traduzidas, 3’ UTR.
Sequenciamento de DNA

O sequenciamento do DNA foi feito através do sistema “ABI PRISM BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” (Perkin-Elmer, Foster City), e foi
realizado pela plataforma tecnolégica de servicos de sequenciamento da Fiocruz /
Salvador bem como pelo servico de sequenciamento interdepartamental da

Universidade Autbnoma de Madrid.

PCR e clonagem

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) teve volume final de 50uL, com a
seguinte concentracdo de reagentes: 2,5 mM de cada desoxirribonucleotideo
(dNTP), 10 pmols/ul de cada primer, dez unidades de Tag DNA polimerase; 1,5 mM
de MgCl,, 200 mM Tris — HCI pH8,0 e 50 ng de DNA molde.

Para amplificacdo, o DNA foi desnaturado a 94°C por 5 min, seguido por 30
ciclos de 94°C por 1 min, 60°C por 1 min e 72°C por 1 min, seguido de uma
extenssao final de 72°C por 5 min, em um termociclador (MJ Research PCR thermal
cycler). Os produtos do PCR foram visualizados, apos eletroforese em gel de
agarose, e fragmentos do tamanho esperado foram purificados utilizando um kit
(QlAquick PCR purification Kit, Qiagen, Germany), digeridos com o0 respectivo par
de enzimas de restricdo. Em seguida, o produto da digestéo foi ligado ao vetor de
clonagem pBluscript SK(-) (Stratagene), previamente digerido com enzimas de

restricdo coincidentes seguido por defosforilacao.
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Os sitios de restricdo estdo indicados no nome do primer, bem como
sublinhados na sequéncia do primer. Adicionalmente, sitios de restricdo utilizados

poderdo ser observados nas representacdes esquematicas dos plasmidios.

pBls Utr Tubl, pBls Utr Tub2 e pBls Utr Tub3

A primeira regido clonada para formar o plasmidio pFL foi a regido inter-
génica completa entre duas tubulinas. Clonamos a sequéncia de 844pb entre os
genes LinJ13_V3.1450 e LinJ13 V3.1460. Esta mesma regido foi clonada 3 vezes,
utilizando trés distintos pares de primers, para obter a sequencia com os sitios de

restricdo de interesse (Figura 4).
Direto: UtrTubl1Xbal: GCTCTAGATAAGGTACACTCGTGCCGCG
Reverso: UtrTubl1BamHIr CGGGATCCGTTTTGTGTTCGCCAGGAGG
Direto: UtrTub2EcoRId: CGGAATTCTAAGGTACACTCGTGCCGCG
Reverso: UtrTub2EcoRVr CGGATATCGTTTTGTGTTCGCCAGGAGG
Direto: UtrTub3Hindllld: CCCAAGCTTTAAGGTACACTCGTGCCGCG

Reverso: UtrTub3Clalr: CCATCGATGTTTTGTGTTCGCCAGGAGG

AmpR_ AmpR AmpR__
BamHl (720) EcoRV (698) Clal (685)

pBls UTR Tubl
3799bp

pBls UTR Tub3

pBls UTR Tub2 3
2805 hp
‘E

3805 bp

&
“Utr Tubt | UTRTub3

EcoRI (1546) Hindl1 (1534)

Figura 4 — Representacdo esquematica de plasmidios portando regides inter-génicas da
tubulina. A) pBIs Utr Tubl, B) pBls Utr Tub2. C) pBIs Utr Tub3. Regifes codificantes assim como
regibes nao traduzidas estdo destacadas. Flechas indicam sentido da transcricdo e sitios de restricdo
utilizados para clonagem estdo destacados. Fragmento Amp R confere resisténcia para bactéria

portadora desta construcdo, contra a droga ampicilina.
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pBls Puro

A sequéncia codificante de 600pb para Puromicina-N-acetiltransferase,
(Puro), que confere resisténcia a droga de selecdo puromicina, foi amplificada e
clonada (Figura 5) utilizando o plasmidio promega pGeneClip™ Puromycin Vector

como molde. Para amplificacdo foram utilizados os seguintes primers:
Direto: PuroBamHId: CGGGATCCATGACCGAGTACAAGCCCAC

Reverso: PuroEcoRIr: CGGAATTCTCAGGCACCGGGCTTGCGG

Amp R‘_

— __EcoRI (702)
pBls Puro

i 9 3549 bp | |
[/ Puro

X

BamHI (1308)

Figura 5 — Plasmidio portando regido codificante para Puromicina-N-acetiltransferase.
Regides codificantes estdo destacadas e as flechas indicam o sentido da transcricdo. Sitios de

restricdo para as enzimas EcoRI e BamH]I, utilizados para clonagem, estdo destacados.

pBls mCherry

A regido codificante da proteina fluorescente mCherry foi amplificada e
clonada (Figura 6) utilizando como molde o plasmidio pmCherry vector (Clontech,
Inc., Mountain View, CA). A sequéncia de interesse possui 711lpb e para

amplificacdo foi utilizado o seguinte par de primers:
Direto: mCherryEcoRVd: CGGATATCATGGTGAGCAAGGGCGAGG

Reverso: mCherryHindlllr: CCCAAGCTTTTACTTGTACAGCTCGTCC
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AmpR_
_HindIII (690)

pBls mCherry
3672 bp

*/ “mCherry

" EcoRV (1409)

Figura 6 — Plasmidio portando regido codificante para proteina fluorescente mCherry.
Regides codificantes estdo destacadas e as flechas indicam o sentido da transcricdo. Em detalhe,
encontram-se ilustrados os sitios de restricdo para as enzimas Hindlll e EcoRV utilizados para

clonagem.

pBls Utr Ama

A sequéncia escolhida para controlar a expresséo génica na fase amastigota
foi a sequéncia de 2,1Kb localizada entre as regifes codificantes dos genes da
amastina, LinJ.34.1700 e LinJ.34.1690 (codigo geneDB). Para amplificar e clonar
este fragmento (Figura 7) utilizamos como molde o DNA total de L. infantum e os

seguintes primers:
Direto: UtrAmaHindllld: CCCAAGCTTTAGGATAGAGGTAGGACAGG

Reverso: UtrAmacClalr: CCATCGATCATCGTCACAAAAAGGAGCGAC

Amp R A Clal (685)

pBls UTR Ama
5164 bp

UTR Ama

HindIII (2893)

Figura 7 — Representagdo esquemética do plasmidio pBls UTR Ama. Regido codificante

e regido nao traduzida da amastina estdo destacadas. Flechas indicam sentido da transcrigdo. Sitios
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de restricdo para as enzimas Hindlll e Clal, utilizadas para clonagem também estéo ilustrados na

figura.

Sub-clonagem

Apés a confirmagcdo de cada sequéncia clonada por digestdo e
sequenciamento, fragmentos foram sub-clonados em um processo com quatro

Passos:

pBls TubPuro

No primeiro passo, o plasmidio pBls UTR Tubl foi digerido com Xbal e BamHI.
O fragmento obtido foi introduzido similarmente digerido e defosforilado plasmidio
pBls Puro para obter pBls TubPuro (Figura 8).

AmpR
EcoRI (702)
p -

' “,77Puro
pBls TubPuro

4387 bp

BamHI (1308)

"~ UTR Tub1

Xbal (2158)

Figura 8 - Representacdo esquematica do plasmidio pBls TubPuro. Construgcao contém
uma regido ndo traduzida da tubulina e a regido codificante Puro que estdo destacadas. Flechas

indicam sentido da transcri¢do. Sitios de restricdo do plasmidio também estéo ilustrados.

pBls TubPuroTub

Em um segundo passo, o plasmidio pBls TubPuro foi digerido com Xbal e
EcoRl e o fragmento obtido foi introduzido pBls UTR Tub2, que havia sido
anteriormente digerido e defosforilado, para obter pBls TubPuroTub (Figura 9).
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/‘,Apal (664)
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“Clal (685)
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\ Hindlll (690)
™
“
EcoRV (698)

UTR Tub2
pBls TubPuroTub

5231bp

EcoRI (1546)

Xbal (3002)” " BamtHI (2152)

UTR Tub1

Figura 9 - Representacdo esquemética do plasmidio pBls TubPuroTub. Construcao
contém duas regifes ndo traduzidas da tubulina e a regido codificante Puro que estdo destacadas.
Flechas indicam sentido da transcricdo. Sitios de clonagem, com as respectivas enzimas de

restricdo, assim como o polilinker disponivel no plasmidio encontram-se ilustrados.

pBls TubPuroTubCherry

No terceiro passo, o plasmidio pBls mCherry foi digerido com EcoRV e Hindlll
e o fragmento obtido foi introduzido no plasmidio pBls TubPuroTub, que havia sido
anteriomente digerido com as mesmas enzimas e defosforilado, gerando o

plasmideo pBls TubPuroTubCherry (Figura 10).

Amp R {/j //KpnI (658)
/_Apal(664)
//// e

/ v 05, ™~ Clal (685)

- \\\\QﬁndIH (690)
\\ mCherry
|
\ \ _EcoRV (1409)

pBls TubPuroTubCherry -

5942 bp

UTR Tub2

Xbal (3713) - T EcoRI (2257)

UTR Tub1 Puro

BamHI (2863)

Figura 10 - Representacdo esqueméatica do plasmidio pBls TubPuroTubCherry.
Construgdes contém duas regibes ndo traduzidas da tubulina e as regibes codificantes Puro e
mCherry. Regifes codificantes assim como regides ndo traduzidas estdo destacadas. Flechas
indicam sentido da transcricdo. Sitios de clonagem, com as respectivas enzimas de restricdo, assim

como o polilinker disponivel no plasmidio encontram-se ilustrados.
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pFL Tub e pFL Ama

No ultimo passo da construgdo, os plasmidios pBls UTR Ama ou pBIs UTR
Tub3 foram digeridos com Hindlll e Clal e os fragmentos obtidos foram introduzidos
no plasmidio pBls TubPuroTubCherry, previamente digerido com as mesmas
enzimas de restricdo e defosforilado, para obter as duas construgdes finais: pFL
Ama (pBIs TubPuroTubCherryAma) e pFL Tub (pBls TubPuroTubCherryTub) (Figura
11).

Kprl (655) Kpnl (658)
Amp R B / Apal (664) AmpR - /,///Apul (664)
>//; £ Xhol (669) ‘Z’/ / —Clal (685)
\v:// Clal (685) 4

UTR Tub3

__HindIII (1534) UTR Ama

pFL Tub W ]
6786 bp [ |

| J,L_\rnCherry
o

Xbal (4557) __ EcoRV (2253)

UTR Tub1 UTR Tub2

/
BamHI (3707)

N
EcoRI (3101)

Puro

pFL Ama
8145bp

Xbal (5916)

UTR Tub1

HindlIII (2893)

BamHI (5:166)/
Puro mCherry

\EcaR\' (3612)

UTR Tub2

/s
EcoRI (4460)

Figura 11 - Plasmidios pFL de expresséo de fluorescéncia em Leishmania.
A) Representacdo esquematica do plasmidio pFL Tub, que prové uma expressao de fluorescéncia
constitutiva. B) pFL Ama cuja expressao de fluorescéncia é exclusiva a fase amastigota. Regides
codificantes assim como regifes nao traduzidas estdo destacadas. Flechas indicam sentido de
transcricdo. Sitios de clonagem com as respectivas enzimas, assim como o polilinker disponivel no

plasmidio também s&o mostrados.

Transfeccdo de promastigotas

O DNA plasmidial utilizado para transfecgéo foi obtido pelo uso do Kit Qiagen
Maxiprep (Qiagen Inc., Valencia, CA). Para transfecc¢fes, utilizamos o método de
alta voltagem previamente descrito (Robinson and Beverley, 2003), como segue:
Parasitos em fase exponencial do crescimento sé&o coletados por centrifugacéo e
ressuspensos a uma densidade de 10® parasitos/ml em tampéo citomix gelado (120
mM KCI, 0.15 mM CacCl,, 10 mM K;HPO4, 25 mM HEPES, 2 mM EDTA, 5 mM
MgCl,). Em seguida, 0,5 ml da suspensédo de células foram transferidos para uma

cubeta de eletroporacdo com vao de 0,4 cm, e deixadas em gelo por 10 min. Dez
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microgramas do DNA plasmidial foram adicionados a suspensdo de células que
foram pulsadas duas vezes (25 pF, 3.75 kV cm™, Q = infinito) utilizando um
eletroporador Bio-Rad Gene Pulser. Amostras foram transferidas para 10 ml de
meio RPMI suplementado com 20% SBFi e incubado a 26°C por 24 h. Apéds
incubacdo em meio sem antibidtico, as células foram expostas a uma selecdo dos
clones efetivamente transfectados com 50 pg/ml de puromicina (Sigma). Culturas

transgénicas séo obtidas entre 10 a 15 dias ap0s incubacgéo a 26°C.
Anélise microscopica

Culturas de promastigotas ou sob processo de diferenciagdo em amastigotas
foram analisadas quanto a fluorescéncia produzida. Para isto, culturas foram
visualizadas utilizando um microscopio de fluorescéncia Zeiss Axioskop
(Thornwood, NY), com aumento de 40X. Para isto, 30ul da cultura foram diluidos em
PBS 1X e homogeneizados com pipeta. Os comprimentos de onda utilizados para
excitar ou adquirir as diferentes cores de fluorescéncias no microscopio seguem

abaixo:
DAPI: Excitagdo: 405nm / Aquisicdo 460 nm
GFP: Excitacdo 488nm / Aquisicdo: 540nm
mCherry: Excitagdo: 530nm / Aquisicdo 590nm
Citometria de fluxo

A fluorescéncia foi determinada pela excitacdo da amostra com laser seguida
pela deteccdo da emissdo em citbmetro de fluxo FACS Calibur (Becton Dickinson,
San Jose, CA, U.S.A). O citometro foi calibrado utilizando um controle positivo
(inhagem de leishmania transfectada com mCherry) e um controle negativo
(linhagem wild type de leishmania). Foram adquiridos 10°> eventos para cada

amostra analisada.
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IV — RESULTADOS
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Como etapa preliminar deste projeto, nos certificamos da viabilidade da
proposta através da padronizacdo dos protocolos, bem como dos ensaios baseados
na expressao da proteina verde fluorescente (GFP) em L. infantum. Os resultados

desta secao estao apresentados dentro de cada topico.
Premissa A — Transfeccao

Para padronizar a transfeccao utilizamos o plasmidio pX63NeoGFP (Figura
12), gentiimente cedido pela Prof2 Dra. Lucile Maria Floeter-Winter (USP),
construido a partir do plasmidio pX63Neo (Cruz, Coburn e Beverley, 1991). A
linhagem transgénica obtida foi utilizada nos estudos preliminares de viabilidade do

projeto.

3 UTR - DHFR-TS 5'UTR - PRMT7

N e N BamHI (599)

Neo_ ___eGFpP

BamHI (1325)

px63NeoGFP

6565 bp

5UTR-DHFR-TS

-V-H”Amp R

Figura 12 — Representacdo esquematica do plasmidio pX63NeoGFP.

Na padronizacdo da transfeccdo, foram testados diversos protocolos com
repeticbes em distintos momentos, entretanto a taxa de sucesso se mantinha
baixissima. Em 71 tentativas de transfeccdo somente duas foram frutiferas,
produzindo parasitos fluorescentes (Figura 13). Entre os problemas encontrados
durante a transfeccdo listamos a precipitacdo de sais dentro do tampédo de
eletroporacao, a utilizagdo de uma resisténcia inadequada no eletroporador e o
tamanho da cuba de eletroporacdo utilizada. A transfeccdo € um processo que
demanda duas semanas para obtencdo de resultado. A quantidade de material
utilizado como meio de cultura, garrafas plasticas e espaco fisico na estufa sdo
limitantes para a repeti¢do indefinida do experimento. A transfecgéo foi finalmente
padronizada no periodo do doutorado sanduiche no CBM — Espanha, com alta
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eficiéncia e reprodutibilidade.

Figura 13 — Microscopia de fluorescéncia de L. infantum expressando o plasmidio

pX63NeoGFP. Imagem adquirida excitando a amostra com laser de 540 nm
Premissa B — Selecao de clones

A selecédo clonal de parasitos transgénicos visa a obtencédo de uma linhagem
cuja expressao génica provida pelo plasmidio seja homogénea. Para realizar a
selecao clonal, parasitos transgénicos foram semeados em meio seletivo sélido agar
schneider sangue (Figura 14). Seis dos clones obtidos foram amplificados em meio

liquido para sua posterior caracterizagao.
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Figura 14 — Placa de meio sélido com clones de L. infantum. 10* parasitos transfectados com o
plasmidio pX63NeoGFP foram plaqueadas em médio sélido agar-sangue contendo 50ug/ml de

geneticina. Apos crescimento na placa, parasitos formam col6énias em forma de gota.
Premissa C — Analise da fluorescéncia de cada clone

Culturas de cada clone selecionado a partir da placa de meio sélido tiveram
sua intensidade de fluorescéncia (IF) analisada por citdmetro de fluxo (Figura 15),
onde o clone de L. infantum pX63NeoGFP numero 3 foi o que apresentou maior
valor de IF, ao passo que o clone niumero 6 apresentou a menor. A cultura original,
a que foi utilizada para o plagueamento no meio soélido apresentou uma IF
intermediaria quando comparada aos clones 3 e 6. Tal fato provavelmente se deve
ao numero de cépias do plasmidio no interior do parasito.
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Figura 15 — Andlise da intensidade de fluorescéncia em diferentes clones. Aquisi¢do por
citdmetro de fluxo de 10° eventos da cultura selvagem (WT), da cultura inicialmente transfectada com
o plasmidio pX63NeoGFP (Cultura original) e de seis clones selecionados em placa de meio sélido.
Pode-se observar que a heterogeneidade da intensidade de fluorescéncia da cultura original foi
reduzida apds selecdo clonal. Intensidade de fluorescéncia dos clones com maior e menor
fluorescéncia estdo destacados.

Premissa D - Teste de estabilidade do plasmidio

A estabilidade de plasmidio epissébmico em L. infantum era premissa
essencial para o desenvolvimento da nova construcdo proposta. Sendo assim, para
os clones 3 e 6, que tinham as respectivas maior e menor IF, analisamos a

estabilidade do plasmidio de diferentes formas, como segue:

Retirada de droga de selecdo

Retiramos a droga de selecdo da cultura de promastigotas e a cada
passagem foi analisada a intensidade de fluorescéncia por citometria de fluxo
(Figura 16) onde foi observado um decréscimo na intensidade de fluorescéncia com

0 passar das passagens.
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Figura 16 — Anédlise da estabilidade do plasmidio sem droga de selecdo. A intensidade de
fluorescéncia adquirida por citdmetro de fluxo ao longo de 14 passagens sem droga de sele¢édo foi
analisada nos parasitos com maior (clone 3) ou menor (clone 6) intensidade de fluorescéncia inicial e
estdo respectivamente representados por circulos ou tridngulos no grafico. Dados obtidos

demonstram um decréscimo na intensidade de fluorescéncia na auséncia de droga de selecéo.

Manutencao da droga de selecdo

Mantivemos a concentracdo de droga de selecdo constante em 30ug/ml e a
cada passagem foi analisada a intensidade de fluorescéncia por citometria de fluxo
na cultura de promastigotas (Figura 17) e foi observado uma manutencdo da

intensidade de fluorescéncia ao longo das passagens.
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Figura 17 — Analise da estabilidade do plasmidio com manutencao da droga de selegdo. A
intensidade de fluorescéncia adquirida por citbmetro de fluxo ao longo de 14 passagens mantendo
30pg/ml de droga de selecéo para os clones com maior (clone 6) ou menor (clone 3) intensidade de
fluorescéncia inicial e estdo respectivamente representados por circulos ou tridngulos no gréfico.
Dados obtidos demonstram uma manutencdo na intensidade de fluorescéncia ao longo das

passagens na presenca de droga de selecao.

Incremento de droga de selecdo

ApoOs cada passagem, a quantidade da droga de selecdo foi incrementada
gradualmente. Os ensaios realizados utilizaram crescentes concentragdes de droga
(30, 60, 90, 120, 250, 500 e 750 pg/ml), seguida pela retirada total da droga apés
alcancar a maior concentracdo. Adicionalmente, ap0s alcancar cada concentracdo
citada também mantivemos a nova concentracdo da droga ao longo das passagens.
A intensidade de fluorescéncia foi adquirida por citdmetro de fluxo em cada ponto
(Figura 18) e os resultados demonstraram que ha um aumento da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da exposicdo de droga de selecdo, ao longo do

tempo.
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Figura 18 — Andlise da intensidade de fluorescéncia com diferentes condi¢cdes de presséo de
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droga de selecdo. Aquisicdo feita por citbmetro de fluxo ao longo de 14 passagens. A) Incremento
da droga até 60 pug/ml e estabilizacédo B) Incremento gradual da droga até 90ug/ml e estabilizacéo C)
Incremento gradual da droga até 120 ug/ml e estabilizagdo D) Incremento da droga de selecdo até
250 pg/ml e estabilizacdo E) Incremento da droga de selegdo até 500 pug/ml e estabilizagdo F)
Incremento da droga de selecéo até 750 pg/ml seguido por sua retirada total. Parasitos com maior ou
menor intensidade de fluorescéncia inicial estdo respectivamente representados por circulos ou

triangulos no gréfico. Barras representam concentracdo da droga.

Alternativamente, valores absolutos com resultados para cada ponto
analisado também estéo disponiveis (Tabela 1).

Clone3-[] G418 em pg/ml

Passagem
0 30 60 90 120 150 250 500 750 750-0

1 - 100,9 - - - - - - -

2 70,7 81,6 1295 - - - - - -

3 76,0 96,8 1344 - - - - - -

4 60,6 85,6 89,7 74,2 - - - - -

5 39,7 55,3 53,9 65,6 64,7 - - - -

6 33,6 65,8 nd 65,4 72,9 68,2 - - -

7 21,0 37,0 51,6 50,9 50,9 55,2 62,9 - -

8 19,1 29,4 47,5 65,1 64,6 68,4 92,0 71,3 -

9 8,7 30,2 32,4 46,2 44,7 55,4 64,3 59,0 833

10 20,5 31,1 35,3 53,3 45,1 68,9 71,0 62,3 - 65,2
11 48 34,4 35,4 40,8 12,1 52,3 58,4 64,9 58,1
12 82 46,8 56,0 52,7 62,5 74,1 92,0 1011 85,8
13 2,9 27,7 48,9 63,5 73,7 103,3 1080 1038,5 46,4
14 3,8 46,1 72,8 60,0 77,5 91,7 1258 138,1 73,8

Tabela 1 — Intensidade de fluorescéncia em diferentes condi¢des de pressédo de droga
de selecdo. Aquisicdo de fluorescéncia em citbmetro de fluxo de cultura de L. infantum transfectada
com o plasmidio pX63NeoGFP, sendo este o clone o de maior fluorescéncia inicial, em cada
passagem e com cada concentracdo da droga de selecdo. Tracos e espacos em branco indicam

auséncia de experimento para esta condicao.

Passagem da cepa por hamster

Para passagem das cepas por animal, inoculamos 10° promastigotas de
leishmania transfectadas com o plasmidio pX63NeoGFP em hamster siberiano.
Para isto, utilizamos o clone 3, o de maior intensidade de fluorescéncia inicial,
guando este apresentava 134 unidades de fluorescéncia ou cepa selvagem (WT)
como controle. No plano inicial deveriamos aguardar 75 dias para eutanasiar os
animais, entretanto apos 54 dias 0s animais estavam muito doentes e a eutanasia

foi antecipada. Cultivamos 1mg do bago de cada animal em meio liquido com
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30ug/ml de droga de selecdo ou sem esta. ApOs crescimento, formas promastigotas
tiveram sua intensidade de fluorescéncia adquirida por citdmetro de fluxo. A cultura
gue foi passada com a droga apresentou 27% da fluorescéncia do momento da
inoculacdo ao passo que a cultura passada sem presséo de droga possuia 4% da

intensidade de fluorescéncia original.
Premissa E - Teste da expressao de fluorescéncia em amastigotas

As diferencas de pH entre o meio de cultura para promastigotas ou
amastigotas, ou o pH acido do interior do fagolisossomo do macréfago, poderiam
inibir a expressado da proteina fluorescente na fase amastigota. Sendo assim,
parasitos transfectados com o plasmidio pX63NeoGFP foram cultivados com
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c com a respectiva razdo de 10:1.
Ap6s 72 horas de infecgdo, a viabilidade da expressdo de fluorescéncia foi
analisada mediante microscopia de fluorescéncia. A proteina verde fluorescente foi
expressa também na fase amastigota, conforme mostrado em imagem de

fluorescéncia composta (Figura 19).
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Figura 19 - Imagem composta de macréfagos peritoneais de camundongo Balb/c infectados
por L. infantum. Cepa portando o plasmidio pX63NeoGFP em verde. Material nuclear corado por

DAPI em azul. Imagem capturada 72 horas apés infeccéo.

Considerando os achados descritos até aqui, vimos ser possivel expressar
proteinas em L. infantum utilizando plasmidios epissémicos, desde que ndo se
estenda por muitas passagens o tempo do cultivo sem o uso da droga de selecéo.

Estes dados ndo estavam disponiveis para L. infantum.
Geracdao de L. infantum transgénica plasmidios pFL Ama e pFL Tub

Culturas estaveis foram geradas introduzindo as construcées pFL Ama ou
pFL Tub em L. infantum por eletroporacdo. Os dois plasmidios testados neste
estudo foram transfectados com sucesso em trés de quatro tentativas, muitas vezes
produzindo diversos clones na placa de selecéo, fato que indica boa eficiéncia da
eletroporacdo. Os plasmidios pFL possuem construcdo baseada no plasmidio
bacteriano pBluescript e podem ser usados rotineiramente na transfeccdo de

Leishmanias.
Observacéao de L. infantum transgénica por microscopia de fluorescéncia

Parasitos que foram transfectados com o plasmidio pFL Tub obtiveram notavel
intensidade de fluorescéncia no estagio promastigota, assim como durante a
diferenciacdo em amastigotas. A expressdo de pFL Tub foi confirmada pela

visualizacdo de promastigotas fluorescentes (Figura 20).

10 pm
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Figura 20 — Imagem de fluorescéncia de promastigotas de L. infantum, com o plasmidio pFL

Tub. Imagem adquirida por microscopia de fluorescéncia excitando a amostra com laser de 530nm.
A presenca do plasmidio pFL Ama foi confirmada pela amplificacdo dos
fragmentos Puro e mCherry por PCR, e posterior visualizacdo de parasitos

fluorescentes durante a diferenciacdo em amastigotas (Figura 21).

10 um

A

Figura 21 — Imagens de L. infantum portando plasmidio pFL Ama apés 48 horas do
inicio da diferenciacdo em amastigotas. A) Campo claro B) Imagem adquirida por

microscopia de fluorescéncia excitando a amostra com laser de 530nm.

As mudancas morfologicas que ocorrem durante a diferenciacdo de
promastigotas para amastigotas em condi¢gdes axénicas, com diminuicdo do
tamanho e arredondamento da célula, foram as mesmas observadas por
Larreta et al., (2004), que utilizaram a mesma cepa e 0 mesmo método para

diferenciar os parasitos em amastigotas axénicas.
Andlise de fluorescéncia em promastigotas e durante diferenciacao

Resultados obtidos pelo FACS corroboram as observacdes feitas por
microscopia de fluorescéncia, onde L. infantum transgénica, portando o
plasmidio pFL Tub expressa fluorescéncia no estagio de promastigota e
também durante a diferenciagcdo em amastigota.

Durante a fase promastigota, a cepa que recebeu o plasmidio pFL Ama
nao apresentou fluorescéncia (fundo equivalente ao adquirido pela cepa WT).
Apo6s o segundo dia de diferenciagdo em amastigotas, formou-se uma
populacdo mista de células fluorescentes e ndo fluorescentes. Este fato é
observado ao analisar o deslocamento da populacdo de células com
fluorescéncia negativa para positiva, pela analise por FACS. No quarto dia de

diferenciacdo para amastigotas, o plasmidio pFL Ama proveu uma expressao
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da proteina fluorescente ainda mais intensa do que a obtida pelo plasmidio pFL Tub.
(Figura 22).
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Figura 22 — Analise de fluorescéncia de parasitos durante diferenciagdo em amastigotas.
A) L. infantum WT, B) L. infantum transfectada com o plasmidio pFL Tub, C) L. infantum transfectada
com o plasmidio pFL Ama. D-0 corresponde a forma promastigota. D-1 a D-4 correspondem ao
ndmero de dias ap0s o inicio da diferenciacéo.

Também é notavel, que a expressao de fluorescéncia produzida pelo plasmidio
pFL Tub durante os trés primeiros dias de diferenciacdo estd reduzida, quando
comparada as formas promastigotas ou no quarto dia da analise. Especulo que tal
fato se deva a regido inter génica Tub escolhida. Apesar de existirem multiplas
regides codificantes para tubulinas no genoma de leishmania, as regides inter
génicas responsaveis pelo controle da expressao de tubulinas é distinta para cada
regido codificante (comunicacao durante defesa por Lucile). Sendo assim, a regido
Tub escolhida para uso neste plasmidio poderia produzir grandes quantidades de
transcritos nas fases promastigota e amastigota, entretanto durante a diferenciacao,
a manutencdo de altos indices de transcritos para tubulinas poderia advir do

controle gerado por outras regides inter génicas Tub, ndo utilizadas neste plasmidio.
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Expressao dos plasmidios pFL e pX63 simultaneamente

Adicionalmente, verificamos a possibilidade da L. infantum conter e expressar
dois plasmidios epissbmicos simultaneamente. Cepas previamente transfectadas
com os plasmidios pFL Ama ou pFL Tub foram re-transfectadas com o plasmidio
pX63NeoGFP, e expressaram duas cores de fluorescéncia simultaneamente, como

observado em microscopia de fluorescéncia bem como citometria de fluxo (Figura
23).
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Figura 23 — Analise de fluorescéncia em promastigotas de L. infantum portando dois
plasmidios simultaneamente. A) Aquisicao de fluorescéncia em FL1 de cepa WT B) Aquisicao em
FL2 de cepa WT C) Aquisicdo em FL1 de cepa portadora dos plasmidios pFL Tub e pX63NeoGFP

concomitantemente. D) Aquisicdo em FL2 de cepa portadora dos plasmidios pFL Tub e
pX63NeoGFP concomitantemente.

Construcdes génicas em diferentes espécies de Leishmania

Além dos parasitos transgénicos que geramos com este projeto, testamos a
viabilidade dos procedimentos de transfeccdo em outras espécies de Leishmania,
as quais foram crio-preservadas. Sendo assim, a Tabela 2 mostra inventario de

parasitos transgénicos relevantes bem como plasmidios utilizados na transfeccgéao.
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L. infantum L. chagasi L. brasiliensis L. tarentolae

pX63NeoGfp
pX63NeoCherry

pFL Ama

pFL Tub

pFL Ama + pX63NeoGfp
pFL Tub + pX63NeoGfp

Tabela 2 — Parasitos transgénicos obtidos e seus respectivos plasmidios epissémicos. Aqui
diferenciamos L. infantum de L. chagasi por questdes didaticas e de origem da cepa: L. chagasi foi
isolada de paciente no Brasil ao passo que L. infantum foi isolada na Espanha. N.t. cepa nao

transfectada
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V — DISCUSSAO
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O plasmidio pFL

Produzimos uma nova constru¢cdo molecular que chamamos pFL a partir de
um vetor comercial, pBluescript SK(-), um plasmidio bacteriano de uso frequente em
biologia molecular, que permitiu expressar uma proteina fluorescente em L. infantum
exclusivamente no estagio amastigota (pFL Ama) ou constitutivamente (pFL Tub).
Para isto, utilizamos regides néo traduzidas para regular a expressao génica nos

plasmidios propostos.

Na constru¢do do plasmidio pFL foi utilizado a puromicina como droga para
selecionar os parasitos transgénicos, e uma proteina fluorescente vermelha,

mCherry, como gene repdrter para comprovar o funcionamento da construcao.

Em Leishmania, muitas proteinas sdo expressas durante todas as fases do
ciclo de vida, como a tubulina, cuja regido reguladora para que esta expressao seja

constitutiva foi utilizada para controlar a expressao da droga de selecao.

Conforme previamente citado, algumas proteinas possuem especificidade da
expressdo génica para determinada fase do ciclo de vida, como a amastina. Para
gerar uma construcdo que prové um controle da expressdo de fluorescéncia
exclusiva para a fase amastigota (pFL Ama) nds utilizamos a regido inter-génica
situada entre duas regifes codificantes para amastinas. Trabalho anterior com L.
donovani demonstrou um aumento de 17 vezes na expressao do gene repérter LUC
na fase amastigota ao comparar com promastigotas, quando este gene foi posto sob

controle da regido 3’ UTR da amastina (Wu et al., 2000).

O outro plasmidio construido, pFL Tub, gerou uma expressao da proteina
fluorescente constitutiva, ou seja, em todas as fases do ciclo de vida. Para o
controle da expressédo em todas as fases do ciclo de vida, utilizamos a regido inter-
génica situada entre as regides codificantes para duas tubulinas. Da forma como o
plasmidio pFL foi construido, esta mesma regido inter-génica controlou a expressao
do gene que confere resisténcia a puromicina durante todos os estagios do ciclo de

vida do parasito.
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A fluorescéncia gerada pelo plasmidio pFL Ama durante a diferenciacédo de
promastigotas para amastigotas atestou a confiabilidade destas constru¢des, uma
vez que os dados obtidos estdo em conformidade com os obtidos por (Wu et al.,
2000), que reportaram um maximo nos niveis de transcritos para o gene amastina 3

a 4 dias apos o inicio da diferenciacéo para amastigota.

Plasmidios epissbmicos para Leishmania foram descritos por prover uma
estavel expressédo de proteinas desde que 0s parasitos sejam mantidos em meio
seletivo. Kapler, Coburn e Beverley (1990) relataram que o plasmidio epissémico
pR-Neo em L. major e sob presséo de droga foi estavel por mais de 200 passagens.
Como nao tinhamos seguranca da estabilidade de um plasmidio epissémico em L.
infantum, realizamos o0s testes preliminares que mostraram uma estabilidade

equivalente a encontrada em outras espécies do parasito.

A transfeccdo de dois plasmidios epissbmicos, em L. infantum,
simultaneamente em uma soé transfeccdo deve ser possivel, tendo em vista que
expressamos dois plasmidios simultaneamente, e que foi reportado trabalho com
transfeccdo de duas construcfes de integracéo distintas em L. donovani com duas
drogas de selecdo em um s6 passo, economizando assim tempo, materiais e

evitando o surgimento de artefatos na cultura (Ommen, Lorenz e Clos, 2009).
O plasmidio pX63 em L. infantum

O plasmidio pX63NeoGFP utiliza regides 3' UTR da dihidrofolato redutase
timidase sintase (DHFR-TS) de L. major para controlar a expressao génica da
proteina fluorescente durante todas as fases do ciclo de vida. Estudo prévio ja havia
descrito que esta enzima é constitutivamente expressa em L. major (Leifso et al.,
2007). Como demonstrado nas premissas deste estudo, tal regido 3 UTR também

prové uma expressao protéica constitutiva em L. infantum.

Utilizando um plasmidio epissémico derivado de pX63Neo para expressar GFP
em L. amazonensis, Costa et al., (2011) relataram diminuicdo na quantidade de
amastigotas fluorescentes apdés infec¢cdo de camundongos. Resultados de nossas
premissas utilizando L. infantum com plasmidio pX63NeoGfp encontraram

resultados semelhantes, onde ocorreu uma reducéo da fluorescéncia da cepa apos
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sua passagem por animal. Mais uma vez, deve-se ressaltar que ndo devera ser
prolongado o tempo de cultivo de Leishmania que expressam plasmidios
epissdmicos na auséncia de droga de selecéo, pois a quantidade de parasitos que a

expressam vai diminuindo.
Perspectivas - Possiveis aplicacdes e mudanc¢as na construcao

Droga de selecao

O plasmidio pFL poderd ser construido com modificacdes na droga a ser
utiizada para selecionar os parasitos transgénicas. O plasmidio pFL foi
originalmente construido para selecionar parasitos recombinantes com a droga

puromicina.

Com apenas um passo de clonagem pode-se mudar a resisténcia a droga
G418, também conhecida como Neomicina (Neo), por exemplo, cuja regido
codificante para o gene que confere resisténcia a esta droga ndo possui sitios de
restricdo impeditivos (Figura 24). Sendo assim, para constru¢do do plasmidio pFL
com a resisténcia a Neo, a sequéncia codificante para a proteina que confere a
resisténcia devera ser amplificada de algum vetor que contenha esta sequéncia

(como o plasmidio pX63Neo) e clonada utilizando os seguintes primers para a PCR:
Direto: NeoBamHId: CGGGATCCATGGGATCGGCCATTGAAC

Reverso: NeoEcoRIr: CGGAATTCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG

// / EeoRI(702)

/
o Bls Neo ||
| P

3753 bp | |

N

"BamHI (1512)
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Figura 24 - Representacdo esquematica do plasmidio pBls Neo. Regides codificantes estdo

destacadas e flechas indicam sentido de transcricéao.

Outras drogas deverdo ter sua sequéncia codificante analisadas antes da
montagem do novo vetor, j& que observamos que a sequéncia codificante para o
gene que confere resisténcia a higromicina possui um sitio de restricdo para EcCORV
(Figura 25) e sendo assim, esta construcdo precisaria de métodos alternativos para

sua clonagem.

4 < _ EcoRI (702)

U pBls Hyg " ‘|

3975 bp |

/ L__Higromicina
/

r 4
&
y 4

4

> 4 EcoRI (1485)

o

"~ BamHI (1734)

Figura 25 - Representacdo esquematica do plasmidio pBls Hyg. Regifes codificantes
estdo destacadas e flechas indicam sentido de transcricdo. Em detalhe, sitio de restricdo para EcoRI

na sequéncia codificante para resisténcia a droga higromicina.

Expressdo em diferentes estaqgios do ciclo de vida

Sobre o plasmidio pFL desenhamos outras construcbes que especulamos
expressar 0 gene repérter exclusivamente nas fases promastigota bem como na

fase promastigota metaciclica.

Para a regulacdo da expressdo g@énica exclusiva durante as fases
promastigotas (prociclico e metaciclico) sugerimos a utilizacao da regido 3’ UTR do
RNA codificante para proteina do flagelo paraflagelar ROD2, cuja expressao restrita
as fases promastigotas em geral estdo bem estabelecidas (Rosenzweig et al.,
2008). Trabalho utilizando uma cepa de L. mexicana descreveu diferencas de mais
de 15 vezes na abundancia do RNAm codificante para estas proteinas do flagelo na
fase promastigota quando comparadas a expressao em fase amastigota (Moore,
Santrich e LeBowitz, 1996).
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Hipotetizamos que o plasmidio pFL tera expresséao exclusiva de fluorescéncia
na fase promastigota (prociclico e metaciclico) quando o controle da expresséao for
regido pela regido 3' UTR do RNAm da ROD2. Sendo assim, a regiao inter-génica
candidata a controlar a expressao de fluorescéncia nas fases promastigotas € a
sequéncia entre duas regides codificantes para proteinas do flagelo, ROD2,
(LinJ16_V31510 e LinJ16_V31520 cbdigo no genedb). O fragmento possui 1.464pb.
Para isto, pode-se utilizar as seguintes sequéncias iniciadoras para PCR e posterior

clonagem:

Direto: IRRodHindllID: CCAAGCTTTAGGGCGGCGTCGCTGG

Reverso: IRRodSallR: GCGTCGACTGCCGATGCTGTGTGGGGAG

Para regulacdo da expressdao génica exclusiva a fase promastigota
metaciclica, também conhecida como promastigota infectiva, pode-se efetuar uma
modificacdo no plasmidio pFL para utilizar a regido 3’ UTR da glicoproteina GP63.
Existem diferentes trabalhos demonstrando um aumento da expressao de diversos
genes da Gp63 ao longo do ciclo de vida. A expressdo das GP63 (1-5) foram
descritas por serem restritas a fase promastigota. A GP63-6 foi expressa em
promastigotas e amastigotas, e a GP63-7 foi majoritariamente expressa em
promastigotas estacionarias e amastigotas (Voth et al., 1998). Em outro trabalho,
Rosenzweig et al. (2008) observaram um aumento na presen¢a das proteinas
GP63-2 e GP63-3 durante a diferenciacdo de promastigotas em amastigotas. Sendo
assim, para construcdo de um plasmidio cuja expressado génica seja restrita a fase
promastigota metaciclica, pode-se utilizar a regido entre as sequéncias codificantes
para as proteinas GP63-1 (LinJ10 V3.0490) e a GP63-2 (LinJ10_V3.0500). Esta
regido inter génica possui 1.252pb e para clona-la pode-se utilizar as seguintes

sequéncias iniciadoras para reacdo em cadeia da polimerase:
Direto: IRgp63HindIlld: CCAAGCTTTAGACGGTGGATAGGACGG
Reverso: IRgp63Clalr: CCATCGATCATGGCTCTGCAGGCGCGGG
Alternativamente, poderiam ser utilizadas as regides inter génicas das

proteinas conhecidas como HASP/SHERP, tendo em vista que a expressdo destas
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proteinas também é majoritaria na fase promastigota metaciclica (Knuepfer et al.,
2001).

Expressdo de outras proteinas

Tendo em vista que o plasmidio pFL expressou um gene reporter, no caso
uma proteina fluorescente, fica evidente que a construcdo podera ser modificada
para a expressdo de outras proteinas. Adicionalmente, acreditamos que este
plasmidio seja conveniente para fusionar uma proteina fluorescente a outra proteina
de interesse, desta forma sendo também uma nova ferramenta para o estudo da

localizacdo de proteinas no parasito de forma ciclo de vida dependente.

Outras reqides inter-génicas de interesse

O plasmidio pFL descrito neste trabalho € uma nova ferramenta para analisar
a expressao génica provida por diferentes regides génicas. Avaliar os niveis de
expressao apos regulacdo de regides ndo traduzidas ou inter-génicas é uma tarefa
laboriosa, que normalmente envolve métodos como Northern Blot, Southern Blot,
Western Blot, (Wu et al., 2000) imunoprecipitacdo ou gradientes de polirribosomos
(McNicoll et al., 2005). Com o plasmidio proposto e um simples passo de clonagem,
a fluorescéncia obtida utilizando a regido 3’ UTR poderéa ser analisada por citbmetro
de fluxo ou por observacdo em microscépio de fluorescéncia durante qualquer
tempo do ciclo de vida do parasito, in vivo. Resultados seréo rapidos e poderdo ser
comparados com padroes de expressdo obtidos neste estudo que utilizaram a
regiao 3’ UTR da amastina e tubulina. Apesar de ndo substituir as técnicas ja
consolidadas mencionadas aqui, esta ferramenta pode ser facilitadora para estudos
de niveis de expressdo providos por distintas regides 3° UTR ou estudos de
elementos com atuacdo em cis necessdarios para a regulacdo dos genes em

Leishmania.

O plasmidio pFL é conveniente para modificacbes na regidao 3° UTR que
controla a expressdo da proteina fluorescente, j& que existem sitios de restricdo
sem uso no plasmidio aqui proposto. Nos utilizamos a posigdo entre os sitios de
restricdio EcoRV e Hindlll do plasmidio pBluescript para clonar a sequéncia

codificante da proteina fluorescente. Entre os sitios de restricdo Hindlll e Clal foi
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clonada a regido nao traduzida 3’ UTR que controla a expressdo génica. Em novas
construcdes utilizando o plasmidio pFL, quando a sequéncia da proteina a ser
expressa ou a sequéncia inter-génica tiverem um sitio de restricdo impeditivo para
clonagem em sua sequéncia, ainda assim serd possivel o uso do plasmidio pFL,
avancando para os proximos sitios de clonagem disponiveis no polylinker (Clal,
Xhol, Apal ou Kpnl) do plasmidio.

Estudo da expressédo provida por regides 5 UTR

Apesar de ja estar bem estabelecido que em tripanossomatideos a maioria dos
genes possua um controle de sua expressao regido pelas regides 3’ UTR, também
estd descrito o controle da expressdao mediada por sequéncias 5 UTR. Estas
sequéncias podem contribuir para a estabilidade do RNAm, a eficiéncia da traducéao,
e mais ainda, elas podem conter sinais determinantes para eficiéncia do trans-
splicing (DaRocha et al., 2004).

Devido aos sitios de restricdo disponiveis no polylinker do plasmidio pFL,
existe uma facilidade para realizar mudancgas em sua construcéo, facilitando assim a
conducédo de estudos da influéncia de regides 5 UTR sobre a expressado génica in
vivo. Como modelo, desenhamos um plasmidio que visa o estudo das variacdes na
expressao geradas pela regidao 5’ UTR do gene GP63 (Figura 26).

AmpR_ Apal (660

" Xhol (669)
3'UTR Tub

}Cl[ll (1520)

'\ mCherry
pFL 5' UTR Gp63 ‘l ‘F‘”

8030 bp | |

Xbal (5801) ___ HindIlI (2236)
UTR Tub1
3-5' UTR Gp63
BamHI (4951)

Puro " Xbal (3491)
EcoRV (3497)
UTR Tub2

EcoRI (4345)

Figura 26. Representagdo esquematica do plasmidio pFL 5 UTR Gp63. Regibes
codificantes assim como regifes ndo traduzidas estdo destacadas. Flechas indicam sentido de

transcri¢@o. Sitios de restricdo estdo destacados.
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Projeto Leishmania suicida

Uma futura aplicacdo para o plasmidio pFL sera a expressdo de uma proteina
letal para Leishmania apenas quando for iniciado o processo de diferenciacéo para
0 estagio amastigota. Produzir um parasito suicida podera ser uma inovadora forma

de vacina viva atenuada.

A idéia de um parasito suicida podera ser ainda muito refinada, com a muatua
sobre expressao de antigenos conhecidos por prover efeito protetor quando usados
como vacina. Ja foi relatado que a super expressao do fator de viruléncia A2 em L.
tarentolae, uma espécie de Leishmania néo infectiva a mamiferos, como vacina
viva, conferiu protecdo parcial a camundongos, que posteriormente foram

desafiados com L. infantum (Mizbani et al., 2009).

Apesar de ndo aceitarem o termo apoptose em Leishmania, Proto, Coombs e
Mottram, (2013), em artigo de opinido, listaram algumas vias de morte celular para
estes parasitos, que poderiam ser testadas em uma construcdo de parasitos

suicidas.

Outras aplicacdes para o plasmidio pFL

Existe dificuldade em se diferenciar estagios do ciclo de vida em culturas
destes parasitos in vivo. A avaliacdo morfolégica dos estagios é imprecisa e sua
identificacdo apropriada depende da identificacdo de moléculas especificas.
Contudo, a visualizacdo destas moléculas, até o momento, é feita por métodos
indiretos que exigem marcacao do parasito (mortos). A construcdo de plasmidios
gue codificam proteinas fluorescentes de forma dependente da fase do ciclo de vida
prové um novo método para diferenciar os diferentes estagios do parasito. Nestes
parasitos € desnecessario o uso de qualquer tipo de marcacéao, coloracao ou fixagao
na amostra, visto que cada estagio do parasito podera ser identificado diretamente
pela sua fluorescéncia. Os parasitos podem ser visualizados diretamente, in vivo,
sem a presenca de artefatos gerados pelas técnicas de coloragdo, ou mesmo
poderdo ser isolados apenas os parasitos em especifica fase do ciclo de vida

através de um FACS-Sort.
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No caso de culturas amastigotas axénicas, ha uma dificuldade adicional para
contagem dos parasitos, visto que seu tamanho e formato sdo equivalentes a
artefatos presentes na cultura. Tal limitacdo também é eliminada com parasitos

fluorescentes, e para isto também poderia ser utilizado o plasmidio proposto.

Através da construcdo de um parasito que expresse dois plasmidios
simultaneamente, cuja expressdo de diferentes cores de fluorescéncia seja
dependente de distintas fases do ciclo de vida, poderemos observar a mudanca de
cor de fluorescéncia do parasito durante as mudancas de fases do ciclo de vida. As
possibilidades de construcado sao muito amplas, devendo-se levar em conta a cor da
fluorescéncia, a droga de selecdo a ser usada e a fase do ciclo de vida que se
deseja expressar a fluorescéncia. Parasitos com estas caracteristicas terdo uma
mudanca no padrdo da fluorescéncia durante a metaciclogénese ou durante a
transformacdo em amastigotas. No caso da metaciclogénese natural, dentro do
inseto vetor, apds dissecacdo, formas promastigotas prociclicas poderdo ainda ser
isoladas por um FACS-Sort.

Adicionalmente, construcbes sobre o plasmidio pFL séo feitas através de
clonagem direcional, ao contrario por exemplo do plasmidio pX, onde apoés a

clonagem, deve-se verificar se o sentido o qual o inserto foi clonado esta correto.
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VI — CONCLUSOES
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1 - Plasmidios epissébmicos em L. infantum s&@o estaveis, desde que néo se

estenda por muitas passagens o cultivo na auséncia de droga de selecéo.

2 - Construimos um novo vetor de expressdo génica para Leishmania

utilizando como base o plasmidio bacteriano pBluescript SK(-).

3 - Utilizando uma construgdo no vetor proposto, expressamos um gene

repoérter exclusivamente na fase amastigota do parasito.

4 - Expressamos de forma concomitante dois plasmidios epissémicos em L.

infantum.
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Anexo 1 - Termo de Responsabilidade para projetos envolvendo

Organismos Geneticamente Modificados (OGM) e/ou Animais Geneticamente

Modificados (AnGM)

Eu, Manoel Barral-Netto, matricula n° pesquisador (a) principal,

responsavel pelo projeto Desenvolvimento de Leishmania chagasi GFP e mCherry asseguro a

CIBio que;

Li as Resolucdes Normativas da CTNBIio (www.ctnbio.gov.br) que regulamentam

o trabalho com organismos e animais geneticamente modificados — OGMs e/ou
AnGMs e concordo com suas determinagdes durante a vigéncia deste projeto

A equipe que participa deste projeto também esta ciente das referidas
Resolucdes Normativas e tecnicamente competente, além das instalacdes serem
adequadas a realizacéo do estudo.

Comprometo-me a solicitar nova aprovacgédo a CIBio sempre que ocorra qualquer
alteracao nos objetivos /procedimentos/instalacées aqui descritos e a fornecer
um Relatério Anual do projeto.

Tudo que foi declarado é a absoluta expressao da verdade. Estou ciente de que
o eventual ndo cumprimento das Resolu¢des Normativas da CTNBIo é de minha
total responsabilidade e que estarei sujeito as punicdes previstas na legislacédo

em vigor.

Local e data: Salvador 15 de marco de 2011

Pesquisador principal (assinatura e carimbo)

Local e data: Salvador 15 de margo de 2011

Chefe do Laboratorio (assinatura e carimbo) Claudia Brodskyn

Observacgdes da CIBio
Data da Aprovacéo pela CIBio

Assinatura do Presidente da CIBio
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Anexo 2 - DECLARACAO

Declaro, para fins do Certificado de Qualidade em Biosseguranca CQB, previsto na
Lei n°® 11.105, de 24/03/2005, a ser emitido pela Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranca — CTNBio, que on Laboratorio Integrado de Microbiologia e
Imunoregulagédo do Centro de Pesquisas Gong¢alo Moniz dispde de infra-estrutura
adequada e pessoal técnico competente para desenvolver com seguranca
atividades com pesquisa em regime de contencdo com Leishmania chagasi
geneticamente modificados (s) da Classe de Risco 2 (dois).

O Laboratério Integrado de Microbiologia e Imunoregulacao dispde-se a receber os
membros da CTNBio a qualquer tempo ou momento, para avaliagdo das condi¢des
fisicas, técnicas, de infraestrutura e de pessoal da instituicdo, com vistas a emissao,

revisdo, extensdo, suspensao e cancelamento de CQB.

Local e data: Salvador 15 de margo de 2011

Chefe do Laboratorio (assinatura e carimbo) Claudia Brodskyn

Observacgdes da CIBio

Data da Aprovacéo pela CIBio

Assinatura do Presidente da ClIBio
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