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1 Introducao

1.1 Aspectos gerais

Protozoarios do género Leishmania (Ross 1903) pertencem a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Sdo organismos digenéticos, parasitas
obrigatérios, com uma fase da vida no tubo digestério de um diptero flebotomineo e
uma fase da vida em hospedeiro vertebrado. No hospedeiro invertebrado, possuem
uma forma flagelada, livre nadante no tubo digestério, chamada de promastigota.
Quando inoculados no hospedeiro vertebrado, os promastigotas sao fagocitados e
se diferenciam em formas amastigotas, sem flagelo aparente, intracelular
obrigatério. Retornam ao hospedeiro invertebrado em um repasto sanguineo, onde
se diferenciardo em promastigotas novamente, fechando o ciclo (Rey 2002).

O género Leishmania é dividido em 2 subgéneros, de acordo com a
posicdo ocupada no tubo digestério do hospedeiro invertebrado (Lainson e Shaw
1987): Leishmania (Leishmania) e Leishmania (Viannia), sendo que espécies deste
ultimo sao encontradas exclusivamente nas Américas. Sdo conhecidas 30 espécies
de Leishmania, 10 na Europa, Asia e Africa com registros de infecgdo humana por 7
delas e 20 nas Américas, das quais 6 espécies de Leishmania (Leishmania) e 8
Leishmania (Viannia) infectam humanos (Shaw 1994).

Organismos do género Leishmania sao agentes etioldgicos responsaveis
por um conjunto de quadros clinicos que constituem doengas genericamente
conhecidas como Leishmaniose. Por ano, cerca de 70.000 pessoas no mundo
morrem de leishmaniose, o que a coloca como segunda protozoose que mais

registra 6bitos, sendo superada apenas pela malaria (Alvar e col. 2006). Ocorre
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como doenga endémica em 88 paises em areas tropicais e subtropicais, e estima-se

que haja cerca de 12 milhdes de pessoas infectadas no mundo, cerca de 2 milhdes
de novos casos por ano, com cerca de 350 milhdes de pessoas vivendo em areas
de risco (Desjeux 1996). Esses numeros podem estar subestimados porque a
parasitose atinge principalmente o 30. Mundo com maior ocorréncia em areas rurais,
onde o acesso da populagdo ao atendimento médico é dificil, o diagndstico usa
técnicas que nao sao capazes de identificar todas as fases e formas da doenca e
nem sempre sao registrados os casos diagnosticados (Desjeux 2004).

A manifestacdo da doenca pode ocorrer sob 4 formas clinicas, embora
essa manifestacao dependa do tipo de parasita encontrado e do estado imunoldgico

do paciente (Rey 2002):

leishmaniose cutanea, com a ocorréncia de lesdes cutaneas localizadas com

ulceracdes ou nao;

- leishmaniose cutanea difusa, com disseminacdo de lesbes nao ulcerativas
pelo corpo do paciente;

- leishmaniose mucocutdnea, caracterizada pela presenca de ulceragdes
deformativas em mucosas do nariz, boca e faringe, e

- leishmaniose visceral, com lesbdes disseminadas pelo figado, bago, linfonodos

e medula 6ssea, com progressao que pode levar a obito.

1.2 Ciclo de vida

No hospedeiro invertebrado, em sua fase promastigota, os parasitas
reproduzem-se por divisdo binaria, com as linhagens sendo consideradas clonais
(Tibayrenc e col. 1990) embora recentemente tenha sido demonstrada a ocorréncia

de troca de material genético entre individuos, sugerindo que a reprodugao sexuada
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pode ocorrer na natureza (Akopyants e col. 2009). No inicio da fase replicativa, os

promastigotas, ocupam o tubo digestério dos insetos, e se apresentam com uma
forma mais alongada, menos infectiva, denominada de promastigota prociclico.
Essas formas ficam aderidas ao epitélio do tubo digestdrio do inseto. Considerando-
se que os parasitas foram adquiridos em um repasto sanguineo, a digestdo e a
multiplicagdo do parasita levam ao esgotamento do suprimento alimentar. Esse
parece ser um dos sinais que levam os parasitas a se diferenciar, parando a divisao
celular, soltando-se do epitélio e migrando para as por¢des anteriores do tubo
digestorio, numa forma mais oval e infectiva denominada promastigota metaciclico,
(Sacks e Perkins 1984).

Com um novo repasto sanguineo do inseto, as formas metaciclicas sao
inoculadas no hospedeiro vertebrado. O inicio da infecgdo do parasita no hospedeiro
vertebrado é uma fase critica, pois o parasita deve sobreviver aos mecanismos de
defesa recrutados pelo sistema imunoldgico logo apds a picada do inseto. A picada
do inseto leva a uma pequena hemorragia local. Dessa forma, ha interagdo no local
dos componentes do sangue do vertebrado, da saliva do inseto e da Leishmania
(Titus e Ribeiro 1988; Charlab e col. 1999; Menezes e col. 2008).

No hospedeiro vertebrado, a forma metaciclica € fagocitada por fagocitos
profissionais e se diferencia em amastigota, forma intracelular obrigatéria nos
hospedeiros vertebrados. O inicio da infecgdo no mamifero é uma fase critica para o
parasita, ja que o mesmo deve ser fagocitado mas deve, de alguma forma, contornar
os mecanismos de defesa do hospedeiro para garantir sua sobrevivéncia,
escapando da ativagao do sistema inato de defesa do organismo. A apresentacéo de
moléculas de superficie que simulem uma célula em apoptose pode ser um dos
mecanismos, ja que poderia sinalizar aos macréfagos um alvo a fagocitose sem

desencadear resposta inflamatdria. Nesse contexto, a fosfatidilserina ocupa lugar de
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destaque, uma vez que faz parte do repertério de sinalizagbes de células em

apoptose e também é exposta na face externa dos parasitas amastigotas (Balanco e
col. 2001). Em promastigotas, ha a exposigao de fosfatidilserina por metaciclicos, no
entanto evidéncias mostram que esses parasitas estdo, de fato, entrando em
apoptose, embora sejam importantes na cooperagdo com metaciclicos viaveis
durante a infecgao (van Zandbergen e col. 2006; Wanderley e col. 2009).

Outro mecanismo que entrou em evidéncia € a entrada nos macréfagos
via neutrdfilos, teoria conhecida como “cavalo de troia”. Estudos in vivo demonstram
que os neutrofilos sdo as primeiras células a chegar ao local da infecgao, e
fagocitam as Leishmania que sobrevivem. Eles entram, entdo, em apoptose e séo
fagocitados por macrofagos. A entrada nos macréfagos via neutrofilos em apoptose
evita a ativagdo de macrofagos. Os parasitas passam para os macrofagos e la
podem se adaptar as novas condigdes fisioldgicas antes do macréfago desencadear

resposta oxidativa (van Zandbergen e col. 2004; Peters e col. 2008).

1.3 Mecanismos de regulagao génica em Leishmania

Leishmania, assim como o0s demais tripanosomatideos, apresenta
mecanismos de transcricdo peculiar entre os eucariotos, sem a presenca em cada
gene de um sitio definido de ligacdo da RNA polimerase Il (RNA polll) (Myler e col.
1999; Monnerat e col. 2004). Assim, seu genoma € organizado em grandes
estruturas continuas de transcricdo em tandem, no mesmo sentido, de forma que a
transcricdo se inicia em um ponto e prossegue continuamente ao longo do
cromossomo (Landfear e col. 1983).

A transcrigdo ocorre com a formagédo de grandes RNAs policistrénicos

sem informacdo individualizada (Tschudi e Ullu 1988), de forma que a
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individualizagdo das diferentes informagdes ocorre depois da transcrigdo. A

identificacdo de ocorréncia desse fendmeno ocorreu quando, ao estudar a
sequéncia de mRNA de glicoproteinas de superficie de Trypanosoma brucei,
encontrou-se uma sequéncia inicial consensual de 39 nucleotideos em sua regiao 5'
ausente nas sequéncias gendmicas dos genes estudados (Boothroyd e Cross 1982).
Essa sequéncia foi, sucessivamente, sendo identificada em outros mRNA do
tripanosomatideo e de outros membros da familia (De Lange e col. 1984A; De Lange
e col. 1984b; Kooter e col. 1984). Essa sequéncia nao ficava nos RNAs onde era
encontrada, sendo a adigao por “frans-splicing” a explicagao para sua ocorréncia.
Essa sequéncia foi chamada de mini-exon ou “spliced leader” (SL), e seu
mecanismo de adigdo via “trans-splicing” ao RNA é bastante semelhante ao “cis-
splicing” (Mayer e Floeter-Winter 2005).

Enquanto os eucariotos podem se utilizar de mecanismos de regulagao
de expressao por controle de transcricdo, com a ligacao de fatores que potenciam
ou diminuem a taxa de transcrigdo, a auséncia das sequéncias promotoras de RNA
polll em Leishmania leva esses organismos a apresentar a regulacédo de sua
expressao génica em outros niveis, como a alteragdo no nivel de maturacdo do
MRNA (poliadenilagao e “trans-splicing”) ou na estabilidade de seu mRNA (Flinn e
Smith 1992). Sequéncias presentes nas regides nao transcritas a 5' e 3' (5'UTR e
3'UTR) da fase aberta de leitura (ORF) sdo capazes de controlar a sinalizagdo para
a degradagdo do mRNA, de forma que a quantidade de mRNA presente em um
determinado momento (“steady-state”) pode ser alterada de acordo com essas
sequéncias (Clayton e Shapira 2007). Muito pouco se sabe ainda sobre a regulagao
da traducgao nos tripanosomatideos, com o conhecimento se limitando a identificagao
de alguns complexos que se ligam nas regides 5'UTR em interacdo com regides

3'UTR, mas os mecanismos de agao ainda nao estdo claros (Clayton e Shapira



2007; Haile e Papadopoulou 2007).

1.4 Metabolismo de arginina na infecgao

Apos a fagocitose pelo macréfago, o vacuolo fagocitico ou fagossomo
funde-se com lisossomos formando o compartimento celular denominado
fagolisossomo. Essa é uma fase bastante critica para a sobrevida do parasita, tanto
pela limitagdo de acesso a nutrientes quanto pela presenca de compostos
sabidamente microbicidas. O destino dos parasitas no hospedeiro vertebrado é
determinado pelo estado de ativagdo dos macréfagos (Martinez e col. 2009). Um dos
principais meios de defesa dos macréfagos € a exploséo respiratoria, caracterizada
producdo de compostos reativos de oxigénio, especialmente o 6xido nitrico (NO)
(Murray 1982; Murray e Cartelli 1983; Murray e col. 1989; Liew e col. 1990; Assreuy
e col. 1994; Liew e col. 1999; Murray e Nathan 1999).

A producdo do NO ocorre nos macrofagos pela atividade da sintase
induzivel do oxido nitrico (INOS). Essa enzima utiliza o aminoacido L-arginina como
substrato, gerando citrulina e 6xido nitrico (Hibbs e col. 1987; Iyengar e col. 1987;
Marletta e col. 1988). Esse processo ocorre quando ha resposta imunolégica do tipo
Th1, caracterizada por produgdo de interferon gama (IFN-y). No entanto,
dependendo das condi¢bes do hospedeiro, pode ser desencadeada uma resposta
do tipo Th2, caracterizada por producdo de interleucinas 4, 10 e 13 (IL-4, IL-10 e IL-
13). Nesse tipo de resposta, ocorre a ativagdo da arginase, enzima que também
utiliza a L-arginina como substrato, produzindo L-ornitina e ureia (Weil e Russell
1934; Baldwin 1935; Niedbala e col. 1999). Enquanto uma resposta Th1 tende a
eliminar o parasita, resposta do tipo Th2 leva a sua proliferacdo, por bloquear a

producado de NO e por prover compostos necessarios para o desenvolvimento do



parasita (Sacks e Anderson 2004).

Os parasitas apresentam tanto a arginase (Camargo e col. 1992;
Camargo 1999; da Silva e col. 2002) quanto uma forma de NOS, mais semelhante a
NOS constitutiva (cNOS), como a encontrada em células endoteliais e nervosas
principalmente (Genestra e col. 2006). A arginase de L. (L.) amazonensis possui
localizagdo glicossomal (da Silva e col. 2008). Sabe-se que ocorre regulagao
cruzada entre as duas enzimas (Figura 1). A arginase, consumindo arginina, reduz

consideravelmente a atividade da iNOS, enquanto que um produto intermediario da

iINOS, o N“-hidroxil-L-arginina (NOHA), inativa a arginase (Boucher e col. 1999).
Assim, a atividade da arginase da Leishmania pode diminuir a atividade da iNOS nos
macrofagos, evidenciado por estudo que demonstra que a presenga de NOHA na
infeccdo de L. (L.) major diminui consideravelmente a capacidade do parasita
estabelecer a infecgdo (Iniesta e col. 2001). Ja o papel da cNOS em Leishmania
deve estar relacionado ao inicio da infecgdo, uma vez que formas promastigotas
metaciclicas apresentam maior concentragdo de NO do que formas promastigotas

prociclicas, que sdo menos infectivas (Genestra e col. 2003).
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Figura1. Esquema geral do metabolismo de L-arginina em mamiferos. Representagao
das principais vias de uso e produgdo de arginina, citrulina e ornitina, adaptado
de Das e col. (2010). Inibicdo identificada pelo simbolo L; DFMO: difluorometil-
ornitina; iINOS: sintase induzivel de 6xido nitrico; NO: 6xido nitrico; NOHA: N“-
hidroxil-L-arginina; OAT: ornitina aminotransferase; ODC: ornitina decarboxilase;
Spd syn: espermidina sintase; Spm syn: espermina sintase.
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O nocaute do gene da arginase em L. (L.) amazonensis foi realizado em

nosso laboratério, e os parasitas nocauteados nao apresentam atividade de
arginase, além de terem sua infecgao atrasada quando comparada com os parasitas
selvagens (da Silva e col., em preparacgao), resultado compativel com o nocaute
duplo do gene da arginase em L. (L.) mexicana que demonstrou menor infectividade
tanto in vivo quanto in vitro (Gaur e col. 2007). Esse efeito foi relacionado a uma
maior produgao de IFN-y e de NO nos camundongos infectados com o parasita
nocauteado, corroborando com a hipotese de que a arginase do parasita, de alguma
forma, reduziria a explosao respiratéria da célula hospedeira. O efeito era anulado
quando o parasita nocauteado era suplementado pela transfeccdo do gene de
arginase na forma de epissomo ou quando o camundongo infectado era nocauteado
para iNOS. No entanto, recentemente foi demonstrado que L. (L.) major nocauteada
para arginase tem menor infectividade independente da presenca de iNOS na célula
hospedeira, sugerindo a importancia da enzima também na produgao de poliaminas,
sabidamente essenciais ao parasita (Muleme e col. 2009).

Outro estudo avalia a interagdo entre o inseto e o hospedeiro vertebrado
na infecgdo com Leishmania. Os autores avaliam o papel de proteofosfoglicanas
presentes na saliva do inseto para o estabelecimento da infecgdo, e encontram
correlagao entre a infectividade e a regulagdo do metabolismo de L-arginina (Rogers
e col. 2009). Essa substancia, presente no gel secretado pelo inseto durante a
picada, ajuda no recrutamento de macrofagos no local da picada. Além disso,
aumenta consideravelmente a expressdo de arginase na célula hospedeira, sem
alterar a expressao de iINOS. Caso seja bloqueado esse aumento de expressao da
arginase, ocorre a diminuicao na infectividade do parasita, novamente ressaltando a
importancia do direcionamento da L-arginina para a sobrevivéncia ou nao do

parasita.



1.5 Transporte de L-arginina

Para que ocorra um aumento na atividade tanto da arginase quanto da
iINOS, deve haver necessariamente um aumento no influxo de L-arginina na célula
hospedeira (Yeramian e col. 2006). O transporte de L-arginina ocorre por meio de
transportadores de aminoacidos catidnicos da familia CAT (cationic amino acid
transporter), que se comportam como o sistema y+ classico de transporte de
aminoacidos, e de maneira independente de sddio (Hatzoglou e col. 2004). Sao
conhecidos 6 membros da familia CAT, CAT1, CAT2A, CAT2B, CAT3, CAT4 e
CAT14. A funcdo de CAT4 e CAT14 ainda nao foi bem definida, e os demais
transportam L-arginina, L-lisina e L-ornitina, sendo CAT2A e CAT2B os dois
transportadores catidnicos relevantes para os macrofagos, produzidos por “splicing”
alternativo do mesmo gene (Closs e col. 2006).

O influxo de arginina como resposta induzida nos macréfagos é realizado
pelo transportador CAT2B. A expressao de CAT2B, e consequentemente do influxo
de L-arginina, aumenta na presenca de estimulos com TNF-a, e essa resposta
ocorre em dependéncia da atividade de NF-kB (Visigalli e col. 2004). Se esse
transportador for bloqueado, ndo ocorre o aumento de atividade de iNOS ou de
arginase, sugerindo que a quantidade do aminoacido contida normalmente na célula
nao € o suficiente para a atividade dessas enzimas (Yeramian e col. 2006). Esses
dados reforgam a hipotese de que possa haver o controle da explosao respiratoria
através de uma competicao pelo substrato da iNOS.

De maneira interessante, o estimulo de macrofagos infectados por IFN-y
juntamente com LPS provoca uma diminuicdo na infecgao, relacionado com maior
producao de NO pelas células hospedeiras, mas estimulo somente com IFN-y causa

um aumento na quantidade de parasitas (Qi e col. 2004). Quando a resposta de
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transporte de arginina ao estimulo € avaliada, vemos que o estimulo somente com

IFN-y ndo é capaz de promover o aumento do influxo de arginina (Visigalli e col.
2004). O aumento na carga parasitaria deve ocorrer porque, para que a explosao
respiratéria ocorra, deve haver o aumento da transcrigio do gene da iNOS,
estimulado por IFN-y com LPS ou IFN-y com TNF-a e, necessariamente, o aumento
da expressdao do gene para o CAT2B, mediado por NF-kB (Visigalli e col. 2004;
Yeramian e col. 2006). Embora haja relato de NF-kB ativar simultaneamente a
expressao de iINOS e de CAT2B (Hammermann e col. 2000), aparentemente a
ativacado da transcricdo de CAT2B por Leishmania ocorre por meio de ativacédo de
receptores “toll-like” associado a ativagao do complexo p50/p50 NF-kB, diminuindo a
quantidade de p65 e causando, simultaneamente, um aumento na expressao do
transportador de arginina e repressao da expressao de iNOS (Tuon e col. 2008;
Calegari-Silva e col. 2009). Como a ativagdo somente com IFN-y leva a um aumento
do influxo de arginina no macrofago sem a ativagéo da iNOS, e um paralelo aumento
na quantidade de Leishmania nos macréfagos (Wanasen e col. 2007), especulamos
que o parasita leve ao influxo de arginina pela célula hospedeira e esse influxo seja
desviado para o parasita, disponibilizado para sua sobrevivéncia e replicagao.

Para que isso ocorra, deve haver um meio de transportar o aminoacido do
citoplasma do macréfago para o citoplasma do parasita (Figura 2). Leishmania é
auxotréfica para varios aminoacidos, e precisa, de alguma forma, retira-los dos
fagolisossomos (McConville e col. 2007; Naderer e McConville 2008). Nesse ponto,
destacam-se duas barreiras fisicas: a membrana externa do fagolisossomo,
originalmente do macréfago, e a da prépria Leishmania. Sabe-se que o parasita tem
a capacidade de retirar L-arginina do meio (Kandpal e col. 1995), e um transportador
de L-arginina ja foi caracterizado em L. (L.) donovani (Shaked-Mishan e col. 2006).

Esse transportador, denominado AAP3, apresenta 480 aminoacidos, com 11
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dominios transmembrana preditos. Tem alta afinidade por L-arginina e sua atividade

nao é influenciada pela presenga de outros aminoacidos. Esse transportador

apresenta uma identidade de 44% e similaridade de 67% com o transportador de

aminoacidos descrito para L. (L.) amazonensis (Geraldo e col. 2005), um

préton/aminoacido simporter que se utiliza de gradiente eletroquimico de

concentracdo de protons para transportar os aminoacidos. Em L. (L.) donovani,

foram descritos mecanismos de aumento de transporte do aminoacido por meio de

aumento da expressao do transportador, embora ainda nao esteja claro em que nivel

esse controle ocorra (Darlyuk e col. 2009). O transporte de arginina pelos parasitas

novamente aparece em destaque, apresentando-se como um fator limitante para a

sobrevivéncia dos parasitas (Kropf e col. 2005; Naderer e McConville 2008).

Figura 2.
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Representagcdo do metabolismo de L-arginina na interacdo entre
Leishmania e macréfago. A ativacao do tipo classica por citocinas Th1 nos
macrofagos (IFNy+LPS ou IFNy+TNF-a) leva a ativacdo de iINOS e aumento da
expressao de CAT2B, levando a morte do parasita. Ja o estimulo com IL-4, IL-13
e TGF-B, em decorréncia de resposta tipo Th2, leva também a um aumento da
expressao do CAT2B, mas em conjunto com a de arginase, causando um
aumento na producao de poliaminas e consequente reprodugdo dos parasitas.
Uma possivel via de desvio de L-arginina para evitar seu uso como substrato
pela iINOS seria através de seu uso pelos parasitas dentro do fagolisossomo.
Embora haja descrigdo de transportador de arginina na membrana dos parasitas
(LAAAP3), a presenca de transportadores na membrana do fagolisossomo (PV)
€ necessaria e ainda nao foi identificada (interrogacbes na membrana de PV).
Lsh: Leishmania; iINOS: sintase induzivel de 6xido nitrico; NO: 6xido nitrico; M®:
macrofago (Wanasen e Soong 2008; licenga para reprodugéo/tradugao Springer
Science+Business Media: 2611130570145).
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2 Objetivos

Tendo em vista o exposto acima, este trabalho tem por:

2.1 Objetivo geral

* Caracterizar o transporte de L-arginina em L. (L.) amazonensis e sua

importancia na infeccdo em macrofagos

2.2 Objetivos especificos

* |solar fagolisossomos de macréfagos contendo L. (L.) amazonensis;

* Avaliar a pureza do isolamento de fagolisossomos;

» Verificar a integridade da organela isolada;

» Caracterizar o gene do transportador de arginina em L. (L.) amazonensis;

« Construir mutantes de L. (L.) amazonensis nocaute para o transportador de
arginina;

* Avaliar a expressao do gene do transportador de arginina;

* Avaliar a resposta fisiolégica no transporte de arginina ao longo do
desenvolvimento do parasita;

* Verificar a influéncia da concentracdo do aminoacido na expressdo do
transportador;

« Verificar a influéncia da interrup¢cdo de via de degradacédo de arginina no

transporte do aminoacido.
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3 Material e Métodos

3.1 Organismos

3.1.1 Leishmania

Utilizamos promastigotas de L. (L.) amazonensis MHOM/BR/73/M2269 e
L. (L.) donovani (MHOM/IN/80/DD8), além das linhagens de L. (L.) amazonensis
GFP e RFP, obtidas a partir da linhagem MHOM/BR/73/M2269 (da Silva e col. em
preparagao; dos Santos e col. in press). Essas linhagens apresentam o plasmideo
pXG com a fase aberta de leitura do gene eGFP ou eRFP, o que a torna o parasita
verde ou vermelho ao ser observado em microscopio de fluorescéncia ou
microscopio laser confocal.

Os parasitas foram cultivados em meio M199 pH 7,4 (Gibco, Invitrogen)
complementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 5% penicilina-estreptomicina,
0,1% hemina e 10mM adenina, em garrafas de cultura de células de 25cm? mantidas
em B.O.D. a 25°C (Kapler e col. 1990). O repique era feito a cada 7 dias, quando a
fase estacionaria (cerca de 5x10” por mL) era atingida. Foi utilizado um inéculo de
5x10° células em 10mL de meio novo. As células eram contadas em um contador de
particulas Coulter Z1 Particle Counter, e conferidas por contagem em microscépio
optico em camara de Neubauer (Sambrook e Russell 2001). Para L. (L.) donovani, o
meio de cultura foi complementado com 2% de urina humana filtrada, e para os
parasitas GFP e RFP adicionamos 10pg/mL de neomicina (G-418, Invitrogen).

Para a realizacdo de experimentos com curva de crescimento,
mantivemos os parasitas em fase log, com repique diario, até estabilizagdo do

crescimento dos mesmos, a partir de onde comegamos as avaliagdes (dos Santos e
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col. in press).

3.1.2 Macréfagos

Macrofagos J774 foram mantidos no laboratério em meio de cultura do
tipo RPMI 1640 pH 7,1 complementado com 10% de soro fetal bovino e 1%
penicilina-estreptomicina em garrafas de cultura de tecidos com 25cm? de area, com
tampas com filtros, a 37°C em estufa de 5% de CO,, com troca de meio de 2 a 3 dias
e repique de cultura uma vez por semana, condi¢des que asseguram uma média de
1x10° células por mL de meio, formando um tapete continuo de células aderidas ao
fundo da garrafa de 25cm? quando observadas no microscopio optico.

Linhagens de macrofagos pEGFP e pEGFP-Lamp1, construidos neste
trabalho, foram mantidas nas mesmas condigbes, com adicdao de 500ug/mL de

neomicina no meio de cultura.

3.1.3 Bactérias

Bactérias E. coli foram cultivadas em meio de cultura liquido SOB (20g de
triptona, 5g de extrato de levedura, 0,5g de NaCl, 2,5mL de KCI 1M em volume de
1L) com adi¢ao de 10mL de MgCl, 1M. Placas de cultura com meio semi-solido eram
preparadas com o mesmo meio SOB acrescido de 1,5% (M/V) de agar em placas de
Petri de 10cm de diametro. Para utilizacdo em vetores com sistema LacZ e
resisténcia a ampicilina, era adicionado 150uL de IPTG (200 mg/mL), 4mL X-Gal (20
mg/mL) e 1mL de ampicilina (100 mg/mL). As bactérias cresciam por 14-18h a 37°C,
com agitagao de 250rpm quando em meio liquido.

A biblioteca de cosmideos foi propagada em meio tipo TB (12g triptona,
24g extrato de levedura em 900mL) com adicdo de 100mL de solugdo mix de
KH.PO, 0,17M e K;HPO, 0,72M e ampicilina para concentragao final de 100ug/mL.

Clones foram selecionados em placas de Petri de 20cm de didmetro com o mesmo
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meio de cultura com adi¢ao de 1,5% de agar (M/V).

3.2 Ensaios com células

3.21 Ensaios de infecgao

A padronizacdo da infeccdo foi realizada expondo macréfagos aos
parasitas em proporcoes e tempos descritos nos resultados, com 10 lavagens com
M199 sem soro apds a exposi¢cao aos parasitas.

Para as purificacbes de fagolisossomos, as infeccbes foram realizadas
com a exposicao dos macroéfagos aos parasitas em proporgdes de 10 parasitas por
célula hospedeira, por 4 horas a 34°C, seguidos de lavagens por 10 vezes com 5mL
de meio M199 sem soro. As células eram entdo incubadas por mais 14 horas e
lavadas novamente.

Fizemos também a infecgdo de macréfagos J774 com Zymosan (Sigma),
com 10® particulas disponibilizadas para fagocitose de 107 macrofagos pelos

mesmos tempos usados com os parasitas.

3.2.2 Isolamento dos fagolisossomos

3.2.2.1 Gradiente descontinuo de sacarose
O isolamento das organelas por gradiente descontinuo de sacarose foi
realizado adaptando-se a metodologia descrita por Chakraborty e col. (1994) para
fagolisossomos contendo L. (L.) mexicana. As garrafas de cultura com as células
infectadas foram lavadas com meio de cultura RPMI 1640, e em seguida
adicionamos 2,5mL de tampéao de lise em cada garrafa de cultura, composto por
20mM de HEPES, 0,5mM de EGTA, 0,25mM de sacarose e 0,1% de gelatina mais

um coquetel de inibidores de protease em 1% de concentragao (Sigma, P-8340). As
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células removidas eram lisadas por passagens repetidas por homogenizador tipo

Dounce, monitoradas por microscopia éptica de forma que 90% das células fossem
lisadas.

O conteudo da lise era passado para tubos tipo "Falcon" de 15mL, e entao
centrifugados a 200xg por 10 minutos para remogao de células intactas e nucleos. O
sobrenadante era entdo recolhido, centrifugado a 4500xg por 20 minutos e o
precipitado ressuspenso em 1mL de tampdo de lise. A suspensao era colocada
sobre um gradiente descontinuo de sacarose, formado em tubo de 15mL contendo
4mL de sacarose a 60%, 4mL a 40% e 4mL a 20%. Apds centrifugagcéo por 25
minutos a 700xg, o conteudo da interface 40-60% era coletado e passando para
tubos tipo “eppendorf’ de 1,5mL. Esses eram submetidos a centrifugacdo de
12000xg por 25 minutos. O precipitado era ressuspenso em 1mL de tampao de lise e
uma aliquota era analisada em microscopia confocal ou microscopia de
fluorescéncia. Fizemos a coloragcdo de amostras com DAPI (Invitrogen), para a
marcacgao de nucleo e cinetoplasto numa diluicdo 1:50 e/ou 1uM de Neutral Red
(Invitrogen) por 10min, um corante que fluoresce em vermelho em organelas com pH

abaixo de 6,0.

3.2.2.2 Citometria de fluxo com “sorting”

Os isolamentos das organelas por citometria de fluxo com “sorting” foram
realizados com dois equipamentos: inicialmente com a utilizacdo de um citbmetro
FACS Vantage (BD Biosciences), alocado no Instituto de Ciéncias Biomédicas da
USP e depois com um FACS Aria (BD Biosciences), alocado no Instituto Israelita
Albert Einstein, ambos operados pelo Dr. Luiz R. Sardinha. A infec¢ao e a lise eram
executadas nas mesmas condi¢gdes, com 0s mesmos tampdes descritos.

Fizemos a separagao através de um “gate” com particulas fluorescentes
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para o primeiro canal de fluorescéncia (FL1) que ndo apresentavam fluorescéncia no

segundo canal de fluorescéncia (FL2), quando os parasitas utilizados na infec¢ao
expressavam eGFP, e com “gate” em FL2 nao fluorescente em FL1 quando os
parasitas utilizados expressavam eRFP, de maneira a evitar particulas auto-
fluorescentes. As amostras foram colhidas em tubos tipo “Falcon” de 15mL com 1mL
de tampao de lise, passadas novamente em leitura para avaliacdo de pureza,

coradas e levadas para analise no microscépio confocal.

3.2.3 Ensaio de tomada de aminoacidos

Para o ensaio de tomada de aminoacidos utilizamos promastigotas de L.
(L.) amazonensis em diferentes fases da curva de crescimento, conforme indicado
nos resultados. Para o ensaio, os parasitas foram lavados com Solucdo de Sais
Balanceados de Earle (EBSS, LGC Biotecnologia) gelado por 2 vezes, e
ressuspensos em 2x108 parasitas/mL no mesmo tamp&o. Aliquotas de 50uL por tubo
dessa suspensdo eram estabilizadas a 25°C por 3 minutos, apés o que eram
adicionados 50uL de arginina tritiada (1mCi/mL, 43Ci/mmol; GE Healthcare) em
diferentes concentragbes como citado nos resultados, de modo a ter 100.000
contagens por minuto no volume total. A incorporagao foi parada com a adi¢cao de
100uL de aminoacido nao radioativo com arginina a 50mM em gelo. As células foram
lavadas por 2 vezes com EBSS gelado, ressuspensas em 200uL do mesmo tampéo
e adicionadas a 800uL de liquido de cintilagdo Ecolume (ICN Biomedicals) em tubo
para cintilador. As amostras tiveram a radioatividade determinada em espectrometro

de cintilagao liquida 2100TR Packard Tri-Carb (PerkinElmer).

3.24 Ensaio de privagao de aminoacidos
Parasitas eram lavados por duas vezes e ressuspensos em 1x10°8

parasitas/mL em EBSS. Para a determinacdo da tomada no tempo 0, a amostra era
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mantida no gelo, enquanto que para os demais tratamentos, as amostras eram

mantidas em 25°C, na auséncia ou presenca de 400uM de arginina por 4h.

3.3 Ensaios com acidos nucleicos

3.3.1 Extracdao de DNA Gendémico

Utilizamos a metodologia descrita por Uliana e col. (1991).
Resumidamente, as células sido coletadas por centrifugacdo a 2000xg por 10
minutos e ressuspendidas em NaCl 150mM. A suspenséao era gotejada em solucao
de Tris 150mM, EDTA 50mM e SDS 1% a 65°C para a lise, e Pronase 0,2 mg/mL era
acrescentado num tratamento por 2 horas a 45°C para digerir as proteinas. Seguia-
se uma extracao organica com igual volume de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(25:24:1). A fase aquosa era precipitada pela adigado de acetato de sédio para final
300mM e dois volumes de alcool etilico absoluto gelado. O precipitado ressuspenso
era tratado com RNase A 20ug/mL por 1 hora a 37°C, seguido de tratamento com
Proteinase K 50ug/mL por 1 hora a 42°C, uma segunda extragdo organica e
precipitacdo com etanol, como descrito anteriormente. Finalmente, o precipitado era
ressuspenso em Tris 10mM; EDTA 1mM. A quantificagdo e a pureza da preparacao
eram determinadas em espectrofotdmetro pela leitura em Azornse. O tampao de
ressuspensao final era preparado com agua para injecao (Aster) para que nao
houvesse contaminacdo com exo/endonucleases. Essa mesma agua era utilizada

em diluicdes de DNA e preparo de PCR.

3.3.2 Extracao de DNA de plasmideo e cosmideo
Usamos a preparagdo em mini e média-escala para recuperar o0s

plasmideos e cosmideos das bactérias (Sambrook e Russell 2001).
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Resumidamente, as células eram ressuspensas em solugao P1 (Tris/HCI 50mM,

EDTA 10mM, RNase 100ug/ml), lisadas em seguida com adi¢do de 1 volume de
NaOH 0,2N e SDS 1%, o que também desnatura o DNA tanto do plasmideo quanto
0 gendmico da propria bactéria, e neutralizadas apds poucos minutos, por adi¢ao de
1 volume de acetato de potassio 3M pH 5,5, fazendo com que o plasmideo ficasse
em suspensao aquosa enquanto o DNA gendmico ficasse precipitado. A fase aquosa
era submetida a extragcao organica com cloroférmio, e em seguida precipitada com
adicdo de isopropanol, para final 40%. Apds seco, o precipitado era lavado em
etanol 70% e ressuspenso em tampéo Tris-EDTA (10mM/1mM) ou &gua para a sua

utilizacao.

3.3.3 Extracao de RNA Total
RNA foi obtido pelo método de Trizol (Gibco, Invitrogen) segundo
instru¢cdes do fabricante. O acido nucleico era entdo ressuspenso em agua para
injecdo, quantificado em espectrofotdbmetro do tipo NanoDrop 2000 (NanoDrop
Tech.). Checamos a integridade do material por eletroforese em agarose 1% em
tampéo fosfato 10mM pH 7,0 com o RNA desnaturado com DMSO 38% e Glioxal

2,3M em tampao fosfato 10mM pH 7,0 por 1h a 50°C.

3.3.3.1 Determinagdo da meia-vida de mRNA
Usamos o protocolo descrito por Archer e col. (2008) para calculos da
meia-vida do mRNA dos parasitas. Brevemente, 10" parasitas eram incubados em
EBSS contento 2ug/mL de sinefungina e/ou 10ug/mL de actinomicina por diferentes
tempos apds o que as células eram colhidas por centrifugagao (10000rpm/2min) e

lisadas em 1mL de Trizol para posterior extracdo de RNA.
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3.3.3.2 Transcricdo Reversa

Fizemos a transcrigao reversa com o kit Revert Aid (Fermentas) conforme
instru¢des do fabricante, com 2ug de RNA, e 1uM de “random primer”; oligo(d)T ou
iniciador especifico conforme citado nos resultados. A extensao foi feita por 60

minutos a 42°C, seguida de inativagao da enzima a 70°C por 10 minutos.

3.3.4 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

3.3.4.1 Oligonucleotideos utilizados

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados ao longo dos experimentos

Nome Sequéncia (5-3') Tm (°C) Funcéo

LdAAP3F ATGAGCAAGCCCAGCAAGTC 61 PCR ORF L. (L.)donovani*
LdAAP3R CTACACGAAGAAGCTGTAGT 56 PCR ORF L. (L.)donovani*
TArg1F ATGAGCAAGCCTAACGAGCC 52 PCR ORF

TArg2F ACTACTTCGTTGGGTTTGTC 50 Walking para 3’

TArg3F GTGCCGAAACTTCGTCTACC 53 Walking para 3’

TArg4F TTCGTGTGATATTCATCCAC 54 Walking de 3'

Targ5F GTGTCATTGCAGTTGTCTTTGG 60 Walking de 3'

TArg1R CTCGATGAGTCTGTCAGGC 53 Transcricdo Reversa
TArg2R CACCGCTCGGGTATTTAGTG 54 Semi-nested de 5UTR
dTAdap GACTCGAGTCGACATCGA(T)" 67 RT a partir de 3'

Adap GACTCGAGTCGACATCGA 56 RT-PCR de 3'UTR

MedL CGCTATATAAGTATCAGTTTC 47 RT-PCR de 5'UTR
T5u1kF GGTCCCCGATACACACATTC 60 Real Time 5'UTR 5.1AAP3
T5u1kR GTCTCCCGTTTTGCAAGAGA 58 Real Time 5'UTR 5.1AAP3
T5u500F ACCATTGTGGGTTAGTTATACATCC 63 Real Time 5'UTR 4.7AAP3
T5u500R CAAGATCGCTAGCAGTGGAG 60 Real Time 5'UTR 4.7AAP3
Lamp1F GTGAGGAGTAAGCTGGCGG 62 RT-PCR de Lamp1
Lamp1R CTGTGCATCTCTGGTGCAC 60 RT-PCR de Lamp1
Lmp1NF ctcgagaaATGGCGGCCCCCGGCGC 77 Nested PCR de Lamp
Lmp1NR ccgcggGATGGTCTGATAGCCGGCGTG 77 Nested PCR de Lamp

* (Shaked-Mishan e col. 2006)

3.3.4.2 PCR de DNA
Realizamos as PCRs de acordo com a metodologia descrita por Saiki e
col. (1986) com utilizacdo de 2U de Taq DNA polimerase recombinante (Fermentas),
em tampao Tris-HCI 20mM pH 8,4; KCI 50mM, dNTP 200uM, MgCl. 1,5mM,
contendo 1uM de oligonucleotideos iniciadores e 100ng de DNA molde num volume
final de 50ul. Era aplicada uma temperatura inicial de 94°C por 4 minutos seguidos

30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, associagdo dos iniciadores e
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extensao por diferentes tempos descritos nos resultados dependendo do fragmento

a ser amplificado. Apds o ultimo ciclo, as amostras foram mantidas por 72°C durante
7 minutos para que a enzima terminasse a extensdo de possiveis fragmentos
incompletos e para a adicdao de uma adenina no final de cada fragmento, tornando
possivel a clonagem dos mesmos em kits de clonagem “T-A”. A temperatura ideal de
associagao foi calculada inicialmente pela composicdo de CG dos iniciadores e
adaptada a posteriori experimentalmente pela utilizagcdo de um termociclador com
bloco em gradiente. Diferentes iniciadores foram utilizados; suas sequéncias e no

qué foram aplicados estdo apresentadas na tabela 1.

3.3.4.3 RT-PCR
Os RT-PCR eram realizados de acordo com a metodologia descrita para
PCR em DNA, usando como molde diluicdo do cDNA obtido por transcri¢ao reversa

conforme descrito anteriormente.

3.3.4.4 PCR Quantitativo

Curva de calibragao

DNA de plasmideo contendo o fragmento alvo para quantificagao era
linearizado pela agdo de enzima de restricdo, purificado de gel como descrito
anteriormente e quantificado por espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (NanoDrop
Tech.). Fizemos a conversdo da massa por unidade de volume para numero de
moléculas por volume, e preparamos uma diluicido em série de 1/10 em escala de
10" a 10" moléculas/uL. Cada diluigao foi utilizada para obteng&o da construgéo da

curva padrao de quantificagao.
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PCR em Tempo Real

No ensaio de quantificagdo dos genes, utilizamos cDNA produzido por
transcricdo reversa com “random primer’ a partir de RNA total como descrito
anteriormente. Tratamos o RNA com DNase para nos certificarmos de que o
amplificado vinha a partir de cDNA, e ndo de DNA gendmico, e sempre incluimos um
controle em que RNA n&o submetido a transcrigdo reversa era utilizado como molde.
A reacao de PCR em tempo real para quantificagdo absoluta de cépias de transcrito
era realizada com 50 ciclos consistindo de 20 segundos de desnaturagao a 94°C e

50 segundos a 62°C em aparelho SDS 7300 (Applied Biosystems).

3.3.5 Fracionamento de acidos nucleicos

3.3.5.1 Fracionamento de DNA

Digestao de DNA

Digestdbes com enzimas de restricdo (Fermentas) eram realizadas
adicionando 3U/ug de DNA, com tampédo proprio para a enzima fornecido pelo
fabricante, por 1h a 37°C, tomando-se o cuidado de n&o realizar a digestdo em
volume final maior de que 100uL e de forma que o volume de enzima adicionado nao

ultrapassasse 10% do volume final de reagéo.

Eletroforese em gel de agarose

Fragmentos de DNA foram fracionados por eletroforese em gel de
agarose 1% em tampao TAE (Tris-Acetato 40mM, EDTA 1mM, pH 7,4), corado com
brometo de etidio (2,5ug/L) e observado em transiluminador UV e registrado com

camera fotografica KODAK Easyshare C743.
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3.3.5.2 Fracionamento de RNA

O RNA extraido foi submetido a eletroforese apés desnaturado com
DMSO 38% e Glioxal 2,3M em tampéo fosfato 10mM pH 7,0 por 1h a 50°C, em
seguida resfriado no gelo. O material foi adicionado em gel de agarose 1% em

tampéo fosfato 10mM pH 7,0.

3.3.5.3 Southern Blot

DNA digerido com enzimas de restricdo e fracionado, seguindo-se as
condicbes descritas, era transferido para membrana de nylon apés imersao do gel
de agarose por 30min em solugdao desnaturante (NaOH 0,5M; NaCl 1,4M) e mais
30min em solucao neutralizante (Tris-Cl 0,5M pH 7,4; NaCl 1,5M). A transferéncia
para membrana de “nylon” foi executada overnight em SSC 10X (SSC 20X: NaCl
3M, citrato de sddio 300mM) conforme descrito (Sambrook e Russell 2001). Apds a
transferéncia, a membrana era mergulhada brevemente em SSC 6X e o material era

fixado a membrana por tratamento com UV Stratagene Crosslinker.

3.3.5.4 Northern blot
O gel contendo RNA fracionado, como descrito anteriormente, era
transferido para membrana de “nylon” em SSC 10X “overnight” em aparelho

montado conforme descrito (Sambrook e Russell 2001).

3.3.6 Hibridagao de acidos nucleicos

3.3.6.1 Marcacéo de sonda de DNA
Fragmentos de DNA obtidos por PCR ou digestdo de plasmideos eram
utilizados para a marcagdo com “random priming” através do kit Megaprime DNA
labelling systems (Amersham-Pharmacia-Biotech) com a adigdo de 50uCi de 5-[a

¥P]dATP (3000Ci/mmol, Amersham-Pharmacia-Biotech), seguindo o protocolo do
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fabricante.

3.3.6.2 Reacéo de hibridagdo
As membranas com DNA ou RNA fixado eram hibridadas com sonda
radioativa utilizando-se a solugdo de hibridacao “Rapid-Hyb Buffer” (Amersham-
Pharmacia-Biotech) seguindo instru¢ées do fabricante. Brevemente, fizemos pré-
hibridagdo com o tampao citado por 2 horas a 50°C. As sondas eram fervidas por
10min e resfriadas em banho agua-gelo. Eram entdo adicionadas ao liquido de

hibridagcdo e mantidas em 50°C overnight.

3.3.6.3 Lavagem das membranas e exposi¢ao
Apods a hibridacado, lavamos as membranas com 50mL de SSC 2X SDS
0,1% por 20 minutos cada lavagem. Realizamos as duas primeiras lavagens a
temperatura ambiente, e duas lavagens seguintes a 50°C.
Apds a ultima lavagem, expusemos as membranas a filme de radiografia
por 1-14 dias, dependendo do tempo de decaimento da sonda utilizada e da
radioatividade avaliada com medidor de radioatividade tipo Geiger. Os filmes foram

entao revelados com kit Kodak Dental segundo instrugbes do fabricante.

3.3.6.4 “Screening” de biblioteca de cosmideo
Uma biblioteca de cosmideos de L. (L.) amazonensis, gentilmente cedida
pela Dra. Silvia R. B. Uliana (Depto. Parasitologia - ICB-USP) foi propagada e
plagueada como descrito anteriormente. Apds crescimento por 16h a 37°C as
bactérias eram transferidas por contato direto para membranas de “nylon” (Hybond-
N, Amersham). A placa era novamente incubada por 1 hora a 37°C e armazenada
em geladeira.

A lise das colbnias foi realizada pelo contato da membrana com uma
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solucado de SDS 10% (m/v) por 3 minutos. O DNA em seguida é desnaturado pelo

contato com solugdo desnaturante por 5 minutos e a membrana em seguida é
passada para solugao neutralizante. Apés a lavagem em SSC 10X por 10 minutos, o
DNA era fixado a membrana por tratamento no aparelho UV-Stratalinker 1800
(Stratagene).

Colonias selecionadas foram localizadas na placa “mae” e recuperadas
em meio SOB com 100ug/mL de ampicilina por 18h a 37°C com agitagdo. Os

cosmideos foram extraidos conforme procedimento descrito anteriormente.

3.3.7 Clonagem

3.3.7.1 Purificagdo de fragmentos de DNA
Fragmentos de interesse detectados apds fracionamento do DNA foram
entdo recortados do gel, e o acido nucleico foi purificado com kit QiaQuick DNA

Extraction Kit (Qiagen) de acordo com instrugdes do fabricante.

3.3.7.2 Ligac&o de fragmentos de DNA em plasmideo

Vetores utilizados

pUC 19: 2686 bases, origem de replicagdo ColE1, sitio multiplo de
clonagem (SMC) dentro do gene de B-lactamase, marca de selegao por resisténcia a
ampicilina, sitios de ligacdo M13F e M13R flanqueando o SMC

pGEM-T Easy (Promega): Linear com timinas ligadas nas
extremidades 3', 3018 bases, origem de replicacdo f1, marca de selegao por
resisténcia a ampicilina, sitio multiplo de clonagem flanqueado por sequéncias de
ligacao de oligonucleotideos T7 e SP6 dentro do gene de -lactamase.

pBlueScript SK+: 2958 bases, origem de replicagdo f1 e pUC, marca

de selegao por resisténcia a ampicilina, sitio multiplo de clonagem flanqueado por
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sequéncias de ligagao de oligonucleotideos M13F/M13R e T7/T3 dentro do gene de

B-lactamase

pEGFP-C1 (Clontech): 4731 bases, origem de replicagao f1, pUC e
SV40, marca de selegcdo por resisténcia a kanamicina (bactérias) e neomicina
(eucariotos); promotor de CMV seguido de “enhanced green flourescent protein”
(eGFP) com o SMC ao final, antes do “stop codon”, e o sinal de poliadenilacdo de
SV40 depois do “stop codon”.

cLHYG (Ryan e col. 1993): 12189 bases, resisténcia a higromicina e
neomicina (eucariotos) e ampicilina e kanamicina (bactérias), sitio de ligagcao e
promotor T7, origem de replicacdo ColE1, sequéncia do gene DHFR-TS de L. (L.)

major.

Ligagcdo de DNA

Fragmentos amplificados por PCR, apdés serem purificados conforme
descrito, eram adicionados em uma propor¢ao de 3 moléculas de inserto para cada
molécula de plasmideo pGEM-T (Promega, A-1360), utilizando enzima T4 DNA
ligase seguindo as instrugdes do fabricante.

Fragmentos obtidos por digestdo de DNA eram ligados em plasmideo,
como citado nos resultados, digerido e purificado da mesma forma que o inserto,
com a utilizacdo de T4 ligase (Invitrogen) em propor¢cao de 3 moléculas de inserto

para 1 molécula de vetor, de acordo com as instrugdes do fabricante.

3.3.7.3 Transformacgéo de bactérias competentes

Preparacao de bactérias competentes

Bactérias competentes foram preparadas através do método de lavagens

com calcio seguindo protocolo de Hanahan e col. (1995).
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Transformagao com plasmideo e cosmideo

Cosmideos ou os produtos da ligacdo foram utilizados na transformacao
de bactérias E. coli da linhagem SURE ou linhagem DH5a por choque térmico
segundo protocolo descrito por Hanahan e col. (1995). As bactérias, apds choque
térmico, permaneceram por 1 hora em 1mL meio SOB sem antibiético a 37°C.

Os clones que receberam o plasmideo foram selecionados plaqueando-se
100uL do meio com bactérias recuperadas do choque térmico, em placas de Petri
com SOB preparadas como descrito anteriormente. Apés um crescimento de 16-18
horas, as colénias foram selecionadas e recuperadas em meio de cultura liquido
com a mesma concentragao da droga a 37°C. Os plasmideos desses clones foram
purificados seguindo adaptagao do protocolo de mini-preparo de DNA de plasmideo

por lise alcalina com SDS, como descrito anteriormente

3.3.7.4 Transfecgdo de macréfagos J774

Curva de agao de neomicina em macrofagos J774.

Cerca de 10° macrofagos aderidos em placas para ELISA com 24 pogos,
contendo 1mL de meio de cultura com diferentes concentragbes da droga foram

examinados diariamente para obtenc&o da CLsy e CLgs de neomicina nessas células.

Transfecgao e selegao clonal

Os plasmideos foram transfectados utilizando 10ug de DNA e o sistema
Turbofect (Fermentas) seguindo instrugdes do fabricante, usando 107 células em
10mL de meio de cultura completo em garrafa de cultura de 25cm?. Dois dias apods a
transfeccao as células passaram a ser cultivadas com o dobro da CLgs de neomicina
determinada experimentalmente, mantidas assim por 4 passagens em garrafas de

cultura de 25cm?. A selegéo de clones transfectados resistentes foi feita por diluicdo
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limitante dessas células em 1mL de meio de cultura com droga, com in6culo inicial

de 10° células no primeiro pogo e diluidas seriadamente em razao de 1:2 nos pogos
seguintes, em placas de 24 pogos. O desenvolvimento das células foi acompanhado
ao microscopio optico invertido, e apds 3 semanas as células do pogo com maior

diluigao foram recuperadas para garrafas de cultura de 25cm?.

3.3.7.5 Transfeccao de Leishmania

Para a transfecgcdo dos parasitas, adaptamos o protocolo anteriormente
utilizado em nosso laboratério (de Andrade Stempliuk e Floeter-Winter 2002) pela
utilizacao de tampao com caracteristicas de meio intracelular cytomix (KCI 120mM;
CaCl, 0,15mM; K;HPO4/KH,PO, 10mM; MgCl, 5mM; EDTA 2mM; HEPES 25mM; pH
7,6 acertado com KOH) (van den Hoff e col. 1995). Promastigotas em fase
logaritmica (1x10” parasitas/mL) eram lavados com o cytomix, ressuspensas em
2x10°® parasitas/mL, aliquotadas em cubetas de eletroporagdo com 4mm (BioRad) as
quais eram adicionados 10ug do DNA a ser transfectado. Apés 10min no gelo, as
células eram submetidas a 2 choques, intercalados por 10s de repouso no proprio
aparelho, com 1500V e 25uF. As células eram passadas entdo para 10mL de M199
sem droga e incubadas por 24h a 25°C.

No dia seguinte, as células eram centrifugadas e ressuspensas em
500uL, e 100uL da suspensao eram plaqueados placa de agar 1% contendo 20mL
de M199 com 20% SFB, com adigdo de 10ug/mL de neomicina. As placas eram
seladas com “parafilm” e mantidas por até 6 semanas, monitoradas para verificar o
aparecimento de colbnias. Colénias eram recuperadas em meio M199 liquido com

10% SFB e 10ug de neomicina.

3.3.8 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento de DNA foi realizado com o kit ABI Prism BigDye
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(Applied Biosystems) segundo instrugbes do fabricante pelo método de
didesoxinucleotideos (Sanger e col. 1977), utilizando-se os oligonucleotideos
comerciais T7, SP6, M13F, M13R (Fermentas) ou oligonucleotideos especificos
como iniciadores da reacao. A reagao foi fracionada no sequenciador do Servigo de
Sequenciamento de DNA, no Departamento de Bioquimica do 1Q USP. Fizemos
alinhamento das sequéncias e observagao dos cromatogramas utilizando o BioEdit

(Hall 1999). As sequéncias foram confirmadas por BLAST (Altschul e col. 1990).
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4 Resultados

4.1 Purificagao de fagolisossomos

Para estudar como se da o transporte de arginina do interior do
macrofago para o interior do fagolisossomo, e desse para o interior do amastigota,
procedemos a padronizagédo da purificacdo da organela, e a caracterizagdo de sua

integridade.

41.1 Avaliagao da infecgao
A avaliagéo das diferentes relagdes parasita/hospedeiro (19/1, 7/1 e 4/1) e
tempo de infecgédo (2h, 8h e 16h) em microscépio confocal a laser, que nos levou a
utilizar a concentragao de 4 parasitas por célula hospedeira em 16 horas de infecgéo

(Figuras 3 e 4).
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Concentragao de parasitas/macréfagos
10/1 7M1 4/1

Teste de infectividade de L. (L.) amazonensis em macréfagos J774. Infecgao
de macrofagos J774, em trés diferentes tempos de exposicdo dos parasitas
(linhas) com trés diferentes concentragbes de parasitas por macréfagos
(colunas). Quadrados demarcados na linha 16 horas apresentados na Figura 4.

Figura 4.

Detalhes das infec¢6es de promastigotas de L. (L.) amazonensis EGFP em
J774. As infeccdes de 16 horas para as 3 diferentes concentragdes de
parasita/hospedeiro, conforme areas marcadas na Figura 3, sdo apresentadas.
Os parasitas sao visualizados em verde.
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4.1.2 Purificagao por gradiente de sacarose

Utilizando as condigbes de infecgdo padronizadas expusemos 108
macrofagos com 4x10® parasitas por 16 horas. Apds esse tempo aplicamos a
metodologia descrita por Chakraborty e col. (1994), conseguimos isolar um total de
aproximadamente 10° fagolisossomos. O material purificado foi observado em
microscoépio de fluorescéncia, como observamos na Figura 5.

Transmissao Transmissao + Fluorescéncia
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--
=
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Figura 5. Isolamento de fagolisossomos por gradiente de sacarose. Fotomicrografia
de transmissao e fluorescéncia de fagolisossomos contendo L. (L.) amazonensis
expressando GFP. As trés linhas correspondem a trés campos de visdo. Setas
indicando fagolisossomos contendo L. (L.) amazonensis.

Na figura 6 apresentamos em mais detalhe o resultado da purificagéo.

Percebe-se que apesar de termos obtido organelas purificadas (Figura 6A),
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pudemos ao mesmo tempo observar uma contaminagado grande com promastigotas

livres (Figura 6B).

A

Figura 6. Contaminagao de fagolisossomos por promastigotas livres. Fagolisossomos
purificado por gradiente descontinuo de sacarose de infecgdo de macrofago
J774 com L. (L.) amazonensis expressando GFP. A. Fagolisossomo com parasita
verde fluorescente dentro. Detalhe de promastigota (seta vermelha) e de outra
particula, possivelmente um fagolisossomo rompido, na mesma lamina em outro
campo (seta branca).

Realizamos a coloragdo das organelas purificadas com Neutral Red, um
marcador com fluorescéncia vermelha em compartimentos acidos, que nos indicaria
a integridade da membrana dos fagolisossomos. Observamos a purificagdo no
microscopio confocal, confirmando nossa avaliagdo de um grande numero de
promastigotas livres contaminantes entre organelas com marcacgao para Neutral Red

(Figuras 7 e 8).
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Figura 7. Avaliagcao da integridade das organelas purificadas. Avaliagdo de integridade
de membranas com a utilizagdo do corante Neutral Red. Fluorescéncia de GFP
marcada em verde, detectada em 525nm, e fluorescéncia de Neutral Red,
detectada em 565-615nm e marcada em vermelho em microscopio confocal.
Notar a presenga de promastigotas contaminantes que ndo apresentam
marcacgao com Neutral Red (setas brancas). A. canal fluorescente para GFP; B.
canal | fluorescente para Neutral Red; C. contraste de fase; D. sobreposi¢cao de
contraste e dos dois canais.

Com o intuito de diminuir a contaminagdo com promastigotas das
organelas purificadas, passamos a fazer as infecgcbes com 10 parasitas por célula
por 4 horas a 34°C, mas aumentamos para 10 o numero de lavagens apds a
infeccdo, a fim de retirar os parasitas nao internalizados. O periodo de incubagao
dos macrofagos infectados continuou por 14h a 34°C para completa internalizagao
dos parasitas e seguiram-se mais 10 lavagens antes de remover as células para lise

e purificagao dos fagolisossomos.
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Figura 8. Fagolisossomo purificado corado com Neutral Red. Observacdo em
microscopio confocal da preparacao de fagolisossomos. Fluorescéncia de GFP
(verde), corresponde ao parasita internalizado, a fluorescéncia de Neutral Red
(vermelho) corresponde a organela acida. Nesta preparagdo, ndao encontramos
mais promastigotas livres. A. canal fluorescente para GFP, detectado em 525nm;
B. canal | fluorescente para Neutral Red, detectado entre 565-615nm; C.
contraste de fase; D. sobreposi¢cao de contraste e dos dois canais.

Passamos, entao, a fazer analise do material purificado apds gradiente de
sacarose por citometria de fluxo, com o objetivo de avaliar com maior precisdo o
grau de pureza da purificagdo. A quantidade de particulas positivas para FL1, canal
em que é detectavel a fluorescéncia emitida por GFP, apresentou-se variavel durante
as repeticdes realizadas, com uma meédia de 15,51+5,36 de positivos para FL1 em 4

experimentos independentes (Figura 9).
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Figura 9. Citometria de fluxo de fagolisossomos purificados por gradiente de
sacarose. A. Histograma de FL1 para fagolisossomos contendo L. (L.)
amazonensis fluorescentes (vermelho) ou nao fluorescentes (preto). B. “Dot plot”
da populacdo de fagolisossomos contendo L. (L.) amazonensis fluorescentes.
Particulas dentro da regiao M1 em A, foram destacadas com vermelho em B.
Representacado de uma repeticao de 4 experimentos independentes.

4.1.3 Purificagao por citometria de fluxo com “sorting”
Como uma pureza de cerca de 15% nao é suficiente para realizagdo de
ensaios de transporte de arginina na organela, deixamos de fazer a purificagdo por
gradiente de sacarose e passamos a utilizar a purificagcdo dos fagolisossomos por

citometria de fluxo com “sorting”, separando as regides R2 e R3 demonstradas na

Figura 10.
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Figura 10. Citometria de fluxo pré-“sorting”. Avaliagdo da pureza inicial do lisado celular
de macréfagos J774 infectados com L. (L.) amazonensis antes do “sorting”. As
regides R2 e R3 foram marcadas para posterior separagéo. A. “Dot plot” das
particulas avaliadas por “Forward Scatter” (FSC) versus “Side Scatter” (SSC). B.
histograma de fluorescéncia no canal 1 (FL1). C. “Dot plot” de fluorescéncia no
canal 1 com fluorescéncia no canal 2. O destaque na tabela mostra a
porcentagem de pureza da purificagao.

Separamos as regides R2 e R3 por parecerem duas populacdes
diferentes. O resultado da avaliagdo das purificagcbes pode ser observado na Figura

11 para a regido R2 e Figura 12 para a regido R3.
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Figura 11. Analise da amostra separada em R2. A. “Dot plot” das particulas avaliadas por

versus Side Scatter (SSC). B. histograma de

fluorescéncia no canal 1 (FL1). C. Dot plot de fluorescéncia no canal 1 com
fluorescéncia no canal 2. Pureza do material em destaque na tabela.
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Figura 12. Analise da amostra separada em R3. A. Dot plot das particulas avaliadas por

versus Side Scatter (SSC). B. histograma de

fluorescéncia no canal 1 (FL1). C. Dot plot de fluorescéncia no canal 1 com
fluorescéncia no canal 2. Pureza do material em destaque na tabela.
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As amostras coletadas nas regides R1 e R2 foram observadas em

microscopia confocal. Conforme apresentado na figura 13, observamos que as
particulas marcam com Neutral Red, com amastigotas em seu interior e que nao ha
no campo outras estruturas que poderiam representar células rompidas, ou outras

organelas ou estruturas celulares.

Figura 13. Microscopia de fagolisossomos purificados com citometria de fluxo.
Imagem de microscopia confocal de fagolisossomos purificadas de macrofagos
J774 contendo L. (L). amazonensis expressando GFP. A fluorescéncia vermelha
indica pH < 6,0 por coloragdo com Neutral Red (Invitrogen), caracteristico dos
fagolisossomos. A caixa branca em A é detalhada em B. Primeiro quadrante
representa a fluorescéncia de Neutral Red, detectada entre 565-615nm; o
segundo quadrante representa a fluorescéncia de GFP detectada em 525nm;
terceiro quadrante representa o contraste de fases, e o quarto quadrante é a
sobreposicao das imagens.

O controle de especificidade da marcagdo com Neutral Red foi verificado
pela coloragdo de macréfagos intactos que foram previamente apresentados a
Zymosan. Como observado na Figura 14, o vacuolo fagocitico se encontra marcado,
junto com pequenas organelas citoplasmaticas, indicando que o corante é especifico

para ambiente ou compartimentos acidos.



40

Figura 14. Avaliacao de especificidade de marcagido de compartimentos acidos.
Macrofago J774 contendo Zymosan fagocitado e corado com Neutral Red
conforme descrito em material e métodos. A fluorescéncia vermelha indica pH <
6,0 caracteristico de lisossomos e fagolisossomos. O primeiro quadrante
representa a fluorescéncia de Neutral Red, detectada entre 565-615nm; o
segundo quadrante representa o contraste de fases, e o terceiro quadrante é a
sobreposicédo das imagens.

41.4 Construcao de macréofago com marcagcdo de membrana de
fagolisossomo

Para nos assegurarmos de que as organelas separadas tinham como

constituinte a membrana proveniente do macréfago, construimos macréfagos que

expressam a proteina Lamp1 (lysosomal associated membrane protein 1), uma

proteina encontrada em fagolisossomos, fundida a GFP A Figura 15 ilustra os

passos seguidos para obtencdo desse macrofago.
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Figura 15. Estratégia de construcao do plasmideo pEGFP-Lamp1. A partir de RNA total
de macrofagos foi feita uma preparacédo de cDNA com oligo(d)-T, e PCR com
iniciadores Lamp1F e Lamp1R em 30 ciclos com associacdo a 60°C e 2min de
extensdo. O produto amplificado foi diluido 1:10.000 e levado a uma “nested”
PCR com utilizagcdo dos iniciadores LmpI1NF e Lmp1NR e associagdo e
extensdo a 72°C por 1,5min. O produto foi em seguida clonado em pGEM-T e
sequenciado. Obtivemos o fragmento de 1235 bases por clivagem com as
enzimas de restricdo Xhol e EcoRI, que foi clonado no plasmideo pEGFP-C1
aberto com as mesmas enzimas de modo a constituir uma fusdo da ORF de
Lamp1 com GFP.

Macrofagos J774 foram transformados com o plasmideo pEGPF-C1 para
testar a funcionalidade do vetor no hospedeiro (Figura 16A). Podemos observar em
detalhe que o macroéfago transformado expressa GFP em todo o citoplasma (Figura
16B), indicativo que a transfecgao foi bem sucedida e que o marcador pode ser

utilizado.



Figura 16. Avaliacdo de funcionalidade de pEGFP-C1 em macroéfagos. Microscopia
confocal de macréfagos J774 transfectados com pEGFP-C1, mostrando as
células expressando GFP em um campo geral (A) e um detalhe de duas células,
o macrofago a esquerda provavelmente ndo carrega o plasmideo, enquanto que
da direita deve ter sido transfectado pois expressa GFP uniformemente em todo
o citoplasma (B). O primeiro quadrante representa a fluorescéncia de GFP
detectada em 525nm; o segundo quadrante representa o contraste de fases, e o
terceiro quadrante é a sobreposi¢cao das imagens.

RNA total de macrofagos foi utilizado em transcricdo reversa utilizando
oligo(d)T como iniciador. Em seguida, fizemos uma primeira PCR com
oligonucleotideos externos a ORF de Lamp (Lamp1F e Lamp1R da Tabela 1, em
Material e Métodos), uma vez que o inicio da sequéncia corresponde a uma regiao
muito rica em G-C, o que eleva a temperatura de associagdo do oligonucleotideo
senso para 77°C (Tabela 1). Dessa forma amplificamos uma regido que corresponde
a toda ORF e mais 47 nucleotideos da regido 5UTR e 31 da regido 3'UTR. Em
seguida fizemos um “nested” PCR com esse DNA como molde, com os iniciadores
Lamp1NF e Lamp1NR (Tabela 1), o que nos possibilitou diminuir a temperatura de
associagao sem que ocorra amplificagado inespecifica. O produto de PCR obtido,
correspondente a 1235 pares de base, foi entdo clonado em pGEM-T Easy e

sequenciado (Figuras 15 e 17).
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Figura 17. Sequéncias de Lamp1. Alinhamento de 3 clones (8, 4 e 7) obtidos da ORF de
Lamp1 de Mus musculus com a sequéncia do banco de dados. No consenso,
em rosa, a regidao dos oligonucleotideos, e em destaque (rosa choque) nessas
regides, sitio para Xhol (no inicio da ORF) e Sacll (fim da ORF).

DNA dos plasmideos selecionados foi recuperado de E. coli por
preparacao em média escala e utilizado em ensaio de transfec¢gdo de macrofago
J774, nas condigbes descritas em Material e Métodos. Como se observa na Figura
18, em alguns macréfagos foi possivel detectar a proteina fluorescente ligada a
Lamp1,em localizagdo que deve corresponder ao lisossomo ou autofagossomos dos
macréfago. Dessa forma, a construgéo é funcional e assim foi possivel selecionar
macrofagos expressando GFP-Lamp1. Para isso, utilizamos o dobro do valor da

CLses, uma concentragdo de 400ug/mL de Neomicina previamente determinada pela
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curva dose resposta em macrofagos J774 nao transfectados apos 48 horas (figura

19), quando foram obtidos os valores de CLs, de 25,6ug/mL e de ClLgs de

203,7ug/mL.

A

d P

Figura 18. Marcagcao de GFP-Lamp1 indica a membrana do fagossomo. Macréfagos
J774 transfectados com pEGFP-Lamp1, que marca em fluorescéncia verde
lisossomos e fagolisossomos numa visao em menor aumento (A) e em maior
detalhe (B). O primeiro quadrante representa a fluorescéncia de GFP detectada
em 525nm; o segundo quadrante representa o contraste de fases, e o terceiro
quadrante é a sobreposicao das imagens.
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Figura 19. Curva dose-resposta de neomicina em macréfagos. Curva de resposta de
macroéfagos J774 a concentragdo de neomicina apds 48 horas de tratamento, a
37°C, com 10° células por tratamento. Células foram contadas em
hemocitdmetro (Camara de Neubauer) e o valor relativo de sobreviventes
calculado pela divisdo do numero de sobreviventes pelo numero de células no
tratamento sem droga.
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4.1.5 Purificagao de fagolisossomos pEGFP-Lamp1

Os macroéfagos pEGFP-Lamp1 (pEL) selecionados foram recuperados em
garrafas de cultura e cultivados rotineiramente em RPMI com 500ug/mL de
neomicina. Essas células foram infectadas por L.(L.) amazonensis RFP e a seguir
fizemos a lise das mesmas e a citometria de fluxo visando observar duas
fluorescéncias, verde proveniente da GFP-Lamp1 do macréfago e vermelha da RFP
dos parasitas (Figura 20). Como controles, utilizamos pEL com parasitas selvagens,

macrofagos selvagens com parasitas RFP e macréfagos/parasitas selvagens.
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Figura 20. Avaliagcao de marcagao pEGFP-Lamp1 em citometro de fluxo. Citometria de
fluxo com “dot plot” de “Forward Scatter” (FSC-Height) por “Side Scatter” (SSC-
Height) e de fluorescéncia de GFP (FL1-GFP) por RFP (FL2-RFP), obtido a partir
de lisado de infecgdo de macréfagos com L. (L.) amazonensis. A - Macrofago
J774 e L. (L.) amazonensis selvagens. B - Macréfago pEGFP-Lamp1 (pEL) e L.
(L.) amazonensis RFP. C - Macrofago selvagem e L. (L.) amazonensis RFP. D -
Macréfago pEL e L. (L.) amazonensis selvagem.
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Levamos esse mesmo material para observagdo em microscopia
confocal, e observamos fluorescéncia verde bastante fraca nas particulas que

apresentavam fluorescéncia vermelha (Figura 21).



Figura 21. Avaliagcao microscoépica de pEGFP-Lamp1 em fagolisossomos. Particulas de
lisado de macréfago J774 expressando eGFP fundida a Lamp1 infectado com L.
(L.) amazonensis expressando RFP observada ao microscépio confocal com
canal vermelho marcando RFP (1%. imagem), transmissdo (2°. Imagem), verde
marcando GFP (3?. imagem), azul marcando DAPI (4°. imagem) e sobreposigao
de todos os canais (5°. imagem).

4.2 Caracterizacao do gene do transportador de arginina de L. (L.)

amazonensis

4.21 Busca inicial
A estratégia inicial foi utilizar a sequéncia dos iniciadores descritos para
amplificar AAP3 de L. (L.) donovani (Shaked-Mishan e col. 2006) usando como
molde o DNA gendémico de L. (L.) amazonensis. Para padronizar a PCR avaliamos a
melhor temperatura de associagao dos iniciadores desenhados com o DNAde L. (L.)
donovani como molde. Conforme observamos na Figura 22, a melhor temperatura
de associagado foi de 52°C; temperatura menor ndo aumentou a intensidade da

banda, enquanto que maior diminuiu a quantidade de produto (Figura 22). No
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entanto, quando as mesmas condi¢des foram aplicadas tendo DNA de L. (L.)

amazonensis como molde, nenhum produto foi formado (Figura 22).

MHindlll  A-50 A-52 A54 . A56 A-58 A-60 D-50 D-52  D-54 D-56 D-58 D-60 0

Figura 22. PCR para isolamento do fragmento de DNA codificador do transportador de
arginina. Eletroforese em gel de agarose de produtos de PCR em gradiente de
temperatura de associacéo dos iniciadores, para L. (L.) amazonensis (A) e L.
(L.) donovani (D), de 50 a 60°C. Os numeros em frente as letras indicam a
temperatura usada, em graus Celsius; a seta indica altura da banda de
interesse. MHindlll - DNA de bacteriéfago A digerido com Hindlll usado como
marcador de tamanho molecular; 0 - controle negativo (sem DNA).

O produto de aproximadamente 1500 pares de bases obtido com DNA de
L. (L.) donovani tem o tamanho esperado, segundo sequéncia descrita no GenBank
com o numero AY247004 que foi indicada como sendo a que codifica o transportador
de arginina AAP3 de L. (L.) donovani. O produto foi purificado e ligado em pGEM-T e
utilizado para transformar E. coli SURE, como descrito em Material e Métodos. De 5
clones selecionados, 3 foram escolhidos para sequenciamento, pois apos terem seu
DNA digerido com EcoRI apresentavam insertos do tamanho esperado (Figura 23). A
sequéncia de nucleotideos parcial, obtida de um dos clones, foi alinhada com a
sequéncia de AAP3 de L. (L.) donovani. Podemos observar na Figura 24 a
similaridade que indica ser o gene homdlogo. Um desses plasmideo foi utilizado

para a produgédo de sonda na busca do gene na biblioteca de cosmideos de L. (L.)
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amazonensis.

MHindlll 1 ND 1D 2ND 2D 3ND 3D 4 ND 4D 5ND 5D

pla— —_— .
- — — - -

1
(a

Figura 23. Confirmagcao de fragmento de DNA contendo o gene que codifica o
transportador de arginina. Digestdo de DNA de “mini-preps” de 5 clones
selecionados. Os clones 1, 2 e 3 passaram entido por sequenciamento, conforme
descrito nos métodos. ND - plasmideo nédo digerido; D - plasmideo digerido.
MHindlll - DNA de bacteriéfago A digerido com Hindlll usado como marcador de
peso molecular. Setas indicam as bandas de interesse.
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Figura 24. Sequéncia de AAP3 de L. (L.) donovani. Alinhamento da sequéncia do clone
obtido com a sequéncia do gene do transportador de arginina de L. (L.) donovani

(AY247004). Estao assinalados os nucleotideos diferentes.

4.2.2 Varredura da biblioteca de cosmideo

A biblioteca de cosmideos foi plaqueada de forma que obtivéssemos

10.000 clones por placa, o que daria uma representacdo de 10 copias de cada clone

em cada placa. O DNA dessas bactérias foi transferido para membrana de “nylon”

como descrito em Material e Métodos. A Figura 25 apresenta o resultado da
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hibridagdo de uma das membranas com a sonda correspondente ao produto de PCR

de L. (L.) donovani, marcado radioativamente, como descrito em Material e Métodos.

A B

N

L

AN

Figura 25. Varredura da biblioteca de cosmideos. A. Autoradiograma da placa que
resultou sinal positivo para alguns clones (assinalado pelas setas) com sonda
construida com o fragmento que codifica o transportador de arginina descrito
para L. (L.) donovani (pontos azuis indicam marcagbes para alinhamento na
placa de Petri); B. “Dot blot” controle da marcacdo da sonda de gene do
transportador de arginina de L. (L.) donovani. (L) = controle fosforescente, (+) =
50 ng de pGEM-T+AY247004; (-) = 50 ng pUC-18.

Os clones positivos foram entdo recuperados e seu DNA foi extraido e
digerido com enzimas EcoRI, Hindlll e Xhol. Os produtos da digestdao foram
fracionados por eletroforese em gel de agarose 1%, e em seguida transferidos para
membrana de nylon. DNA genémico de L. (L.) amazonensis e L. (L.) donovani
também foi digerido com as mesmas enzimas, para comparagao de padrdo de
bandas positivas. A enzima Xhol produziu duas bandas detectadas tanto no DNA
gendmico quanto na digestdo dos cosmideos. Esses dois fragmentos sédo de

aproximadamente 4000 e 2000 pares de base (Figura 26).



51

DX DH DE AX AH AE

21E 21H 21X 221E 221H 221X

Figura 26. “Southern blot” para transportador de arginina. “Southern blot” de DNA
gendmico de L. (L.) amazonensis e L. (L.) donovani em A e de DNA de 2
cosmideos recuperados da biblioteca em B. Os numeros em preto indicam a
altura de bandas de DNA de bacteriéfago A digerido com Hindlll; as setas
brancas indicam bandas de interesse. A. AX, AH e AE - DNA de L. (L.)
amazonensis digerido com Xhol, Hindlll e EcoRI respectivamente; DX, DH e DE
- DNA de L. (L.) donovani digerido com Xhol, Hindlll e EcoRI respectivamente; B.
DNA de cosmideo dos clones 21 e 22, digerido com EcoRI, Hindlll e Xhol,
respectivamente E, H e X ap6s o numero do clone.

Uma vez identificados fragmentos de DNA presentes no cosmideo de L.
(L.) amazonensis que apresentavam complementariedade com AAP3 de L. (L.
donovani) Os fragmentos de interesse foram eluidos do gel, ligados em pBlueScript
e utilizados para transformar E. coli. Digestdo com a enzima Xhol dos clones
selecionados mostrou a presenca de inserto do tamanho proximo ao esperado, e

estes foram, entdo, selecionados para sequenciamento (Figura 27).
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Figura 27. Confirmagao de clones com fragmento esperado. Digestdo de DNA
recombinante resultado da transformacgao de plasmideo pBlueScript ligado com
fragmento de DNA de cosmideo. Numeros nas laterais indicam o tamanho em
1000 bases (Kb). Setas brancas indicam fragmentos do tamanho esperado.
Numeros em branco superiores a dois pogos contiguos indicam o nimero do
clone, sendo o pogo da esquerda, digerido e o da direita, ndo digerido.
Asteriscos marcam clones selecionados para sequenciamento.

0,5Kt

O sequenciamento parcial do DNA de trés dos clones (13, 45 e 51)
selecionados mostrou similaridade de sequéncia com AAP3 de L. (L.) donovani,
sugerindo tratar-se de sequéncia do transportador de arginina para L. (L.)
amazonensis. A Figura 28 mostra o alinhamento das sequéncias parciais obtidas
dos 3 clones, alinhadas com as sequéncias do transportador de L. (L.) donovani, do
banco de dados ou obtida por PCR, a partir de DNA genémico daquele organismo,

como descrito nos Materiais e Métodos.



53

E-
1
GGEGGGEGG GHEG G G TGH-FocEE GGe 81
GGEGGEEGE GHclc TGH-Tocll GGG 82
el [efelcfel:] Glllall N GIGI IIIG NTGH- Issll GGG 82
GGEGGGEGE GETEET GHGEG GGG 81
- 13

72
T2

-8

a0
[}
done51 -GGEEGEHEEE ETcHEG G THEEGHG TGET G L
clone 452 HGGENG || BrcHlGc G THEEGHEG TGTr 1]
done 45 IGGI I ll IIGIGIIINI N |16|MII INIIIIIG 1] I
clone 51 2 HEE BTGECESENE NTENEGEN TGET

done 13
ETCHCENECE GREEG G
ETcEcENECE BENcESECTE GIGIGBIIG

AAP3 obtida
Gonsensus -GGCAGCAAC ATGAGCAAGC CTAACGAGCC TGTTCCAGCA CAGGCGGGGG GCCAGATCCT GAGCGACTCG CTGA-TGGAC GGG

Consenton, T FTICET] [T e e e T (T T T OO ol ﬂlﬂm M

1 |
dones1 GHETGEGG Illll GEcEGGTG G lGlGG HG TGHENGEE THE 153
clone 452 - BETGEGG GHGEGGTG | Gl | GHGGENG TcEENGEE THAE 163
doneds -HETGHEGG r: GGTG IIIGI Ils GIHGI' lll 163
G G G TEE 162
R HRAARGARo EETORBOGR TEA
GGENG TGEEGG TEN 153

clone 512 - BBTGEGG I
done 13 NEETGEGNEN GIG GGTGHE

AAP3 obtida ||= GG | I GEGEGGECE =
A3 5. Dados HEEEEGGEE 8- IGIIGII GHETEENEERE EcEcEccEcE cEEGCGENNE BATETERARA SEEEEGGHNGC RETGEEGCEE TREE 153

Consensus - AATGCGGCC AM-CGCCGTC ACTAMATACC CGAGCGGTGA GCACGACAAC CATCCCCTTA AMAGAGGAAG CCTGACAGAC TCA

[

Conservation
e O

|
BrcchN- BEC

1
done 51 c|s-c||c= ]s|ﬂ|sﬂc 245
clone 452 THGHGEENES Brccil-BEc cicEEcEEG HcElc 245
done 45 llGGE HG GlGnG I I l IE ﬂ 245
clone §1 2 Brco Gl 244
done 13 lGGE =G GTG Gl GI lslglsas 179
AP obtida TGHE GTG 235
AAP3 B. Dados BTcHEN- BEc GIG-GIIGI EcEREEGEE: ccclcE 235
Consensus T CGAGCCACA ATGGCA-ACG GTGCCGACGC CGCCAAGCCG GAGCGCAACA
HEY%
Conser\rahoai ]_| |_|

=0
|

done51 MEGGGGGEGT || 328
clone 452 BTGGGGGTGT HA HcHE T THGGE 328
done4s MEGGGGGETGT Il III HETHGG Gl II 328
clore 512 MTGGGGGTGT BETETEGEN 1] ] THGG [l GHT 327
done 13 MEGGGGGTGT Il 262
AAP3 obtida BT GGEGGTGT 318
ALP3 B.Dados WMTGGEGGEGT 318
Consensus ATGGGGGTGT CATCTCGAAC TGCTTCAGCC TTGGCTCCGT CACACTCGGC
i

GTCGTCCTTC GCC

i
consenaton 1L T T ey T ([T T IO
3E0 =0
1 ]
donef§1 IIGIIGGG- BETGTE TEERNGEGGE TGETTGGETE HGE 411
clone 452 TG (1] BlTG ] EEEGEGGE BcE 41
done 45 BETG ] EEEGECGE EcE 41
clone 51 2 BEEcECGHE

done 13 lsl GGG
AAP3 obtida BFGTHEGGG BGTGG GHEGGTG G TcETTGG
AAP3 B.Dados EMTGTEGGGEE TENTEETGTE ToTEETETEE lllslsslll TTEEcGEGGE cEEGGTGTEE NEESTCEEGE ToETTGGETE BcE o

Consensus ATGTCGGGCA TCATCATGTC TGTC.“.TCTP.C CTGGTGGTCA TCACAGCGGC GACGGTGTAC ACCATGACGC TGCTTGGCTA CGC
prins

GIGGI GEEEGTG

Conservation

(3

dona 51l G||G.GG[G BEGGGETGEN
clone 452 GETcEEGGEG GGG la |
done45 GETGHEGGES GGG
clone 512 GETGHEGGEG ﬂsssllall BGT T
done 13 GETGHEGGHEG acss I IGIGIIII
ALP3 obtida GETGEEGGHES GGG | cTGETET GITGGGT ETG 454
£8P3 B.Dades GETGHEGGEG BEGGGETGEN BEREGTTTRGH BT TWccTHGEGG ETGGCHETEE TTEGTTGGGT WTG 484
Consensus GATGAAGGCG ACGGGCTGCA AMACGTTCGA GGAGCTGTCT CTCGTGCTCT TTGGTCGCGG CTGGGACTAC TTCGTTGGGT TTG

GITGGGET WTG

— il
eansenaton | [[ [ NNLL [RNECALERT (ENERNRY UL T O
] 1

done 51 .-.GIGGIl T cc'ﬂss'cs .. &1
clone 45 2 TGTGGET GG GG .. BT
done 45 TGTGG BT
clone 512 TEETGTGGET GG nGGlGG .. &0
dore 13 TEETGTGGET HEGGEGG - A0&

AAP3 obtida THETGTGGET GGEEEGGEGG
AAPI B.Dades THETGTGGET cGEAEGGEGG

Consensus TCCTGTGGCT GTCGTGCTTT GGCACGGCGGE TCGCCTACAT CAGCGCCGTC AGCAGCCTCA TCACGCCGAT CCTCGAG- - -

£y | 7
I I ] e

Conservation

Figura 28. Sequéncia parcial do transportador de arginina de L. (L.) amazonensis.
Alinhamento das sequéncias de clones de transportador de arginina de L. (L.)
amazonensis. AAP3 obtida: transportador de arginina clonado e sequenciado
anteriormente, a partir de L. (L.) donovani. AAP3 B. Dados: sequéncia de L. (L.)
donovani obtida do banco de dados GenBank (AY247004).

a7
867

Podemos notar que, embora o consenso das sequéncias de L. (L.)

amazonensis tenha uma identidade de 518 dos 561 nucleotideos com a sequéncia
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que codifica o transportador de L. (L.) donovani, os 20 primeiros nucleotideos da

ORF apresentam diferenca de 4 nucleotideos, inclusive no nucleotideo 19. Com a
sequéncia consenso, desenhamos alguns oligonucleotideos tanto para obter as
sequéncias vizinhas por “walking” no cosmideo, como para obter a regiao 5UTR por
transcricdo reversa seguida de PCR a partir de RNA total de promastigotas e
posteriormente a sequéncia de nucleotideos dessa regido 5UTR. A sequéncia
inicialmente determinada possibilitou ainda desenhar iniciadores para PCR
quantitativo para tempo real. A posigcao dos iniciadores encontra-se destacada na
figura 29.
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Figura 29. Oligonucleotideos para obtencdao de complemento da sequéncia do
transportador. A sequéncia de nucleotideos obtida por consenso de
sequenciamento de 3 clones que contém fragmento do cosmideo selecionado
por hibridagcdo com AAP3 de L. (L.) donovani. Posicdo dos oligonucleotideos

desenhados para auxiliar a caracterizagdo do fragmento putativo de codificar o
transportador de arginina de L. (L.) amazonensis.
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4.2.3 Sequenciamento da Fase Aberta de Leitura (ORF)

Padronizamos reagdes de sequenciamento de DNA do cosmideo
utilizando o oligonucleotideo TArg2F como iniciador e variando a quantidade de DNA
do cosmideo entre 4 a 32ug. O melhor cromatograma foi obtido com uma massa de
16ug de cosmideo, gerando uma leitura com mais de 600 bases continuas. Com
isso, foi possivel a obtencdo da sequéncia até a posigao de 1190, restando cerca de
250 bases para o final da ORF. Em seguida, desenhamos os iniciadores TArg3F,
TArgdF e TArg5F, que nos permitiu determinar a ORF completa, conforme

alinhamento observado na Figura 30.
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Figura 30. Sequéncia completa da ORF que codifica o transportador de arginina de L.
(L.) amazonensis. Alinhamento da sequéncia obtida do transportador de
arginina de L. (L.) amazonensis (HQ912027) com sequéncias obtidas do
GenBank de L. (L.) infantum (XM_001467346 e XM_001467313), L. (L.)
donovani (AY247004), L. (L.) major (XM_001685020) e L. (V.) braziliensis
(XM_001567050).
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4.2.4 Mapeamento da regidao 5’UTR

Utilizamos o iniciador TArg1R numa reagdo de transcricao reversa,
partindo de RNA total de promastigotas, e em seguida fizemos RT-PCR utilizando o
oligonucleotideo Targ2R em conjunto com o oligonucleotideo MedL, desenhado a
partir do exon de SL-RNA de L. (L.) amazonensis. Esse iniciador € complementar a
sequéncia do mini-exon de L. (L.) amazonensis que € adicionado por “trans-splicing”
a 5 de todos os mMRNAs do parasita. Assim, a utilizagdo do Targ2R permitiu uma
maior especificidade na reacdo, pois esse € um iniciador localizado a montante
daquele utilizado na transcricao reversa (TArg1R). Como resultado dessa estratégia
foram observadas duas bandas bem definidas no RT-PCR de L. (L.) amazonensis, e
nenhuma banda no controle (B) ou no RT-PCR de L. (L.) donovani (Figura 31). As
bandas correspondem a fragmentos de DNA amplificados que apresentaram um

tamanho aproximado de 1000 pares de base e de 500 pares de base.

M B Lla Ld

J

B0 DOQREE e

Figura 31. Obtencao da regido 5'UTR do gene do transportador de arginina de L. (L.)
amazonensis. RT-PCR de cDNA obtido por transcricao reversa de RNA total de
L. (L.) amazonensis (La) e L. (L.) donovani (Ld). M: marcador de tamanho
molecular; as bandas mais fortes de cima para baixo correspondem a
fragmentos de 3000, 1000 e 500 pares de bases, respectivamente.

Esses fragmentos foram eluidos e ligados em pGEM-T e utilizados para
transformar E. coli. DNA dos plasmideos dos clones selecionados foi obtido e

digerido com EcoRlI para verificar a presencga do inserto (Figura 32).
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Figura 32. Digestao de DNA de “mini-prep” para verificar presen¢a de inserto. M:
marcador de peso molecular (DNA de A digerido com Hindlll); Numeros
superiores aos pogos correspondem ao numero do clone; Asteriscos indicam
clones selecionados para sequenciamento.

Em 8 das sequéncias com fragmentos de 500 bases e em 4 das
sequéncias dos fragmentos de 1000 bases encontramos os iniciadores utilizados no
RT-PCR. Foi importante a escolha de iniciadores antes de uma regido conhecida,
pois assim sabemos que o produto ndo se trata de amplificacdo ndo especifica no
PCR, ja que encontramos uma regido interna do SL depois do iniciador utilizado, e

um bom pedacgo da ORF antes do iniciador anti-sense utilizado (Figura 33).
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Figura 33. Sequéncia do fragmento menor correspondente a regiao 5'UTR do gene
que codifica o transportador de arginina de L. (L.) amazonensis.
Alinhamento de sequéncia de DNA de fragmentos de 400 bases da regido 5’UTR
do gene do transportador de arginina de L. (L.) amazonensis. Na sequéncia
consenso, em destaque: azul-MedL; rosa-continuacdo do SL; amarelo-ORF;
verde-TArg2R.

As sequéncias de nucleotideos do fragmento de 984 pares de bases

também apresentaram os oligonucleotideos utilizados na PCR, certificando a
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especificidade da reagado. Além disso, essas sequéncias alinharam com o inicio da

OFR do gene que codifica o transportador de arginina. (Figura 34).
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Figura 34. Sequéncia do fragmento maior correspondente a regiao 5'UTR do gene que
codifica o transportador de arginina de L. (L.) amazonensis. Alinhamento
dos clones com inserto de 984 pares de bases para a regido 5’UTR do gene do
transportador de arginina de L. (L.) amazonensis. Na sequéncia consenso, em
destaque: azul - MedL; rosa-continuagéao do SL; amarelo - ORF; verde - TArg2R.

O alinhamento dos consensos dos fragmentos de 984 bases e de 400
bases so6 foi conseguido quando eram introduzidos “gap” em ambas as sequéncias
(Figura 35). Conforme observado no alinhamento dos consensos, a regido da ORF e
mais 27 bases a sua montante alinham-se bem, com 132 de 136 bases idénticas.
Depois, comegam alguns “gaps” e entdo uma regido de 79 dentro de 80 bases é
alinhada, aparece um “gap” de 8 bases, e uma regido de 17 bases se alinha

novamente. A partir desse ponto, somente a regido de SL é alinhada (Figura 35).
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Figura 35. Alinhamento de regiées 5'UTR do gene que codifica o transportador de
arginina de L. (L.) amazonensis. Alinhamento das sequéncias consensos dos
fragmentos de 400 e 984 bases correspondentes a regido 5UTR do RNA
codificador do transportador de arginina de L. (L.) amazonensis. Destaque:
azul=MedL; rosa=continuagao do SL; amarelo=ORF; verde=TArg2R.

As sequéncias dos 5'UTR, juntamente com suas respectivas ORFs, foram
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depositadas no GenBank com os numeros de acesso HQ912026 (5.1AAP3, a copia

com 5'UTR de 984 bases) e HQ912027 (4.7AAP3, a copia com S'UTR de 400
bases). Os nomes foram dados pela estimativa do tamanho obtido a partir de

“northern blot” (dados ndo mostrados).

4.2.5 Caracterizagao da regiao 3'UTR

Para caracterizar a regido 3'UTR do transcrito correspondente ao gene do
transportador de L-arginina de L. (L.) amazonensis, fizemos, a partir de RNA total de
promastigotas, uma reagao de transcrigdo reversa com oligo-d(T) com sequéncia
adaptadora em sua extremidade 5' (oligonucleotideo dTAdap de Tabela 1). Apés a
transcricdo reversa, 1/10 do cDNA obtido foi utilizado em reagdo de PCR com 30
ciclos com desnaturacdo a 94°C por 20s, associagao a 54°C por 20s e extensao por
4min a 72°C, usando o oligonucleotideo adaptador e o oligo TArg4F (Tabela 1).
Inicialmente a amplificagdo gerou um “arraste” grande, como pode ser observado
nas canaletas 1, 2 e 3 da Figura 36A. Desse modo, investimos em aumentar a
especificidade da reacao, fazendo um “semi-nested” PCR, utilizando o produto da
reacao anterior numa diluicao de 1/10.000 vezes como “template” com 30 ciclos com
desnaturagao a 94°C por 20s, associagao a 60°C por 20s e extensao por 4min a
72°C, com os “primers” Adap e TargbF (Tabela 1). Como podemos observar na
canaleta 1 da Figura 36B, essa estratégia produziu duas bandas com tamanhos

aproximados de 1800 e 1500 pares de base.
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Figura 36. Fragmentos contendo a regidao 3'UTR do gene que codifica o transportador
de arginina de L. (L.) amazonensis. Eletroforese em gel de agarose dos
produtos de RT-PCR (A) e “semi-nested” PCR (B) da regido 3'UTR do RNA que
codifica o transportador de arginina de L. (L.) amazonensis. P = marcador de
tamanho molecular; - indica o controle negativo do PCR; rt- - controle negativo
da transcricdo reversa; numeros nos pog¢os - amostras; numeros ao lado do
marcador de tamanho molecular - tamanho aproximado.

Os dois produtos foram purificados, clonados e sequenciados, e a
sequéncia de alguns dos clones, quando submetidas ao GenBank, indicaram
similaridade com a parte da ORF do transportador, que inclui os cddons de
terminagdo, seguidas do que deve corresponder a regidao 3'UTR. Na Figura 37
apresentamos o alinhamento das sequéncias obtidas de cinco clones. Pode-se
observar que a qualidade das sequéncias nao esta boa. Uma possivel explicacao
poderia ser um consumo de T pela presenca da cauda de poli-A nos clones,
causando diminui¢do na altura dos picos do cromatograma. Mas também foram

observados picos duplos.
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Figura 37. Sequéncia parcial da regido 3'UTR do gene que codifica o transportador de
arginina de L. (L.) amazonensis. Alinhamento de 5 clones obtidos por
transcricao reversa com oligo-d(T) e seguinte PCR “semi-nested” para 3'UTR do
transportador de arginina de L. (L.) amazonensis. As 3 primeiras bases
equivalem ao “stop codon”. Os numeros ao lado da sequéncia indicam o clone

sequenciado. As adenosinas no final da sequéncia sao parte da cauda de poli-A
encontrada.

Voltamos, entdo, a aplicar a estratégia de “walking” no cosmideo
selecionado da biblioteca genémica, para obter a sequéncia de uma das regides
3'UTR completa. Assim, poderiamos desenhar oligonucleotideo complementares ao
final do transcrito para obtermos, por PCR, as duas cépias de 3'UTR detectadas.
Inicialmente as reag¢des de sequéncia apresentavam bases ndo identificadas no
comego do 3'UTR, o que nos fez acreditar pudesse haver mais de um cosmideo em
nossa preparagao. Usamos o DNA do cosmideo para transformar E. coli novamente
e repurificamos 8 clones isolados, para preparar DNA novamente. Na Figura 38
apresentamos o alinhamento das sequéncias de nucleotideos obtida a partir de cada

um dos oito cosmideos por “walking”.
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Figura 38. Sequencia de nucleotideos da regiao 3'UTR do gene que codifica o
transportador de arginina de L. (L.) amazonensis. Alinhamento de sequéncias
obtidas por “walking” em 8 cosmideos selecionados, contendo o gene que
codifica o transportador de arginina de L. (L.) amazonensis. As 3 primeiras bases
equivalem ao “stop codon”. Os numeros ao lado da sequéncia indicam o clone
de origem.

Novamente, observamos o mesmo tipo de cromatograma das reagdes,

com paradas sempre nos mesmos lugares, também apresentando picos duplos de
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cada reagdo de sequenciamento. Como na preparacdo de DNA dos cosmideos

usamos clones bem isolados para a obtencdo desse material, chegamos a
conclusao de que o cosmideo apresenta as duas copias do gene, e os locais de
parada sao justamente os pontos onde ndo ha conservagdo da sequéncia entre as
duas diferentes copias.

Decidimos, entao, fazer a subclonagem do cosmideo, por PCR utilizando
iniciador reverso ao 5'UTR. Usamos dois iniciadores reversos distintos das duas
regides 5'UTR (T500UR e T1kR) com iniciador direto no final da ORF (Targ4F) em
amplificacdo no cosmideo, como indicado na Figura 39. Utilizamos 35 ciclos de

amplificacdo com associagao a 55°C e 5 minutos de extenséao.

TArgdF

e
5'UTR | 3'UTR l S'UTR |
4{ ORF1 | | | ORF2 \
-
Ta00UR
aLl
TIKR

Figura 39. Possivel orientagdo dos genes do transportador de arginina de L. (L.)
amazonensis. Esquema de amplificagdo de regido 3'UTR entre as duas copias
em tandem.

Foi entdo amplificado um fragmento usando o iniciador TArg4F com
T500UR, demonstrando que as copias se apresentavam em tandem, com a copia de
4. 7AAP3 a jusante da copia 5.1AAP3. O fragmento foi clonado e sequenciado, e

parte da sequéncia obtida é apresentada na figura 40.
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Flgura 40. Sequenma de fragmento entre as duas cépias do gene que codifica o
transportador de arginina de L. (L.) amazonensis. Alinhamento dos
nucleotideos de dois clones obtidos da amplificagdo da regido entre as duas
diferentes cépias do transportador (plasm7sp6 e plasm3t7) com a sequéncia
obtida por “walking” no final da ORF no cosmideo.

Fizemos, em seguida, mapa de restrigdo do segmento clonado, digerindo
o plasmideo contendo a regido entre as duas copias do gene. Baseados nesses
resultados foram feitas sucessivas subclonagens e sequenciamentos, de forma a

obter a sequéncia completa do “contig”, conforme apresentado no Anexo |.

Com a sequéncia completa foi feita uma busca em banco de dados que
indicou ndo haver similaridade da sequéncia intergénica com genes anotados. O
sitio de sinalizagdo para “trans-splicing” para a copia de 5.1AAP3 foi mapeado e
obedece o padrao candnico dessa sinalizagdo, um AG precedido por uma “carreira”
de pirimidinas. O sitio de poliadenilagcdo, que embora ndo seja canbnico nos
tripanosomatideos, também pode ser mapeado com sequéncias dos fragmentos
obtidos a partir de cDNA produzido com oligo(d)T. O Anexo |l apresenta o

alinhamento das regides 3’'UTR de cada um dos dois genes.
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4.2.6 Construcao para transfec¢cao em L. (L.) amazonensis

Para a construgdo de mutantes nocaute para o transportador de arginina,
passamos a fazer clonagens de forma a colocar um cassete de resisténcia a drogas
entre as regides 5'UTR e 3'UTR do gene do transportador. Para tal, recuperamos
plasmideos contendo o cassete de resisténcia de neomicina e higromicina
flanqueados por regides 5' e 3'UTR do gene de di-hidrofolato redutase (Cruz e col.
1991). Assim, seria possivel fazer recombinagdo homodloga utilizando as regides
5'UTR e 3'UTR do gene alvo com o cassete de resisténcia entre eles. Obtivemos
fragmento de 3'UTR do gene do transportador de arginina com sitios de Xhol e
Hindlll que foi ligado em pBlueScript para transformacédo em E. coli SURE. O DNA
extraido dos clones obtidos foi sequenciado, confirmando a presenga do inserto
correto e com sitios presentes no pBlueScript, e foi chamado de pBs-3UTR.

Como os cassetes, contendo as regides que codificam os marcadores de
resisténcia, estavam clonados em pGEM-T Easy, a estratégia foi usar o sitio de
EcoRI que flanqueia o inserto em ambos os lados para retirar o cassete e o liga-lo
no mesmo sitio de pBs-3'UTR, e posteriormente ligar o 5'UTR no sitio de Notl. No
entanto, a selegcdo de colonia branco/azul ndo seria possivel, uma vez que o
plasmideo ja apresentava inserto no sitio de clonagem. Fizemos a sele¢édo usando
“screening” de colbnia por PCR em placa de 96 pocgos, usando o iniciador DHFRas2
junto com M13R. Assim, somente haveria amplificagcdo onde houvesse a insergao do

cassete de resisténcia e na orientagao correta (Figura 41).



71

Notl Notl HindIll Xhol
- [MEE > SUTR TArg K7 3UTR TArg
EcoRI1 EcoR1

Figura 41. Estratégia de construcao de plasmideo para obter o nocaute de
transportador de arginina em L. (L.) amazonensis. Esquema de insercado dos
cassetes de resisténcia em sitios de EcoRI no plasmideo pBs-3UTR por
“screening” da insergéo por PCR utilizando os iniciadores DHFRas2 em conjunto
com M13R.

Com essa estratégia foram selecionados 9 clones. DNA de plasmideo foi
recuperado conforme descrito nos Materiais e Métodos. Foi feita a digestdo do DNA
que permitiu selecionar 6 clones para sequenciamento, e parte das sequéncias do

clone com a orientagao correta € mostrada na Figura 42.
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Figura 42. Sequéncia da construcao para nocaute de transportador de arginina em L.
(L.) amazonensis. Parte das sequéncias do 5'UTR de 5.1AAP3 (amarelo),
cassete de resisténcia a neomicina com sinalizagbes para “trans-splicing” de
DHFR-TS (ciano) e 3'UTR de 5.1AAP3 (verde). As partes em branco séo
fragmentos de pBlueScript SK+.
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Realizamos a transfecg¢do dos parasitas conforme descrito em Material e

Métodos, e embora a transfec¢ao tenha funcionado, evidenciado pelo controle de
transfeccdo com pX-GFP, ainda nao foi possivel obter clones com o nocaute do

transportador.

4.3 Avaliagao da expressao dos genes

4.3.1 Quantificagao de mRNA
Para avaliar a expressdo dos genes que codificam o transportador de
arginina de L.(L.) amazonensis, nos aproveitamos da diferenga encontrada entre as
duas coépias para desenhar iniciadores que amplificassem diferencialmente as
copias. Cada produto de PCR foi certificado, apds clonagem e sequenciamento

(Figura 43).
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Figura 43. Fragmentos amplificados para PCR quantitativo em 5'UTR do transportador
de arginina de L. (L.) amazonensis. Alinhamento de parte das sequéncias de
4.7AAP3 e 5.1AAP3 com as sequéncias dos produtos amplificados para curva
padrdo de PCR em tempo real (4.7PB e 5.3PB, respectivamente).

DNA de cada um dos clones foi também utilizado para obtengao da curva

de calibragdo do PCR em tempo real. As curvas de amplificagcdo sdo mostradas na
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Figura 44. Curvas de calibragcdo para PCR quantitativo de RNA codificador do
transportador de arginina de L. (L.) amazonensis. Curvas-padrdo obtidas
tendo como molde sequéncias especificas das regides 5'UTR da copia 4.7AAP3
(A) e 5.1AAP3 (B), demonstrando a linearidade (R? = 99%) em fungao do Ct para
ambas as curvas, numa escala de amplificagdo entre 102 e 108 copias (indicado

no eixo x apenas pelo expoente).

4.3.2 Quantificagdo do mRNA que codifica o transportador de arginina

ao longo da curva de crescimento.

A partir de 2ug do RNA total de promastigotas de cada ponto, extraido ao
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longo da curva de crescimento, previamente tratados com DNase, como descrito em

Material e Métodos, foi feita uma preparagdo de cDNA, por transcricdo reversa
utilizando “random primers” como iniciadores. Com essa preparacdo de cDNA
quantificamos, entdo, ambas as cdpias do mRNA do transportador ao longo da curva
de crescimento do parasita. Para normalizagédo utilizamos o numero de coépias de
mMRNA codificador de GAPD. Observamos que ocorre um aumento na quantidade
das copias ao longo do desenvolvimento dos parasitas, principalmente da copia
5.1AAP3. (Figura 45) Como podemos notar, a cépia 5.1AAP3 apresenta até 100

vezes mais copias de mRNA que 4.7AAP3.
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Figura 45. Expressdao de mRNA de transportador de arginina de L. (L.) amazonensis
ao longo da curva de crescimento de promastigotas. Quantificagdo do mRNA
das copias de 4.7AAP3 e 5.1AAP3 ao longo da curva de crescimento dos
promastigotas (colunas, escala esquerda) e curva de crescimento do parasita
(linha, escala direita). Quantidade relativa de RNA obtida pela divisdo da
quantidade absoluta do respectivo RNA pela quantidade de mRNA de GAPDH.
Média de 4 pontos independentes com barra de erro padrao.
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Para certificar esse resultado, utilizamos cada um dos fragmentos

especificos como sonda em um “Northern blot” contendo 5 ug de RNA total de
promastigotas em fase logaritmica da cultura. A transferéncia do RNA desnaturado
fracionado por eletroforese em gel de agarose, as condi¢des de hibridagao lavagem
e exposicao seguiram o descrito em Material e Métodos. A figura 46 confirma que
cada sonda é especifica para o transcrito para o qual foi desenhada e que o

transcrito 5.1AAP3 € mais abundante do que o de 4.7AAP3.

Figura 46. Caracterizacdo do mRNA codificador do transportador de arginina em L.
(L.) amazonensis. “Northern blot” de 5ug de RNA total extraido de cultura de
parasitas em fase logaritmica. Numeros indicam o tamanho. (A. sonda 5'UTR de
4.7AAP3; B. sonda 5'UTR de 5.1AAP3; * - membrana de nylon corada com azul
de metileno, mostrando as 3 bandas de RNA ribossémico para certificar a
quantidade de RNA aplicada na eletroforese.

4.3.3 Estabilidade do mRNA do transportador
Para avaliar se a diferenca do numero de cépias do transcrito detectada
tanto por RT-PCR quantitativo como por “Northern blot” era um indicativo de uma
maior expressao ou devido a uma maior estabilidade de uma das cépias do mRNA
do transportador de arginina, realizamos ensaio com actinomicina, um inibidor de
transcricéo, e sinefungina, inibidor de “trans-splicing”, de modo a inibir a sintese e a
maturacao de RNA e assim podermos determinar a meia-vida de cada transcrito.

Avaliamos, por PCR em tempo real, a quantidade das duas coépias de mRNA do
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transportador, de mMRNA de GAPDH e do SSUrRNA, normalizando os trés primeiros

pela quantidade de cépias de SSUrRNA (Figura 47). Os dados revelaram uma meia-
vida de 32,615,0min para 4.7AAP3, e de 29,2+8,8min para GAPDH, enquanto que

nao foi possivel ver degradagao do mRNA de 5.1AAP3 até os 180min.
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Figura 47. Decaimento de mRNA de promastigotas de L. (L.) amazonensis. Numero de
copias relativo obtido pela divisdo de 5.1AAP3 (A), 4.7AAP3 (B) e GAPDH (C)
pelo numero de copias absoluto de SSUrRNA (D). Linhas representam
aproximagao dos dados a um decaimento exponencial, em B e C com R?>90%;
linha continua de tratamentos com actinomicina, e linha descontinua com
actinomicina + sinefungina, conforme descrito em Material e Métodos. Média de
3 pontos independentes com barra de erro padrao.

4.4 Fisiologia do transporte de arginina de L. (L.) amazonensis

441 Caracterizacao fisiologica do transportador de arginina de L. (L.)
amazonensis

Iniciamos os experimentos de incorporacdo de aminoacidos, conforme

descrito em Material e Métodos, utilizando promastigotas em fase log intermediaria

(~2x10" parasitas/mL) e obtivemos uma incorporagédo linear ao longo de 15 minutos
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de transporte (Figura 48).
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Figura 48. Tomada de arginina em fung¢ao do tempo por promastigotas de L. (L.)
amazonensis. Cerca de 10° promastigotas em fase log intermediaria de
crescimento foram alimentados com 20uM de arginina tritiada (0,1uCi) e em
diferentes tempos a incorporagcdo do aminoacido foi determinada como descrito

em Material e Métodos. Média de 3 pontos independentes com barra de erro
padréo.

Como a incorporagao nas condicdes utilizadas no ensaio de tomada se
mostrou linear até o tempo de 15 minutos, para a determinagdo do K., do
transportador fizemos ensaio de incorporagdo por 2 minutos em 107 parasitas com

diferentes concentragdes de arginina tritiada. O K., determinado foi de 30,9 + 2,5uM

(Figura 49).
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Figura 49. Curva de tomada de arginina em funcdao da concentragcao do aminoacido.
Cerca de 10’ promastigotas em fase log intermediaria de crescimento foram
mantidos em concentragcbes crescentes de arginina (uM) misturada ao tracador
tritiado (0,1uCi) por 2 minutos, quando a incorporagdo era interrompida e a
tomada avaliada, como descrito em Material e Métodos. Linha vermelha
representa o ajuste dos dados em hipérbole, com R? = 99% (n=3).

44.2 Resposta a privagao de arginina

Os experimentos de privagdo de aminoacido foram realizados seguindo
uma adaptacgéo do protocolo de Darlyuk e col. (2009) como descrito nos Materiais e
Métodos. Avaliamos a resposta dos parasitas a privacdo de aminoacidos
determinando o numero de copias dos dois tipos de mRNA do transportador de
arginina e correlacionando com a tomada de arginina em diferentes condicbes de
privacao e recuperacao. Na figura 50A podemos observar que ocorre um aumento
do numero de copias do mRNA 5.1AAP3 quando as células sdo submetidas a 4
horas de privacdo do aminoacido. Esse aumento nio € detectado na copia mRNA
4. 7AAP3 nem nos mRNAs para arginase e metal. A privagdo do aminodacido

também leva a um aumento na tomada de arginina (figura 50B).
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Figura 50. Avaliagcao da resposta de promastigotas de L. (L.) amazonensis em fase log
intermediaria a privagao de arginina. A. Quantidade relativa de mRNA, obtida
pela divisdo da quantidade absoluta do mRNA pela quantidade absoluta de
mMRNA de GAPDH determinadas a partir da mesma preparacdo de cDNA. B.
Incorporagéo de 20uM de arginina tritiada 0,1uCi por 10’ parasitas ao longo do
tempo. Linhas representam regress3o linear dos dados, com R? acima de 90%.
Média de 3 pontos independentes com barra de erro padrao.

Para determinar se a resposta a privagao tinha relagdo temporal com o
desenvolvimento do parasita, avaliamos a tomada do aminoacido em resposta a
privagdo em promastigotas em fase log inicial (1x10’ parasitas/mL) e em fase
estacionaria inicial (5x10” parasitas/mL) da cultura. Os resultados apresentados na
figura 51 indicam que em fase estacionaria os parasitas respondem menos a
privagao, e apresentam uma tomada de aminoacido basal (tempo 0) maior que em

fase logaritmica.
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Figura 51. Tomada de arginina por promastigotas de L. (L.) amazonensis em duas
fases de crescimento. Cerca de 10’ promastigotas em fase log inicial (Log) ou
em fase estacionaria inicial (Est) da cultura foram submetidos a privagdo de
arginina, seguido pela determinagdo da tomada do aminoacido, como descrito
de Material e Métodos. Média de 3 pontos independentes com barra de erro
padrao.
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4.4.3 Influéncia da interrup¢ao da via da arginase no transporte de

arginina

Como os resultados de tomada apdés a privagcdo indicam que a
concentracdo ou disponibilidade do aminoacido influencia tanto na velocidade de
tomada como na quantidade de mRNA de uma das cépias do transportador, fomos
verificar se a concentragao interna do aminoacido também era importante. Para isso
utilizamos mutantes para gene da arginase, anteriormente construido no laboratério
(da Silva 2010), partindo da premissa que nesses mutantes, a concentracéo interna
do aminodacido estaria alterada. Assim, fizemos o ensaio de tomada com 10’
promastigotas em fase log intermediaria, comparando o transporte do parasita
selvagem (Figura 52A) com dois diferentes mutantes arg- (Figura 52B e C) ao longo
do tempo. Como se pode observar, embora os mutantes tenham a resposta a
privacao de arginina semelhante aos selvagens (linhas tracejadas), o nivel basal de
incorporagao apresenta-se mais baixo em ambos os clones comparado ao nivel
basal dos parasitas selvagens (linha continua).
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Figura 52. Tomada de arginina em mutantes de L. (L.) amazonensis nulos para
arginase. Cerca de 10’ promastigotas em fase log intermediaria de L. (L.)
amazonensis selvagens (A) e dois mutantes nulos para arginase (B e C) foram
submetidos a ensaio de tomada de arginina, apés privagdo do aminoacido,
conforme descrito em Material e Métodos. Linhas representam regressao linear
dos dados, com R? acima de 90% em todos os casos. Média de 3 pontos
independentes com barra de erro padréo.
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Utilizamos ainda outros dois mutantes, geneticamente suplementados

para recuperar a expressao de arginase, pela insergcdo da ORF da arginase no lécus
de RNA ribossébmico, mas um deles sem o sinal para enderecamento para
glicossomo (arg/argASKL) e outro com o sinal, como o que € observado na enzima
nativa (arg/ARG) (da Silva e col.,, em preparagao). A resposta de tomada de
aminoacido desses mutantes em relagéo a privagédo esta apresentada na figura 53.
Os parasitas mutantes nocauteados apresentam uma tomada de arginina menor do
que os selvagens e os mutantes suplementados corretamente tendem a voltar a
condicado dos selvagens, o que nao ocorre nos mutantes suplementados com a

arginase sem a sinalizagao de localizagao glicossomal.
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Figura 53. Tomada de arginina em mutantes arg-. Cerca de 10’ promastigotas em fase
estacionaria da cultura foram submetidos ao ensaio de tomada de arginina ,
apo6s privacdo do aminoacido, conforme descrito em Material e Métodos, em L.
(L.) amazonensis selvagens (WT), mutantes nulos para arginase (arg-), mutante
suplementado com ORF de arginase (arg/ARG) e mutante complementado com
ORF arginase sem sinalizagdo para enderecamento ao glicossomo
(arg/argASKL). Média de 3 pontos independentes com barra de erro padrao.

Foi preparado um manuscrito contendo os resultados apresentados nesse

ultimo bloco, que se encontra submetido a publicagdo (Anexo IlI).
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5 Discussao

O estudo da fisiologia da interacédo parasito-hospedeiro permite obtengao
de dados importantes tanto para o entendimento da biologia de cada organismo
envolvido na relacdo como também evidenciando alvos que podem ser passiveis de
utilizacao para a interrupcao e controle da infecgdo. Dados na literatura, que contam
com a contribuicdo de estudos do laboratério, indicam que a enzima arginase
representa papel importante na fisiologia do parasita e do macréfago, e que a
atividade da enzima (ou falta dela) pode deslocar para a sobrevivéncia ou para a
morte do parasita. Neste trabalho buscamos entender como se da o suprimento do
aminoacido arginina, envolvido nessas respostas por ser o substrato de arginase e
de iINOS. Buscamos entdo estudar como se da a tomada de arginina pelo
promastigota e também tentamos verificar como a concentracdo ou disponibilidade
do aminoacido pode influenciar nas respostas fisioldgicas do macrofago e do

parasita.

5.1 Tentativas de padronizacao de purificacdao de fagossomos e

ensaios de tomada de arginina

Como na célula hospedeira do mamifero, o macréfago, o parasita se
localiza em uma organela particular, iniciamos nossos estudos tentando padronizar a
purificacdo da organela para o estudo de seu funcionamento. A obtencdo da
organela purificada permite tanto a realizacdo de determinagbes de constituintes
mais detalhadas, como a obtencao de seu proteoma (Desjardins e col. 1994; Boulais
e col. 2010) ou o estudo de interagéo entre a célula hospedeira e o parasita, ja que

ha evidéncias de alteragcdes na estrutura e funcionamento das células hospedeiras
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pelos parasitas (Hsiao e col. 1991; Desjardins e Descoteaux 1997; Gruenheid e col.

1997). Nesse sentido, o estudo de fagolisossomos isolados contendo Leishmania
pode resolver questdes interessantes sobre possivel modulagdo da resposta do
hospedeiro ao parasita. Sabe-se que mecanismos do macréfago para o controle do
parasita envolvem a tomada de arginina do meio extracelular, e isso € um fator
limitante para o mesmo (Yeramian e col. 2006).

A aplicagdo de um protocolo inicialmente descrito por Chakraborty e
col. (1994) permitiu o isolamento de fagossomos, por gradiente descontinuo de
sacarose. Contudo, o protocolo foi descrito para isolamento de fagossomos de
macrofagos peritoniais com L. (L.) mexicana, o que nos levou a introduzir
modificagdes para atingir nossos objetivos. Na descricdo daquele protocolo, os
autores relatam que linhagens estabelecidas de macrofagos sdo menos infectaveis,
e por essa razao preferiram utilizar células de cultura primaria. Fizemos ensaios de
infeccdo com macréfagos peritoniais e de fato encontramos uma porcentagem maior
de macrofagos infectados do que quando as infecgdes foram feitas em macréfago
da linhagem J774 (resultados néo apresentados). No entanto, como nossa finalidade
era estabelecer um protocolo para o isolamento dos fagossomos de forma que
pudéssemos utiliza-los para ensaios de tomada de arginina, seria necessaria uma
quantidade muito grande de material, 0 que nos levou a optar pela cultura de
macrofagos J774. Apesar de termos observado parametros da infecgdo mais baixos,
contornamos a situagdo aumentando a quantidade de células na infecgao.

Ainda introduzimos mais uma modificacdo importante que foi a
utilizacdo de parasitas expressando eGFP ou eRFP, de modo a facilitar a
monitoragdo da infecgédo. Utilizamos inicialmente uma razdo de 10 parasitas por
macrofago, com um choque térmico a 0°C por 5min seguido de 60min a 37°C

(Chakraborty e col. 1994). Nessas condi¢des, quase nao houve entrada de L. (L.)
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amazonensis nos macrofagos J774. Comegamos a testar, entdo, maior tempo de

exposi¢cao dos parasitas as culturas, chegando a 16 horas, quando foi detectada
com uma grande quantidade de parasitas por células. No entanto, os
fagolisossomos formados eram muito grandes, o que dificultaria a manutencao de
sua estrutura durante a lise, como ja reportado anteriormente para L. (L.) pifanoi
infectando macréfagos RAW 264.7 (Kima e Dunn 2005). Apés testarmos diferentes
relagbes parasita/hospedeiro, chegamos a uma relagéo ideal de 4 parasitas por
hospedeiro, numa exposi¢ao de 16 horas. Assim, obtivemos uma quantidade grande
de fagolisossomos pequenos (com um ou dois parasitas internalizados) e bem
definidos. Apesar do protocolo ter permitido a formagao de vacuolos bem definidos,
as purificagcoes realizadas com esse protocolo apresentaram uma grande quantidade
de contaminagdao com promastigotas livres, o que seria um problema em ensaios de
incorporagao de aminoacidos. Para solucionar o problema, passamos a realizar as
infeccdes por 4 horas com 10 parasitas/hospedeiro, com lavagens apds esse tempo
e manutencado da cultura por mais 14 horas em 34°C. Esse protocolo de infecgao
reduziu os promastigotas contaminantes.

Em sua descricdo de lise, Chakraborty e col. (1994) se utilizavam de
repetidas passagens das células infectadas por agulha 23G monitorada por
microscopia optica. Em nossos procedimentos, verificamos que as passagens pelas
agulhas nao resultaram em lise efetiva, possivelmente pelo tamanho reduzido dos
macrofagos J774 quando comparados com o tamanho dos peritoniais. Optamos,
entdo, pela lise por ruptura em homogenizador do tipo Dounce, onde eram
realizados movimentos bastante delicados pela fragilidade das organelas. Essa lise
foi realizada mantendo as células no gelo, e monitorada por microscopia ética.

Embora a purificagdo por gradiente de sacarose seja um método

satisfatério para estudos qualitativos, como uma caracterizagdo microscopica, nem a
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pureza do material, nem a quantidade obtida, foram suficientes para estudos

bioquimicos e fisioldgicos, como estudos de incorporagdo de aminoacidos. Kima e
Dunn (2005), utilizando o mesmo protocolo de gradiente descontinuo de sacarose, ja
haviam relatado a quantidade excessiva de contaminantes e melhoraram a pureza
do material aplicando um passo adicional pela ligagado das organelas com anticorpos
anti-calnexina e sua posterior separacdo magneética. No entanto, a utilizacdo de
anticorpos aderentes a membrana pode alterar sua fisiologia, mascarando
transportadores de membrana, por exemplo.

Buscando uma maior sensibilidade de deteccdo de contaminacdes,
avaliamos o material purificado por gradiente de sacarose em citometria de fluxo.
Nessa andlise, observamos uma pureza sempre em torno de 15%, mas notamos
que os parasitas florescentes eram facilmente detectaveis dentro das organelas pelo
citbmetro e, assim, mudamos o protocolo, passando a separar as organelas por
citometria de fluxo com “sorting”. Para realizacdo desses experimentos, € necessario
citbmetro de fluxo com “sorting” de alta capacidade. Contamos com a gentil
colaboracdo do Dr. Luiz R. Sardinha, pds-doutorando do Departamento de
Imunologia do ICB-USP que possui em suas instalagées um citdmetro de fluxo com
“sorting” de alta eficiéncia FACS Vantage (BD Biosciences). Esse equipamento é
capaz de fazer a selegcdo com um bom nivel de seguranga de 1000 particulas por
segundo. Com isso, a partir de um material com 20% de pureza, chegariamos a 10°
particulas purificadas em cerca de 1 hora de procedimento. Para experimentos de
microscopia € bastante razoavel, embora a velocidade ainda nao seja adequada
para purificagdo em ordem de 10’ particulas, estimativa da necessidade para a
realizagcao de ensaios de tomada de aminoacido. Tivemos acesso, por auxilio do Dr.
L. R. Sardinha, ao equipamento FACS Aria, no Instituto Israelita Albert Einstein

(IIAE), com capacidade 10 vezes maior de separagao de organelas. Isso viabilizaria
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experimentos de maior escala. A realizagédo da colaboragédo no IIAE ocorreu em

meados do primeiro semestre de 2010, e durante todo o decorrer houve muita
disposi¢cao dos envolvidos com a colaboragédo, embora tenha havido dificuldades na
sincronizagdo de agendas entre nosso laboratorio, do colaborador e do
equipamento, o que restringiu o numero de ensaios que pudemos realizar.

No entanto, no protocolo padronizado foi possivel mostrar a integridade
da membrana das organelas, determinada indiretamente pelo tratamento com
Neutral Red, um corante marcador de organelas acidas (Goren e col. 1976; Allen e
Fok 1983; Clarke e Maddera 2006). A proposigao era que, se o fagossomo estivesse
corado, seria um indicativo de sua integridade, pois haveria mantido o ambiente
acido encontrado em seu interior. Embora tenhamos encontrado organelas que nao
apresentassem coloragao, a grande maioria mostrou-se positiva para a técnica, com
marcag¢des em torno de 90% em diferentes campos, indicando que o protocolo de
isolamento era adequado. No entanto, com o intuito de reduzir ainda mais a
contaminagao por estruturas que poderiam influenciar nos ensaios de tomada de
aminoacido, desenvolvemos uma linhagem de macréfago derivada de J774,
expressando Lamp1, uma proteina do macréfago bastante abundante em
fagolisossomos de Leishmania (Kima e Dunn 2005), fundida com eGFP. A utilizagao
desse macréfago nos ensaios de infecgdo poderia nos dar um parametro extra na
selecao citométrica, uma vez que poderiamos fazer os “gates” para a selegdo com
duas fluorescéncias presentes, a vermelha dos parasitas e a verde de eGFP-Lamp1.
No entanto, apesar de conseguirmos a deteccdo de ambas fluorescéncias em
microscopia confocal, no citbmetro de fluxo ndo foi possivel detectar a fluorescéncia
de eGFP-Lamp (Figuras 20 e 21). A quantidade de GFP na membrana pode ser
pequena para a detecgao da fluorescéncia pelo citdmetro de fluxo, uma vez que a

passagem das particulas pelo laser e sua detecgao é feita em fracbes de centésimos
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de segundo.

Para finalizar a caracterizagcao da purificagao, tentamos por varias vezes
preparar o material para microscopia eletrbnica. Inicialmente buscamos a
metodologia e tentamos, sem sucesso, preparar a inclusdo do material em bloco em
resina para ultramicrotomia. Tivemos dificuldade em manter o material durante as
sucessivas lavagens para desidratacdo das particulas. Buscamos auxilio da Dra.
Edna Haapalainen e Dra. Rita Sinigaglia-Coimbra, do Centro de Microscopia
Eletronica da EPM/UNIFESP, para a inclusdo do material. Inicialmente nao foi
possivel a preparagao devido a quantidade reduzida de material, e fizemos, entédo, o
“sorting” de 10’ particulas para a posterior fixagao e inclusdo do mesmo, o que levou
mais de 10h de trabalho no equipamento. Essa caracterizagao € indispensavel para
nossos experimentos, pois representa uma validagdo morfolégica da integridade da
membrana externa das organelas e, embora tenhamos conseguido a inclusao do
material, ndo foi possivel chegar a resultados conclusivos, necessitando maior
padronizagao do experimento nas proximas repeticoes.

Sem a certeza da integridade da organela, e com o tempo exiguo,
acabamos por nao realizar ensaio de transporte da organela. Mas padronizamos os
ensaios de transporte de arginina em promastigotas, determinando um de 30,9 £
2,5uM, um valor de ordem de grandeza proximo ao determinado para L. (L.)

donovani (14uM). (Shaked-Mishan e col. 2006).

5.2 Caracterizagcao do gene que codifica o transportador de

arginina

Para a caracterizagdo do gene que codifica um possivel transportador de

arginina, desenhamos iniciadores para PCR baseados na sequéncia descrita para o
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transportador de arginina de L. (L.) donovani para amplificar o gene de L. (L.)

amazonensis a partir de seu DNA gendémico (Shaked-Mishan e col. 2006). Mesmo
reduzindo a temperatura de associagao dos “primers” na reagdo até 40°C, nao
conseguimos amplificar nenhum fragmento de DNA. Posteriormente, apds a analise
da sequéncia, percebemos que, embora haja grande conservagao da proteina entre
as duas espécies, justamente o inicio da sequéncia apresenta 4 diferengas que se
encontram nas 10 ultimas bases no iniciador desenhado (Figura 28). A estratégia de
varredura de uma biblioteca de cosmideo, utilizando como sonda o fragmento de
PCR de L. (L.) donovani, permitiu selecionar um cosmideo contendo regides
complementares a sonda. Subclonagens do DNA desse cosmideo permitiram isolar
um pedacgo do gene, ainda complementar a sonda, e assim iniciar a determinagao da
sua sequéncia de bases e determinar a ORF completa que codifica um possivel
transportador de arginina de L. (L.) amazonensis. Posteriormente, a utilizagdo de
estratégias conjuntas, como “walking” no DNA do cosmideo e obtencdo de
fragmentos contendo as regides 5 e 3 UTR por RT-PCR de RNA total de
promastigotas, nos levou a determinagdo da sequéncia completa do “contig” do
cosmideo (Anexo Il). Dificuldades em determinar as sequéncias 5’ e 3’ UTR no DNA
do cosmideo culminaram com a identificagcdo de duas copias do gene, dispostas em
tandem, apresentando assim uma organizagao cromossOmica distinta a encontrada
em L. (L.) infantum, que também apresenta duas cépias no mesmo cromossomo
(Lind31.0900 e LiJ31.1250 no GenBank) porém com uma sequéncia de 160.000
pares de base entre elas, na qual estdo codificados 35 genes. Por outro lado, o
mesmo banco de dados indica que L. (L.) donovani apresenta o registro de somente
uma sequéncia codificando o transportador de arginina.

O alinhamento das sequéncias do cosmideo com as sequéncias das

regides 5 e 3’ UTR obtidas por RT-PCR permitiram o mapeamento das regides
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génicas responsaveis pela sinalizagao de “frans-splicing”, que segue a organizagao

candnica que consiste em um AG que se segue a uma carreira de pirimidinas, e a
sinalizagao para poliadenilacdo, que nao apresenta consenso como em todos o0s

tripanosomatideos.

5.3 Regulacao do transporte e da expressao do gene que codifica

o transportador de arginina

Como as duas copias do gene sao transcritas e a ORF de cada transcrito
€ muito semelhante (98% de identidade de bases), indagamos se a presenga da
duplicagdo pode trazer vantagens adaptativas ao parasita, uma vez que as mesmas
passam por pressao seletiva para manter a proteina funcional. A determinagao da
sequéncia de nucleotideos das regides 5'UTR de transcritos das duas copias do
gene foi obtida por RT-PCR. As diferengas encontradas nos permitiram explorar e
quantificar mRNA transcrito de cada cépia por RT-PCR quantitativo em tempo real.

As determinacgdes foram feitas por quantificacdo absoluta, por meio de
curva padrdo. Para efeito de comparagdo em diferentes condi¢des fisioldgicas, os
numeros absolutos foram normalizados pelos numeros absolutos de transcritos de
genes cuja expressao ndo varia ao longo do desenvolvimento. Determinagées com
essa metodologia sdo menos sujeitas a variagdes decorrentes de diferengas nas
taxas de amplificacdo de diferentes genes (Bustin 2002), e é possivel detectar
qualquer anomalia no equipamento ou reagentes independentemente da quantidade
de produto nos tratamentos, observando o padrdo de amplificacdo da curva, e
verificando seus valores de R? e inclinacdo da reta. Além disso, a curva padrio ainda
permite estabelecer em que faixa de amplificacdo de sensibilidade a quantificagao é

mais adequada para cada produto, diminuindo ainda mais os erros decorrentes da
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técnica, dependendo da abundancia desses produtos.

Um cuidado de tivemos na aplicagao do qRT-PCR, foi o tratamento com
DNase seguido de uma nova extragcdo com Trizol da preparagdao de RNA, de
maneira a nos assegurarmos que nao havia contaminagdo com DNA nas amostras
que foram a transcrigéo reversa, e que nao houvesse DNA genémico nas reagdes de
RT-PCR. Esse cuidado € importante em nosso modelo de estudo porque nao ha
introns nos seus genes, e qualquer contaminagdo com DNA gendmico poderia
interferir na quantificagdo do mRNA obtida.

De maneira interessante, a avaliagdo da expressao dos transcritos de
cada copia indicou que o transcrito 5.1AAP3 se apresenta 30 vezes mais abundante
do que o transcrito 4.7AAP3. Observamos que essa expressao diferencial ocorria ao
longo da curva de crescimento (Figura 45), o que nos levou a propor experimentos
para identificar em que situagdes ocorria uma resposta levando ao controle da
expressao de cada uma das copias do gene. Em eucariotos, a expressao génica
pode ser controlada pela regulagao na atividade de regides promotoras da RNA
polimerase Il. Essas regides podem apresentar proteinas ligadas a elas que
aumentam ou diminuem a transcrigao de determinado gene, em diferentes fases da
vida do organismo ou em resposta a diferentes estimulos do meio, com o
consequente aumento ou diminuigdo da proteina codificada pele gene em questéo
atendendo a diferentes necessidades fisiolégicas do organismo (Martins e Maciel
Filho 2010). No entanto, Leishmania, como outros tripanosomatideos, apresentam
transcricédo policistrénica (Button e col. 1989) e os promotores de RNA polll descritos
até o presente ndo apresentam sequéncias canbnicas e nado ha indicativo da
presenca de sitios de ligagdo de fatores regulatérios de transcricao (Martinez-
Calvillo e col. 2004; Monnerat e col. 2004). Assim, os parasitas devem desenvolver

outras estratégias para o controle da expressao génica poés-transcricional, como o
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controle do “trans-splicing”/poliadenilagdo ou pela composi¢cdo de sequéncias UTR

na molécula de mRNA conferindo estabilidade diferencial de acordo com condi¢cdes
fisioloégicas (Flinn e Smith 1992). Considerando, entdo, a diferenca de quantidade
dos transcritos de cada uma das duas copias do gene que codifica o transportador,
avaliamos sua meia-vida, e verificamos que o transcrito 5.1AAP3 é mais estavel do
que o transcrito 4.7AAP3. Essa diferenga na meia-vida € um forte indicativo da razao
de um dos transcritos ser mais abundante do que o outro. (Figura 47). Ha relatos na
literatura sobre a estabilidade do mRNA poder ser regulada por aminoacidos, o que
poderia explicar as diferencas de quantidade do transportador e ainda dar uma
funcao a presenca das duas cépias, mas os mecanismos de controle da estabilidade
ainda nao foram completamente esclarecidos (Gong e col. 1991; Bruhat e col. 1997;
Jousse e col. 2004).

A abundancia dos transcritos, que € uma decorréncia da estabilidade do
mRNA, pode ser um fator importante no controle na expressdo genética em
Leishmania (Clayton e Shapira 2007). Neste trabalho mostramos que os transcritos
de uma das copias do gene do transportador de arginina apresenta decaimento de
MmRNA num padrdo comparavel a um gene “house-keeping” como GAPDH. O
transcrito mais expresso, no entanto, ndao decai mesmo apdés 180 minutos de
tratamento com actinomicina e sinefungina, inibidores, respectivamente, de
transcricéo e de “trans-splicing” (McNally e Agabian 1992; Archer e col. 2008). Esse
fato explica a diferenga encontrada entre as quantidades de mRNA das duas copias.
No entanto, observamos que ha alteragcdo entre a razado das copias ao longo da
curva de crescimento (Figura 45), e também que somente um dos transcritos tem
um aumento da abundancia em resposta a privagao de arginina (Figura 50). Na fase
estacionaria, ha diminuicdo da resposta a privagao dos aminoacidos, mas quando os

parasitas sao tratados por 4 horas na presenga do aminoacido, o valor de transporte
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chega muito abaixo ao valor dos parasitas nao tratados, inclusive com valores

préximos aos dos parasitas em fase log (Figura 51). Especulamos que a presenca
de arginina deve, de alguma forma, sinalizar a degradacdo do mRNA que codifica o
seu proéprio transportador. Sugerimos que experimentos que avaliem a estabilidade
dessas copias de mRNA durante a privagdo a arginina, bem como a adi¢cdo de
arginina durante o tratamento com sinefungina e actinomicina, possam esclarecer a
diferenga de resposta desses mRNA.

Corrobora com nossa hipétese o resultado que obtivemos quando
submetemos mutantes nulos de arginase a privagao de arginina (Figuras 52 e 53).
Supomos que nesses mutantes ocorra um aumento da concentragao interna de
arginina, e observamos que os mesmos respondem a privagdo mesmo em fase
estacionaria, mas sempre com uma taxa basal de transporte inferior a encontrada
nos parasitas selvagens (Figura 53). Quando esses mutantes foram geneticamente
suplementados com uma cépia funcional do gene de arginase (arg/ARG), eles
tendem a recuperar o comportamento observado no parasita selvagem. Mas,
quando a complementagao genética se da com uma sequéncia que contém a ORF
da arginase sem o sinal de enderecamento da enzima para o glicossomo
(arg/argASKL) e, portanto, a atividade da enzima ndo é recuperada, o
comportamento desse mutante equivale ao observado para o mutante nulo. Os
mutantes arg/ARG podem n&o recuperar completamente o comportamento dos
parasitas selvagens porque apresentam somente cerca de 15% da atividade de
arginase dos parasitas selvagens (da Silva e col. em preparagéo). Assim, podemos
especular que a disponibilidade de arginina interna nos parasitas deve controlar a
expressao dos transportadores do aminoacido e a consequente taxa de transporte
de arginina.

Leishmania nocaute nulo para arginase apresentam prejuizo na sua
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infectividade in vivo, com o desenvolvimento da lesdo ocorrendo mais lentamente do

que nos parasitas selvagens (Muleme e col. 2009; Reguera e col. 2009; da Silva em
preparacao). Além do proprio prejuizo causado aos parasitas pela delecdo da
enzima, pode-se levantar a hipotese de que a alteragao no transporte de arginina
desses parasitas tenha participagdo em sua deficiéncia na infecgdo. Lembrando que
a quantidade de arginina interna dos macréfagos nao € suficiente para respostas do
tipo Th1 ou Th2 (Yeramian e col. 2006), essa hipotese ganha destaque, ja que uma
diminuigdo na tomada de arginina pelo parasita levaria a uma maior disponibilidade
do aminoacido ao hospedeiro. Outro fato que corrobora com a hipétese levantada é
o fato de que os parasitas em fase estacionaria, a fase mais infectiva (Sacks e
Perkins 1984), apresentam a expressdo do transportador muito acentuada, nem
mesmo respondendo a privagdo, sugerindo ha um maximo de expressao do
transportador nessa fase. Essa observagdo nao se aplica aos mutantes nulos para
arginase.

Ainda n&o esta bem claro como a sinalizagdo para a metaciclogénese
ocorre; existe evidéncia da participagao de metabdlicos de pteridina (Cunningham e
col. 2001), mas parece haver influéncia da disponibilidade de nutrientes para a sua
ocorréncia (Sacks e Perkins 1984). Como a quantidade do transportador de arginina
aumenta durante o seu desenvolvimento, pode-se sugerir que esse comportamento
seja parte da metaciclogénese. Avaliamos a quantidade de meta-1, um marcador de
metaciclogénese (Nourbakhsh e col. 1996), nos experimentos de privacdo ao
aminoacido (Figura 50). No entanto, ndo encontramos diferenca entre sua
expressao. Isso pode significar que ndo é s6 a diminuicdo de nutrientes o
responsavel para a metaciclogénese, mas também n&o podemos descartar a
hipétese de que o tempo utilizado nos experimentos nao tenha sido suficiente para a

metaciclogénese completa.
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Dessa forma, temos agora instrumentos para avaliar como estimulos do

meio podem alterar a estabilidade desses RNAs. Podemos realizar experimentos
que fornegam respostas indicando regides génicas responsivas aos estimulos que
levem ao controle de expressao. Esses estudos podem também indicar situagdes
fisiolégicas nas quais ocorra a expressdao de uma das coépias do gene do
transportador, uma vez que esses parasitas sdo organismos digenéticos e devem se
adaptar a condicoes diferentes de pH e temperatura (Zilberstein e Shapira 1994), e
certamente diferente disponibilidade de nutrientes, na passagem de um hospedeiro
para o outro.

Ainda, considerando que a duplicacdo do gene que codifica o
transportador de arginina deva ser funcional, é ressaltada a importancia do
transporte de arginina no processo evolutivo do parasita. Pode ser um fator crucial
para a sobrevivéncia do parasita em ambos os hospedeiros. Macrofagos podem
controlar a infeccao por mecanismos de producao de 6xido nitrico dependente de
arginina. Como o transporte de arginina pelos macréfagos € necessario para a
producao de iNOS (Liew e col. 1990), o parasita poderia contornar essa resposta
dos macrofagos sequestrando o aminoacido para si.

Nossos resultados mostram que os parasitas sao sensiveis a privagao do
aminoacido, respondendo com um aumento do mRNA que codifica o transportador,
que correlaciona com um aumento de tomada do aminoacido em condi¢cdes de
privacao (Figura 50). De maneira interessante, os parasitas diminuem a resposta a
privacdo quando estdo em fase estacionaria (Figura 51). Pode se dizer que essa
fase da cultura corresponde ao que ocorre no tubo digestério do inseto quando,
como consequéncia da digestdo, os nutrientes diminuem (Sacks e Perkins 1984).
Sabe-se que a privagao de nutrientes € um sinal que leva a metaciclogénese,

diferenciagdo que leva as formas infectivas para o mamifero. Como nessa mesma
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fase estacionaria ocorre a diminuigdo de arginina disponivel para o promastigota, o

mecanismo que descrevemos neste estudo (e que se encontra em forma de
manuscrito no Anexo |ll) poderia constituir em uma preparagdo do parasita,
aumentando a expressao do transportador de arginina, para uma condi¢ado de
entrada no hospedeiro vertebrado, situacdo em que o sequestro da arginina,
ocorrendo rapidamente, contornaria a explosao respiratéria do macréfago e
garantiria sua sobrevivéncia. As informagdes descritas neste trabalho séao
importantes tanto para se entender aspectos cruciais da fisiologia da relagao
parasito-hospedeiro, como para evidenciar possiveis alvos em que a infec¢ao pode

ser controlada.
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6 Conclusoes

* Macréfagos J774, apesar de apresentarem menor taxa de infecgdo, podem
ser utilizados para experimentos que exijam a utilizagdo de grande numero de
células;

* Na infecgdo de macrofagos J774 com L. (L.) amazonensis, uma relagao de 4
parasitas por hospedeiro € ideal para a obtencdo de fagolisossomos
menores;

* A infeccado por 4 horas, seguida de 10 lavagens, e o prosseguimento da
incubagao por mais 14 horas leva a diminuigdo contaminacéo da preparacgao
de fagolisossomos por promastigotas livres apos a lise dos macrofagos;

* O Isolamento de organelas pelo gradiente de sacarose ndo se mostrou uma
boa técnica, com pureza abaixo do necessario para avaliagdes bioquimicas e
fisiologicas;

* Citometria com fluxo pode ser usada com sucesso para a obtencdo de
organelas purificadas;

* A utilizagdo de marcacao fluorescente na membrana dos fagolisossomos
permite a observagao nas mesmas em microscopia fluorescente e confocal,
embora nao seja o suficiente para detecgdo em citbmetro de fluxo;

» L. (L.) amazonensis apresenta 2 copias do gene que codifica o transportador
de arginina, com ORFs apresentando identidade de 98%;

» Essas copias do gene do transportador estdo em tandem, separadas por uma
regiao intergénica de 3200 pares de base.

* As duas copias apresentam regides 5'UTR e 3'UTR diferentes, que permitem

a avaliagao diferencial da expressao dos do gene por PCR quantitativo;
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As diferentes copias apresentam um nivel de expressdo em até duas ordens
de grandeza de diferenga na fase promastigota;

O nivel de expressao das copias se altera ao longo do desenvolvimento dos
parasitas em cultura;

O nivel de mRNA da cépia mais abundante se relaciona diretamente com a
quantidade de arginina tomada pelos parasitas;

A privagao de arginina leva a um aumento na quantidade de mRNA da cépia
mais abundante do transportador, enquanto a outra nao se altera;

A meia vida da coépia mais abundante ndo pode ser determinada até 180
minutos de parada de transcricao/’trans-splicing”;

Parasitas em fase estacionaria respondem menos a privagao de arginina,
quando comparados com parasitas em fase logaritmica;

Parasitas nocautes nulos de arginase apresentam nivel basal de transporte
de arginina inferior aos parasitas selvagens;

Parasitas nocautes nulo de arginase continuam respondendo a privagao de
arginina mesmo em fase estacionaria;

A suplementacao genética da ORF que codifica arginase nos mutantes nulos
de arginase leva a uma recuperagao parcial na resposta a privacdo de
arginina, semelhante ao que se observa no parasita selvagem;

L-arginina apresenta um papel fisiolégico fundamental tanto no crescimento

do parasita como na regulagédo da expressao de seu préprio transportador.
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7 Resumo

Protozoarios do género Leishmania sao parasitas digenéticos, com uma fase no
tubo digestorio de um hospedeiro invertebrado (promastigota), e uma fase parasita
intracelular de macréfagos (amastigotas). Estudar a demanda de L-arginina no
parasita é interessante, uma vez que o0 aminoacido € indispensavel para a sobrevida
do parasita e, a0 mesmo tempo, serve de substrato para a producéo de 6xido nitrico,
principal composto microbicida dos macréfagos. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar o transporte de arginina em Leishmania (Leishmania) amazonensis do
ponto de vista fisiolégico e caracterizar o gene que codifica o transportador do
aminoacido, bem como a regulacdo da sua expressao em resposta a diferentes
condicbes biologicas. Para medir o influxo de L-arginina em fagolisossomos,
utilizamos macrofagos J774 infectados com L. (L.) amazonensis e desenvolvemos
uma metodologia com citometria de fluxo com “sorting” para a purificagdo da
organela. Validamos microscopicamente a presencga do parasita na organela por sua
fluorescéncia, e avaliamos a integridade da membrana externa dessa com marcador
de pH acido. Paralelamente, o gene que codifica o transportador de arginina do
parasita foi caracterizado. Foram encontradas duas coépias em tandem que
produzem dois transcritos (5.1AAP3 e 4.7AAP3), cujas regides 5'UTR e 3'UTR séao
diferentes. Por meio de PCR quantitativo em tempo real, avaliamos a expressao
desses transcritos e verificamos que 5.1AAP3 é mais expressa ao longo do
desenvolvimento do parasita, com um maximo em fase estacionaria. A determinacao
da meia-vida dos mRNA das duas coépias indicou uma duragéo de 32,6+5,0min para
o mMRNA de 4.7AAP3, enquanto que o de 5.1AAP3 nao apresentou decaimento até
180min do estudo, evidenciando que a estabilidade maior pode ser a razao de sua

maior abundancia. A submissao de parasitas a privagao de arginina levou a aumento
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na tomada do aminoacido concomitante ao aumento do transcrito 5.1AAP3.

Mutantes nulos de arginase submetidos a privagao de arginina respondem com uma
taxa de incorporagao mais baixa em relagdo aos parasitas selvagens, e mantém a
resposta a privagdo mesmo com os parasitas em fase estacionaria, diferente do
observado nos parasitas selvagens. Esse conjunto de resultados nos levou a sugerir
que a expressao do transportador pode ser regulada pela estabilidade do mRNA, e
que o “pool” de arginina interno ao parasita pode controlar, num mecanismo de

retroalimentagéo negativo, a expressao de seu transportador.
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8 Abstract

Protozoan of genus Leishmania are digenetic parasites that present a stage in the
life in insect gut (promastigotes) and an intracellular phase (amastigotes) inside
vertebrate host macrophages. The study of L-arginine influx consists in an interesting
matter, since the amino acid is used on NO production pathway (the main
macrophage microbial pathway) but are also important for parasites survival. The aim
of this work was to perform a genetic and physiological characterization of the
arginine transport in Leishmania (Leishmania) amazonensis. To verify how does the
arginine uptake occurs in the phagolisosomes, we used J774 macrophages infected
with L. (L.) amazonensis to establish a flow cytometry sorting protocol to purify the
organelle. Microscopic validation of organelle integrity was achieved by acidic pH
marker treatment and detection of fluorescent parasites. The arginine transporter
coding gene was characterized. We found two copies in tandem that produces two
transcripts, named 5.1AAP3 and 4.7AAP3, with distinct 5UTR and 3'UTR. By
quantitative real time PCR we found that 5.1AAP3 mRNA expression varies along
parasite development. This copy was, also, more abundant than 4.7AAP3 mRNA.
This last mMRNA showed a half-life of 32.6+5.0 min, while the 5.1AAP3 mRNA did not
decay until 180 min. As response to arginine starvation, wild type parasites increase
the uptake of arginine, as well as the abundance of 5.1AAP3 mRNA. Arginase null
parasites starvation responses showed lower arginine uptake rates compared to wild
type responses. Unlike wild type, the null mutants also respond to starvation in
stationary phase. This data set allow us to propose that arginine internal pool can

downregulate its transporter expression in a feed-back mechanism.
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Alinhamento das regides 3'UTR das copias 5.1AAP3 e 4.7AAP3 do

transportador de arginina de L. (L.) amazonensis

20

| | | I
5.laap3 TATTEATEEA BCTAAAGGGE GGGEAETGTG GETEATGEGT GEGTFEGAGAE AEGAAGGGTE TGEEGTEEGG AGTGETGETG
4.7aap3 TATTEATEEA BGTAAAGGGA GGGEAETGTG GETEATGEGT GTGTTGAGAE AEGAAGGGTE TGEEGTEEGG AGTGETGETG

Consensus TATTCATCCA CGTAAAGGGA GGGCACTGTG GCTCATGCGT GTGTTGAGAC ACGAAGGGTC TGCCGTCCGG AGTGCTGCTG
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| | | |
TCEEEEETEE EEEEETANEE EETEEEETEE EEATTEAEEE CETTETTEAT ACATGGGGAE GGANEACHGHE GETTGTEGGH

TGCCCCCTCC CCCCCTACCC CCTCCCCTCC CCATTCACCC GCTTTTTCAT AGATGGGGAC GGACCAGAGA GCTTGTCGGA

T T
820 840 860 880

720
207

5.laap3

4.7aap3

Consensus
100%

Conservation
0%

5.1laap3
4.7aap3
Consensus
100

800
207

Conservation
0%

| | | |
TEGGEAEGTE AMATTTCTGEE EcETCGGEAE AETATGE GG TWCTECEEAET CEEETAEEAC EAEACEETAE TECTEETETE

TAGGCACGTC AATTTGTGCC CGCTGGGCAC ACTATGTTGG TGTCGCCACT GCCCTACCAG CACAGCCTAC TCGTCCTTTT

T

900 920 940 960

| | | |
FITARGTTCE ECECEANETE EETEETTTTT EAEATCATAR ATEEATETCT CETETEETTC EECACCEANC TETTTTEETE

TTTACGTTGC CGCGCACCTC CCTCCTTTTT CACATGATAA ATCCATTTGT GCTCTCCTTG CCGAGGCACG TCTTTTCCTT

T T I
980 1.000

1.020 1.040

880
207

5.laap3

4.7aap3

Consensus
100%

Conservation
0%

5.laap3
4.7aap3
Consensus

960
207

Conservation
0%

5.1aap3 ATETTEETEG

4.7aap3

Consensus ATCTTCCTCG
100%

|
ETCECAETTE TETTECECHAA

CTGAGACTTC TCTTCGCGAA

|
EcETCEAATC BAATECATGE

CGCTGCAATG AAATCGATGA

|
BGTGTTTEEG TWcEGTGECEG

AGTGTTTCCG TGCGTGTGCG

|
ule{el e el id

TGTGTGTGTG

Conservation
0%

0 T O

O TN

OOAPARAEAAN. RO,

T NN

[

5.laap3
4.7aap3
Consensus

AcTcTcTETE

AGTGTGTCTC

1.060
|
BEAGGATCTT EcTcEAEGTG

ACAGGATGTT CGTGCACGTG

1.080
|
ATAAEEARAT EAEAEECHCT

ATAACCAAAT CACACCGAGT

1.100
|
ETETCAGTGA TGATTTTTAT

CTCTGAGTGA TGATTTTTAT

1.120

CTTTATCTTT

Conservation PN MMM

0 O

T T

T N

AOnnnnnman

1040
207

1120
207



1.140 1.160 1.180 1.200
|

| |
5.1aap3 EEACECEEAE TEGTE EFEECETTTT EFCTTETETC NETTTCGNTTE GNGNGNETGN 1200
4.7a3p3 -==-==-e== ceemmme-memes Eme-memm-mees e mmE-eoes mEemmEmemms Emeemmmememes Smeemmmesmmee Seeseee—-e 207

Consensus CCAGCGCCAC CACTTTCCCC CTTCCATGTT CTCCCTCGTC CTCCGCTTTT CTGTTCTCTG NTTTTGNTTC GNGNGNATGN
100%

Conservatiof, MINANNAMM ORNANANANN MOANANONAN OORAANAAAN AROONARONE OONARAONAE  ORN6O0 GO0 0 0 0 660

1.240 1.260 1.280

| | |
5.1aap3 WTTETEGNGN EE EE B8 TEEEEANCTE T AN GTETGNEETE 1280

BE
4.78aP3 mmmmmmmmmm s oo e o e e e e e e e e oo oo 207
Consensus TTTCTTGNGN AGGGCACCCG CGCAGGCTTG AATGTCTTCC CCCCTCTCCC TCCCCANGTC TTCTCTCGAN GTCTGNCCTT
100%

Bk 1 T 1 1 A
1.300 1320 1.340 1.35IO

| I |
TE TTTGGNGGET GNEEEGGGGN AAGGATGAGN ANEGANATNE NENANAGNAN

1360
207

5.1aap3 [@E
4.7aap3 --

Consensus CCAGAACCTC TTTGGNGGCT GNCCCGGGGN AAGGATGAGN ANCGANATNC NCNANAGNAN TCATGANGCC NAACAAANNC
100%

Conservation, INAMANMMM OANAN HAON 0 OOFAOON OORAAOAAN 0 OO0 OO0 00 OO 0 OAO6O600 OO0 OOOAAE O

1.380 1.400 1.420 1.440
| | | |
5.1aap3 GGGGNGGEANT EEECGGTGGEG GEEFEEETCE BACGGEARAC AAABATATAT CTANATATAT AcCEANAATC EEEGGEEGEG 1440
4.78ap3 —rc-mssrmms Sosmssmsns SSmsmseess mEESEms e s meoE s m s mmm s . s e e 207
Consensus GGGGNGGANT CCCGGTGGTG GACTCCCTGC AAGGGCAAAG AAACATATAT GTACATATAT AGGCAAAATG CAAGGAAGAG
100%

Conservation, NN [AR [ NRRANARANN MOANAAANAN OORAAAAAAN ARAANARONE . OONARRONAE ORFRANAAON AOANAEEOnT
1.460 1.480 1.500 o

5.1aap3 GEEGGAAAEE A Bqc EE B B Ecicac 1520

4.78aP3 mmmmmm s oo m o oo oo oo e e e o oo 207
Consensus GCAGGAAAAA AAGAGCGAGC GACAGAAAGG GAAAGGGCGG CAGTACAACC AGCGAGAACC ACCACTCCTA CGTGGTTCTC
100%

Conservation, INNANNARAN OARANAAANN AOARAAANAR OARAANAAAN ARAANAAONR OOARAAARAR ORAAANAAON ARANARAOOD

1.540 1.560 1.580 1.600
| |

5.1aap3 WEEGGGGTET Tf TETAGGGAGG ccclc|ccc| G 1600
4.7aap3 . = S=sScossssa SEscSasSss 207
ConsensZs TTCGGGGTCT GCCTCTGCCC ATACCCCCCT CCTACCTTTT TTTAGGGAGG GGGCGTGGGC GTTGCGTCTC CCTATCTGCT
Consevation  MMANMANAN OFHOMANAON FRANHARANE MORAORARAN . ARROREORAE. OMAREORER FAOROREOED . AOREEET
1.620 1.640 1.660 1.680
510 BT EYECGTTETE T EE cB ¥ ue uT me " ; 1650
Lo B e il
Consensus TTTCCGCCAT CTCGGTTCTC ACGTTTGTAT CCCAGTGTGC TTTTTTCTCC CGCTCCCCCT CCCCGTTGTC CGTTTGTTTT
Conservation  INMRNNANAN OFRORANAAN FRANHANANE MAFRORANED . ARRAREARAE. ORAREARAN AAOROREAND AORAREAT
" 1.720 > 1.760
5.1aap3 i : 1760
4.7aap3 - - = — 207
Consensus TCTTTTTCTG CATCGCGGGC AACTGACCCA CTTTATGAGT TCTGCCGCCT TCTCTCCGGC CACCCTTACC CCTCTCTTCC
Conservation, PNMRANAANL. ORAAREAARR FRANRANAAD. MORAEAEAGE. ORROARAAE. ARAREARRAD AOARCORAOE. ARAAAEAOE
1.780 1.800 1.820 o
i-%aapg ErETcEEAEE lllllllllé GARGEEAEAE IGGIIGllGi GGAGGGHAGH IIIIGGGGIi GTGTEGGGEA ;2;;10
Lt T A
Consensus CTCTGCCACC CCCTTCCCAG GAAGCCACAC CGGCCGATGT GGAGGGAAGA AAAAGGGGAA GTGTCGGGCA CATGTAACGA
Conservation  MMNNNONAN OERORANAON ENOREANON MOFAORAEAD . AOROREORET. OMAEEORAC. AOOAOAOn I'Iﬂ‘ H H H H H HH
1.860 ¥ » 1920
5.1aap3 IGl 1920
4.7aap3 TGT TGABAEGTGT 295

Consensus TATAATGCCC TTTTTTTGTT TTCCCCCNCN CTTAAAGAGA AGTAACACAT TTCNGTTTTA CCTGCACACN TGACACGTGT

100%
T T
onservs IOI’;% H ﬂ H |—|
L 940 L 960 l,QIBO Z,ODIO
5.1aap3 G EGE GEGGGGHE l GTEAGTTATE ATGGETWGEG WGGGTETEAG B EGTAE 2000
4.7aap3 G Gl B GWGGGGEANE o BTGGTTITGTG WMGGGT 375
Consensus GATCATACGC GCTCGAT GGATATCGCC GTGGGGCAAC GTCAGTTATC ATGGTTTGNG TGGGTNTCAG CCTCCCGTAC
100%
conservacior, | I ||HIHHH\HIIH|I \HHHHHHHI\H\ IR Ennnnmmm
o Il Il
2 OZO 2. 040 2J 060 2.1 080
5.1aap3 [ B¢ EATGGEE c||c HEEATGGGH BEEG |c||c 2080

4.7aap3 IIGIGI §c EATGGEEGET AEECETCETE TEEETEGTAGC AEEATGGGAT TTAEGAEGTE GT B TTEAGTGTEG 455

Consensus ATGCGANNCG CATGGCCGCT ACCGCTGCTC TCCCTCGTAG ACCATGGGAT NNACGACGTC GTCCTCCCNC TTCAGTGTCG

100%
consenason [T T T [TTTTTC] T PO FTIT o R Tl T
% [ A A
2. 100 2.1|ZD 2.1|40
5.1aap3 EcEr BAEGGAGATGG AEANEAACET GGAAAGATGE BEAGTEAGEG BE 2142
4.7aap3 IGII IIGGIGIIGG AEAREAAGET GGIIIGIIGI BEAGTAAGEG -- 515

Consensus ATGCTTTCTC CTCTTCTT CAGGAGATGG ACACCAAGCT GGAAAGATGC CCAGTAAGCG AC

& I o

Conservatlon

114
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Contig da regido intergénica entre as coépias 5.1AAP3 e 4.7AAP3 do

transportador de arginina de L. (L.) amazonensis.

5.1AAP3 J'UTR 5.1AAP3

0 an 50l
2

I 2
contig TGTGTCATTGCAGTTGTCTTTGGCACCATTACGACGATCTACTACAGCTTCTTCGTGTGATATTCATCCACGTAAAGGGAGGGCACTGTGGCTCATGCGT

3'UTR 5.1AAP3

contig GTGTTGAGACACGAAGGGTCTGCCGTCCGGAGTGCTGCTGCGTTGAAGGACGATCTGCTCATATTGCTGAGACGGATATGGGAACGTGAGAGGATAGTGG

'UTR 5.1AAP3

contig TGTTTAACAACGCTTGAGGCATAGGATTGTGTGTTTTTCTTTCCCCCTTGTCAGTCTTTTCACCACAGTGCGGCGTGTGTTGCGGCTCTTTAAGTAGAAG

3'UTR 5.1AAP3

conlig GACTTGCAGGCTGTCGCTCGTGTCCCCCCCCCTCGACATCACCTCATGAGACGAGAAGCTCCCTGTCCCGCTGTCCTGAAAACACGGAGAGGTATAACGC

3'UTR 5.1AAP3

contig TGCCTTTATCCCTCGCCTGTGCTCATTTTCTTTTTTATTTTTGTGTTTTCCTTCGGGAACGAGCAACTAAAAAAAGGATTGGGCGGTGTGGGGAGACGTC

3'UTR 5.1AAP3

conig TGTCTTGGCTAAATTGCTAACCCGCATGCTCGCTCTCTCGTTTCCTTTTTCGTTTTACCCTCCTCCTCTTCCCCCCCTTCCCCCGCGCCTCTCTTTCTAC

J'UTR 5.1AAP3

Hindiil

contig TCCTGTGTGGNTTTCTCCGTTCTCTTATTTTTTTTTTCACGGGGCACCGCCAAGCTTTGTTGNCTTTCCGTACTTTGCCGNGCTCACCTAGCTTGGGTTT

3'UTR 5.1AAP3

contig CCTCATACAANGNGTTTCTGCCTTGGNTGTCTTGTTTCGCTGTACCTCCCTCATCTCTCCCGGTGGGTGTTCGACCATTTTGCCCCCTCCCCCCCTACCC

3'UTR 5.1AAP3

contig CCTCCCCTCCCCATTCACCCGCTTTTTCATAGATGGGGACGGACCAGAGAGCTTGTCGGATAGGCACGTCAATTTGTGCCCGCTGGGCACACTATGTTGG

3'UTR 5.1AAP3

contiy TGTCGCCACTGCCCTACCAGCACAGCCTACTCGTCCTTTTTTTACGTTGCCGCGCACCTCCCTCCTTTTTCACATGATAAATCCATTTGTGCTCTCCTTG

'UTR 5.1AAP3

contiy CCGAGGCACGTCTTTTCCTTATCTTCCTCGCTGAGACTTCTCTTCGCGAACGCTGCAATGAAATCGATGAAGTGTTTCCGTGCGTGTGCGTGTGTGTGTG

3'UTR 5.1AAP3

contig AGTGTGTCTCACAGGATGTTCGTGCACGTGATAACCAAATCACACCGAGTCTCTGAGTGATGATTTTTATCTTTATCTTTCCAGCGCCACCACTTTCCCC

3'UTR5.1AAP3

contig CTTCCATGTTCTCCCTCGTCCTCCGCTTTTCTGTTCTCTGNTTTTGNTTCGNGNGNATGNTTTCTTGNGNAGGGCACCCGCGCAGGCTTGAATGTCTTCC

3'UTR 5.1AAP3

contig CCCCTCTCCCTCCCCANGTCTTCTCTCGANGTCTGNCCTTCCAGAACCTCTTTGGNGGCTGNCC l GGGNAAGGATGAGNANCGANATNCNCNANAGNAN



conlig

contig

contig

contig

conlig

conlig

contig

contig

conlig

conlig

contig

conlig

conlig

contig

contig

conlig

contig

contig

contig
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3JUTR 5.1AAP3

TCATGANGCCNAACAAANNCGGGGNGGANTCCCGGTGGTGGACTCCCTGCAAGGGCAAAGAAACATATATGTACATATATAGGCAAAATGCAAGGAGAGG
J'UTR 5.1AAP3
CAGGAAAAAAGAGCGAGCGACAGAAAGGAAGGGCGGCAGTACAACCAGCGAGAACCCCATCCTACGGGTTCTTTCGGGGTCTGCCTCTGCCCATACCCCC
3'UTR 5.1AAP3

TCCTACCTTTTTTAGGGAGGGGGCGTGGGCGTTGCGTC ATCTGCTTTTCCGCCATCTCGGTTCTCACGTTTGTATCCCAGTGTGCTTTTTTCTCC

3'UTR 5.1AAP3

CTCCCCGTTGTCCGTTTGTTTTTCTTTTTCTGCATCGCGGGCAACTGACCCACTTTATGAGTTCTGCCGCCTTCTCTCCGGCCACCCTTACC

3JUTR5.1AAP3

CCTCTCTTCCCTCTGCCACCCCCTTCCCAGGAAGCCACACCGGCCGATGTGGAGGGAAGAAAAAGGGGAAGTGTCGGGCACATGTAACGATATAATGCCC

3UTR 5.1AAP3

J'UTR 5.1AAP3

2200
|

%CACGACGTCGTCCTCCCTCTTCAGTGTCGATGCTTTCTCCGCTCTTCTTCAGGAGATGGACACCAAGCTGGAAAGATGCCCAGTAAGCGACAAAAAAAT

2220 2.240 2260
I I I

2.280 2300
- | |
ACTAAACAACCCCAAAGCGGGAGAGCTGTTATCTGGCCGGGGCGTCCCTTAAACACACGGTTACGCGCTCGAGCTTTACGCTGTCTTGAGGTGCGAAACA

2320 2.30 2.380 2380 2400
[ 1 1 i |

TCAGCTGTGTCCTCCTACGAGCGGGTCAGCGGTCTGGCTCCACAGTTGCATCCACACCAAACTCCCCACCTCCTCTTCTGGGCTGTCCCACTTAACAGCC

2420 2.440 2480 2480 2500
| I |

| |
CACCTTGGCACACTACCGTGCATGCGGCACTGCAAAGGCGGCCCCTATGCTCGATTTGATTTTGGTTCTCTTTGTTTTTGCCTCCACCACCCTCTATACA

2520 2.540 2580 2580 2800
I I I I

|
GTTCACCGTCCGTGACACCTCTTCATCCCGCTCACCACCTCATGCGCGTCACCATACCGCCGTCGGGCTTGTGCAGAGATTTCGTTCTGAAATCGAGACA

2620 2.640 2680 2680 2700
I I 1 1 |

GGGGCGGAAAGCAAGACGAGTCTTTAACAGCGTACCGCGGGTAAGCGCAAGCTATGGCGTTTCGCATGCTGCACACAGGCTGTCCCACTCTCTGCACCTT

2720 2.740 2760 2780 2800
| I 1 | |

CGCATCATTGCTCATCAGCCGTAGTCTCCTACCCGAGTGTATCACCTCAACCCGGTTGCCGGCGGTCGAGATCAAGACATTGGCGAAGGGCCGCTTGTGC

2820 2840 2860 2880 2900
I I I | [

GCGGCTC GTGATGGACAGCTGGGAAAACGGCGTGCTGGGCGATCTCTGAAACAGTGAAGTTGTCCTCTCAGTCACCGATGGCGCCACAGCGAAGGAC

2820 2.840 2980 2880 3000
| I | | |

CACTTGGCGCGTGCCGAAGGGCGGGGCTGAGTTGCACTAGCCTCAGTCAGCGAGAAGACCCACCAGGGCGATGCCCTCACCACGGCTGCATCGGACTCCT

3020 3.M0 3.080 3.080 3.100
| I 1 | |

CCACCTGGGGCACCTCCATCACGCAGGTACTTCATTATGAACGACTTTCCGACTTCTGAGAGGATATTCGGGTCACCTGCGGCAAGGTGGTCCCTACAGT

3120 3.140 31860 3180 3200
I I I | |

GGTGAGCGTCAGCGTTTTCTGGGTGCCGTTGGTGTTTGACACATCGCGGTCTCGCTTTCGATCTTTTTTTTCGTCGTCGCACGCTTGCTCTCGGCAGCGC

3220 3.240 3260 3280 Sall 3300
I I 1 |

| "
TGCTTCCCCTTGCTGCGCAGAGAACTTGGTGGAACACGTAAACTGGCGTTGACACTTTCTTGTTGTGTGTGCTAGCGACAAGCTCGTCCA CGACACTG



conlig

conlig

contig

contig

conlig

contig

contig

conlig

conlig

contig

contig

conlig

conlig

contig

contig

conlig

conlig

contig

conlig

conlig

contig

contig

contig

3420 3.440 3460 3480 3500
| I | | |
CTCCAGGGATGCTGACCACCCTCTTCTCTTATGCCGTGAAACAGCTCGCGGTGGCCTTCCCAACTGTTCACTGTATGTTGTTTGGCGTTGTTCGCCACAT

3520 3.540 3.580 3.580 3600
I I 1 | |
GCACACCGCTGCACGGTGGCTGGCTCTTTTAACTTTGTTTTTTTTTTTTGCAGCCGTCGCACTCGTCCACAACCCTGCCAACCCCACTTCACAACGTCAT

asz20
|
CGGTCGGGCTACATTCCTTGTAGCGAGC

3.640 3660 3.680 aroo
I | 1 |

AATTCGAAAACTTGTCTTCTTACTGCTGTCTCTGGCTGACAGCCATCCTCCTTCCCAATAGCAGTGTACAT

3720 3.740 3760 3780 3800
I I | |

|
GGTGATTGGCAACCTTGCTGGTGTGGCTACGTACAGGAGCTTTGCGAGACACTTGATCTACCCTGTATGGTGGCGGTGTCTTAGGATAACGCACCTGTTC

3820 3840 3.880 3.880 3800
I I | | |
AGAGCGCCGTAGATTGCGATGGTCTTCTCCATTGGCCTGGTACTTCTTGTGGCTCTCATGTCGTGTCGTGACGCCGCTTACCGATGCCTTTCAGTGGGAC

3820 3.0 3.960 3880 4000
I I 1 | |
CTCTACGCTCCTTCCGTAGAAAAGCACATCGCATTCATTTGTTTGTTTATTTGGGAGGGGGCGGCGACTTCCCCACTCTTTTCGCGACTGCCAACCGTCA

m 4020 4.040 4080 4080 4100
| I I |

|
GTGGGTTACTGCAGACGTGGAGACAAGTTCTCGTTGCTTCCTTCGGCGGCTGTTCTATGGTGCTGTTCTCCCCCGATTTGCACGGGTAGTGACGCGGTTG

4.1‘20 4.140 4.]50 4.1‘80 420‘0
I
CTTCGGGGTGAAACGTATCGACGTCTTCGAGTGTCTGGCCGCCGCTTACTTAGTTTCGGGACGCATGTTAATGCTTCTACTAAGGGCTGTGAACGTCTTT

4220 4.240 4.260 4.280 4300
I I 1 | |
ATAGGAGACGTATTAACGTACATGCATGCATGTGAAGCATGGACTGAGGAGGCGGACAGCTCGATGACGTCAAAATGGAATCGCATCTTACTCCAGTGAG

4320 4.340 4360 4.380 4400
| I |

| |
GAACCGGAAAGGGACCTCTCTCTCTGTGGTTGTGGCAGCTCAGCAAACATCAAATCTGAGATGCTCTCTCGCTGAGCGCCCAACCGTACGTGAGGGTGTG

4420 4.440 4.480 4.480 4.500
[ I | | |
CTGTCGCGAACGAAGATGT TGTCGTTGGCGTGTGCTAGTGTCGTGAAATATATGTTTTCTTGTGGGCTTCCCGACCTATCGCTGCCTCCGGAACAGCGCT

4520 4.540 4.580 4.580 4600
| I | | |
TCGGAGAGCAGGGAGGGGGAGGAAGGGGGAGGCTCTTGTCTTGTGCTTGTCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATGCGTGCGTTTTGCCTTTACGCATATA

4620 4.640 4.680 4.680 4700
I I | |

|
CATGCTTATGTCTGCTCGCTTTCTTTTTTTTGCATGCTTGTCTCACCGTCCGGCAGGTAGCCGACGAGACCGTGGAAGACGTAGAGGGCAGTGCTCCGCC

4720 4.740 4760 4.780 4.800
. I I | | |

TGTGGTTCTCGAGCTCCCCCCNAGTCCACCTCGATCTTTGTGCGGCCTTCCCCCTGGTGAAGTGCGGCAGTGTCTTTTTCCTCTTATACTTTGTTTCGAT

4820 4.840 4.860 4.880 4900
| I | | [
TTTCGTACCTGTCCCTCCCTCCCTGTGTACGTGCGTGCGAGGACCTCCACCTCTGCGGCTCTGCTGCGCGCAGCCACTCTCTCCGTGTTTATTTTCCCTC

4820 4.840 4.980 4980 5000
| I I | |

TGTCTGTCTGTGTTACCTTTTCCCTAACTGCTCGGTAGTTCCGCTTTCCTAGGACGTGGTGTTCGTCGTATTCTTCGGTGTCCGGCGCGTGGCACAGCCC

5020 5.040 5,080 Hindii 5.080 5.100
| I | l |
GCACAGGAACCCCCTCAGCTCACCCCTACCTACCGATAGGCTGCCAATATGGCAATCTGGA’&GCTTGGCAGGAGTGACGAGAAACAAACAAACAAAAAAG

51‘20 51]40 5180 5180 5200
GAGCCGCAAACAGGCGACGCGCCCCTTCGAGGGCACCCAATACGGTCAGCCAACGGAATCCTCCTAAACATTGGTCCGCCTTCGATATGTACCGCCCACG

5220 5.240 5.280 5.280 5300
| I | | |
TGCGCAACCGCGTAGCAAAGAGGTGGCCGTTGCCTGCTCCTCCCTGCGTGTCCCCCCCCCCGGTGCTTCAACATATTCTGCTGCCTGTCTTTCACCACCC

S'UTR 4.TAAP3

5320 5.340 5.360 5.380
[ | | |
ATGCCTCGCCTCATCTGCTCCTCACTCTTCACAACACTTCTTCCTTGTCTTCAATCTTTCTGATACAATCGCACCTAACGCTCTTCAGAGTACCATTGTG

5'UTR 4.TAAP3
GGTTAGTTCTACCTCCCCOGGGTGCCTCTGTACACAGGTTTCTTCGCTCGCCTCGCCACTCGACCCCCTCCCGTAATTTATTTTCTTCTACGCGCATTTCT
5'UTR 4.7TAAP3

CTCCTCGTTCCTGTTGCCTGCGGTACTCTTTCTCGTGT TTATCATCATCTCCTGCTCCGGGGTCCACCCCCGGCTCGTCCCGTGCGCAGCGCCCCCTCCA

5'UTR 4.TAAP3

CTGCTAGCGATCTTG
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Abstract

Leishmania (L.) amazonensis uses arginine to synthesize polyamines to support
its growth and survival. Here we describe the presence of two gene copies,
arranged in tandem, that code for the arginine transporter. Both copies show
similar Open Reading Frames (ORFs), which are 93% similar to the L. (L.)
donovani AAP3 gene, but their 5" and 3’ UTR’s have distinct regions. According
to quantitative RT-PCR, the 5.1 AAP3 mRNA amount was increased more than 3
times that of the 4.7 AAP3 mRNA along the promastigote growth curve. Nutrient
deprivation for 4 hours and then supplemented or not with arginine (400 uM)
resulted in similar 4.7 AAP3 mRNA copy-numbers compared to the starved and
control parasites. Conversely, the 5.1 AAP3 mRNA copy-numbers increased in
the starved parasites but not in ones supplemented with arginine (p < 0.05).
These results correlate with increases in amino acid uptake. Both Metai and

arginase mRNAs remained constant with or without supplementation. The same

starvation experiment was performed using a L. (L.) amazonensis null knockout
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for arginase (arg’) and two other mutants containing the arginase ORF with (arg
/ARG) or without the glycosomal addressing signal (arg/argASKL). The arg” and
the arg/argASKL mutants did not show the same behavior as the wild-type (WT)
parasite or the arg/ARG mutant. This can be an indicative that the internal pool
of arginine is also important for controlling transporter expression and function.
By inhibiting mRNA transcription or/and mRNA maturation, we showed that the
5.1 AAP3 mRNA did not decay after 180 min, but the 4.7 AAP3 mRNA presented
a half-life decay of 32.6 +/- 5.0 min. In conclusion, parasites can regulate amino
acid uptake by increasing the amount of transporter-coding mRNA, possibly by
regulating the mRNA half-life in an environment where the amino acid is not

present or is in low amounts.

Introduction

Leishmaniasis is a complex parasitic disease that currently affects about
12 million people and an estimated 2 million new cases per year [1]. It is caused
by protozoa in the Leishmania genus, which has two distinct phases in its life
cycle: the promastigote, an extracellular flagellate present at the gut of sand flies,
and the amastigote that lives inside mononuclear phagocytes, mainly
macrophages, in a vertebrate host.

Arginine is a key amino acid for macrophages because, being the
substrate for inducible nitric oxide synthase (iINOS) to produce nitric oxide (NO),
it is involved in the macrophage-defense response against pathogen infections.
[2-8]. This amino acid is also a substrate for arginase, which catalyzes the

production of urea and ornithine, a product important for polyamine pathway.
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This pathway is used by Leishmania to replicate and is essential for the parasite
to establish infection [2-12]. It has largely been reported that macrophage or
Leishmania modulation of arginine is responsible for parasite survival or its killing
in the mammal host [5,13-19].

Arginine uptake is controlled by membrane transporters present in both
Leishmania and macrophages [20-24]. To sustain NO production, macrophages
increase their expression of the main arginine transporter (CAT2B), which is
indicative that the internal pool of arginine is not sufficient to supply arginine to
iINOS [25-27]. On the other hand, a high-affinity arginine transporter has been
described in L. (L.) donovani. This transporter is LAAAP3, and it has 480 amino
acids and 11 predicted trans-membrane domains [22]. With this transporter,
Leishmania seems to have mechanisms of sensing arginine decreases and
responding with increased arginine uptake [28]. Therefore, the arginine-uptake
control appears to be an important limiting factor to parasite survival inside
macrophages [17,29].

Leishmania has a polycistronic transcription, and the control of gene
expression is mainly performed through protein levels and mRNA stability [30]. In
this study, we evaluated the importance of arginine transporter mRNA levels on
the physiology of arginine uptake in L. (L.) amazonensis. Our data indicated that
the arginine transporter expression in these organisms is controlled by regulating
the transporter-coding mRNA levels. We also showed that the level of arginine

transporter mMRNA varies in promastigote development, and, using arginase-
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deficient mutants, we showed that possible changes in the internal arginine pool

could be responsible for altering the transporter-coding mRNA levels.

Results
Characterization of the L. (L.) amazonensis arginine transporter

A DNA probe based on the AAP3 ORF sequence of L. donovani[22] was
used to screen a L. (L.) amazonensis genomic-cosmid DNA library [31]. The
partial DNA sequence of the selected cosmid revealed the presence of two
copies in tandem from a putative homologous gene. The ORF regions of the two
copies showed 93% similarity to the AAP3 ORF in L. donovani (not shown). A
northern blot analysis showed the presence of two distinct mRNAs for the gene
(5.1 kb and 4.7 kb) (not shown). We named these transcripts 4.7 AAP3 mRNA
and 5.1 AAP3 mRBRNA. The mRNA identities were confirmed by sequencing RT-
PCR products that were obtained using oligo-dT reverse transcription and
primers based on the cosmid sequence. These sequences were deposited in
GenBank with accession numbers of HQ912026 (5.1 AAP3) and HQ912027 (4.7
AAP3). The two transcribed copies of the gene presented different 5'
untranslated regions (5'UTRSs). This allowed for the design of specific primers to
differentially quantify each copy by quantitative reverse transcription PCR (qRT-
PCR). The alignment of the 5’'UTRs from the two copies, their differences and

primers positions are shown in Figure S1.

Arginine uptake correlates with the transporter's mRNA level
It is known that L. donovani promastigotes are sensitive to arginine

starvation, and they respond with an increase in both arginine transporter
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expression and transport rate [28]. However, it is not completely clear at which
level of protein-expression regulation this control occurs. We performed an
arginine starvation on mid-log and stationary L. (L.) amazonensis promastigotes
for 4 h at 25°C and then evaluated arginine uptake. Initially, we could note that at
time 0 that means the physiological condition in each phase the arginine uptake
in mid-log phase parasites is lower than the one detected in the stationary phase
parasites. When starved, the mid-log phase parasites showed an increase in the
arginine uptake compared to the control parasites at time 0 (p<0.05). As this
behavior was not detected in starved stationary phase parasites, we can
conclude that stationary phase parasites do not respond to starvation (Figure
1A). However, the increase in arginine uptake was not observed when the mid-
log phase parasites were incubated for the same time in the presence of arginine
(400 pM) (Figure 1A), but the arginine uptake of the stationary phase parasites
decrease, in relation to time 0, when incubated in the presence of arginine
(Figure 1A). We alsc evaluated mRNA level at mid-log parasites, and the
increase of arginine uptake correlated with an increase in the relative copy-
number of the 5.1 AAP3 mRNA (Figure 1B, p < 0.05), suggesting the existence
of at least one pre-translational mechanism for controlling protein expression.
Moreover, only the 5.1 AAP3 mRNA was sensitive to the amino acid starvation.
No differences were observed in the 4.7 AAP3 mRNA copy-number or the
mRNAs coding for arginase and Meta1, all normalized by the GAPDH mRNA

copy-number (Figure 1B).

The arginine transporter mRNA level increases with the parasite’s growth curve
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To evaluate differences in the amino acid-starvation response between
mid-log and stationary parasites, we analyzed mRNA expressions during their
development between the 1% and 10" day of culture growth. We compared the
mRBNA expression amounts from the 5.1 AAP3 mRNA and the 4.7 AAP3 mRNA
normalized to GAPDH mRNA. The arginine transporter mRNA was increased
more than 10 times in the stationary parasites compared to the log-phase
parasites (Figure 2). Interestingly, both copies increased the mRNA level in the
stationary phase, although the 5.1 AAP3 mRNA was at least 30 fold more
abundant than the 4.7 AAP3 mRNA at the log-phase, reaching 100 fold in the

stationary phase.

Differences in transporter mRNA quantities are a consequence of distinct half-
lives

Treatment with actinomycin and sinefungin induces an inhibition of
transcription and trans-splicing mBNA-maturation processes in the parasites
[32,33]. At different treatment times, total RNA from promastigotes in the mid-log
phase were obtained, and cDNA was prepared to evaluate mRNA quantity
(Figure 3). The gRT-PCR data were normalized by SSUrBNA copy-number, a
RNA that is not sensitive to the inhibitor drugs (Figure 3D). mRNA decays were
observed for both 4.7 AAP3 mRNA (half life of 32.6 + 5.0 min) and GAPDH (half
life of 29.2 + 8.8 min) (Figure 3B and 3C); however, the 5.1 AAP3 mRNA did not

decay after 180 min of treatment (Figure 3A).

Differences in arginase expression alter arginine uptake
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To evaluate the influence of the internal pool of arginine on its uptake, we
used a L. (L.) amazonensis arginase-null mutant, arg™ (Laranjeira da Silva, in
preparation), which does not use arginine to produce ornithine requiring
polyamines supplementation. We compared arginine uptake in this mutant to the
wild-type (WT) parasite, assuming an increase in the arginine internal pool in the
mutant. The initial stationary phase of the mutant and WT parasites (5x107/mL)
was amino acid starved, and arginine uptake was evaluated. Although both
parasites responded to amino acid starvation, the WT parasites presented
greater arginine uptake than the arg™ (Figure 4). We performed the same assay
using a knockout mutant that is genetically complemented with the arginase ORF
(arg/ARG) showing a partial recovery in arginase activity (Laranjeira da Silva in
preparation). Interestingly, this mutant also presented a partial recovery in
arginine uptake, compared to the WT. The complemented mutant that contained
the arginase ORF without the correct glycosomal compartmentalization signal
(arg/argASKL) and did not present any arginase activity (Laranjeira da Silva, in

preparation), showed arginine uptake similar to the arg” mutant (Figure 4).

Discussion

The data presented in this study show that L. (L.) amazonensis can
control arginine uptake when parasites are amino acid starved. These
observations are similar to those made in L. donovani [28]. Adding to that data,
we showed that the higher concentration of one of the AAP3 transcripts is due to
a stabilization process in the mature mRNA and not to an increase in the

transcriptional rate or mMRNA trans-splicing maturation. Most eukaryotes
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generally control their gene expression at the transcriptional level; however,
Leishmania lacks this control mechanism because its transcription is
polycistronic [34]. Besides, there are no known RNA polymerase Il promoter
regions that have binding sites for transcriptional regulatory factors. However,
these organisms can control gene expression at the mRNA maturation level
(poly-adenylation/trans-splicing coupled processes) or by changing mRNA half-
lives in different conditions [30]. This digenetic organism experiences different
environmental conditions, such as pH, temperature and nutrient availability, when
it cycles between invertebrate and mammalian hosts [35]. Our findings may
suggest a possible mechanism for the parasite to overcome the different
requirements due to these environmental changes.

A possible physiological explanation for the presence of two copies of the
AAPS3 gene is that each copy could be differentially regulated according to the
environmental conditions of the parasite’s differentiated stage. It is interesting
that one of the arginine transporter mRNAs (4.7 AAP3 mRNA) presented the
same typical decay behavior observed for GAPDH mRNA when promastigotes
were treated with actinomycin and sinefungin. The other transcript (5.1 AAP3
mRNA) did not show any degradation up to 180 min after blocking of
transcription and frans-splicing. This could explain the reason why this copy
presents at least 30-fold more copies than the 4.7 AAP3 mRNA. Previous reports
show that the mRNA stability in these organisms is altered by amino acid
availability, but the molecular mechanisms by which this occurs are still unclear

[36-38]. We may speculate that, in some way, the amino acid concentrations in
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extra- or intracellular medium could act as sensors to regulate mMRNA decay.
Because arginase is an enzyme that uses arginine as a substrate, we used null
or supplemented arginase mutants to test the influence of the arginine internal
pool on the level of transporter mMRNA. Our data indicated that, in the absence of
arginase activity, which probably leads to an increase in the internal
concentration of arginine, the parasites reduced their amino acid uptake.

Arginine is an essential substrate for macrophages to kill Leishmania, as it
is used in the INOS pathway to produce NO [19]. However, a macrophage’s
internal arginine pool is not enough to provide substrate for either Th1 or Th2
responses [39]. This highlights the importance of arginine uptake control.
Arginine influx into macrophages may be buffered if recently phagocytized
Leishmania promastigotes increase arginine transport and sequester arginine
from the macrophages. This is especially true when considering that macrophage
CAT2 has no sensitivity to arginine concentrations [40].

L. (L.) major arginase-null mutants show a delay in starting lesions in in
vivo infections [41]. The L. (L.) amazonensis arginase-null mutants also
presented a delay in in vivo infectivity (Laranjeira da Silva, in preparation). Under
arginine starvation, the arginine uptake in the arg” mutants was less pronounced
than in the WT parasites. This infective-capacity impairment may be attributed to
both arginine uptake and/or arginase activity. The uptake pattern of arg” tended
to be reverted in the mutant that was genetically complemented with the WT
arginase ORF, but the pattern did not revert when the genetic complementation

was done with an arginase ORF without the correct glycosomal addressing
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signal. This supports the idea that arginase exerts some control on arginine
uptake, and arginine uptake is crucial to parasite survival inside macrophages. In
addition, the lower arginine uptake that occurred in response to starvation in the
null mutants indicates a mechanism to increase arginine transporter mRNA. This
may occur through detecting possible changes in the internal arginine pool
because the disruption of one arginine pathway decreases responses to amino
acid starvation, which is also described in L. donovani ornithine decarboxylase or
spermidine synthase-null mutants [28].

Stationary phase WT parasites have an increased expression of the
arginine transporter, in relation to mid-log phase parasites, but did not respond to
amino acid starvation. On the other hand, stationary phase arg" mutant responds
to arginine starvation like mid-log phase WT parasites (Figure 1A and Figure 4).
A possible explanation is that the mutant uses less arginine present in the culture
media, keeping a higher concentration compared to the WT growing media. The
data suggests that the maximum expression of the transporter may have been
already reached at WT stationary phase. Achieving maximum transporter
expression may be a response to decreases in nutrient concentrations in the
culture medium over time, and it may represent an adaptation to the low-nutrient
availability found inside the fly mid-gut after blood digestion was completed.
Another mechanism could be that nutrient depletion drives the modifications in
promastigote parasites that induce differentiation in the infective stage [42]. Thus,

arginine depletion may represent a signal to metacyclogenesis, although we did
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not observe changes in Metal mRNA due to amino acid starvation. This is
possibly because we only observed them for 4 hours.

The results presented in this study lead us to conclude that arginine
uptake is controlled by transporter-coding mRNA levels in L. (L.) amazonensis.
They also suggest a mechanism that senses internal arginine concentrations and
controls arginine uptake by increasing arginine transporter expression. This may

represent a part of metacyclogenesis for achieving the infective stage.

Materials and Methods
Organisms

Wild-type (WT) promastigotes from the L. (L.) amazonensis strain
MHOM/BR/1973/M2269 and three arginase mutants (arg’, arg/ARG and arg
fargASKL (Laranjeira da Silva, in preparation)) were maintained at 25°C by
inoculating 5 x 10° parasites in M199 medium (10 mL) supplemented with 10%
fetal calf serum (FCS - Invitrogen - Carlsbad, USA) in 25 cm? tissue culture
flasks. The supplemented media was changed every 7 days. Arginase-null
mutants were also supplemented with putrescine (50 uM).

mRNA expression and arginine uptake were evaluated along the growth
curve by maintaining the parasites at log phase by sub-culturing them every 24 h

with the same initial cell ratio (5 x 10° parasites/mL), as previously described [43].

AAP3 gene cloning
Based on sequences described by Shaked-Mishan et al. [22], we
amplified the L. (L.) donovani AAP3 ORF from genomic DNA, purified as

described previously [44]. We used this amplicon as a template to construct a
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radioactive probe (0.1 mCi). This probe was constructed using a**P-dCTP (10
mCi/mL; 3,000 Ci/mmol; GE Healthcare, UK) and Amersham Megaprime DNA
Labeling Systems (GE Healthcare, UK) following manufacturer’s standard
protocol. This probe was used to screen a L. (L.) amazonensis cosmid library
[31] (kindly provided by S.R. Uliana, ICB-USP), and cosmid DNA was printed
from bacterial-containing plates onto a nylon membrane [45]. Hybridization was
performed at 42°C overnight followed by two separate, 20-min washes at
ambient temperature and 50°C with SSC 2X SDS (0.1%). The nylon membrane
was exposed to X-ray film (Kodak) and developed according the manufacturer’s
protocol. Selected clones were recovered in SOB growth media, and cosmid
DNA was isolated by alkaline lysis [45]. Sequencing of the cosmid DNA was

performed by the Sanger dideoxy protocol as described previously [46].

RNA purification, cDNA synthesis and gqRT-PCR

RNA was extracted with Trizol Reagent (Invitrogen) using the
manufacturer’s protocol. Reverse transcription was performed with a random
primer protocol (Fermentas, M-MuLV RT) using total RNA (2 pg). The obtained
cDNA was diluted in water and used in quantitative Real-Time PCR (gRT-PCR)
with primers (Table |) designed to differentially amplify the 5'UTR region of the
two copies of the AAP3 gene. The expected products were cloned and
sequenced to validate the PCR. Known amounts of the cloned-DNA products
were calculated (number of molecules), and they were used in the gRT-PCR to
produce the standard curve. The following protocol was used in the gRT-PCR: 50

total cycles encompassing an association/fragment extension step at 61°C for 50
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s and a denaturation step for 20 s at 94°C. A 7300 System (Applied Biosystems,
USA) was used to run the gRT-PCR. The primers used to amplify GAPDH

(internal control), arginase and SSUrRNA are described elsewhere [43].

Uptake assays

We adapted a protocol from dos Santos et al. [47] for the uptake assays.
Briefly, promastigotes in the mid-log phase (2 x 10’ parasites/mL) or in the initial
stationary phase (4.5 x 10’) were washed twice with cold Earle’s Based Salt
Solution (EBSS) (LGC Biotecnologia, SP, Brazil) and resuspended at 2 x 10°
parasites/mL. We combined 50 pL of this mixture (10’ parasites) with 50 pL of
®H-Arginine (40 uM; 1 uCi/mL; GE Healthcare, UK) at 25°C. Uptake was stopped
at different times by adding 50-mM ice-cold arginine (Ajinomoto, Tokio, Japan)
(200 pL). Parasites were then washed twice with EBSS (200 plL), and
radioactivity was measured by liquid scintillation spectrometry in a 2100TR

Packard Tri-Carb Liquid Scintillation Counter (PerkinElmer, USA).

Starvation assay

We used a protocol described by Daslyuk et al. [28] to starve the
promastigotes, with one difference: the parasites were kept for 4 h at 25°C.
Controls were performed at time 0 by putting the parasites on ice or incubating

the parasites in the presence of arginine (400 pM).

Actinomycin and Sinefungin treatments
RNA half-lives were determined using actinomycin D (Sigma-Aldrich, MO,

USA) (10 pg/mL) and sinefungin (Sigma-Aldrich, MO, USA ) (2 pg/mL) as



W10 bW N

SO DO U U U U OO U i e e R R W W W W W W W W W W R RN NN RN R R R R R R e
L WP oW WNE OOV R WNES OO JOUE WNEOSWOWRE IO WNEPEOSWOUWE I Wb WwlhPEe OWw

133

described by Stewart & Clayton [32]. At different times, the parasites were placed
in EBSS, and the treatments were stopped by lysing the parasites with Trizol

Reagent (Invitrogen, USA) for RNA extraction.

Statistical data analysis

Statistical significance was determined by Student’s t test (p< 0.05).
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Figure Legends

Figure 1. Amino acid starvation regulates the arginine transporter rate and
5.1 kb AAP3 mRNA level in L. (L.) amazonensis. A. Arginine uptake of mid-log
and stationary phase L. (L.) amazonensis in non-starved parasites (black), 4-h
starved parasites (white) and 4-h starved + 400 pM arginine parasites (gray). B.
Total RNA of non-starved parasites (black), 4-h starved parasites (white) and 4-h
starved + 400 pM arginine parasites (gray). RNA was used to prepare the cDNA,
as described in Material and Methods. Equal amounts of cDNA were then used
in gRT-PCR to determine the copy-number of both copies of the arginine
transporter, arginase and Meta1. All determinations were normalized by GAPDH.
Results of a representative experiment. Data are shown as the mean £ S.E.
(n=3).

Figure 2. mRNA quantification from the parasite culture-growth curve. Total
RNA from each day on the culture growth curve was used to obtain the cDNA.
mRNA of both arginine transporters in L. (L.) amazonensis were determined (5.1
AAP3 mRNA in black; 4.7 AAP3 mRNA in white), and both were normalized to
GAPDH mRNA. The black line represents the parasites’ growth curve. The
results of a representative experiment. Data are shown as the mean + S.E. (n=4).

Figure 3. mRNA decay of L. (L.) amazonensis total mRNA. Relative copy-
numbers of: A. 5.1 AAP3 mRNA transporter, B. 4.7 AAP3 mRNA transporter, C.
GAPDH mRNA and D. SSUrRNA. A, B and C were normalized by SSUrRNA.
The black line represents the exponential decay fit of actinomycin-treated
samples. The discontinuous line represents the exponential decay fit of
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actinomycin + sinefungin-treated samples. Fit lines for B and C have R®> 0.90.
Results of a representative experiment. Data are shown as the mean £ S.E.
(n=3).

Figure 4. Arginine uptake in L. (L.) amazonensis. Promastigotes from wild-
type (WT), arginase knockout mutant (arg’), arginase genetically-complemented
mutant with glycosomal addressing signal (arg /ARG) and arginase-
complemented mutant without the glycosomal addressing signal (arg /argASKL)
were treated with labeled arginine for 5 min to determine the arginine uptake, as
described in the Material and Methods. Bars represent non-starved parasites
(black), 4-h starved parasites (white) and 4-h starved + 400 yM arginine
parasites (gray). Results of a representative experiment. Data are shown as the
mean + S.E. (n=3).

Figure S1. Sequence alignment of the 5’UTRs from 5.1 AAP3 mRNA and 4.7
AAP3 mRNA. Cyan-colored box represents the Spliced-Leader RNA sequence.
Gray box represents the ORF beginning. Blue boxes show the primers for
amplifying the 5.1 AAP3 mRNA, and the green boxes show the primers for
amplifying the 4.7 AAP3 mRNA.

Tables

Table 1. Primer sequences used in PCR reactions and the amplified
products

Name Sequence (5'-3") Used to:
TArg5U1KF GGT CCC CGA TAC ACA CATTC Amplify 5'UTR of 5.1 mRNA
TArg5U1KR GTC TCC CGT TTT GCA AGA GA

TArg5u500bF ACC ATT GTG GGT TAG TTATAC ATC C Amplify 5'UTR of 4.7 mRNA
TArg5u500bR CAA GAT CGC TAG CAG TGG AG
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Figure 1
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Figure 4
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