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RESUMO

Trinconi CM. Investigacdo sobre a atividade de ceramida sintase em Leishmania
amazonensis. [dissertacdo (Mestrado em Parasitologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo; 2011.

A leishmaniose é uma doenca tropical mundialmente distribuida, causada por mais de 20
espécies de protozoarios do género Leishmania, cuja transmissdo para o homem envolve
vetores da familia Psychodidae. Os medicamentos utilizados atualmente no tratamento da
leishmaniose cutanea e visceral tem apresentado multiplos problemas, sendo o resultado
frequentemente imprevisivel e insatisfatério. Devido a este fato, iniciou-se a busca por
novas alternativas quimioterdpicas em nosso laboratério. O principal candidato é o
tamoxifeno que se mostrou eficaz contra varias espécies de Leishmania in vitro e in vivo. A
partir disso, desenvolvemos estratégias experimentais para investigar possiveis mecanismos
de agao do tamoxifeno capazes de explicar seu efeito leishmanicida. Baseados em dados da
literatura e em experimentos preliminares identificamos a ceramida sintase (CerS) como
possivel alvo do tamoxifeno. Essa enzima é responsdvel pela sintese de ceramida, que
constitui o esqueleto de todos esfingolipidios. Assim sendo, propusemo-nos a investigar a
atividade de CerS em L. amazonensis e a interferéncia do tamoxifeno na atividade desta
enzima. ldentificamos, no genoma de L. amazonensis, uma fase aberta de leitura que
codifica uma proteina putativa similar a enzima CerS de Saccharomyces cerevisiae. A
composicdo da proteina traduzida a partir do gene de L. amazonensis, com 460 aminodcidos,
sugere a presenga de seis dominios transmembrana e possui uma sequéncia com alta
similaridade com o motivo Lagl que contem os aminodacidos essenciais para a atividade de
CerS. A organizacdo gendmica do gene CerS putativo de L. amazonensis foi verificada através
da técnica de Southern Blot, observando-se um padrao compativel com gene de cdpia Unica.
A estratégia experimental utilizada para caracterizar funcionalmente o gene de L.
amazonensis foi a de complementacdo em leveduras deficientes para os genes enddgenos
gue codificam CerS. N3o foi possivel demonstrar a atividade funcional da sequéncia através
dessa metodologia devido a possiveis eventos de recombinagao na levedura que levaram a

incorporacdo do gene LACI de S. cerevisiae pela célula transformada com o gene putativo de



Leishmania. Com a finalidade de investigar se o tamoxifeno interfere na atividade da CerS de
L. amazonensis, ensaios enzimaticos foram padronizados. Determinamos que a CerS de L.
amazonensis reconhece tanto esfingosina quanto esfinganina como base esfingdide
podendo, portanto, participar das vias de sintese de novo e de salva¢gdo. Uma caracterizacdo
parcial sobre os doadores de grupo acil indicou que tanto palmitoil CoOA como miristoil CoA
podem ser utilizados como doadores para sintese de ceramida in vitro. Mostramos que a
atividade de CerS em L. amazonensis ndo é sensivel a fumonisina B2, inibidor classico da
CerS em mamiferos. Observamos também que tamoxifeno ndo foi capaz de inibir a atividade
in vitro de CerS de L. amazonensis. Isto indica que o mecanismo leishmanicida de tamoxifeno
ndo estd relacionado a inibicdo da enzima CerS. Os resultados obtidos nesse trabalho
indicam que a atividade de CerS em L. amazonensis apresenta peculiaridades em relacdo a
outros organismos e sua caracterizacdo completa podera fornecer dados valiosos sobre o

metabolismo de esfingolipideos nestes protozoarios.

Palavras-chave: Leishmania. Ceramida Sintase. Ceramida. Esfingolipidios. Tamoxifeno.



ABSTRACT

Trinconi CM. Investigation of the ceramide shynthase activity in Leishmania amazonensis.
[Masters thesis (Parasitology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas de Sdo Paulo;
2011.

Leishmaniasis is a tropical disease of worldwide distribution, caused by more than 20 species
of protozoa of the Leishmania genus and transmited to humans through insects of the
Psychodidae family. Current treatments for cutaneous and visceral leishmaniasis often show
unpredictable and unsatisfactory results. In this context, our lab is searching for new
chemotherapeutic agents to be used as alternatives in leshimaniasis treatment. The most
promising candidate is tamoxifen which was shown to be effective against several species of
Leishmania in vitro and in vivo. Therefor, we have developed experimental strategies to
investigate possible mechanisms of action of tamoxifen that could explain its leishmanicidal
effect. Based on literature data and preliminary experiments we identified ceramide
synthase (CerS) as a possible target for tamoxifen. This enzyme is responsible for the
synthesis of ceramide, which constitutes the backbone of all sphingolipids. Therefore, the
aim of this study was to investigate the activity of CerS in L. amazonensis and the
interference of tamoxifen on its activity. An open reading frame that encodes a protein
similar to the Saccharomyces cerevisiae CerS was identified in the L. amazonensis genome.
The sequence of the translated protein, with 460 aminoacids, suggests the presence of six
transmembrane domains and possesses a sequence with high similarity to the Lagl motif
containing aminoacids that are essential for the CerS activity. The genomic organization of
the L. amazonensis CerS putative gene was verified by Southern Blot, showing a pattern
consistent with a single copy gene. The experimental strategy used to functionally
characterize the L. amazonensis gene was complementation of yeast strains deficient for the
endogenous CerS encoding genes. It was not possible to demonstrate the functional activity
of the sequence through this strategy because of possible recombination events within the
cells transformed with the putative gene of Leishmania that led to the incorporation of the S.
cerevisiae LAC1 gene. Enzymatic assays were standardized in order to investigate whether

tamoxifen interferes with CerS activity in L. amazonensis. It was determined that L.



amazonensis CerS can use both sphingosine and sphinganine as the sphingoid base, and thus
can participate in both the de novo and salvage pathways. A partial characterization of acyl
group donors indicated that both palmitoyl CoA as well as miristoil CoA can be used as
donors for ceramide synthesis in vitro. We showed that CerS activity in L. amazonensis is not
sensitive to fumonisin B2, a classical inhibitor of CerS in mammals. We also observed that
tamoxifen was not able to inhibit the in vitro activity of L. amazonensis CerS. This indicates
that the leishmanicidal activity of tamoxifen is not related to the inhibition of CerS. The
results obtained in this study indicate that the activity of CerS in L. amazonensis presents
peculiarites in relation to other organisms and its full characterization may provide valuable

data on the metabolism of sphingolipids in these protozoa.

Keywords: Leishmania. Ceramide Synthase. Ceramide. Sphingolipids.Tamoxifen.
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1.1 Adoenga

A leishmaniose é uma doenga tropical mundialmente distribuida afetando 12 milhdes
de pessoas. Estima-se incidéncia de 1,5 a 2 milhGes de novos casos de leishmaniose e 70 mil
mortes a cada ano (Reithinger et al., 2007). A Organizacdo Mundial de Saude (World Health
Organization, WHO) considera a leishmaniose como um dos maiores problemas de saude
publica na atualidade (Ashford, 1997). Mdiltiplos problemas como a epidemia do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), aumento de viagens internacionais, a auséncia de uma
vacina eficaz, dificuldades no controle de vetores, conflitos internacionais e o
desenvolvimento de resisténcia a quimioterapia sdo fatores capazes de elevar o nimero de
casos desta doenca (revisado em Sereno, 2007).

A leishmaniose é classificada como uma das “doencas mais negligenciadas” (Yamey e
Torreele, 2002) com base nos limitados recursos investidos em diagndstico, tratamento,
controle e sua grande associacdo com a pobreza. Entre todas as doencas tropicais, a
leishmaniose esta em segundo lugar em mortalidade e em quarto em morbidade no mundo
(Mathers et al., 2007). Trata-se de uma enfermidade com manifestagées clinicas complexas
dividida em duas principais formas: leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose cutanea (LC),
sendo a ultima subdividida em formas localizada (LCL), difusa (LVD) e mucocutdnea (LMC).

A leishmaniose é causada por mais de 20 espécies de protozoarios do género
Leishmania, cuja transmissdao para o homem envolve vetores da familia Psychodidae,

conhecidos como flebotomineos.

1.1.1 Leishmaniose Visceral

A LV é usualmente causada pelas espécies Leishmania donovani, L. infantum e L.
infantum chagasi e é caracterizada por febre progressiva, perda de peso, esplenomegalia,
hipergamaglobulinemia e pancitopenia (Camargo-Neves et al., 2006). Complicaces incluem
imunossupressao e infec¢do bacteriana secundaria, hemorragia e anemia (Bern et al., 2008).
A LV é letal em praticamente todos os casos ndo tratados (Desjeux, 1996) e em pacientes
tratados os niveis de fatalidade estdo entre 10% ou mais. Os sinais associados com alto risco
de mortalidade sdo ictericia, debilidade, anemia severa e co-infeccdo com HIV (Bern et al.,

2004; Collin et al., 2004; Rey et al., 2005).
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A LV é endémica em 70 paises, com alta incidéncia no Sul da Asia, onde foram
estimados 300 mil casos no ano de 2006. A incidéncia de LV relatada no Brasil dobrou de
1.500 casos por ano em 1980 para mais de 3.000 casos entre 2000 e 2005. Em 2006 chegou
a 4.000 casos relatados, representando o pais com a terceira maior concentracdo de casos
de LV (revisado em Alvar, 2008). No ano de 2009, a regido nordeste contabilizou 47% dos
casos brasileiros, com destaque para o estado do Ceard apresentando 629 casos (Brasil,
2010a). Atualmente, esta enfermidade ocorre em areas urbanas, periurbanas e rurais como
o Oeste do estado de S3ao Paulo e Sul do Mato Grosso do Sul, em adi¢cdo ao tradicional

endémico nordeste (Camargo-Neves et al., 2006).

1.1.2 Leishmaniose Cutdnea

A LC é mais frequentemente causada por L. major e L. tropica no velho mundo e L.
braziliensis, L. mexicana e espécies relacionadas no novo mundo (revisado em Reithinger et
al., 2007). A cicatrizacdo espontanea da lesdo pode ocorrer, mas requer meses ou anos,
dependendo da espécie causadora (Bern et al., 2008). A leishmaniose mucocutanea (LMC)
usualmente ocorre meses ou anos apos a cicatrizagao da LC primaria. Na maioria das areas
endémicas, 1 a 10% dos pacientes com LCL evoluem para a forma mucosa (revisado em
Reinthinger et al.,, 2007). Esta forma da doenga é mais comumente causada pela L.
braziliensis e pode causar destruicdo do septo nasal, palato e outras estruturas de mucosa,
evoluindo para mutilagao facial e, raramente, morte por envolvimento das vias aéreas
(Marsden, 1990). Outras formas complicadas incluem a LCD, que consiste em uma doencga
nodular nao-ulcerativa que se dissemina do sitio inicial de infeccdo para todo o corpo do
paciente e a leishmaniose recidivante, localizada em lesdes ndo cicatrizadas com lenta
progressdao. Ambas sdo raras, severas e dificeis de tratar (Bern et al., 2008).

A LC esta presente em pelo menos 82 paises, sendo que 90% dos casos ocorrem no
Afeganistdo, Argélia, Ird, Arabia Saudita, Siria, Brasil, Coldmbia, Peru e Bolivia com incidéncia
estimada de 1,5 milhdes de casos anuais (revisado em Desjeux, 2004; Modabber et al.,
2007). Nas Américas, a LC ocorre em todos os paises, dos Estados Unidos a Argentina, com
excecao do Uruguai e Chile (revisado em Bern et al., 2008), sendo que a maior incidéncia de

LC se da no Brasil com mais de 21.824 casos no ano de 2009 (Brasil, 2010b).
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1.1.3 Coinfecgdo Leishmania x HIV

Um fator que favorece o aumento na incidéncia de leishmaniose é a associagdao com
guadros de imunossupressao como ocorre em pacientes portadores do HIV que
desenvolvem a sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS). O primeiro caso de
leishmaniose associada a infeccdo por HIV foi identificado em 1985 e, desde entdo, o
numero de casos tem aumentado significativamente (Alvar et al.,, 2008). A co-infeccdo
Leishmania/HIV estd registrada em 35 paises (Alvar et al., 2008) de varios continentes - Asia,
Africa, América do Sul (inclusive o Brasil) e Europa - com aproximadamente 2 mil casos
notificados até o ano 2000, a maioria dos quais diagnosticados em paises do Sudoeste
Europeu como a Espanha, Portugal, Franca e Italia (Alvar et al., 1997; Camargo-Neves et al.,
2006). A infeccdo por HIV aumenta o numero de casos de LV em areas endémicas, reduz a
probabilidade de resposta a terapia e aumenta as chances de recidiva ao mesmo tempo que
a LV promove a progressao clinica da AIDS (Gradoni et al., 1996; Lopez-Velez et al., 1998;
Pintado et al.,, 2001; Rosenthal et al., 1995). A LV e a AIDS exercem um efeito prejudicial
sinérgico na resposta imune porque ambas atingem células do sistema imune celular (Olivier
et al., 2003; Olivier et al., 2003).

O maior numero de casos de co-infec¢do Leishmania/HIV foi reportado na Espanha
em 2001 onde 57% dos casos mundiais registrados estavam concentrados (Desjeux e Alvar,
2003). Ja no Brasil este percentual se apresenta inferior. Durante o periodo entre 2001 a
2005 apenas 0,1% dos pacientes com LC e 2% dos pacientes com LV estavam co-infectados
com HIV (Maia-Elkhoury et al.,, 2007). No entanto, a ampliacdo da area de distribuicdo
geografica da AIDS e sua expansao para camadas mais pobres da populagao e a crescente
urbanizacdo da LV, faz supor que a prevaléncia da co-infeccdo Leishmania/HIV venha a
aumentar nos proximos anos (Camargo-Neves et al.,, 2006). No geral, as formas clinicas
normalmente encontradas entre os casos de co-infeccao estdo distribuidas em: 43% LMC,
37% LV e 20% LC (Rabello et al., 2003).

O espectro clinico observado nos pacientes indica a complexidade da leishmaniose:
diversas espécies de Leishmania podem causar a doenga e muitas espécies de flebotomineos
e mamiferos tém sido implicados como vetores e reservatérios, respectivamente (revisado
em Reinthinger et al.,, 2007). Além disso, o estabelecimento da infeccdo primaria por

Leishmania e o desenvolvimento da doencga sdao dependentes de fatores como linhagem do
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parasita, hospedeiro, vetor, dose ou via de inoculacdo e ativacdo ou ndo dos macroéfagos
(revisado em Basu e Ray, 2005). A patogénese depende de varios fatores relacionados as
respostas imunes inata e adquirida do hospedeiro (por exemplo, recrutamento de

macrofagos, neutrofilos, células “natural killer”, células dendriticas) (Scott, 2005).

1.2 Ciclo de Vida

O ciclo de vida de Leishmania é caracterizado por trés diferentes formas e multiplas
variagcdoes que garantem sua sobrevivéncia nos hospedeiros. Basicamente, os macréfagos
infectados s3ao tomados pelo inseto onde, por lise celular, s3ao liberadas as formas
intracelulares conhecidas como amastigotas. No inseto, os parasitas atingem o intestino
médio onde se diferenciam nas formas multiplicativas denominadas promastigotas
prociclicas. Estas ultimas transformam-se nas formas promastigotas metaciclicas, que sdo
infectivas para o hospedeiro mamifero. Esse processo é conhecido como metaciclogénese.
Finalmente, durante o repasto sanguineo os promastigotas sao inoculados no hospedeiro
mamifero misturados com a saliva do inseto. Uma vez dentro do hospedeiro mamifero, as
formas infectivas sdao fagocitadas pelos macréfagos transformando-se em formas
amastigotas, que se multiplicam até a ruptura da célula hospedeira invadindo rapidamente

outras células (Bates, 2004; Gossage et al., 2003; Laison e Shaw, 1987).

1.3 Prevencdo e controle

O Programa de Controle da Leishmaniose no Brasil é baseado em trés principais
medidas aplicaveis a transmissdao de LV: diagndstico e tratamento de casos humanos,
controle dos vetores com o uso de inseticidas e triagem sorolégica com posterior eutanasia
de cdes positivos para leishmaniose. Estas estratégias de controle permanecem inalteradas
desde o ano de 1950 (revisado em Dantas-Torres e Brand3do-Filho, 2006) e infelizmente ndo
foram suficientes para reduzir a incidéncia de casos humanos (Braga et al., 1998; Costa e
Vieira, 2001). Ao contrario, a prevaléncia da leishmaniose tem aumentado a cada ano e a
doenga tornou-se um sério problema de saude publica em diversos estados brasileiros.

Em geral, o controle do vetor é uma das mais importantes medidas no controle das

doengas transmitidas por vetores, porém seu controle acaba sendo limitado devido a
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dificuldade de encontrar seus locais de reprodugdao e as formas imaturas destes insetos

(Dantas-Torres e Brandao-Filho, 2006).

1.4 Tratamento

O tratamento da leishmaniose apresenta multiplos problemas, com resultados
frequentemente imprevisiveis e insatisfatérios (Hepburn, 2000). Atualmente existem
aproximadamente 25 compostos e formulagdes que apresentam efeito anti-leishmania, mas
somente poucos deles tem se mostrado bem sucedidos para uso no tratamento da doenca
(Monzote, 2011). Devido ao fato dos esquemas terapéuticos atualmente utilizados serem
potencialmente toxicos, de administracdo parenteral na maioria dos casos obrigatéria e/ou
caros, a terapia da leishmaniose é ainda uma questao complexa, especialmente para
individuos imunossuprimidos.

Para a LV a quimioterapia sistémica é essencial sendo focada na eliminagao do
parasita uma vez que esta forma da doenca é fatal se ndo tratada. Ja para a LC o tratamento
sistémico é geralmente indicado para reduzir o risco de disseminacdo do parasita para a
mucosa ou viscera, reduzir o tempo de cura, limitar a morbidade causada por uma lesao de
pele grande ou persistente e reduzir as chances de recidiva. O tratamento intralesional tem
sido recomendado para lesbes pequenas e Unicas (< 5 cm) sem acometimento dos
linfonodos causada por espécies que tipicamente ndo disseminam para a mucosa ou visceras

(como a L. major) (Herwaldt e Berman, 1992; Murray et al., 2005).

1.4.1 Antimoniais Pentavalentes (Sb")

A Organizacdo Mundial de Salde recomenda tratar a leishmaniose cutanea e visceral
com antimoniais pentavalentes (Sb") (p.ex., estibogluconato de sédio ou antimoniato de
meglumine — Glucantime®) na dose de 20 mg/kg/dia por 20-28 dias consecutivos (revisado
em Reinthinger et al., 2007), evitando ultrapassar o limite de 850 mg de antimonio por dia,
devido a sua elevada toxicidade (Balana-Fouce et al., 1998). No entanto, o uso dos Sb" é
limitado pelo alto custo, administragao parenteral obrigatdria e efeitos adversos, alguns dos
guais bastante graves como: arritmias cardiacas, nefro, pancreato e hepatotoxicidade

(Kayser et al., 2001). Trata-se de um medicamento contra-indicado para individuos com
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sensibilidade a droga, determinadas condi¢des crdnicas, criangas muito jovens, gestantes e
lactantes (revisado em Armijos et al., 2004).

Recentes estudos em modelos animais de leishmaniose incluem o desenvolvimento
de formulagdes de Sb" associadas a lipossomos e beta-metilciclodextrina (B-CD). O uso de
lipossomos tem sido até agora o melhor método para melhorar a atividade do antimonial
contra a LV uma vez que resulta no direcionamento da droga para o sitio de infecgcdo (Collins
et al., 1993). A B-CD tem sido amplamente utilizada para aumentar a solubilidade e
consequentemente a biodisponibilidade oral de certas drogas (Irie e Uekama, 1997). A
associacao do Glucantime” 3 B-CD aumentou trés vezes a absor¢do do Sb' pela via oral,
provando ser uma formulagdo ativa em um modelo murino de LC (Demicheli et al., 2004).

Apesar do uso clinico dos antimoniais por mais de meio século, seu mecanismo de
acdo ainda ndo estd completamente esclarecido. Goodwin e Page, em 1943, sugeriram que

") no local de

os Sb" atuam como uma pré-droga sendo convertido a antimdnio trivalente (Sb
acdo ou proximo dele (Goodwin e Page, 1943). Porém, até agora, a biomolécula que
promove a reducdo do Sb' ao Sb" e o local onde esta reacdo ocorre ainda ndo foram
identificados (Frezard et al., 2001). O Sb" ¢é téxico para as formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania e acredita-se que ele interfere no processo de B-oxidacdo de
acidos graxos e glicolise do parasita, levando a deplecdo dos niveis de ATP intracelular
(Balana-Fouce et al., 1998).

A eficiéncia desses compostos tem-se reduzido significativamente devido a
resisténcia que os parasitas adquiriram nos ultimos 15 anos, principalmente no nordeste da
india. Acredita-se que a resisténcia surgiu devido ao fato do tratamento ser de longa
duracdo, doloroso e de alto custo, levando os pacientes a interromperem a terapia
precocemente. Além disto, nesta regidao o ciclo do parasita é antropondtico, o que favorece
a selecdo dos parasitas resistentes (Hadighi et al., 2006). No caso do Brasil, estudos
determinaram a eficcia do tratamento com Glucantime”. Em regides endémicas de infecgdo
por L. braziliensis e L. guyanensis, nos estados da Bahia e Amazonas, respectivamente, a taxa
de cura apds terapia com Sb' se apresentou baixa no ano de 2001 com 50,8% de cura nos
pacientes do estado da Bahia e apenas 26,3% no Amazonas (Romero et al.,, 2001). Outro
estudo mais atual realizado na regido AmazOnica mostrou que o tratamento com
Glucantime” em pacientes com LC levou a indices de cura inferiores a 55% (Chrusciak-Talhari

et al., 2011). Apesar destes fatos, Reinthinger et al. reuniram dados disponiveis na literatura
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e concluiram que o Sb’ administrado parenteralmente ou intra-lesionalmente continua
sendo o medicamento de primeira escolha no tratamento da leishmaniose (Reithinger et al.,
2007). As drogas de segunda escolha no tratamento desta doenca incluem anfotericina B e

pentamidina.

1.4.2 Anfotericina B

Durante a ultima década a anfotericina B (AmB) foi amplamente utilizada no
tratamento da LV. O principal mecanismo de acdo desta droga esta relacionado a formacao
de poros na membrana plasmatica do parasita, capazes de alterar o balanco i6Gnico e resultar
na morte celular (revisado em Croft e Coombs, 2003; Neumann et al., 2010).

Como o uso da AmB é limitado pela sua toxicidade e reagdes adversas, varias
formulagGes lipidicas menos toxicas foram desenvolvidas (por exemplo, AmBisome®,
Amphocil®, e Abelcet®). A AmB lipossomal apresenta o melhor indice terapéutico dentre as
drogas anti-Leishmania atuais (Lachaud et al., 2009) e tem demonstrado sucesso em
pacientes com LC e LV, particularmente em areas onde a resisténcia aos antimoniais tem
sido reportada (Berman, 2005; Desjeux, 2004; Mishra et al., 2007), porém seu alto custo tem
restringido seu uso (Nonata et al., 1997). Nestas formulacdes o desoxicolato foi substituido
por lipidios que reduzem a toxicidade da AmB e facilitam sua absorg¢ao pelas células do
sistema reticuloendotelial aumentando sua eficacia (Berman, 2005; Desjeux, 2004; Mishra et
al., 2007). A AmB lipossomal é indicada, ainda que cautelosamente, como tratamento de
escolha para pacientes com LV em insuficiéncia renal devido a sua eliminagdo extra-renal
(Craven et al., 1979) e a auséncia de medicamentos mais seguros.

Segundo a Société de Patologie Exotique, na Franca, a AmB lipossomal é a opgdo de
primeira escolha para a LV em pacientes imunocompetentes e imunossuprimidos (doses
acumuladas de 20 mg/kg e 30-40 mg/kg, respectivamente). Para pacientes com forte
imunossupressao é recomendada a profilaxia com AmB lipossomal, pentamidina e
antimoniato de meglumine por até seis meses até que a imunidade seja restaurada (revisado
em Buffet, 2011).

O sucesso do uso da AmB no tratamento da LV ndo pode necessariamente ser
extrapolado para a LC, devido a farmacocinética da AmB lipossomal na doenca cutanea ndo

estar bem estabelecida. Embora existam relatos de que o acumulo da droga na derme seja
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insuficiente (Gregoriadis, 1991) a administragdo intravenosa da AmB lipossomal se mostrou
eficaz contra LC experimental (Yardley e Croft, 1997). Um estudo prospectivo ndo
randomizado realizado por Solomon et al. em 2007, comparando a AmB lipossomal com o
estibogluconato de sédio para o tratamento da LC causada por L. braziliensis, ndo encontrou
nenhuma falha no grupo tratado com AmB lipossomal e poucos efeitos adversos (Solomon
et al.,, 2007). Além disso, outros estudos tém avaliado o uso da AmB lipossomal no
tratamento de pacientes imunocompetentes e imunossuprimidos com LC e LMC adquiridas
na América do Sul (Bolivia, Peru e Brasil) (Amato et al., 2004; Campos-Munoz et al., 2007;

Crofts, 1976; del Rosal et al., 2010; Di Lella et al., 2006; Sampaio et al., 1971).

1.4.3 Pentamidina

A pentamidina (diamidina) é mais toxica e menos eficaz do que os compostos ja
mencionados. Durante um curto periodo de tempo a pentamidina foi utilizada como a droga
de segunda linha para pacientes refratarios aos Sb" (Jha et al., 1991). Seu mecanismo de
acao leishmanicida inclui inibigao da biossintese de polimerases, interagao com a molécula
de DNA impedindo a replicagao e alteragao do potencial de membrana, os quais ainda nao
estdo claramente definidos (revisado em Croft et al.,, 2006). O uso da pentamidina é

reservado apenas aos casos de falha terapéutica das duas drogas anteriormente citadas.

1.4.4 Miltefosina

Diversos estudos tem proposto terapias alternativas para o tratamento da
leishmaniose. Dentre estas, talvez a mais promissora refere-se a utilizacdo de miltefosina,
uma droga de administragao oral que se mostrou eficaz em testes clinicos no tratamento da
LV em pacientes indianos (Sundar et al., 2002).

Machado et al. em 2010 realizaram um estudo randomizado e controlado que avaliou
a eficacia e seguranca de miltefosina versus Sb"' para o tratamento da LC em uma 4drea
endémica para L. braziliensis na Bahia. Seis meses ap0ds o tratamento a taxa de cura do grupo
tratado com Sb" foi de 53.3% e com miltefosina de 75%. A miltefosina foi mais efetiva que o

Sb" para pacientes na faixa etaria de 13 a 65 anos (Machado et al., 2010). As razdes para a
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miltefosina ser mais efetiva que o antimdnio nos adultos e ter eficacia similar em criangas
ndo sdo completamente compreendidas.

O mecanismo de citotoxicidade exato da miltefosina em Leishmania spp. ainda nao
foi determinado, embora muitos grupos tem se interessado e desenvolvido pesquisas sobre
este assunto. Verma e Dey (2004) demonstraram que miltefosina causa morte por apoptose
em promastigotas de L. donovani, assim como em amastigotas extra e intracelulares (Verma
e Dey, 2004).

Miltefosina tem sido utilizada na India de forma segura e efetiva no tratamento de LV
e também vem sendo estudada em pacientes com LC e imunossuprimidos com infec¢cdo por
HIV (Ritmeijer et al.,, 2006; Sinermann et al., 2004; Sundar et al., 2002). Apesar deste
sucesso, seu uso ainda é limitado devido ao seu potencial teratogénico (Croft e Coombs,
2003); a existéncia de linhagens de L. donovani resistentes a droga (Perez-Victoria et al.,

2003) e a sua eficacia variavel em diferentes regites geograficas (Soto et al., 2008).

1.4.5 Paromomicina

Um tratamento alternativo ainda em fase de testes clinicos é o uso de paromomicina
por via tépica que se mostrou efetiva contra L. major (Armijos et al., 2004). Diversas
preparacdes tdpicas de paromomicina foram testadas em associacdo com cloreto de
metilbenzetonio, uréia e gentamicina. Estas formula¢Ges tem mostrado resultados variaveis
de acordo com a espécie de Leishmania envolvida e da situagdo epidemioldgica (Sundar e
Chakravarty, 2008).

O mecanismo de agdo deste composto parece estar relacionado a interferéncia na
atividade mitocondrial do parasita, por meio da inibicdo da respiracdo celular e
despolarizacdo da membrana (Croft e Coombs 2003; Croft et al., 2006). Assim como ocorre
com miltefosina, a resisténcia a paramomicina pode ser induzida experimentalmente em
promastigotas de L. donovani in vitro. A resisténcia é especifica para a paromomicina,
estavel e seu mecanismo parece estar relacionado a diminuigdo do acumulo intracelular da
droga (Maarouf et al., 1998). A paromomicina foi descrita como uma alternativa viavel para
as populacdes endémicas com pouco acesso aos antimoniais ou para individuos em que o

uso de Sh" é contra-indicado.
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1.4.6 Outras alternativas

Diferentes estratégias vem sendo desenvolvidas para se pesquisar novas drogas anti-
leishmania como a otimizacdo da terapia com drogas existentes, identificacdo dos sitios
ativos de drogas anti-parasitarias atuais e desenvolvimento de compostos andlogos, terapia
combinada com drogas convencionais e exploracdo de produtos naturais (Na-Bangchang e
Karbwang, 2009).

Monzote realizou um levantamento sobre todas as drogas leishmanicidas atuais ja
patenteadas (Monzote, 2011). Além das anteriormente citadas outras drogas ja clinicamente
utilizadas incluem azois (fluconazol, cetoconazol, itraconazol e posaconazol) (Al-Abdely et al.,
1999; Alrajhi et al., 2002), alopurinol (Koutinas et al., 2001) e sitamaquina (Dietze et al.,
2001).

Uma nova alternativa é a azitromicina, um antibiodtico macrolideo que possui diversas
caracteristicas favoraveis, como: via de administragao oral ou intravenosa; meia-vida longa
(Lalak e Morris, 1993); acumulo nos tecidos, especialmente nos macroéfagos (Gladue et al.,
1989); auséncia de contra-indicagdo para o uso em criangas e mulheres gravidas e efeitos
toxicos leves (Steigbigel, 1995). Estudos envolvendo L. major demonstraram efeitos diretos
da droga sobre a viabilidade do parasita (Krolewiecki et al., 2002).

Outros compostos que demonstraram atividade anti-leishmania e também anti-
tripanossoma sdao os bifosfonatos que atualmente sdo utilizados no tratamento da
osteoporose, doenga de Paget e hipercalcemia (Martin et al., 2001). Além disso, inUmeros
compostos derivados de partes de plantas ou mesmo de extratos vegetais mostraram-se
ativos contra Leishmania spp. (revisado em Sen e Chatterjee, 2011). Um exemplo diz
respeito a atividade de Drimys brasiliensis miers (Winteraceae), mais conhecida como casca-
d’anta ou cataia, que ja é utilizada na medicina popular brasileira gragas as suas
propriedades analgésicas e anti-inflamatdrias. O extrato hexano bruto desta planta assim
como o seu principal derivado, o serquiterpeno poligodial, mostraram-se ativos contra
formas promastigostas e amastigotas de varias espécies de Leishmania in vitro na faixa entre
22 e 62 pg/ml, sendo que curtos periodos de incubacdo resultaram em intensos danos
ultraestruturais no parasita (Correa et al., 2011).

Outros compostos naturais também vem sendo testados, a exemplo de metabdlitos

oriundos de organismos marinhos contra variadas espécies de Leishmania. Tempone et al.
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reuniram diversos dados que demonstram a potente atividade leishmanicida de diversos
metabolitos secundarios isolados de macro e microorganismos marinhos como peptidios,
terpenoides, alcaloides e esteroides (Tempone et al., 2011).

A terapia combinada de medicamentos leishmanicidas ja existentes tem sido uma
estratégia alternativa interessante que possui certas vantagens tedricas como a
possibilidade de sinergismo, toxicidade reduzida, menor tempo de tratamento e menor
probabilidade de desenvolvimento de resisténcia (Pink et al., 2005). Algumas terapias
combinadas em estudo sdo: estibogluconado de sédio com paromomicina (Melaku et al.,
2007), com alopurinol (Llanos-Cuentas et al., 1997), com miltefosine (Omollo et al., 2011) e
com IFNy (Sundar et al., 1997) e miltefosine com AmB lipossomal (Omollo et al., 2011).

Apesar do desenvolvimento de novos farmacos e da busca por compostos com
atividade leishmanicida, os antimoniais pentavalentes, anfotericina B, pentamidina,
paromomicina e miltefosina ainda constituem as principais op¢des terapéuticas para a
leishmaniose. Todas elas possuem diversas desvantagens importantes conforme exposto
anteriormente. Desta forma, devido a resisténcia aos antimoniais ja reportada para isolados
de Leishmania e a auséncia de um medicamento ideal para o tratamento da leishmaniose, a
busca por novas alternativas quimioterdpicas torna-se imprescindivel. Com base nessa
urgente necessidade, foram iniciadas pesquisas em nosso laboratério com o intuito de
verificar o potencial leishmanicida de compostos anticancer, dentre eles o tamoxifeno ([Z]-2-
[4-(1,2-difenil-1-butenil)-fendxi]-N,N-dimetiletanamina), um conhecido quimioterapico

utilizado no tratamento do cancer de mama.

1.5 Tamoxifeno

O tamoxifeno é um modulador seletivo do receptor de estrogeno (SERM) que se
tornou o tratamento de escolha para mulheres com cancer de mama responsivo a hormonio
em todos os estagios (ambos receptor de estrégeno e/ou progesterona positivos) (Powles,
1997). Inicialmente, na década de 1960, pesquisadores pensavam que a semelhanga do que
ocorria em ratos (Harper e Walpole, 1967a; Harper e Walpole, 1967b), o tamoxifeno
promovesse uma agdo contraceptiva em mulheres. No entanto, ocorreu o oposto, ele
induziu a ovulacdo (Klopper e Hall, 1971; Williamson e Ellis, 1973), sendo utilizado até hoje

em mulheres sub-férteis com um eixo hipotalamo-pituitaria-ovario funcional. O primeiro uso
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clinico do tamoxifeno para o carcinoma de mama foi descrito por Kistner e Smith em 1960
(Ward, 1973), sendo aprovado em 1973 como uma opc¢ao alternativa para o tratamento
hormonal do cancer de mama no Reino Unido. Desde entdo, ele é o quimioterapico mais
prescrito no mundo (Goss et al., 2005). Atualmente nos EUA ele também é utilizado como
agente quimioprotetor em mulheres com alto risco de desenvolver cancer de mama,
reduzindo a incidéncia da doenca em 50% nas pacientes em pré- ou pés-menopausa (Cuzick
et al., 2003; Fisher et al., 1998). O tamoxifeno é usualmente administrado em doses diarias
de 20 mg atingindo concentragdes teciduais préoximas a 30 UM (Altan et al., 1999).

Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer, existe uma significativa
associacao entre o uso do tamoxifeno e o risco de desenvolvimento de carcinoma
endometrial (Williams-Brown, 2011). Em adicdo, esta droga induz patologias uterinas
benignas, como hiperplasia e polipose proliferativa, além de aumentar o risco de eventos
trombo-embdlicos (Singh et al., 2007). Contudo, o aparecimento destes efeitos é em grande
parte descrito em pacientes tratados com tamoxifeno por periodos prolongados (Bergman
et al., 2000).

Por causa da sua agao pro-estrogénica em outros tecidos alvo, o uso do tamoxifeno é
associado com varios efeitos benéficos, como: manutencdo e/ou, até certo ponto,
restauracdo da densidade mineral dos ossos de mulheres na menopausa (Love et al., 1992),
reducdo do colesterol sérico responsavel pela reducdo de infartos agudos do miocardio e
angina (Chang et al., 1996) e indu¢do da ovulagdo em pacientes com ovario policistico
(Steiner et al., 2005).

Além disso, o tamoxifeno possui atividades independentes da interacdo com o
receptor de estrégeno, como: protegdo contra a peroxidagdo lipidica (Wiseman e Halliwell,
1994), modificacdo da atividade da proteina quinase C (PKC) (Gundimeda et al., 1996),
ativacdo da sinalizagdo de segundos mensageiros lipidicos (Cabot et al., 1995), antagonismo
da calmodulina (Rowlands et al., 1990) e redugdo dos niveis de nucleotideos ciclicos (Lopes
et al., 1990). Além disso, o tamoxifeno influencia varios aspectos do metabolismo de lipidios
em células intactas e tecidos por mecanismos ainda ndo determinados.

Outro efeito do tamoxifeno independente de receptor de estrogeno é a
sensibilizacdo de células tumorais resistentes a quimioterapicos. Altan et al. (1999)
verificaram que estas células sequestram a adriamicina em organelas acidas distantes do seu

local de agdo e que o tamoxifeno promove a redistribuicdo da droga para o nucleo. A
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determinagdo do pH subcelular mostrou que o tamoxifeno causa alcalinizagdo das organelas
acidicas sem afetar significantemente o pH citosdlico ou nuclear (Altan et al., 1999).

Estudos prévios em nosso laboratério mostraram que o tamoxifeno é ativo contra
varias espécies de Leishmania in vitro (Miguel et al., 2007) e in vivo (Miguel et al., 2008;
Miguel et al., 2009). A partir disso, desenvolvemos estratégias experimentais para investigar
possiveis mecanismos de acdo do tamoxifeno capazes de explicar seu efeito leishmanicida.
Os dados disponiveis na literatura sobre os efeitos do tamoxifeno em células tumorais
incluem uma variedade de alvos metabdlicos, dentre eles a via de biossintese das ceramidas
(Cabot et al., 1996).

A ceramida constitui o esqueleto de varios esfingolipidios (SLs) de importancia
bioldgica presentes em células de mamiferos. Os SLs sdo componentes essenciais da
membrana de eucariotos pluricelulares e unicelulares, incluindo protozoarios da familia

Kinetoplastidae, como Leishmania (Sutterwala et al., 2008).

1.6 Os Esfingolipidios

Os esfingolipidios (SLs) atuam como importantes mediadores da sinalizacdo celular,
além de participarem em varios aspectos criticos e fundamentais da biologia celular,
incluindo endocitose, resposta ao estresse, crescimento, diferenciagdo, apoptose e
oncogénese (Shayman, 2000). Eles sdo encontrados preferencialmente em membranas
plasmaticas do reticulo endoplasmatico, Golgi e lisossomos, mas também foi demonstrada
sua presenca em membranas de mitocondria (Bionda et al., 2004) e do nucleo (Watanabe et
al., 2004).

A estrutura caracteristica destas moléculas é uma base esfingoide ou base de cadeia
longa constituida, em geral, por 18 a 20 atomos de carbono, contendo grupamentos hidroxi
no carbono-1 (C-1) e no carbono-3 (C-3) e um grupamento amino no carbono-2 (C-2), com
saturacdo ou ndo entre os carbonos 4 e 5 e grupos metila inseridos ao longo da cadeia
carbonica (Figura 1). Estima-se mais de 60 diferentes tipos de bases esfingoides, sendo que
as principais encontradas em eucariotos sdo: esfingosina, esfinganina ou dihidroesfingosina
e a 4-hidroxiesfingosina ou fitoesfingosina (Figura 1). As bases esfingoides podem ser N-
aciladas no grupamento amino livre do C-2 por um 4cido graxo, gerando a ceramida (Figura

1). Os acidos graxos da ceramida variam no tamanho da cadeia (14 a 30 carbonos), grau de
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insaturacdo (mas sdo principalmente saturados) e presenca ou auséncia de um grupo

hidroxila (revisado em Merril e Sandhoff, 2002).
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Figura 1. Estrutura de C18-ceramida e de bases esfingdides: esfingosina, esfinganina e fitoesfingosina.

Além disso, componentes polares podem ser adicionados a hidroxila do C-1 por uma
ligacdo fosfodiéster ou glicosidica formando os diferentes SLs (Nelson, 2002). Este
grupamento polar divide os SLs em diferentes subclasses: (1) os fosfoesfingolipidios (PSL)
[modificados com fosfocolina no grupamento polar formam esfingomielinas, com
fosfoetalonamina gerando etalonamina fosforilceramida ou com fosfatidil inositol formando
inositolfosforilceramida (IPC)]; (2) os glicoesfingolipidios (GSL) neutros (com agucares ndo
carregados no grupamento polar como a glicose, galactose, N-acetilglucosamina, N-
acetilgalactosamina e frutose formando os cerebrosidios); (3) os GSL acidos (com um
oligossacarideo no grupamento polar e com grupos ionizados como o fosfato, sulfato ou
acido sidlico formando os gangliosidios); (4) os GSL basicos e (5) os GSL anfipaticos (Merril e
Sandhoff, 2002; Nelson, 2002).

O principal PSL em mamiferos é a esfingomielina, embora a etalonamina
fosforilceramida também esteja presente. Ao contrario do observado em mamiferos e

plantas, os parasitas do género Leishmania ndo sintetizam esfingomielina e
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glicoesfingolipidios complexos (Kaneshiro et al., 1986). Neste caso, o esfingolipidio
predominante é o IPC (Figura 2) que corresponde a cerca de 5 a 10% dos lipidios totais de
membrana (Kaneshiro et al., 1986). J& Trypanosoma cruzi sintetiza IPC (Figueiredo et al.,
2005) e esfingomielina (Oliveira et al.,, 1977), enquanto que T. brucei sintetiza
esfingomielina, etalonamina fosforilceramida e IPC (Sutterwala et al., 2008). A abundancia
de IPC em Leishmania e sua auséncia em células de mamiferos tém sugerido que esta via

pode ser um bom alvo para intervencdo terapéutica (Denny et al., 2004).

Figura 2. Estrutura de inositolfosforilceramida (IPC).

A glucosilceramida, galactosilceramida e lactosilceramida sao os mais comuns GSLs
neutros em organismos superiores. Plantas e fungos contém GSLs com carboidratos de
estruturas relativamente simples, enquanto que os animais possuem uma grande variedade
de GSLs, desde os simples aos mais complexos (revisado em Merril e Sandhoff, 2002).

GSLs neutros tem sido isolados de amastigotas de L. amazonensis e parecem exercer
papel na invasdao do parasita, uma vez que anticorpos monoclonais especificos para os
epitopos dos seus carboidratos bloquearam a invasdo do amastigota no macréfago (Straus
et al., 1993). A origem destes GSLs neutros é desconhecida, uma vez que eles podem ser
sintetizados pelo parasita ou resgatados do hospedeiro mamifero.

Os SLs podem se associar com o colesterol e proteinas de membrana plasmatica, em
particular as proteinas ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (GPI), formando microdominios
conhecidos como “lipid rafts” (Brown e London, 1998; Simons e lkonen, 1997). Em
promastigotas de L. major estes rafts correspondem a 10% da composicdo lipidica total
(revisado em Zhang e Berveley, 2010). Em eucariotos, esses microdominios de membrana
tem sido implicados em um grande numero de fungdes celulares, incluindo trafico de
proteinas ancoradas por GPl na membrana apical de células epiteliais (Brown e London,

1998), triagem endocitica de proteinas ancoradas por GPl (Chatterjee et al., 2001),
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modulacdo da transducdo de sinal da imunoglobulina E em mastdcitos e basofilos (Baird et
al., 1999) e de receptores de antigenos das células T e B (Magee et al., 2002; Pierce, 2002).
Além disso, os SLs contribuem para a estabilidade de outros tipos de estruturas
bioldgicas, como os corpos lamelares que mantém a permeabilidade da barreira da pele e
lipoproteinas. Os SLs sao também reconhecidos por virus, bactérias e toxinas bacterianas
como uma forma de se ligar e invadir a célula via membrana plasmatica (revisado em Merril

e Sandhoff, 2002).

1.6.1 A via de biossintese de ceramida

Em eucariotos, a sintese de novo de ceramida (Figura 3), precursora dos SLs, se inicia
com a condensacdo do palmitoil CoA e serina, formando 3-cetoesfinganina (Brady e Koval,
1958), pela a¢do da enzima serina palmitoil transferase (SPT). A reducdo para a formacdo de
esfinganina (dihidroesfingosina) é entdo catalisada pela 3-cetoesfinganina redutase, a qual é
dependente de NADPH (Stoffel et al., 1968). A dihidroceramida (N-acilesfinganina) é
formada pela reagao de acilagao da esfinganina catalizada pela enzima ceramida sintase na
presencga de acil-CoA. Por fim, a enzima dihidroceramida desaturase promove uma reagao de
desaturacdo gerando a ceramida (N-acilesfingosina) no reticulo endoplasmatico, que é entdo
convertida em SLs complexos no aparato de Golgi. Em geral, todas as enzimas associadas
com a sintese de novo da ceramida estdo presentes no reticulo endoplasmatico (Mandon et
al., 1992).

Em L. major, a maioria das moléculas de IPC contem uma base esfingoide de 16
carbonos (d16:1), o que sugere que a SPT de L. major utilize preferencialmente o miristoil
CoA como substrato para a condensacdo com serina (Hsu et al., 2007). Tal fenémeno difere
das células de mamifero e de leveduras (S. cerevisiae) que utilizam majoritariamente
palmitoil CoA na sintese de seus SLs (Pinto et al., 1992; Williams et al., 1984).

Outro meio para a formacao da ceramida é a via de salvacdo, onde a ceramida pode
ser formada pela hidrélise da esfingomielina, dos cerebrosideos ou a partir de bases
esfingoides livres.

Embora as leishmanias ndo sintetizem esfingomielina, foi demonstrado que
promastigotas de L. major possuem uma IPC hidrolase (ISClp) com atividade de

esfingomielinase (SMase), sugerindo que o parasita degrade a esfingomielina do hospedeiro,
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0 que possivelmente auxiliaria na sua sobrevivéncia no interior do macréfago (Zhang et al.,
2009). Quatro anos antes o mesmo grupo sugeriu algo semelhante sobre a importancia da
via de salvagao nestes parasitas baseados no estudo com mutantes de Leishmania deletados
para a SPT. Como estes amastigotas ndo possuiam a sintese de novo de SLs e continham
qguantidades suficientes de IPC, um SL ausente em células de mamifero, provavelmente estas
células sejam capazes de adquirir e remodelar os lipidios do hospedeiro em SLs e PLs

proprios (Zhang et al., 2005), utilizando a via de salvacdo para sintese de ceramidas.
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Figura 3. Esquema simplificado da via de biossintese dos esfingolipidios em mamiferos. A ceramida pode ser
formada de novo (rosa), pela hidrélise da esfingomielina (azul), dos cerebrosideos (verde), ou a partir de
base esfingdide livre (laranja) e servir como substrato para a sintese de ceramida-1-fosfato,
esfingomielina, glicoesfingolipidios ou esfingosina. C1PP: ceramida-1-fosfato fosfatase; CRS:
cerebrosidase; CK: ceramida cinase; DAG: diacilglicerol; DES: dihidroceramida desaturase; GCS:
glucosilceramida sintase; PC: fosfatidilcolina; S1PP: S1P fosfatase; SMS: esfingomielina sintase; SMase:
esfingomielinase; SPT: serina palmitoil transferase; SK: esfingosina cinase; S1Pliase: esfingosina 1
fosfatase liase.

Fonte: Modificado de Ogretmen e Hannun, 2004.
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A ceramida também age como precursora de outros lipidios essenciais, sendo convertida
a etanolamina fosfato (EtN-P) para uso na via de Kennedy (Zhang et al., 2007) e subsequente
sintese de PSLs (SM, EPC e IPC) e GPIs (Sevova et al., 2010). Em L. major o metabolismo de
SLs e de fosfatidiletalonamina sdo ligados pela etanolamina fosfato, a qual pode ser gerada
pela degradacdo de bases esfingoides fosforiladas (Zhang e Beverley, 2010).

As enzimas participantes da via de SlLs de Leishmania que ja foram caracterizadas
experimentalmente incluem serina palmitoiltransferase (LmjF34.3740 e LmjF35.0320),
esfingosina-1-fosfato liase (LmjF30.2350), IPC sintase (LmjF35.4990) e inositol
esfingolipidiofosfolipase C-like (LmjF08.0200). Outras enzimas que ainda ndo foram
caracterizadas, porém seus genes putativos ja foram identificados no genoma de L. major
incluem a ceramida sintase, ceramidase e esfingosina cinase (Figura 4) (Zhang e Beverley,

2010).

Serina + Acil-CoA
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Figura 4. Via de biossintese de esfingolipidios em Leishmania. SPT: serina palmitoil transferase; SK: esfingosina
quinase; CerS: ceramida sintase, CDase: ceramidase, IPCS: IPC sintase, ISCL: inositol
esfingolipidiofosfolipase C-like, SPL: esfingosina 1 fosfato liase, LCB: base esfingoide de cadeia longa.
Fonte: Modificado de Zhang e Beverley, 2010.

A via de biossintese de novo de ceramida em L. major foi examinada
independentemente por dois grupos (Denny et al., 2004; Zhang et al., 2003). Ambos os
estudos demonstraram que a expressdo da subunidade 2 da SPT (enzima que participa da

primeira etapa da sintese de novo da ceramida) é estdgio regulada, sendo que a proteina
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estd normalmente expressa no estagio de promastigota prociclico, pouco expressa no
promastigota metaciclico e indetectavel no amastigota. Estas informacdes sugerem que a via
de biossintese de novo de ceramida é ativamente reduzida nas formas patogénicas de
Leishmania. Além disso, parasitas mutantes deletados para o gene que codifica a
subunidade 2 da SPT sdo capazes de infectar um modelo murino (Denny et al., 2004),
confirmando que o primeiro passo na via de novo de biossintese de ceramida é
desnecessaria para a sobrevivéncia da Leishmania no macrofago do hospedeiro e para sua
patogénese. Provavelmente o amastigota deve compensar a auséncia da sintese de novo
sequestrando GSLs do hospedeiro in vivo, possivelmente como um meio de evasao do
sistema imune do mamifero (Winter et al., 1994). Ao contrdrio das formas infectivas, os
promastigotas prociclicos mutantes spt2” sdo incapazes de se diferenciar eficientemente em
metaciclicos infectivos, o que resulta em atraso no estabelecimento da infecgdo (Denny et
al., 2004). Ao contrario do observado por Zhang et al. (2003), os estudos de Denny et al.
indicaram que estes promastigotas possuem um transporte de membrana deficiente e
expressam quantidades anormais de glicoconjugados, culminando na rapida morte celular.
Desta forma, a conclusdo mais marcante destes estudos é que a atividade da SPT nao é
essencial para os amastigotas dentro do macréfago, evidenciando a importancia da via de
salvacdo nesta fase do parasita.

Mais recentemente, Zhang et al. demonstraram que a adi¢gao de etanolamina a
culturas de promastigotas mutantes spt™ reverte o fenétipo. Isto sugere que a etanolamina
possa ser um dos principais produtos da via de biossintese de SLs em Leishmania e
precursora responsavel pela integracdo desta via a biossintese de fosfolipidios complexos

(Zhang et al., 2007; Zhang et al., 2010).

1.6.2 Papel das Ceramidas

Estudos com células leucémicas humanas (HL-60) demonstraram o potente efeito
anti-proliferativo da ceramida (Okazaki et al., 1990). Posteriormente, Jayadev et al. (1995)
demonstraram a relacdo direta entre o acumulo intracelular de ceramida e a inibicdo do
ciclo celular em fase Go/G; e apoptose (Jayadev et al., 1995). Diversos outros estudos tem

demonstrado estes efeitos relacionados com ceramida de variados tamanhos (C2-, C8- e
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C16-) em diferentes linhagens celulares (Jarvis et al., 1994; Obeid et al., 1993; White-
Gilbertson et al., 2009).

Varios estimulos extracelulares foram implicados na relagdo entre aumento da
producdo de ceramida e inibicdo do crescimento, diferenciacdo e senescéncia celular ou
apoptose. Alguns exemplos destes estimulos sdo TNF-o, TGF-f3, IL-2, IFN-y, progesterona,
1,25-(OH)2 vitamina D3, FAS ligante, radiacdo ionizante, choque térmico, vincristina,
bloqueadores de canal de célcio, inibidores da PKC e toxinas bacterianas (revisado em
Shaymam, 2000). Inversamente, os fatores de crescimento estdo sempre associados com um
aumento da esfingosina que regula importantes processos celulares como a organizagao do
citoesqueleto de actina, endocitose, ciclo e sobrevida celular (Smith et al., 2000) e
esfingosina-1-fosfato que atua na sobrevivéncia celular, migracdo e inflamagao (Hla, 2004).
Estas atividades opostas levaram Cuvilier a propor um modelo “yin yang” (equilibrio) dos SLs
intracelulares como a ceramida e a esfingosina-1-fosfato que possuem papéis opostos.
Neste modelo, existe um “reostato” dentro das células, onde o ajuste dos SLs determina se
as células sofrerdo proliferacdo ou apoptose (revisado em Shaymam, 2000).

Ratha et al. (2006) estudaram o efeito tumoricida da fragdo lipidica rica em
esfingolipideos de promastigotas de L. donovani em células de melanoma. Essa fracdo
desencadeou diversos eventos intimamente relacionados com a apoptose. Isto indica que
um ou mais SLs presentes na fracao lipidica de L. donovani poderiam ser o agente causal
para a indugdo da apoptose em células de melanoma (Ratha et al., 2006). Ghosh et al. (2001)
mostraram que a infecg¢do por L. donovani induziu aumento dos niveis de ceramida em
macrofagos, que levou a supressdao do burst respiratério, facilitando a sobrevivéncia dos
parasitas dentro do macréfago (Ghosh et al., 2001). Todos estes fatos contribuem para se

pensar na ceramida como um novo alvo terapéutico no futuro.

1.6.3 O efeito do Tamoxifeno na Via das Ceramidas

Cabot et al. (1996) realizaram estudos para verificar se o tamoxifeno seria capaz de
atuar na inibicdo de determinada(s) enzima(s) do metabolismo de ceramida em células
neoplasicas resistentes a multiplas drogas (KB-V-1) e em linhagem celular de melanoma
(M10). Estes pesquisadores constataram que o tamoxifeno inibe a atividade da

glicosilceramida (GlcCer) sintase, a enzima catalisadora da glicosilagao de ceramida (Cabot et
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al., 1996). Com base nestas informagdes, iniciou-se em nosso laboratdrio a investigagao
sobre a interferéncia do tamoxifeno no metabolismo de ceramida em Leishmania. Esta
abordagem foi escolhida com o intuito de se identificar possiveis mecanismos de agao do
tamoxifeno que explicassem sua atividade leishmanicida. A partir de ensaios de
cromatografia em camada delgada com extratos totais de lipidios de culturas de L.
amazonensis marcadas com Cg-NBD-ceramida e submetidas ao tratamento com tamoxifeno,
PDMP (D-treo-1-fenil-2-decanoilamino-3-morfolino-1-propanol) e MAPP (N-miristoilamino-
fenilpropanol-1), inibidores especificos da atividade de GlcCer sintase e de ceramidase,
respectivamente, observou-se que o tamoxifeno altera o metabolismo de SLs de
promastigotas e amastigotas (Miguel, 2011). A interferéncia deste farmaco na biossintese de
SLs complexos foi drastica e, a partir destes dados, foi iniciada a investigacdo da modulacao

da atividade de diversas enzimas desta rota pelo tamoxifeno.

1.7 Ceramida Sintase

A ceramida sintase (CerS) é uma importante enzima da via das ceramidas. Ela catalisa
a acilagdo tanto da esfinganina (biossintese de novo) como da esfingosina (via de salvagao)
para formar seus derivados N-acil, os quais sdo usualmente referidos como dihidroceramida
(N-acilesfinganina) e ceramida (N-acilesfingosina), respectivamente (Wang e Merrill, 2000).

A CerS é de interesse cientifico ndo sé pelo fato de catalisar a sintese de ceramida
(principal esqueleto dos lipidios), mas pelo fato de ser alvo de numerosos metabdlitos
microbianos (Wang e Merrill, 2000), como a fumonisina. A fumonisina B1 (FB;) produzida
pelo Fusarium moniliforme inibe a atividade da CerS sendo responsavel por intoxicagdes em
animais como leucoencefalomalacia equina (Kellerman et al.,, 1990), sindrome do edema
pulmonar suino (Harrison et al., 1990), hepatocarcinoma em ratos (Howard et al., 2001) e
nefropatia em ratos (Voss et al., 1993) e coelhos (Gumprecht et al.,, 1995). Esta toxina
também estd associada com o desenvolvimento do cancer de es6fago em humanos (van der
Westhuizen et al.,, 2010; Wang e Merril, 2000). A toxina alternaria, um analogo da FB1,
também possui atividade de inibicdo da CerS (Merrill et al., 1993). Ambos os inibidores
possuem semelhanga estrutural em relagao a fitoesfingosina, que é a LCB predominante em

fungos. Outro composto, a Australifungina, isolada do fungo Sporormiella australis (Mandala
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et al., 1995), é capaz de inibir a atividade de CerS em leveduras, porém ndo é um andlogo
estrutural da fitoesfingosina.

Foi demonstrado que trés genes, LAG1, LAC1 e LIP1, estdo relacionados a atividade
de CerS em Saccharomyces cerevisiae (Guillas et al., 2001; Vallee e Riezman, 2005). LAG1 e
LAC1 s3ao genes homologos e codificam proteinas transmembrana do reticulo
endoplasmatico funcionalmente redundantes. Células mutantes com dupla delegdo, lagIA
lac1A, apresentaram reducgdo dos niveis de SlLs devido a perda da reacdo da CerS
dependente de CoA (Guillas et al., 2001). A LIP1p forma um complexo heteromérico com
LAG1p e LAClp e é necessaria para a sintese de ceramida in vitro e in vivo em S. cerevisiae
(Vallee e Riezman, 2005), porém, nenhum homadlogo ao LIP1 em animais ou plantas foi
encontrado alinhando-se sequéncias codificadoras para este gene. No entanto, genes
homoélogos ao LAG1 foram encontrados em uma ampla variedade de eucariotos como
homem (NM_021267.3), camundongo (NM_172856.3) e Caenorhabditis elegans (U42438),
sugerindo que LAGlp e LAClp formem a subunidade catalitica da CerS e LIP1p uma
subunidade regulatdria do complexo.

O gene LAGI1 (“longevity-assurance gene 1”) foi descrito em 1994 com o papel de
regular o tempo de vida e envelhecimento de leveduras (D'Mello et al., 1994). Neste estudo
foi observado que o LAG1 é diferencialmente expresso durante o periodo da vida replicativa
da célula, isto é, predominantemente nas células jovens. Além disso, células hapldides
deletadas para LAG1 exibiram aumento do tempo de vida, isto é, um aumento da média de
divisGes celulares desenvolvida por uma Unica célula (D'Mello et al., 1994).

O gene LACI1, previamente nomeado como gene DGT1 (“delayed GPl-anchored
protein transport”) foi descrito em 1999 por Barz e Walter. Devido a semelhanca estrutural
das proteinas LAGp e LACp com as proteinas da familia TRAM estes pesquisadores
investigaram se estes genes também estavam envolvidos no sistema de transporte de
membrana. Utilizando células deletadas para laglA e laclA, observaram que a LAGlp e
LAC1p facilitam, mas ndo sdao essenciais para o transporte das proteinas ancoradas em GPI.
Desta forma, os autores acreditam que a delecdo do LAGI e LACI possa prejudicar a
biogénese ou viabilidade dos SLs e, portanto, adiar a maturagao das proteinas ancoradas por
GPI de forma indireta (Barz e Walter, 1999). Em um estudo mais recente, White-Gilbertson
et al. (2009) utilizaram RNA de interferéncia para a CerS 6 humana para estudar sua

importancia na morte celular programada. Como resultado, obteve-se um especifico e
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significativo decréscimo do conteudo de Cl6-ceramida, o qual foi suficiente para inibir a
apoptose. Além disso, observaram que a CerS 6 também inibiu a transloca¢cdo da caspase 3
ativada para dentro do nucleo, sugerindo um novo mecanismo de interferéncia dessa
enzima na morte celular programada (White-Gilbertson et al., 2009).

Considerando-se portanto os dados preliminares obtidos no laboratério que
indicavam que o tamoxifeno é capaz de interferir na biossintese de SLs de Leishmania e
tendo em conta o papel essencial da ceramida e a importancia da regulagdo de seus niveis
no ambiente intracelular, nos propusemos neste trabalho a caracterizar a atividade de CerS
em L. amazonensis e investigar a interferéncia do tamoxifeno na atividade desta enzima bem
como as consequéncias acarretadas na via metabdlica dos SLs, com o intuito de melhor

esclarecer e compreender seu efeito leishmanicida.



2 OBJETIVOS



45

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar molecular e funcionalmente o gene que codifica a ceramida sintase de L.

amazonensis e investigar a possivel interferéncia do tamoxifeno na atividade desta enzima.

2.2 Objetivos Especificos

No que diz respeito a caracterizacdo do gene de CerS de Leishmania, propde-se:

« analisar a sequéncia génica e proteica da CerS de L. major, L. infantum e L.
braziliensis in silico.

« clonar, sequenciar e caracterizar o gene de CerS de L. amazonensis.

e expressar o gene putativo em sistema de complementacdao em Saccharomyces

cereviseae.

Quanto a investigacdo da interferéncia do tamoxifeno na atividade da CerS de
Leishmania amazonensis, pretende-se:
« padronizar o ensaio enzimatico de CerS in vitro com extrato microssomal de L.
amazonensis.

« determinar o perfil da atividade da enzima na presenga de tamoxifeno.



3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 Materiais

3.1.1 Organismos:

3.1.1.1 Bactérias

Escherichia coli [linhagem DH5a (F'¢ 80dlacZ A M15 A(lacZYA-argF) U169 endAl
recA1l hsdR17 (rymy’) deoR thi-1 pHoA supE44 X gyrA96 relAl) (Gibco-BRL) cultivada em
meio LB (bacto-triptonal%,; extrato de levedura 0,5%; NaCl 0,18 M).

3.1.1.2 Leishmania sp

Promastigotas de L. amazonensis (MHOM/BR/73/M2269) foram cultivados em meio
M199 (Gibco BRL) suplementado com 10% de soro fetal bovino, HEPES 40mM pH 7,4,
adenina 0,1 mM, hemina 0,005% e penicilina/estreptomicina 100 pg/mL e incubados a 25

°C, com repiques semanais.

3.1.1.3 Leveduras

Cepas de Saccharomyces cerevisiae YPK9 (gendtipo: ade2-101°", his3-A200, leu2-
A1, lys2-801°™"*" trp1-A63, ura3-52) e YPK9 Alacl Alagl pBM150 LAC1 (genétipo: ade2-
101°"®  his3-A200, leu2-Al, lys2-801°™, trp1-A63, ura3-52., lagl::TRP1, lac1l::LEU2) com
plasmidio pBM150 LAC1 (marcador uracila) foram cultivados em meio rico contendo 2% de
glicose ou galactose (YPD e YPGal, respectivamente) ou em meio minimo contendo 2% de
glicose ou galactose (SDaa e SGaa, respectivamente), suplementados com adenina, histidina,
leucina, lisina, triptofano e uracila quando necessario; sendo incubadas a 30 °C por 48 horas
quando cultivadas em meio sélido e a 30 °C, 160 rpm, O.N. quando cultivadas em meio
liqguido. Estas cepas foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Andreas Conzelmann do

Departamento de Medicina da Universidade de Fribourg, Suica.
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3.1.2 Plasmidios

3.1.2.1 pCR2.1-Topo

Vetor linearizado com uma Unica desoxitimidina (T) nas extremidades 5 e 3’

conferindo um sitio eficiente de clonagem “AT” para produtos de PCR. Possui

aproximadamente 3,9 kb e confere resisténcia a ampicilina.

3.1.2.2 pYES6/CT/lacZ

Vetor de expressdo em leveduras de 8.847 bp. Possui o promotor de galactose e

confere resisténcia a blasticidina. Foi gentilmente cedido pelo Prof° Dr. Andreas Conzelmann

do Departamento de Medicina da Universidade de Fribourg, Suica.

3.1.1 Oligonucleotideos

Oligonucleotideos Sequéncia TM (° C)
CerSL ORF 5’ 5'TgC TgC TgA gCATCA Tgg CgCTTC 3’ 71
CerSL ORF 3’ 5'CTACTCCTT CCg CTT ggA ggA gC3’ 69

LAC Sc F1 5’ TCg ACC TCg ggg ACA CTg TACC 3’ 59,4
LAC Sc F2 5’ ACC gTC ATg CCT ggA TAg CTC CC 3’ 60,1
LAC Sc R1 3'CCg TTC gCT ATT Agg TTACAC g 5' 61
LAC Sc R2 5' CCg AAA ggA CCg gAAACA CCg g 3' 60
URA3 ScF 5’ Tgg Agg gCA CAg TTA AgC CgC 3’ 59,4
URA3 ScR 5" TCCgCCgCCTgCTTCAAACC 3 60,3
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3.1.4 Antibidtico de selegdo

3.1.4.1 Blasticidina S HCI

E um antibidtico nucleosidico isolado de Streptomyces griseochromogenes que inibe
a sintese de proteina em células procariotas e eucariotas (Takeuchi et al., 1958; Yamaguchi
et al., 1965). A resisténcia é conferida pela expressdo de pelo menos um dos genes de
blasticidina S deaminase: BSD de Aspergillus terreus (Kimura et al., 1994) ou bsr de Bacillus
cereus (lzumi et al., 1991). Estas deaminases convertem a blasticidina S a um derivado ndo
téxico (lzumi et al., 1991). A concentracdo do antibidtico utilizada nos experimentos foi de

200 pg/ml. Este produto foi adquirido da empresa Invitrogen™.

3.1.5 Enzimas de restrigdo

Todas as enzimas de restricdo utilizadas foram adquiridas de New England Biolabs ou

Fermentas e as digestdes foram realizadas seguindo o protocolo descrito pelo fabricante.

3.1.6 Reagentes

3.1.6.1 Acido 5-Fluorético (“5-fluorouracil-6-carboxylic acid monohydrate: 5-FOA”)

Utilizado na genética molecular de leveduras para detectar expressao do gene URA3,
que codifica orotina-5’-monofosfato (OMP) decarboxilase. As leveduras com um gene URA3
ativo (Ura+) convertem o 5-FOA a fluorodesoxiuridina, a qual é tdxica para a célula. Cepas de
leveduras mutantes no gene URA3 crescem na presenca de 5-FOA, se o meio for
suplementado com uracila. O produto é utilizado na concentracdo de 1 mg/ml e foi
adquirido das empresas Fermentas e Sigma.

Os demais reagentes de grau P.A. utilizados neste estudo foram comprados das

empresas Sigma ou Merck.
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3.2 Métodos

3.2.1 Extra¢do de DNA Genémico de Tripanosomatideos

Culturas de promastigotas de fase estaciondria de L. amazonensis, com
aproximadamente 1 x 10° células, foram centrifugadas a 3.000 g por 10 minutos.
Posteriormente, o sedimento foi lavado trés vezes com PBS estéril e ressuspenso em NaCl
150 mM (1 mL/g de célula). A suspensdo foi adicionada, gota a gota, em TES (Tris 150 mM
pH 7,5; EDTA 50 mM pH 8,0; SDS 1%) a 65 °C (20 mL/g de célula), sob leve agitacdo, e tratada
com pronase (200 ug/mL) a 45 °C por 2 horas. Apés adicionar o mesmo volume de
fenol:cloroférmio:éalcool isoamilico (25:24:1, v/v/v) e incubar sob agitacdo leve a
temperatura ambiente por uma hora, centrifugou-se o homogenato por 10 minutos a 10.000
g, e ao sobrenadante adicionou-se 0,1 volume de acetato de sdédio 3 M pH 7,0 e 2 volumes
de etanol 100% gelado; o precipitado foi enrolado em pipeta Pasteur, seco, ressuspenso em
agua e tratado com RNase A (20 pug/mL) a 37 °C durante 1 hora. Adicionou-se NaCl e SDS
para concentracdo final de 0,2 M e 0,5%, respectivamente, para tratamento com proteinase
K (50 ug/mL) a 45 °C por 1 hora. A solugdo foi novamente submetida a extragdo com
fenol:cloroféormio:alcool isoamilico (25:24:1, v/v/v), e o DNA precipitado com acetato de
sédio e etanol 100% foi lavado duas vezes com etanol 70%, seco e ressuspenso em TE (Tris

10mM pH 7,5; EDTA 1 mM).

3.2.2 Purificagdo de DNA Genémico de Leishmania em Pequena Escala

A purificagdo de DNAg em pequena escala foi realizada conforme descrito por Medina-
Acosta e Cross (1993). Culturas de promastigotas em fase estacionaria de L. amazonensis
contendo aproximadamente 1 x 108 células foram centrifugadas a 3.000 g por 10 minutos,
desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento de células em 1 mL de PBS
estéril. As células foram passadas para um tubo eppendorf e novamente centrifugadas a
3.000 g por 5 minutos. O sedimento foi entdo ressuspenso em 150 uL de TELT (Tris-HCI 50
mM pH 8,0; EDTA 62,5 mM pH 9,0; LiCl 2,5 M; Triton X-100 4%) e incubado a temperatura
ambiente por 5 minutos. Acrescentou-se 1 volume de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico

(25:24:1, v/v/v), misturou-se por inversdo por 5 minutos e em seguida centrifugou-se a
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13.000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo ao qual se
acrescentaram 2 volumes de etanol 100% gelado. A mistura foi incubada a temperatura
ambiente por 5 minutos e em seguida centrifugada a 13.000 g por 5 minutos. O precipitado
foi seco por 30 minutos a 42 °C, ressuspenso em 50 UL de TE e tratado com RNase A (200

ug/mL) a 37 °C durante 1 hora.

3.2.3 Purificagdo de DNA Genémico e plasmidial de Saccharomyces cerevisiae

Para a purificagdo do DNA genomico e plasmidial de S. cerevisiae aproximadamente 1 x
108 células foram lavadas com Sorbitol 1,2 M, centrifugadas a 16.000 g por 20 segundos,
ressuspensas em 0,1 mL de solucdo de Zymoliase (Sorbitol 900 mM, Citrato de Sddio pH 7.0
90 mM, EDTA pH 8 54 mM, Zymoliase 1 mg/mL, B-mercaptoetanol 1%) e incubadas por 30
minutos a 30 °C. Os esferoblastos foram lavados 3 vezes com Sorbitol 1.2 M, ressuspensos
em 0,1 mL da solugdo miniprep | (Glicose 50 mM, Tris-HCL pH 8.0 25 mM, EDTA 10 mM), 0,1
mL da solugdo miniprep Il (NaOH 0,2M, SDS 1%), agitando por inversdo, e 115 uL de NaOAc
pH 4,8 5 M. A solucdo foi homogeneizada e centrifugada a 16.000 g por 2 min, em
microcentrifuga. Ao sobrenadante recuperado foi adicionado 0,6 mL de etanol 100%. A
mistura foi incubada em gelo seco por 5 min ou a — 20 °C por 20-30 min e centrifugado a
16.000 g por 5 min. O sedimento foi dissolvido em 200 uL de NH4OAc 2M e o DNA
precipitado com 0,6 mL de etanol 100% como descrito acima. O DNA sedimentado foi lavado
com etanol 80% por duas vezes, seco em aparelho Eppendorf Vacufuge Concentrator
Modelo 5301 (Eppendorf North America, Westbury, NY, U.S.A.) e ressuspenso em 20 ul de

agua.

3.2.4 Reagdo de Polimerizagdo em Cadeia (PCR)

As reacoes de amplificacdo foram realizadas segundo Saiki et al. (1985) e Mullis et al.
(1986). O DNA contendo a sequéncia alvo foi submetido a reagao com volume final de 50 puL
em tampado de Taqg Platinum polimerase 1X (Tris-HCl 20 mM pH 8.4, KCl 50 mM) contendo
MgCl, 1,5 mM; dNTPs 200 puM; Taq Platinum polimerase 2,5 Ul (Invitrogen™) e 100 ng de
cada um dos oligonucleotideos. A reacdo contendo os pares de oligonucleotideos CerSL ORF

3’ e CerSL ORF 5’ para a amplificagdo do gene CerS de L. amazonensis foi inicialmente
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incubada a 94 °C por 1 minuto sendo em seguida submetida a 35 ciclos de amplificagao, com
as seguintes etapas: 1 minuto a 94 °C, 1 minuto na temperatura de anelamento (variando de
61 °Ca 69,1 °C) e 80 segundos a 72 °C. Para a extensao final utilizamos a temperatura de 72
°C por 7 minutos. O mesmo foi realizado para amplificar o gene LAC1 de S. cerevisiae
utilizando quatro pares de “primers” distintos: Par 1 (LAC Sc F1 x LAC Sc R1), Par 2 (LAC Sc F1
x LAC Sc R2), Par 3 (LAC Sc F2 x LAC Sc R1), Par 4 (LAC Sc F2 x LAC Sc R2). Todas as reacoes
foram submetidas a temperatura de desnaturagdo de 94 °C por 1 minuto, anelamento de 60
°C por 40 segundos e de extensdo de 72 °C por 50 segundos para os pares 1 e 2 e 35
segundos para os pares 3 e 4. Os demais passos foram realizados como descrito acima.
Outro par de oligonucleotideos foi sintetizado para amplificar a regido que cerca a insercao
Ty presente no gene Ura3-52 do genoma da cepa YPK9 de S. cerevisiaze. Os mesmos
procedimentos foram realizados para a reacdo de cadeia em polimerase com excec¢do do
tempo de extensdo que foi de 6 minutos. A amplificacdo dos produtos esperados foi
verificada submetendo-se uma aliquota de 10 pL da reagdo a eletroforese em gel de

agarose.

3.2.5 Eletroforese de DNA

Para separacao dos fragmentos de DNA utilizamos géis de agarose com concentracgées
entre 0,8 a 1,5% em tampdo TAE 1X (Tris-acetato 40 mM; EDTA 1 mM) e corados com
brometo de etidio (0,75 pg/mL). Os géis foram observados em transiluminador ultravioleta
(UV) e fotografados em ImageQuant (Molecular Dynamics, CA) (Amersham Pharmacia
Biotech, NJ). Como padrdo de peso molecular foi utilizado DNA do fago A (Gibco BRL)

digerido com a enzima de restrigdao Hind III.

3.2.6 Southern Blot

A transferéncia dos fragmentos de DNA foi realizada segundo Southern (1979), sendo

utilizada membrana de Nylon (Amersham Hybond™-N*).
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3.2.7 Reagoes de Hibridizagdo

Marcagdo das sondas utilizadas: A marcagao do fragmento de DNA de CerSLa foi feita
através da técnica de “random priming” (Feinberg et al.,, 1983) utilizando-se o kit
“Hexalabel™ DNA Labeling” (Fermentas), na presenca de o-[*’P]-dCTP (New England
Nuclear, atividade especifica de 3.000 Ci/mmol).

Reacbes de hibridizagdo: A pré-hibridizagao foi feita em tampdo composto de
formamida 50%, SSPE 5X, Denhardt 2X, SDS 1% e 20 ug/mL de DNA de esperma de salmao a
37 °C por 2 horas. As reagdes de hibridizagao foram realizadas a 37 °C por 16 horas no
mesmo tampao acrescido de 30 pg/mL DNA de esperma de salmdo, previamente fervido
com a sonda marcada. As duas primeiras lavagens das membranas hibridizadas foram feitas
a temperatura ambiente com solugao contendo SSC 2 X e SDS 0,1%. As lavagens de

estringéncia foram feitas com SSC 0,1 X e SDS 0,1 % a temperatura de 65°C.

3.2.8 Clonagem Molecular

Para a ligacdo do produto amplificado (CerSLa) com o plasmidio de clonagem pCR®2.1-
TOPO utilizamos uma proporcao inserto: vetor de 8:1 em reacdo contendo tampao de
ligacdo (Tris-HCL 10 mM pH 8,3, KCl 50 mM, MgCl, 2,5 mM, albumina sérica bovina 0,1
mg/mL, B-mercaptoethanol 7 mM, ATP 0,1 mM, dithiothreitol 2 mM, espermidina 1 mM) e
T4 DNA ligase 1 Ul (Gibco-BRL). A mistura foi incubada a 14 °C por 16 horas.

A digestdao com as enzimas Kpn | e Not | do plasmidio obtido permitiu liberar o inserto a
ser subclonado no plasmidio de expressdo pYES6/CT. A preparacdo do vetor foi feita pela
modificacdo do plasmidio pYES6/CT/lacZ, que foi digerido com as enzimas Kpn | e Not |,
resultando na liberacdo de um fragmento contendo o gene lacZ. A separacdo do plasmidio
pYES6/CT do fragmento lacZ foi realizada por eletroforese em gel de agarose “Low Melting”
(GibcoBRL), no qual as bandas a serem clonadas foram recortadas do gel. Uma aliquota das
amostras foi aplicada em gel de agarose para quantificacdo. A reacdo de ligacdo do
plasmidio pYES6/CT com o inserto de CerSlLa foi realizada utilizando-se 20 ng de vetor e 20
ng de inserto em tampdo nas mesmas condicdes descritas anteriormente e foi incubada a 16

°C por 16 horas. A proporgdo de inserto: vetor utilizada foi de 4,5:1.
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3.2.9 Preparacgdo da Bactéria Competente

O método utilizado foi uma variagdo do descrito por Cohen et al. (1972), no qual as
bactérias sdo tratadas com cloreto de calcio. Uma colénia de E. coli DH5a foi inoculada em 3
mL de meio LB e incubada a 37 °C por 16 horas. Um indculo de 500 pL desta cultura foi
transferido para 100 mL de meio LB, e a cultura foi incubada a 37 °C, sob agitacdo constante,
até uma DOggg entre 0,3 e 0,6. Em seguida a cultura foi resfriada a 4 °C, centrifugada a 3.000
g por 10 minutos a 4 °C, lavada com 40 mL de CaCl, 50mM gelado, mantida no gelo por 10-
20 minutos e novamente centrifugada nas mesmas condi¢cdes. O precipitado foi entao
ressuspenso em 5-10 ml de CaCl, 50mM, proporcional a D.O.g inicial, contendo 15% de

glicerol. As bactérias competentes foram mantidas a -70 °C.

3.2.10 Transformagdo e Plagqueamento

Apos a ligagdo, o DNA foi misturado a 200 pL de bactéria E. coli DH50 competentes e
incubado a 4 °C por 15 minutos. Em seguida, a mistura foi submetida a choque térmico a 42
°C por 90 segundos e a novamente transferida para o gelo por 1 minuto. Foram adicionados
800 uL de meio LB e a mistura foi incubada a 37 °C por 1 hora. A cultura foi plaqueada em LB
com 120 pg/mL de ampicilina e incubada a 37 °C por 16 horas. Dez colénias foram
selecionadas para extracao de plasmidio e confirmacdo da ligacdo por padrdo de restricdo
com Eco Rl (pCR2.1-TOPO [CerSLa]) ou Kpn | e Not | (pYES6/CT [CerSLa]), seguindo,

respectivamente, para o sequenciamento e transformagdo em leveduras.

3.2.11 Extrag¢do de DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi purificado conforme uma modificagdo do método de Birnboim e

Dolly (1979) e utilizando-se o Kit “QlAprep Spin Miniprep” (QIAGEN), conforme orientacdo

do fabricante.
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3.2.12 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento automatico foi realizado segundo o método descrito por Sanger e
Coulson (1975) modificado para utilizacdo de terminadores fluorescentes. Utilizou-se o kit
“Big dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” (Applied Biosystems). A reacdo
foi incubada por 1 minuto a 96 °C e em seguida, 30 ciclos de 15 segundos a 96 °C, 15
segundos a 50 °C e 4 minutos a 60 °C. O produto da reagdo de PCR foi precipitado pela
adicdo de 90 ul de isopropanol 66%, seguido de agitagdo e incubagdo a temperatura
ambiente por 15 minutos. Apds incubagdao, o DNA foi centrifugado a 16.000 g por 20
minutos e entdo lavado com isopropanol 75% gelado. Em seguida, o DNA foi centrifugado a
16.000 g por 10 minutos, seco e ressuspenso em 20 pl de TSR (“Template Supression

Reagent”), para o sequenciamento no aparelho ABI Prism 3.100 Genetic Analiser.

3.2.13 Andlise das Seqiiéncias de Nucleotideos

A andlise das sequéncias obtidas foi realizada utilizando-se o programa Lasergene
(DNAStar Inc., Madison, WI, U.S.A.) e a busca de similaridade foi processada utilizando-se o
programa BLAST (Altschul et al.,, 1990) (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e GeneDB
(www.genedb.org/Homepage). Os alinhamentos foram feitos com o auxilio do programa

Clustal W (Chenna et al., 2003) (www.ebi.ac.uk/clustalw) e refinados manualmente.

3.2.14 Teste de Confirmacgdo de Cepa de Leveduras

O teste de confirmagdo de cepas de leveduras consiste no plaqueamento das
leveduras em meio minimo SD (para cepas selvagens) ou SG (para cepas deletadas)
suplementada com os aminoacidos essenciais (adenina, histidina, leucina, lisina, triptofano e
uracila) e em meios SD ou SG na auséncia de um destes aminoacidos. Primeiramente as
cepas YPK9 (selvagem) e YPK9 Alacl Alagl (deletada) foram estriadas em meio YPD e YPGal,
respectivamente, e incubadas a 30 °C por 48 horas. Em seguida, realizamos a técnica de
“replica plating” (Lederberg e Lederberg, 1952) onde as placas primarias (YPD e YPGal) foram
impressionadas em um disco coberto com veludo e as placas de Petri secundarias (SDaa ou

SGaa faltando um dos aminodcidos) foram impressionadas com as mesmas colonias de
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microorganismos da primeira placa, reproduzindo o padrdao “espacial” das colbnias da
primeira placa. Os meios foram incubados a 30 °C por 72 horas e o crescimento das
leveduras nos diversos meios foi analisado conforme o genétipo apresentado por cada cepa.
As colOnias que cresceram nos meios adequados foram cultivadas isoladamente em meio

rico liquido e utilizadas no estudo.

3.2.15 Teste de Sensibilidade a Blasticidina

O teste de sensibilidade a blasticidina (Invitrogen™) foi realizado para obtermos a
concentragdo minima necessdria para inibir a multiplicagao de S. cerevisiae, uma vez que a
faixa de inibicdo deste antibidtico é muito ampla para leveduras (25 a 300 pg/mL). Para isto,
cepas YPK9 selvagem e deletada foram plaqueadas com D.O.go9 de 1, 0,1, 0,01, 0,001 e
0,0001 em meio YPD suplementado com 25, 50, 75, 100 e 200 ug/mL de blasticidina e
incubadas a 30 °C por 48 horas, determinando-se a concentragdo minima que resultava em

inibicdo completa do crescimento.

3.2.16 Complementag¢do em Leveduras

A transformacdo de S. cerevisiae cepa YPK9 selvagem e deletada com a construgdo
pYES6/CT [CerSLa] foi realizada conforme Gietz e Schiestl (2007). Aproximadamente 2 x 10°
células, cultivadas em meio liquido rico (YPD ou YPGal), foram lavadas trés vezes em agua
estéril e incubadas a 42 °C por 40 minutos no tampdo de transformacdo (PEG 6.000 50%,
LiAc 1 M, 300 pg DNA de esperma de salmao) contendo 1 pug DNA plasmidial. As células
foram centrifugadas a 13.000 g por 30 segundos, ressuspensas em meio YPD ou YPGal e
incubadas a 30 °C por 2-3 horas. Em seguida, as leveduras transformadas foram plaqueadas
em meio sélido de selecdo (YPDBIlast ou YPGalBlast) e incubadas a 30 °C por 3-4 dias. As
células transformadas foram submetidas a duas passagens em meio seletivo e,
posteriormente, em meio seletivo acrescido de 1 mg/ml de 5-FOA (Fermentas e Sigma-

Aldrish).
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3.2.17 Purificagédo de Microssomos de Figado de Camundongo

A purificagdo da fragao enriquecida em microssomos de figado de camundongo foi
realizada conforme Liu et al. (2010) com algumas modificacdes. Depois de anestesiados
(Buitrago et al., 2008), os animais foram submetidos a sangria e tiveram seu sistema
circulatério submetido a lavagem com PBS 1X através de inje¢do intra-cardiaca até o figado
apresentar-se com uma coloracdo amarelada. O érgdo foi removido e lavado imediatamente
em KCI 0,15 M gelado por 3 vezes e, em seguida, homogeneizado com 2 volumes de tampao
Tris-HCL 0,05 M pH 7,4, EDTA 1mM e sacarose 0,25 M, utilizando homogeneizador de vidro
do tipo Dounce. O homogeneizado foi tratado com Inibidores de Protease (Sigma-Aldrich),
centrifugado a 10.000 g por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi ultracentrifugado a
100.000 g por 60 minutos a 4 °C em ultra-centrifuga Beckman Optima™ TLX
Ultracentrifugue com o rotor TLA120. O sedimento foi ressuspenso em tampao Tris-HCl

0,05M e armazenado a — 70 °C.

3.2.18 Purificagdo de Microssomos de Trypanossoma cruzi

A purificacdo da fracdo enriquecida em microssomos de T. cruzi foi obtida conforme
Figueiredo (2008). Formas epimastigotas em fase exponencial foram lavadas (2X) em PBS
com centrifugacdo de 1.500 g por 10 min a 4 °C. O precipitado contendo 5 x 10'° células foi
suspenso em 10-20 mL de tampao STE (Tris-HCI pH 7.4 25 mM, sacarose 250 mM, EDTA 1
mM). A suspensdo foi centrifugada (1.500 g, 10 min, 4 °C) e o sedimento suspenso em 1-5
mL de tampdo A [STE contendo 2-mercaptoetanol 10 mM, PMSF 0,1 mM e coquetel de
inibidores de protease (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich - 50 ul para cada 1 mL de
preparagao) composto por: AEBSF 20 mM, E-64 28 uM, Bestatina 260 UM, Leupeptina 1,8
UM, Aprotinina 0,6 UM e EDTA 2 mM]. O material foi transferido para um almofariz de
porcelana e macerado entre os ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio
liquido (4 a 5 ciclos). A fracdo microssomal foi obtida por centrifugacdo diferencial. O
macerado de células foi primeiramente centrifugado a 5.000 g por 10 min a 4 °C para
remover as células ndo lisadas e o nucleo, sendo o sobrenadante coletado submetido a
centrifugacao de 27.000 g por 10 min a 4 °C. A fragao microssomal foi obtida por ultra-

centrifugacdo do sobrenadante obtido a 100.000 g por 90 min a 4 °C na ultra-centrifuga
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Beckman Optima™ TLX Ultracentrifugue com o rotor TLA111. O sedimento foi ressuspenso
em 1 ml de solucdo de estocagem que é igual ao tampdo A, porém com apenas 5 mM de 2-
mercaptoetanol, distribuido em aliquotas de 20 pl e armazenado a -80 °C. Para a
preparaco iniciada com 5 x 10 células obteve-se uma amostra contendo 39 mg de

proteina/ml.

3.2.19 Purificagdo de Microssomos de Leishmania

A fim de obter a fracdo enriquecida em microssomos de L. amazonensis em
concentragdes adequadas diversos protocolos foram testados. Iniciamos com o sugerido por
Previato et al. (1998) com algumas modificacBes. Aproximadamente 5 x 10° promastigotas
de L. amazonensis em fase estacionaria foram lisadas por choque térmico (congelamento em
N, liquido e aquecimento a 37 °C por cinco vezes) e, em seguida, homogeneizados em
Dounce. O homogenato foi diluido em tampdo Tris/Sacarose (Tris-HCl 25 mM pH 7,4,
sacarose 250 mM / 10-20 mL por 2.10" promastigotas), tratado com Inibidores de Protease
(PMSF 1 mM, Benzamidina 2 mM, Leupeptina 50 uM, Fenantrolina 5 mM, Inibidor de
Tripsina 50 pg/mL) e centrifugado a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
ultracentrifugado a 120.000 g por 1 hora na ultra-centrifuga Beckman Optima™ TLX
Ultracentrifugue com o rotor TLA111 e a fragdo microssomal presente no sedimento foi
ressuspensa em tampdao Tris/sacarose. O extrato microssomal foi armazenado a — 70 °C. Para
a preparacdo iniciada com 5 x 10° células obteve-se uma amostra contendo 30 ug de
proteina/ml, a qual foi utilizada para realizar o 1° ensaio enzimatico (Leishmania e
microssomos de figado). Outros protocolos também foram utilizados, como os descritos por
Figueiredo (2008), ligoutz (1999) e Mahoney e Turco (1999) com algumas modificacGes. O
procedimento de Figueiredo (2008) ja descrito acima (“Purificacdo de microssomos de T.
cruzi”) foi adaptado para 5 x 10’ promastigotas de L. amazonensis em fase estacionéria (4°
dia de cultura), sendo obtida uma preparacdo com 0,4 mg de proteina/ml. O protocolo de
llgoutz (1999), por sua vez, foi adaptado ao protocolo de Figueiredo (2008), onde as células
apo6s serem lavadas com PBS foram ressuspensas em uma solugdo hipotonica (tampao A sem
sacarose) e lisadas por passagem em seringa e agulha (26G) por 12 vezes. O material
contendo células lisadas foi submetido a centrifugacdo diferencial conforme Figueiredo

(2008), porém excluindo a segunda centrifugagdo de 27.000 g, 10 min. Este procedimento
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obteve um rendimento de 9 mg de proteina/mL. O protocolo descrito por Mahoney e Turco
(1999) também foi adaptado ao procedimento de Figueiredo (2008). Neste caso, a lise dos
parasitas foi realizada por sonicacdo (4 vezes por 15 segundos na poténcia 40) (Unique
Ultrasonic). A fracdo microssomal foi obtida por centrifugacdo diferencial conforme
Figueiredo (2008), sendo excluida a segunda centrifugacdo de 27.000 g, 10 min. Obteve-se
um rendimento de 28 mg de proteina/mL a partir de 5 x 108 promastigotas, de 130 mg/mL a

partir de 1 x 10" células e 56 mg/mL a partir de 3 x 10" células .

3.2.20 Quantificagdo de Proteina

As proteinas presentes na fracdo enriquecida em microssomos foram quantificadas
pelos métodos descrito por Bradford (1976) utilizando-se o kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-

Rad®) ou por Smith et al. (1985) com BCA Protein Assay Kit (Pierce®).

3.2.21 Ensaio para Detecg¢do de Atividade da Enzima Ceramida Sintase

Para a padronizacdo do ensaio enzimatico do controle e de Leishmania, diversos

protocolos foram testados:

a- Inicialmente o ensaio enzimatico in vitro da CerS foi realizado conforme Wang
e Merril (2000). A mistura de reagdo (total de 100 pul) contendo tampao fosfato
de potédssio 25 mM (pH 7,4), DTT 0,5 mM, [*H]-esfingosina 1-10 uM
(PerkinElmer, atividade especifica de 18,2 Ci/mmol), palmitoil CoA (Sigma) 50-
100 pM e 25-150 pg de extrato microssomal de figado de camundongo foi
incubada durante 15 minutos a 37 °C. A reacdo enzimatica foi interrompida
pela adigao de 1 mL de metanol e 0,5 mL de cloroférmio, seguida de extragao
dos SLs por cloroféormio. Para isto, foram adicionados 25 pg de ceramida ndo
marcada como carreadora dos produtos da reacdao e 1 mL de cloroférmio. Apds
intensa agitacdo, 3 mL de agua Mili-Q foram adicionados, sendo a solugdo
novamente agitada intensamente e centrifugada a 1.000 g por 10 minutos a 4
°C. A fase organica foi recuperada e seca por N, gasoso. Para a analise por TLC,
as amostras foram dissolvidas em 40 pL de metanol: cloroférmio (1:2) e

aplicadas em placas de aluminio com silica 60 (cromatofolha de aluminio



60

HPTLC, MERCK), a qual foi submetida a dois sistemas de corrida: 1) o sistema
de corrida descrito por Ichikawa et al. (1994) que consiste em sistema
clorofémio: metanol: agua (60:35:8, v/v/v) em 20% de corrida da placa e
cloroférmio:metanol:acido acético (90:2:8, v/v/v) no restante da corrida e 2) o
sistema de corrida descrito por Wang e Merril (2000) — dietileter: metanol
(99:1, v/v). Os Rfs dos produtos da rea¢do foram determinados e comparados
com os Rfs dos padrdes ndo marcados, que foram visualizados por vapor de I,.
Este mesmo protocolo também foi testado com maiores concentragdes da
fracdo microssomal de figado de camundongo e de [3H]—esfingosina (100 uge 2
LM, respectivamente).

Outro protocolo testado foi o descrito por Hirschberg et al. (1993), onde a
reagao enzimatica de volume final igual a 500 pl consistia de: tampdo HEPES 20
mM pH 7.4, 0,25 uCi de [3H]-esfingosina (PerkinElmer, atividade especifica de
15-30 Ci/mmol), 20 uM de esfingosina fria (Sigma), 20 uM de BSA (Sigma), 75
UM de palmitoil CoA (Sigma) e 250 ug de fragdo microssomal de figado de
camundongo. As esfingosinas marcadas e frias foram misturadas e secas sob
fluxo de N,. Apds foram adicionados tampao HEPES, BSA e fracdo microssomal
de figado de camundongo, sendo a solugdao incubada a 37 °C por 5 minutos
para entrar em equilibrio. Por ultimo, adicionou-se o palmitoil CoA e a reacdo
foi incubada a 37 °C por 40 min. Prosseguiu-se com a extragao dos SLs e a
analise por TLC conforme descrito acima.

A atividade de CerS de T. cruzi foi detectada utilizando o sistema descrito por
Figueiredo (2008). A mistura final da reacdo enzimatica contém: [*H]-
esfingosina (0,25 pCi/ensaio), Tampdo | (Fosfato de Potéssio pH 7.4 50 mM,
MnCl, 1 mM e CHAPS 0,2%) ou tampdo Il (Tris-HCl pH 7.4 100 mM, MgCl, 1
mM, MnCl, 1 mM, DTT 1 mM, NaF 4 mM e CHAPS 0,2%), 5,6 ou 25 ug de
proteina microssomal e 90 UM de palmitoil CoA, em um volume final de 100 p
ajustado com agua Mili-Q. Inicialmente a solucdo alcodlica de [3H]—esfingosina
foi evaporada com N,. A base esfingdide marcada foi suspensa em tampao | ou
Il e sonicada em banho de ultra-som por 1 minuto. Em seguida, adicionou-se a

agua Mili-Q, a fracdo microssomal e a fonte doadora do grupo acil, o palmitoil
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CoA. A reagdo foi incubada a 28 °C por 4 horas, sendo interrompida apos
adicdao de 375 pL de cloroférmio: metanol (1:2, v:v), seguido de agitagdo por 2
minutos. Para a extracdo lipidica foram adicionados 125 ul de cloroférmio,
seguido de agitagdo por 30 segundos. Apds, acrescentou-se 125 uL de uma
solugdo 10 mM de Tris-HCl pH 8,5, seguido de agitacdo por 30 segundos e
centrifugacdo a 12.000 g por 10 min a temperatura ambiente, sendo a fase
organica coletada e evaporada sob fluxo de N,. Os lipidios obtidos foram
submetidos a extragdo butanol:agua. Nesse caso, o material obtido foi
suspenso em 200 pL de 1-butanol saturado em agua seguido da adigdao de 100
UL de agua saturada em 1-butanol, agitado vigorosamente e centrifugado a
12.000 g por 1 min. A fase organica foi reservada em novos tubos enquanto
que a fase aquosa foi re-extraida com 200 UL de 1-butanol, seguido de agitagdo
e centrifugacdo. As fases organicas foram reunidas e evaporadas em aparelho
Eppendorf Vacufuge Concentrator Modelo 5301 (Eppendorf North America,
Westbury, NY, U.S.A.). Prosseguiu-se com a analise por TLC conforme descrito
no item a.

Inicialmente as reacdes de ceramida sintase de L. amazonensis foram
realizadas conforme Wang e Merril (2000) (descrito no item a) utilizando a
fracdo microssomal de figado de camundongo como controle. As reacbes de
Leishmania foram incubadas a 25 °C utilizando 40 e 100 ug de proteina. Foram
realizados ensaios baseados no descrito em T. cruzi no item c (Figueiredo,
2008), sendo alterada somente a temperatura de incubagdo para 25 °C.
Primeiramente, este protocolo foi testado com 2,6 mg de fracdo microssomal e
de proteina total de L. amazonensis, sendo posteriormente realizado com 1,3
mg e 100 ug de proteina microssomal. Também foram realizados ensaios de
CerS com todos os constituintes dos tampdes | e Il descritos por Figueiredo
(2008), resultando em um novo tampdo (lll) com a seguinte composicdo final:
Fosfato de potassio pH 7.4 50 mM, MnCl, 1 mM, MgCl, 1 mM, DTT 1 mM e
CHAPS 0,2%. Outra tentativa foi realizar ensaios com tampdes adaptados de
outros ensaios enzimaticos que utilizam extratos microssomais como o descrito

por Carver e Turco (1991) para a atividade de glicosilacdo de fosfatidilinositol
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lipid anchor formando o LPG (lipofosfoglican) em L. donovani. Este tampao
possui 50 mM de HEPES pH 7.4, KCl 25 mM, MnCl, 5 mM, MgCl, 5 mM, ATP 0,8
mM e DTT 0,4 mM. Além disto, foi testada a capacidade da CerS de Leishmania
utilizar os precursores esfinganina/esfingosina marcados com NBD e palmitoil
CoA (C16) e miristoil CoA (C14) para a formacdo respectiva de NBD-C16 e C14
Ceramida. Para avaliar a interferéncia do tamoxifeno (Sigma-Aldrish) na
atividade de CerS de L. amazonensis 0,1 uM, 1uM e 10 uM de Tamoxifeno
foram acrescentados a reagao enzimatica. Utilizou-se como controle 1,4 e 14

UM de fumonisina B2 (Sigma-Aldrish).

3.2.22 Detecg¢dio do produto marcado

Os lipidios marcados com tritio foram visualizados apds vaporizacdao da placa com
En®Hance® (PerkinEImer®) seguido da exposicdo em filme autoradiografico (Amersham
Hyperfilm™ ECL, 18 x 24 cm) (GE Healthcare) a - 80° C por pelo menos 5 dias.
Alternativamente, apds a corrida de TLC a placa foi armazenada em screen (Stored Phosphor
Screen-GE) por 15-30 dias e analisada em leitor STORM (840). Neste caso as placas ndo
foram tratadas com EnHance®.

Os lipidios marcados com NBD foram protegidos da luz durante todo o experimento
e apos a corrida as placas fora analisadas em leitor de fluorescéncia (STORM 840) para
deteccdo de bandas com sinal para o fluoréforo NBD (excitagcdo/emissdo: 455/530 nm).

Os produtos foram quantificados quanto a produgao de ceramida marcada
utilizando-se o software ImageJ® e a inibicdo ou aumento calculados comparando-se a
intensidade de cada uma das bandas em relacdo ao ensaio controle (reacdo completa). Os

padrdes de SLs ndo fluorescentes como Cl6-ceramida, esfingosina e palmitoil CoA foram

visualizados apds exposi¢ao da placa ao vapor de iodo.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Identificagdo e caracterizacdo do gene que codifica a CerS de L. amazonensis

A ceramida sintase de S. cerevisiae foi caracterizada por Guillas et al. em 2001. Foi
demonstrado que os genes LACI1 e LAGI codificam as subunidades cataliticas da enzima
(Guillas et al., 2001). Posteriormente, Valle e Riezman (2005) identificaram a LIP1p que
forma um complexo heteromérico com LAG1p e LAClp e é necessaria para a sintese de
ceramida in vitro e in vivo em S. cerevisiae (Vallee e Riezman, 2005). Com o objetivo de
identificar genes ortdlogos em Leishmania utilizamos a sequéncia do gene LAGI1 de S.
cerevisiae (NM_001179083) para uma busca de sequéncias similares no banco de dados do
genoma de L. (L.) major, L. (V.) braziliensis, L. (L.) infantum e L. (L.) mexicana (GeneDB),
utilizando o programa Blastx (Gish, 1993). As sequéncias identificadas no genoma de L.
major (LmjF31.1780), L. braziliensis (LbrM31_V2.2010), L. infantum (LinJ31_V3.1800) e L.
mexicana (LmxM30.1780) apresentaram, respectivamente, 27% (40/145 aminoacidos), 34%
(51/146), 28% (41/145) e 29% (43/146) de identidade e 47% (69/145), 53% (78/146), 47%
(69/145) e 48% (71/146) de similaridade em relacdo a sequéncia traduzida do gene de CerS
de S. cerevisiae. A andlise de similaridade entre as proteinas putativas de Leishmania foi
realizada com o} auxilio do programa Clustal w
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). A sequéncia de L. major (LmjF31.1780) (total
de 461 aminodcidos) apresentou 95% de identidade e 97% de similaridade em relacdo a
proteina de L. infantum (LinJ31_V3.1800); 68% de identidade e 80% de similaridade em
relacdo a proteina de L. braziliensis (LbrM31_V2.2010); e 87% de identidade e 92% de
similaridade em relacdo a proteina de L. mexicana (LmxM30.1780), o que nos mostra a
conservacdo da proteina entre estas diferentes espécies.

O alinhamento das sequéncias do gene putativo que codifica a CerS das diferentes
espécies de Leishmania realizado no programa ClustalW e posteriormente rearranjado no
programa GeneDoc permite facil visualizacdo da alta similaridade entre as sequéncias
descritas acima (Figura 5).

Desta forma, com o propdsito de clonar o gene que codifica a CerS de L. amazonensis
utilizamos a sequéncia do gene putativo de CerS de L. major (LmjF31.1780) para desenhar
oligonucleotideos capazes de amplificar o gene putativo de CerS de L. amazonensis. As

sequéncias dos oligonucleotideos confeccionados possuem 24 pb e estdo localizadas nas
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extremidades 5’ e 3’ da fase aberta de leitura do gene que codifica a CerS, sendo nomeados

de CerSL ORF 5’ e CerSL ORF 3’ (Figura 5).
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Figura 5. Alinhamento das sequéncias de CerS de Leishmania sp. para a confec¢dao dos primers CerSL ORF 5’
e CerSL ORF 3’. Alinhamento da sequéncia de nucleotideos de CerS de L. major (LmjF31.1780), L.
infantum (LinJ31_V3.1800), L. mexicana (LmxM30.1780) e L. braziliensis (LbrM31_V2.2010). As setas
horizontais delimitam a sequéncia escolhida para a confecgdo dos primers CerSL ORF 5’ e CerSL ORF 3’ e
as setas verticais delimitam a ORF da CerS. A seqliéncia do motivo Lag 1 esta destacada no interior do
quadro. L.maj: L. major, L.inf: L. infantum, L.mex: L. mexicana, L.bra: L. braziliensis.
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Esses oligonucleotideos foram utilizados em reagdes de amplificagao utilizando gDNA
de L. amazonensis como fita molde. O produto amplificado, com o tamanho esperado de
aproximadamente 1,3 kb foi identificado em todas as reacdes realizadas e nenhuma banda
inespecifica foi visualizada, o que nos mostra boa especificidade dos oligonucleotideos

(Figura 6).
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Figura 6. Amplificagdo do gene CerS de Leishmania. Reagao de polimerizagdo em cadeia (PCR) em gradiente de
temperatura com DNA gendmico (DNAg) de L. amazonensis (1-3) e L. major (4) para amplificacdo da ORF
CerS com o par de primers CerSL ORF 5’ e CerSL ORF 3’. As temperaturas de anelamento foram: 61 °C
(1), 83,3 °C(2), 65,4 °C (3 e 4). O controle negativo da reacdo sem DNAg esta demonstrado na canaleta 5.
Marcador: DNA de fago A digerido com a enzima de restri¢do Hin dlll.

Os fragmentos amplificados foram clonados no plasmidio pCR2.1-TOPO e
transformados em E. coli DH5a. Para confirmacdo da clonagem, os clones pCR2.1-TOPO
[CerSLa] e pCR2.1-TOPO [CerSLm] foram digeridos com Eco Rl (Figura 7), obtendo-se o
padrdo de bandas esperado de 3,9 kb (plasmidio pCR2.1-TOPO) e 1,3 kb (inserto CerS).
Quatro clones de L. major foram sequenciados e a sequéncia consenso obtida de 1.386 pb
foi alinhada com a sequéncia putativa de CerS de L. major (LmjF31.1780) utilizando os
programas DNAStar-SeqMan (Lasergene) e ClustalW. Em ambos, observamos 100% de
identidade entre as sequéncias comprovando que a sequéncia depositada no banco de
dados do genoma de L. major estd correta. Concomitantemente, cinco clones de L.
amazonensis foram sequenciados a fim de obter a sequéncia do gene que codifica a CerS de

L. amazonensis. Ao alinhar as sequéncias consenso obtidas de L. amazonensis e L. major no
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programa ClustalW nota-se 92,1% de identidade entre as sequéncias, o que demonstra a alta

conservacgdo desta proteina entre as duas espécies.

B A12

<+«—— 39kb

<+—— 1,3kb

Figura 7. Confirmacao da clonagem da sequéncia CerSLa e CerSLm no plasmidio pCR2.1-TOPO. Digestdo dos
clones pCR2.1-TOPO [CerSLa] e pCR2.1-TOPO [CerSLm] com Eco RI. A. (1) clone pCR2.1-TOPO [CerSLa]
com inserto liberado. B. (1) pCR2.1-TOPO sem inserto e (2) clone pCR2.1-TOPO [CerSLm] com o inserto
liberado. Marcador: DNA de fago A digerido com a enzima de restri¢do Hin dlIl.

A fim de esclarecer quais clones estavam com o inserto na orientacdo correta para
posterior clonagem no plasmidio de expressdo, analisamos as seqiiéncias obtidas do
sequenciamento em relacdo ao mapa do vetor pCR2.1-TOPO e notamos que somente o
clone pCR2.1-TOPO [CerSLa4] estava na orientacdo correta. Para confirmar este dado
prosseguimos com a digestdo dos clones com Bam Hl e Sac |. Conforme o mapa de restricao
do inserto (obtido pelo programa DNAStar-MapDraw a partir da sequéncia consenso de L.
amazonensis) e do vetor (Figura 8 A), o clone digerido com Bam HI que estivesse com a
orientacdo correta iria apresentar bandas de 4,5 kb e 0,8 kb, e os clones com orientacao
invertida, bandas de 4,7 kb e 0,6 kb. J& os clones digeridos com Sac | iriam apresentar
bandas de 5,1 kb e 0,2 kb, se estivessem na orientacdo correta e bandas de 3,8 kb e 1,3 kb
se estivessem invertidos. Ndo foi possivel visualizar a banda de 0,2 kb na digestdo com Sac |,
porém percebe-se que a orientacdo do clone esta correta pela visualizacdo da banda de 5,1
kb e ndo de 3,8 kb (Figura 8 B). A obtencdo de bandas de 4,5 kb e 0,8 kb quando digerido
com Bam HI (Figura 8 c) confirma, mais uma vez, que o clone pCR2.1-TOPO [CerSLa4] esta
com o inserto na orientacdo correta. Sendo assim, esse clone foi selecionado para a

subclonagem em pYES6/CT e transformacgdo em leveduras, como descrito mais adiante.
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Figura 8. Confirmagao da orientagdo do inserto CerSLa no plasmidio pCR2.1-TOPO. A. Esquema mostrando o
“polylinker” e o inserto dos clones pCR2.1-TOPO [CerSLa]. Os sitios para as enzimas de restrigao Sac | (S)
e Bam HI (B) estdo identificados e os tamanhos dos fragmentos esperados na digestdo sdo indicados
pelas linhas continuas. B. clone pCR2.1-TOPO [CerSLa] digerido com Sac I. C. clone pCR2.1-TOPO
[CerSLa4] digerido com BamH |. Marcador: DNA de fago A digerido com a enzima de restri¢do Hin dlll.

A partir da seqiiéncia consenso do gene que codifica a CerS de L. amazonensis foi
gerada a seqliéncia de aminoacidos da proteina CerS de L. amazonensis (Figura 9), a qual
possui 75%, 91%, 92% e 99% de identidade com as sequencias de L. braziliensis, L. major, L.
infantum e L. mexicana, respectivamente, demonstrando assim que a sequéncia de L.
amazonensis se insere nos padrdes das demais espécies de Leishmania. Além disto, em
alinhamento global, a sequéncia protéica putativa de CerS de L. amazonensis apresentou
24%, 30% e 42% de identidade com as sequéncias de S. cerevisiae (NP_011860.1), Homo
sapiens (NP_671723) e T. cruzi (Tc00.1047053507395.10), respectivamente. Isto esta de
acordo com a maior proximidade evolutiva entre a Leishmania e os tripanosomatideos e
menor proximidade com leveduras e homem. O fato da sequéncia de L. amazonensis
possuir apenas 30% de identidade com a sequéncia de humanos nos permite pensar em
menores chances de reacdo cruzada durante o tratamento da leishmaniose humana com
tamoxifeno, caso o mecanismo de acdo desta droga esteja realmente envolvido com a

inibicdo desta enzima.
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Nesta sequéncia, também foi identificado o motivo Lagl que consiste em uma
sequéncia de 52 aminodcidos (posicdes 217 a 269) que apresenta maior conservagao entre
diferentes espécies, como H. sapiens, Caenorhabditis elegans e S. cerevisiae (liang et al.,
1998) e possui os aminodacidos essenciais para a atividade da CerS (Kageyama-Yahara e

Riezman, 2006). Desta forma, o motivo Lagl é essencial para a atividade de CerS.

ATGGCGCTTCGATATTCTGCGGAGATCATGCGGGTTCAGGGAATCGGCAGTCCGTACGCATC TCTGGEGGAGCTCTATATACCTGATCCAACCAACGCATCCCGCCGCACCCTGAACACTGCACGCACCACACTGGGTTGGTCABAGCTTCCAAGCGCCTTCCTCAACAT 170 pb

¥

o]
M ALRYSAETILIMRYVOQGI! 6SPYASLGETLTYTIFPD

RF
PTNASRRTLNTARTTITLGWSETLTFPSAFLN.I 56 aa

CAAGGCTTACCAAGACAAAGTCGGTGTGGGE TGCAGCGGCTGGGGAATGGATATGAGCTTGC TCACGETGCTGTACCCGGCTGTGTACTGETTCC TGGGTATTATGCTGATCCGCTACCTCTGCCGCGAGCCGTTCGCACGL TTTGGCATCTACATGEGCGTTGTCACAG 340 pb

ORF
K AY QDKUY GGV EGECSGWEMDMSLLTVLYPAVYWFLGIMLTIRTYTLC CREPFARTFESGIYMNGEGV VT 111 aa
AGAAATTCACATGCCACCATCGCGGCATTGCTTCCGGCAGGCGTGECATGGACTCCCTCTCGCCACGCGATCGE, GATCRTGAAGTTTCAGAACCAGATGTGGCTGTCGATGTTCTACGTTGCCTCCTCCTGCTTCGGTTACTACGTCCAGCGTBATCAGCECTGE 510 pb
EKF TCHHRGI ASGR®RGHNDSLSPRDRIKTEKTI?KFOQNO GMWLSHNFYVASSCFGYYVQRDO aPW 167 aa

TTCAAACTGCCGCTCGACGACGAGGCTAGCTTBCACCTCCTGCTECCGCACCCATACAACCCGCCAGAGGAGCTGATCATGTACTACCACTACGC TCTBGCCTTCTACTTTGCCGAGCTGTGCTCCCTCTTCATCATTGAGCGCCACATBAAGAGGTCCBACTTTTTGEA 680 pb
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GTACGTAGTGCATCACACCACGACGCTCCTGCTCATTCTCTGCTCCCACATTGGTCTCGAGCACCGCTTTGRCGCTTACGTGCTCTTCATCCACGATGCCTCCGACATCATGCTGTCTGTCAGCAAGTCCCTCCATTACATGCGGCAGBAGAAGACTGCGCGTCAGBATC 850 pb
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CCCACAACACTAAGAACGCCGAGAAGGACAGCAAGECGCCCCGGAAGTCGTTCCTGCAGAGGTACATCGCGACAGAGATGTGCT TAAACCTCTGCTTTGCCGCCTTTGTTGTGTTCTTCTGCTTCTTTCGACTCTACTGCCTGCCTTTTATGGECAAGBCAACAATCCGE 1020 pb
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P HNTKNAETKTDTS ST KAPRIKSTFLOQRY I ATEMECLNLTCFAAFUVVFFCFFRLYTCLPFMGKATTIR 334 aa

ATGTCCCCCAAGGTGCGTCACGGAAACTTCAACATGTGGATGCTCGTCTTCCTGCTGAATGTGGCGC TGCAGGGGCTGCATGTGTACTGGECCGTCCTCATCTTTGTTTTGGTACTGTCTATGGCGAAGGGTGAAGAGCTAAAGGACATCCGCTCTGACGATGAAGAGGA 1190 pb

M SPKVRHGNFNUMWMLVFLLNYALOQGTLHYYWAVLIFVLVLSMAKTSEGETETLT KHDTIRSDDEETESTD 390 aa

TTCTGAGTGCCCCTCGTGTGCCCATGAGAGETTGCTGACGGAATCGAACGGCCCCACCGCCGCTCAGGAAGECAAAGECATGCAACAGCGCAATGTAACGCGCGAGCACACAGECGCGCCATCCTTGTCTTCATCCCTCACGTCGACCCGCAACCGETCREAGCGCCGCG 1360 pb

S ECPSCAHERLLTESNGPTAAOQEG G KE GMEOQOGQRNGVYTREHTAAPSLSSSLTSTRNRSOGRR 445 aa
GCTCCTCCAAGCGGAAGBAGTAGAAG 1386 pb
PUSAr Y
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Figura 9. Sequéncia de aminoacidos e de nucleotideos da proteina CerS de L. amazonensis. Sequéncia de
nucleotideos e correspondente sequéncia traduzida do gene CerS putativo de L. amazonensis gerados no
programa DNAStar-MapDraw (Lasergene). A barra verde corresponde a ORF da CerS e a barra vermelha
ao motivo Lagl.

Além do motivo Lagl todos os membros da familia de proteinas LAG compartilham um
perfil semelhante de dominios transmembrana (DTMs), sendo predito o nimero de quatro
a sete DTMs (Venkataraman e Futerman, 2002). Desta forma, para determinar se a proteina
putativa de CerS de L. amazonensis possui essa caracteristica a sequéncia obtida foi
submetida a andlise in silico com o auxilio do programa DNAStar-Protean (Lasergene) e dos

programas disponiveis no Expasy (Gasteiger et al., 2003) (www.expasy.org), como TMHMM
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(www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0), TMpred (Stoffel et al., 1993)
(www.ch.embnet.org/software/TMPRED form.html) e SOSUI (Hirokawa et al.,, 1998)
(http://bp.nuap.nagoyau.ac.jp/sosui/sosui_submit.html).

As analises pelo DNAStar-Protean indicam que a CerS de L. amazonensis é uma
proteina constituida de 460 aminodcidos, possui peso molecular igual a 52,9 kDa e ponto
isoelétrico de 8,8. O calculo de hidrofilicidade, segundo Kyte e Doolitte (1982), revelou dez
regides hidrofébicas que consistem em uma freqliéncia de 35% de aminodcidos
hidrofébicos na proteina total (Figura 10). Oito destas regides hidrofdbicas colocalizam-se
com os DTM determinados por outros programas (ver adiante), sendo que as duas ultimas
regides parecem participar do mesmo DTM localizado entre os aminodcidos 350 e 380 da
proteina (comparar figuras 10 e 11). O indice de antigenicidade, calculado conforme
Jameson e Wolf (1988), apresentou-se elevado, mostrando que esta proteina possui
diversos pontos antigénicos. Os trés programas do Expasy indicaram a CerS de L.
amazonensis como uma proteina de membrana, sendo que os programas TMHMM e SOSUI
previram seis DTM e o programa TMpred apenas cinco. Nota-se que o programa TMpred
ndo reconheceu justamente o DTM que estd préximo a posicao 250 da proteina identificada
no programa TMHMM, a qual é definida como uma regiao com probabilidade de localizagao
transmembrana de cerca de 65% (Figura 11). Surpreendentemente, esta é justamente a
regido onde se localiza o motivo Lagl, a qual também ndo foi reconhecida como regido
transmembrana (TM) por alguns programas utilizados no estudo da CerS de S. cerevisiae por
Kageyama-Yahara e Riezman em 2006. Neste estudo, os pesquisadores confirmaram a
existéncia dos DTM 5 e 6 (que compreendem o motivo Lagl) através de analises de

glicosilagdo e digestdo por endoglicosidase H (Kageyama-Yahara e Riezman, 2006).

B Hidrofilicidade

Antigenicidade

_cl) 100 200 300 400 460

} + + + + Aminoécidos

Figura 10. Andlise das caracteristicas estruturais da proteina CerS de L. amazonensis. Utilizando o programa
DNAStar-Protean (Lasertgene) a hidrofilicidade foi calculada pelo método descrito por Kyle e Doolitte
(1982) e a antigenicidade pelo método descrito por Jamenson e Wolf (1988). A barra inferior representa
os aminoacidos da proteina.
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Figura 11. Andlise de dominios transmembrana da proteina CerS de L. amazonensis. Grafico de probabilidade
de regides transmembrana na proteina CerS de L. amazonensis gerado pelo programa TMHMM. Os
tracos vermelhos representam as predi¢ées de regides transmembrana, os tracos azuis representam
segmentos provavelmente localizados no lado endoplasmatico da membrana do reticulo
endoplasmatico e os tragos rosa segmentos localizadas no lado citoplasmatico. O eixo X representa os
aminoacidos da proteina.

A figura 12, gerada pelo programa SOSUI, mostra a predicdo da estrutura secunddria
para a proteina CerS de L. amazonensis. Parte do motivo Lagl esta localizado no 4° DTM que
possui estrutura de hélice secunddria. As hélices secundarias possuem hidrofobicidade
semelhante aos segmentos hidrofébicos de proteinas soluveis e, possivelmente, formam os
sitios ativos da proteina (Hirokawa et al., 1998). Kageyama-Yahara e Riezman estudaram a

topologia da CerS de S. cerevisiae em 2006 e observaram que os residuos de histidina (His*>

256 286

e His**®) e acido aspartico (Asp”®® e Asp®®®) do motivo Lagl (Figura 12, setas) sdo criticos
para a funcdo da proteina LAG1 in vivo (Kageyama-Yahara e Riezman, 2006). Em S.
cerevisiae estes aminoacidos estdo presentes na regiao TM da CerS (Figura 12, B) (sequéncia
NP_011860.1 analisada no programa SOSUI), enquanto que em L. amazonensis os residuos
de acido aspartico estdo presentes em uma provavel porg¢do citoplasmatica da CerS (Figura
12, A), considerando que a proteina de L. amazonensis estd localizada na membrana do
reticulo endoplasmatico como observado em diversas espécies. Em T. cruzi, os residuos de
histidina permanecem na regidao TM como nos demais, porém os residuos de acido

aspartico estdo em uma provavel porcao endoplasmatica da proteina (Figura 12, C)
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(sequéncia XP_805927.1 analisada no programa SOSUI), considerando também a sua
localizacdo no RE.

Devido a localizagdao dos residuos de histidina e acido aspartico na bicamada lipidica
em S. cerevisiage e a similaridade estrutural entre Lag e TRAM (“translocating chain-
associating membrane protein”) Kageyama-Yahara e Riezman sugerem que a LAGlp e
LAClp de S. cerevisiae formem um canal hidrofébico na membrana, o que pode explicar
como a CerS pode ser capaz de captar esfinganina dos dois lados da membrana do reticulo
endoplasmatico (Kageyama-Yahara e Riezman, 2006). No entanto, estas informagdes nao
podem ser aplicadas a CerS de L. amazonensis ja que metade do motivo Lagl esta localizado
na face citoplasmatica da membrana. Estudos realizados com extrato microssomal de figado
de camundongo feitos por Mandon et al. (1992) e Hirschberg et al. (1993) demonstram que
a acilagdo da esfingosina e esfinganina que resulta na formagdao da ceramida e
dihidroceramida, respectivamente, ocorrem na face citoplasmatica do RE, o que corrobora

os resultados observados em L. amazonensis (Hirschberg et al., 1993, Mandon et al., 1992).
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Figura 12. Predi¢cdo da estrutura secundaria da proteina CerS de L. amazonensis, S. cerevisiae e T. cruzi.
Esquema ilustrativo da estrutura secundaria da proteina CerS de L. amazonensis (A), S. cerevisiae (B) e T.
cruzi (C) gerado pelo programa SOSUI. RegiGes transmembrana em verde escuro representam hélices
primadrias, regiGes transmembrana em verde claro representam hélices secundarias, tragos em vermelho
delimitam o motivo Lagl e setas pretas indicam a localizagdo dos aminoacidos histidina e acido
aspartico.

Conforme a analise dos programas TMHMM e SOSUI, as regides N- e C-terminal da
CerS de L. amazonensis estdao localizadas na face citoplasmdatica da membrana
(provavelmente do reticulo endoplasmatico), assim como foi observado no estudo da CerS
de S. cerevisiae (Kageyama-Yahara e Riezman, 2006). No entanto, quando utilizamos o
programa SOSUI para analisar a sequéncia de S. cerevisiae observamos uma proteina com a

porgdo C-terminal na face endoplasmatica da membrana (Figura 12, B), sendo observada
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uma disposicdo semelhante para a proteina de T. cruzi (Figura 12, C). Esta disposi¢do da
porcao N-terminal na porc¢do citoplasmatica da membrana e a porgdo C-terminal na porcao
endoplasmatica também foi observada nas proteinas putativas de CerS de L. major, L.

mexicana, L. braziliensis, L. infantum quando analisadas pelo mesmo programa.

4.2 Organizacao do gene CerS em L. amazonensis

Para verificar a organizacdo gendmica do gene CerS de L. amazonensis, o DNA
genomico foi digerido com sete enzimas de restricdo e hibridizado com sonda
correspondente a ORF do gene CerSlLa. As digestdes com as enzimas de restricdo Ava |, Ava
Il, Nsi I, Pvu Il, Sac ll, Sph | e Xho | produziram padrdes de hibridizacdo compativeis com o
mapa de restricdo gerado a partir da sequéncia consenso da ORF da CerS de L. amazonensis
pelo programa DNAStar-MapDraw (Lasergene). O conjunto dos resultados de todas as
digestdes sugere que existe apenas uma cépia do gene CerS no genoma de L. amazonensis
(Figura 13). Estes dados foram confirmados quando realizamos busca por sequéncias
similares ao LAG1 e LAC1 de S. cerevisiae no banco de dados do genoma de L. major, L.
braziliensis, L. infantum e L. mexicana e nao encontramos outra sequéncia homologa além
da que estd sendo caracterizada neste estudo. Isto diferencia a L. amazonensis da maioria
das espécies ja estudadas uma vez que, com excecdo de tomate (Brandwagt et al., 2000),
foram identificados pelo menos dois genes homdlogos ao LAG1 de S. cerevisiae em cada
organismo. Por exemplo, em C. elegans e em T. cruzi foram identificados 2 genes pardlogos
(Figueiredo, 2008; Jiang et al., 1998) e em humanos e camundongos seis genes (Mizutani

et al., 2005).
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Figura 13. Organizacao gendomica do gene CerS de L. amazonensis. Membrana de nylon contendo DNA
gendmico de L. amazonensis digerido com as enzimas de restri¢cdo Ava |, Ava ll, Nsi |, Pvu Il, Sac Il, Sph | e
Xho |, hibridizada com a sonda correspondente a ORF do gene CerSLa. Lavagem de estringéncia com SSC
0,1 X e SDS 0,1 % a temperatura de 65°C. Tempo de exposi¢do de uma semana.

4.3 Complementagao de Levedura com o gene CerS de L. amazonensis

Para verificar se o gene caracterizado codifica uma proteina com atividade de CerS foi
realizada a complementacdo em S. cerevisiae com o gene que codifica a CerS putativa de L.
amazonensis. Em S. cerevisiae, a delegao simultanea do gene LAG1 e LACI elimina toda a
biossintese de ceramida dependente de acil-CoA detectavel nas fracdes microssomais,
resultando em uma reducdo severa nos niveis de ceramida e IPC com o concomitante
acumulo de esfingosina livre e de acidos graxos (Guillas et al., 2001; Schorling et al., 2001). A
delecdo individual de LAG1 ou LACI resulta em células vidveis, enquanto que a dupla
delec¢do resulta em inviabilidade na cepa YPK9 ou fragilidade osmoética, hipersensibilidade ao
reagente calcofluor e diminuicdo severa na taxa de crescimento na cepa W303 de S.
cerevisiae (Barz e Walter, 1999; Guillas et al., 2001; Jiang et al., 1998). Sendo assim, a cepa
YPK9 Alacl Alagl so é viavel se portar uma cépia extra de um gene que codifica a CerS. A

letalidade desta cepa ja foi revertida pela expressao de genes como LASS1 de humanos e
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LAGCe-1 de Caenorhabditis elegans, dois genes que apresentam, respectivamente, 26% e 32%
de identidade de aminoacidos com o gene LAGI1 de S. cerevisiae (liang et al., 1998).
Recentemente, foi demonstrado que o gene UOG1 de camundongos, cujo grau de
identidade é de 27% em relacdo ao gene LAG1 de leveduras é capaz de induzir uma atividade
de ceramida sintase especifica para estearoil-CoA (C18:0) em células de mamiferos
(Venkataraman e Futerman, 2002). Desta forma, como as sequéncias de S. cerevisiae e L.
amazonensis possuem 24% de identidade é provavel que o gene caracterizado seja capaz de
complementar a cepa YPK9 Alacl Alagl.

A cepa YPK9 Alacl Alagl utilizada neste estudo é complementada com o proprio
gene LACI funcional clonado no plasmideo pBM150 para se manter vidvel. O vetor pBM150
estd sob o controle do promotor GAL1,10 (liang et al., 1998) e contém a origem de
replicacdo ARS1-CEN4 para a manutencdo estdvel em baixo numero de coépias em
leveduras e o marcador auxotréfico URA3 (Johnston e Davis, 1984). Desta forma, para
avaliarmos se esta levedura é capaz de sobreviver somente com a CerS de Leishmania foi
utilizada a técnica de “plasmid shuffling”, na qual a levedura é transformada com um
plasmidio contendo o gene putativo de Leishmania e forcada a perder o plasmidio contendo
o gene LACI1 de Saccharomyces.

Antes de iniciarmos o trabalho com as leveduras gentilmente cedidas pelo Prof. Dr.
Andreas Conzelmann, nds precisdvamos ter a certeza de que estadvamos trabalhando com as
cepas YPK9 (selvagem) e YPK9 Alacl Alagl (deletada). Para isto, foi realizado um teste
baseado na capacidade de crescimento e proliferacdo da levedura quanto a auxotrofia
(Figura 14). Os mutantes em questdo sdo auxotroéficos para certos aminoacidos, ou seja, eles
precisam captar aminoacidos exdgenos presentes no meio de cultura para sobreviver. Neste
caso, como a cepa selvagem possui o gendtipo com as delecdes ade2-101°", his3-A200,
leu2-Al, lys2-801°™" trp1-A63 e ura3-52, ela é auxotréfica para adenina, histidina, leucina,
lisina, triptofano e uracila, ou seja, esta cepa ndo é capaz de sintetizar estes aminoacidos.
Isto torna necessario a presenca destes aminoacidos no meio de cultura. Ja a cepa deletada
que possui 0 genétipo ade2-101°M¢, his3-A200, leu2-Al, lys2-801°™", trp1-A63, ura3-52.,
LACI1::LEU2, LAG1::TRP1 é auxotréfica somente para adenina, histidina e lisina, uma vez que
os genes LACI e LAG1 foram substituidos pelos genes LEU2 e TRP1 e o plasmidio pBM150
possui um marcador URA, ou seja, estas células conseguem sintetizar leucina, triptofano e

uracila sobrevivendo na auséncia destes aminodacidos. Desta forma, para verificarmos a
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identidade destas leveduras as cepas selvagem e deletada foram plaqueadas em meio
minimo (SD e SG, respectivamente) suplementado com adenina, histidina, leucina, lisina,
triptofano e uracila e em meios SD ou SG com todos os aminodcidos citados menos um.
Assim, observamos que a cepa selvagem foi capaz de crescer em meios minimos
suplementados com todos os aminodacidos, porém incapaz na auséncia de pelo menos um
dos aminoacidos. Por outro lado, a cepa deletada cresceu em meios sem leucina e

triptofano, mas ndo sem adenina, histidina e lisina.
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Figura 14. Confirmac¢do de cepa YPK9 de S. cerevisiae quanto a auxotrofia. Cepas YPK9 selvagem (A) e

deletada (B) cultivadas em meio minimo SD e SG, respectivamente, suplementado com adenina,

histidina, leucina, lisina, triptofano e uracila (1). Os demais meios foram enriquecidos com todos os

aminodcidos citados anteriormente menos: adenina (2), histidina (3), leucina (4), lisina (5) e triptofano

(6).

Para a expressdo do gene putativo de CerS de L. amazonensis em células de levedura
foi utilizado o plasmidio pYES6/CT/Lac Z que possui o gene de resisténcia ao antibidtico
blasticidina como marca de selecdo. Desta forma, como as concentra¢des de blasticidina
indicadas pelo fabricante para leveduras sdo de 25 a 300 ug/mL foram realizados testes de

sensibilidade ao antibidtico para sabermos a concentracdo minima necessdria para inibir a

multiplicagdo das cepas selvagem e deletada na auséncia do gene de resisténcia presente no
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plasmidio. Foi observada total inibigdo do crescimento das leveduras apenas em meios
contendo 200 pg/mL de blasticidina.

O clone pCR2.1-TOPO [CerSLa4] descrito anteriormente, contendo o inserto na
orientacdo correta, foi digerido com Kpn | e Not | para a liberacdo do inserto a ser
subclonado no plasmidio de expressdo pYES6/CT. A preparagdo do vetor foi feita pela
modificacdo do plasmidio pYES6/CT/lacZ, que foi digerido com as enzimas Kpn | e Not |,
resultando na liberagao de um fragmento contendo o gene lacZ. Apds ligagao do plasmidio
de expressdo pYES6/CT com o inserto CerSLa a construcdo pYES6/CT [CerSLa] foi digerida
com Kpn | para linearizacdo do DNA e, posteriormente, com Not | para a liberacdo do
inserto, sendo observado um padrdao de bandas de 7 kb (plasmidio + inserto) e 5,7 kb
(plasmidio) / 1,3 kb (inserto), respectivamente (dados ndo apresentados). Assim,
confirmamos a subclonagem da ORF CerS de L. amazonensis no plasmidio pYES6/CT, sob
controle do promotor Gal1,10.

As cepas YPK9 selvagem e deletada de S. cerevisiae foram transformadas com a
construcdo pYES6/CT [CerSLa] e com o plasmidio pYES6/CT vazio como controle da
complementagdo. As duas cepas também foram submetidas ao mesmo processo de
transformacdo, porém sem DNA, o qual foi utilizado como controle da reacgdo. Apds a
transformacgdo, todas as células foram plaqueadas em meio rico seletivo (YPDBlast ou
YPGalBlast), onde somente as células submetidas ao processo de transformacdo sem DNA
ndao cresceram devido a auséncia do gene de resisténcia ao antibidtico presente no
plasmidio pYES6/CT (dados ndo apresentados). Neste momento, as leveduras YPK9
deletadas transformadas possuiam dois plasmidios: o pBM150 [LACI] e o pYES6/CT [CerSLa]
ou pBM150 [LAC1] e pYES6/CT. Para verificarmos se as células poderiam se manter viaveis
somente com o gene de L. amazonensis, as leveduras transformadas foram plaqueadas em
meios minimos seletivos contendo 5-FOA. O 5-FOA é toxico para as células que possuem o
gene URA3, o qual esta presente no plasmidio pBM150. Desta forma, somente conseguiria
sobreviver a célula que pudesse eliminar o plamidio pBM150 [LACI] de S. cerevisiae e, ao
mesmo tempo, possuisse um gene codificando uma proteina com atividade de CersS.

Todas as cepas foram plaqueadas em diferentes meios como prova fenotipica do
genotipo esperado apds transformacdo e selecdo (Figura 15). Para estes testes todas as

cepas transformadas foram plagueadas em meio minimo contendo galactose como fonte de
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carbono (SG), adenina, histidina, leucina, lisina e triptofano. Esse meio recebeu
suplementacdo com uracila e/ou 5-FOA e/ou blasticidina em diversas combinacgGes.

Como esperado, todas as cepas cresceram em meio SG+ura (controle positivo) (Figura
15 A). No meio SG+Blast+ura (Figura 15 B), observou-se crescimento somente das células
transformadas com pYES6/CT e pYES6/CT [CerSLa], devido a marca de resisténcia ao
antibidtico conferida pelo plasmidio e a disponibilidade de uracila no meio. Notamos em
vdrios experimentos que a cepa YPK9 transformada com pYES6/CT [CerSLa] mostrava
inibicdo do crescimento na presenga de blasticidina, o que ndo era esperado. Inicialmente
estas células apresentavam crescimento normal em meios seletivos, porém com repiques
sucessivos o crescimento das mesmas foi se reduzindo gradativamente, principalmente
quando em cultura liquida. E possivel que, além do antibiético de selecdo ser mais instavel
em cultura liquida, a alta expressdo de genes codificadores de CerS resulte em altos niveis
intracelulares de ceramida que estdo relacionados a inibicdo do crescimento celular,
diferenciacao celular ou apoptose (revisado em Shaymam, 2000).

Como esperado, em meio SG+Blast+FOA+ura ndo observamos crescimento das cepas
selvagem e deletada ndo transformadas devido a sensibilidade a blasticidina (Figura 15 C). A
cepa YPK9 selvagem transformada com pYES6/CT vazio conseguiu crescer neste meio
seletivo contendo blasticidina e 5-FOA devido a trés fatores: aquisicao do gene de resisténcia
ao antibidtico, gendtipo deletado para URA3 (adquire uracila do meio, ndo sendo sensiveis
ao 5-FOA) e presenca de genes LACI e LAG1 proprios. A cepa YPK9 selvagem transformada
com pYES6/CT [CerSLa] ndo cresceu neste meio provavelmente devido as condicdes citadas
anteriormente. As leveduras deletadas transformadas com pYES6/CT [CerSLa] conseguiram
sobreviver em meio seletivo com 5-FOA. Isto indica que o gene de CerS de L. amazonensis é
capaz de complementar a cepa YPK9 deletada que perdeu o plasmidio pBM150 contendo o
gene LAC1 de S. cerevisiae, ou seja, provavelmente a proteina de L. amazonensis possui a
atividade de CerS. Nota-se também que as cepas YPK9 deletadas transformadas apenas com
PYES6/CT ndo cresceram neste meio porque ndo foram capazes de sobreviver sem o gene
LAC1 de S. cerevisiae presente no plasmidio pBM150, confirmando a importancia da CerS na
sobrevivéncia destas células.

Para confirmar se as leveduras deletadas transformadas com pYES6/CT [CerSLa],
previamente plaqueadas em 5-FOA, perderam o plamidio pBM150 [LAC1] todos os clones

foram plaqueados em meio SG-ura, onde somente células que contém o gene URA3 sdo
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capazes de sobreviver. Como podemos observar na figura 15 D a cepa deletada
transformada com o gene de Leishmania ndo cresceu no meio sem ura, ou seja, esta cepa
perdeu o plasmidio pBM150 durante a selegao em 5-FOA. Esta informagdo se confirma
guando as células sdo plagueadas em meio SG+FOA+ura (Figura 15 E), onde podemos
observar o crescimento somente das células que sao deletadas para o gene URA ou células
gue conseguem sobreviver sem o plasmidio pBM150 e sem gene de S. cerevisiae, neste caso

a cepa deletada transformada com o gene putativo CerS de L. amazoenensis.
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Figura 15. Confirmagdo da transformagdo de S. cerevisiae cepa YPK9 selvagem e deletada com gene CerS de
L. amazonensis. Cepas YPK9 selvagem (WT), YPK9 selvagem + pYES6/CT (WTp), YPK9 selvagem +
pYES6/CT [CerSLa] (WTpla), YPK9 deletada (Del), YPK9 deletada + pYES6/CT (Delp), YPK9 deletada +
pYES6/CT [CerSLa] (DelplLa) plagueadas com D.O. decrescentes (1, 0,1, 0,001, 0,001 e 0,0001) em
diferentes meios minimos como: SG+ura (A), SG+Blast+ura (B), SG+Blast+FOA+ura (C), SG-ura (D) e
SG+FOA+ura (E), para avaliar o perfil de crescimento das células transformadas. F: Tabela representativa
dos resultados de PCR com oligonucleotideos CerSL, LACI Sc e URA3 Sc indicando se o produto foi
amplificado (+) ou ndo (-) nos diferentes clones. WTp = WT transformada com pYES6/CT, WTplLa = WT
transformada com pYES6/CT [CerSLa], Delp = Del transformada com pYES6/CT, DelpLa =Del
transformada com pYES6/CT [CerSLal].

Para confirmar o gendtipo das leveduras complementadas foi realizada reacdo de
polimerizagdao em cadeia utilizando como alvos os genes CerS de L. amazonensis e LAC1 de S.
cerevisiae, esperando-se assim confirmar a presenca ou auséncia desses genes nos

transformantes (Figura 15 F, Figura 16 A e B). Inesperadamente, a reagdao de PCR realizada
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com o par de “primers” (LAC Sc For 1 e LAC Sc Rev 1) para o gene LACI de S. cerevisiae a
partir do DNA total da cepa deletada transformada com pYES6/CT [CerSLa] e selecionada em
5-FOA gerou um produto amplificado do tamanho esperado (Figura 15 F e Figura 16 B). Isto
indica que o gene LACI permanecia nestas células. Para confirmar tal resultado, um novo par
de oligonucleotideos foi sintetizado (LAC Sc For 2 e LAC Sc Rev 2) (Figura 16 B). Novas
reacGes de PCR foram realizadas com as quatro possiveis combinacbes geradas a partir dos
dois pares de oligonucleotideos, sendo obtidos produtos amplificados com os tamanhos
correspondentes em todos os casos. Estes resultados indicam duas possibilidades: (1) as
células incorporaram em seu genoma o proprio gene LAC1 que estava presente no plasmidio
pBM150 ou (2) o 5-FOA nao foi capaz de selecionar esta cepa. A segunda hipdtese é menos
provavel uma vez que esta cepa se mostrou auxotrofica para ura (Figura 15 D), o que indica

que estas células expulsaram o plasmidio pBM150 apds selegao em 5-FOA.
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Figura 16. Esquema dos genes CerS de L. amazonensis, LAC e URA3 de S. cerevisiae e dos produtos
amplificados a partir dos pares de oligonucleotideos. Esquema demonstrando a localizagdo dos pares
de oligonucleotideos capazes de amplificar os genes CerS de L. amazonensis (A), LAC (B) e URA3 (C) de S.
cerevisige. Os sitios de anelamento dos “primers” estdo identificados e os tamanhos dos produtos
amplificados esperados estdo demonstrados pelas linhas continuas.

Com a finalidade de identificar a presenca ou ndo do plasmidio pBM150 na célula para
confirmar novamente a agao do 5-FOA, e consequente expulsao do plasmideo pBM150, ou
possivel incorporacdo do gene LACI de S. cerevisiae no genoma da célula, foram sintetizados
oligonucleotideos que cercam a regido do inserto Ty presente no gene cromossomico URA3
dos mutantes ura3-52 que tornam o gene inativo (Rose e Winston, 1984) (Figura 16 C). A
localizacdo estratégica dos oligonucleotideos visava obter produtos amplificados de
diferentes tamanhos para se diferenciar a presenca do gene URA3 presente no plasmidio
pBM150 (370 pb) e o gene URA3 genOmico com insercdo Ty - mutante ura3-52 (~ 7 kb).
Como ndo foi utilizada uma DNA polimerase apropriada para amplificagdo de produtos
longos na reacdo de PCR, era esperado a auséncia do produto de aproximadamente 7 kb
referente ao gene URA3 gendmico com inser¢do Ty. A cepa deletada apresentou um produto
amplificado referente ao gene URA3 presente no plasmidio pBM150 (Figura 15 F). Como

previsto, quatro clones independentes da cepa deletada e complementada com o gene de
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Leishmania nao apresentaram produto amplificado de 370 pb o que confirma a eliminagao
do plasmideo pBM150 da célula e, consequentemente a incorporacdo do gene LACI de S.
cerevisiae (Figura 15 F). Por se tratar de um gene essencial é possivel que estas células
tenham incorporado o gene LACI por garantia de sobrevivéncia, porém é estranho este fato
ter ocorrido somente com a cepa deletada transformada com o gene de Leishmania. Além
do gene CerS de L. amazonensis, o que diferencia esta célula da levedura deletada e
deletada transformada com o plasmidio vazio é o contato com o 5-FOA (uma vez que estas
duas células morrem na presenca de 5-FOA). Estudos tem demonstrado que o 5-FOA é
altamente mutagénico (Wellington e Rustchenko, 2005; Wellington et al., 2006). Estes
pesquisadores demonstraram as células que sobreviveram a exposi¢ao ao 5-FOA por apenas
um dia adquirirem alteracbes no tamanho de varios cromossomos (Wellington e
Rustchenko, 2005). Somado a estas, outras alteracdes genéticas ja foram reportadas em S.
cerevisiage expostos ao 5-FOA (Hiraoka et al., 2000). Frente as informacgdOes citadas e aos
dados obtidos neste estudo é facil aceitar a hipdtese de que as células deletadas
transformadas com o gene CerS de L. amazonensis e selecionadas em 5-FOA incorporaram o
gene LAC1 de S. cerevisiae em seu genoma. Isto nos impede de inferir se o gene putativo
CerS de L. amazonensis produz uma proteina com atividade de CerS e é capaz de
complementar estas células.

Devido ao insucesso no teste de complementagdo em leveduras acima citado nova
transformacdo foi realizada nas mesmas condi¢cbes anteriores, no entanto algo mais
intrigante foi observado. As células deletadas transformadas ou nao com o plasmidio
pPYES6/CT vazio cresceram nos meios contendo 5-FOA (dados ndo apresentados). Foram
preparados meios contendo 1 e 2 mg/mL de 5-FOA de diferentes lotes e marcas (Sigma® e
Fermentas®), no entanto ndo foi possivel a selecdo destas leveduras em 5-FOA. Acredita-se
que estas células tenham sofrido os efeitos mutagénicos causados pelo 5-FOA descritos por
Wellington e Rustchenko (2005) e adquirido resisténcia a droga através de alteracGes nos
cromossomos (alongamento do cromossomo 5 ou trissomia do cromossomo 4), que ocorre
com uma frequéncia média de aproximadamente 1 x 107 (Wellington e Rustchenko, 2005).
Algumas hipoteses do mecanismo de resisténcia a droga incluem: mudancas na quantidade
ou expressao de um gene afetando diretamente ou indiretamente o fluxo de entrada ou

saida do 5-FOA na célula, como as permeases ou bombas de efluxo celular, ou destrui¢cdo do



86

5-FOA ou superproducdo de um metabdlito que antagoniza o seu efeito téxico (Wellington e
Rustchenko, 2005).

Além disto, estudos vem demonstrando que existe uma relagdo entre células
resistentes a multiplas drogas (MDR) e a expressdo de genes envolvidos no metabolismo de
lipidios em leveduras em brotamento (Dawson et al., 2008). Uma via que parece controlar a
resisténcia inata a drogas em leveduras em brotamento envolve a ATPase-(H+) vacuolar (V-
ATPase) que parece ser controlada pelo gene Ravl (Parsons et al., 2004; Yoshida e Anraku,
2000). Dawson et al. demonstraram que Schizosaccharomyces pombe deletados para o gene
LAC1, mas ndo para seu homoélogo LAGI1, apresentam fendtipo de sensibilidade a
multidrogas devido a maior permeabilidade da célula a droga ou a capacidade reduzida de
sua extrusdo. Células deletadas para Ravl também apresentam este comportamento, o qual
é revertido com a super expressao de LAG1. Duplos mutantes para LACI e Rav1 apresentam
atividade V-ATPase deficiente, o que resulta em um acumulo de drogas dentro da célula.
Estes pesquisadores também observaram que a super expressao de LACI e LAG1 na cepa
selvagem resultou no aumento da resisténcia a drogas (Dawson et al., 2008). Todos estes
dados sugerem que a alteragdo de dosagem da CerS pode modular a resisténcia inata a
drogas de S. pombe. Isto pode explicar um dos motivos pelo qual as células neste estudo
adquiriram a resisténcia ao FOA, ja que as mesmas sdo complementadas com o gene LACI
de S. cerevisiae, mesmo que em baixo nimero de cdpias. Talvez, uma alternativa seria
utilizar cepas YPK9 deletadas para LACI e LAG1 e complementadas com o gene LAGI de S.
cerevisiae, como foi utilizado na caracterizagao de CerS de outros organismos, como T. cruzi,
humano e C. elegans, uma vez que o envolvimento do gene LAG1 no mecanismo de
resisténcia a drogas parece ser mais brando.

Outro fator capaz de explicar a falha de selecdo em leveduras seria a inatividade da
molécula de 5-FOA. Isto é pouco provavel uma vez que quatro diferentes lotes de diferentes
marcas foram testados, além de diferentes formas de diluicdo da droga no meio de cultura.
Além disto, um dos lotes de 5-FOA foi capaz de selecionar uma cepa diferente de S.
cerevisiae em um estudo concomitante realizado em outro laboratério (Dr. Mério Henrique
de Barros, comunicacdo pessoal).

Devido ao insucesso na complementacdo em leveduras poderiamos propor como
alternativa para a caracterizacdo do gene putativo de L. amazonensis o sistema de

transfecgao e hiperexpressao em células de linhagem como Hela, HEK 293 ou COS, utilizados
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para caracterizagao dos genes humanos que codificam CerS (Laviad et al., 2008, Mizutani et

al., 2008).

4.4 Ensaio Enzimatico da CerS In Vitro

A atividade in vitro de CerS ja foi estudada em diversas espécies baseando-se na
formacdo da ceramida a partir da base esfingdide marcada e um doador de acil CoA sob a
acao da enzima presente em um extrato microssomal. O ensaio ocorre em um tampao
reacional contendo diferentes ions, cofatores, detergentes e estabilizadores protéicos. Com
a finalidade de investigar se o tamoxifeno interfere na atividade de CerS de L. amazonensis,
iniciamos a padronizacdo de ensaios enzimaticos para testar a atividade de CerS in vitro
utilizando fragdes enriquecidas em microssomos de L. amazonensis. Para isso, utilizamos
inicialmente fracGes enriquecidas em microssomos de figado de camundongo como
controle da reacdo e posteriormente extratos microssémicos de T. cruzi.

A principio a reacdo para CerS foi realizada conforme descrito por Wang e Merril
(2000) onde 25 mM de tampao fosfato de potassio (pH 7,4), 0,5 mM de DTT, 1 uM de [3H]—
esfingosina, 50 uM de palmitoil CoA e 40 pg extrato microssémico de L. amazonensis e de
figado de camundongo foram incubados a 25 ° e 37 °C, respectivamente, por 15 minutos
(Reacdo 1, Figura 17). Foram utilizados como controle reacdes realizadas na auséncia de
extrato microssomal e na auséncia de palmitoil CoA. Os lipidios foram extraidos da reacdo e
submetidos a dois diferentes sistemas de separagdo por TLC (Ichikawa et al, 1994; Wang e
Merril, 2000) para verificar qual deles seria o mais apropriado para avaliar os produtos da
reacdao. Notamos que ambos sistemas separam muito bem a [3H]—esfingosina da [*H]-
ceramida formada concluindo-se que qualquer dos dois sistemas poderia ser utilizado.
Como podemos observar na figura 17 ndo houve a formagao da ceramida marcada esperada
nas posicoes 4 e 8 (reacbes enzimaticas completas com microssomos de L. amazonensis e
de figado de camundongo, respectivamente) com valores de Rfs igual a 0,83 e 0,48 dos
controles nos sistemas de corrida descritos por Ichikawa et al. (1994) e Wang e Merril

(2000), respectivamente.
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Figura 17. Analise da atividade para CerS. TLC do extrato lipidico dos produtos da reagdo enzimatica para CerS
com as fragOes protéicas enriquecidas em microssomos de L. amazonensis e de figado de camundongo
submetidos a dois diferentes sistemas de corrida. A. Sistema de corrida clorofémio:metanol:agua
(60:35:8, v/v/v) em 20% da corrida na placa e cloroférmio:metanol:acido acético (90:2:8, v/v/v) no
restante da corrida (Ichikawa et al., 1994). B. Sistema de corrida dietileter: metanol (99:1, v/v) (Wang e
Merril et al., 2000). (1) reagdo enzimatica contendo apenas palmitoil CoA e [3H]-esfingosina (controle
negativo), (2) reagdo contendo palmitoil CoA e microssomos de L. amazonensis, (3) rea¢do contendo
[3H]-esfingosina e microssomos de L. amazonensis, (4) reagdo completa contendo palmitoil CoA, PH]-
esfingosina e microssomos de L. amazonensis, (5) reacdo contendo apenas palmitoil CoA e HI-
esfingosina (controle negativo), (6) reacdo contendo palmitoil CoA e microssomos de figado de
camundongo, (7) reagdo contendo [3H]—esfingosina e microssomos de figado de camundongo e (8)
reagdo completa contendo palmitoil CoA, [3H]-esfingosina e microssomos de figado de camundongo. P:
palmitoil CoA, E: [3H]-esfingosina, . 2H-ESF: [3H]-esfingosina, *H-Cer: [3H]-ceramida, M: fragdo
microssomal de L. amazonensis ou de figado de camundongo.O: origem, F: frente.

A auséncia de atividade observada poderia ser devida a requerimentos i0Gnicos
especificos ou a concentragao inadequada de qualquer um dos componentes do ensaio.

Novos ensaios foram realizados aumentando as concentracdes dos extratos microssdémicos
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e do precursor [3H]—esfingosina para 100 pg e 2 uM, respectivamente, e novamente nao
obtivemos a formacdo de [*H]-ceramida (Reacdo 2). Desta forma, novas condicbes de
ensaio foram testadas utilizando 2 mM de MgCl,, 20 uM de BSA, 20 uM de esfingosina fria,
0,25 pCi de [*H]-esfingosina, 75 uM de palmitoil CoA e 250 pg de fracio microssomal,
ressuspendidos com HEPES em um volume final de 500 pl conforme descrito por Hirschberg
et al. (1993) (Reagcdo 3). A BSA age como carreadora dos substratos da reacdo que sdo
hidrofébicos e tendem a se envolver com as membranas microssomais reduzindo suas
concentragoes livres para a reagdo. Na reagao os complexos de acil-CoA’s e [3H]—esfingosina
sdo preparados com BSA e, em seguida, incubados na presenca da fragdo microssomal.
Ambos substratos hidrofébicos entram em equilibrio com as membranas doadoras e sao
convertidos em [3H]—ceramida. Foi demonstrado que a taxa de conversdao no sistema
reacional é dependente da relacdo entre BSA e palmitoil CoA (C16:0). Por exemplo, em
baixas concentracdes, o palmitoil CoA se liga fortemente a BSA tornando-se indisponivel
para a reagdao enzimdtica (Pauly e McMillin, 1988) e em altas concentragdes atuam como
detergentes e reduzem drasticamente a sintese de [*H]—-ceramida, presumivelmente pela
perda da integridade de membrana ou da estrutura da enzima. Desta forma, foi utilizada a
relagao esfingosina:BSA:palmitoil CoA de 1:1:3-4 conforme proposto por Hirschberg et al.
(Hirschberg et al.,, 1993). Neste estudo, a presenca de co-fatores no sistema reacional
também foi avaliada. A estimulacdo maxima da sintese de [3H]—ceramida foi obtida na
presenca de 1 mM de MgCl,, enquanto que concentracdes mais baixas de MnCl, (0,5 mM)
desempenharam um efeito semelhante (Hirschberg et al., 1993). No entanto, mesmo com
estas alteracdes ndo conseguimos obter a formacdo de ceramida marcada no ensaio
realizado, mesmo na reagao controle utilizando fragdes ricas em microssomos de figado de
camundongo.

O fato da reagao controle ndo ter gerado o produto marcado pode estar relacionada
com a inatividade da enzima presente na fracdo microssomal, uma vez que estes ensaios
foram padronizados especificamente para a CerS de camundongo. Por outro lado, o
insucesso nas reagdes com o extrato de Leishmania poderia ser devido a grande distancia
evolutiva das espécies avaliadas o que implica em requerimentos especificos para CerS de
cada espécie.

Desta forma, optamos por utilizar um controle evolutivamente mais proximo das

leishmanias, como o T. cruzi com base na hipdtese de que os requerimentos enzimaticos
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seriam semelhantes. A atividade in vitro de CerS de T. cruzi foi caracterizada por Figueiredo
em 2008. Neste trabalho, o conteludo reacional era constituido por tampdo fosfato de
potassio (50 mM), MnCl, (1 mM) e CHAPS (0,2%) (Tampado Il) e o tempo de incubacdo era
superior ao descrito nos protocolos anteriormente citados (4 horas em comparagao a 15 e
40 minutos em Wang e Merril, 2000 e Hirschberg et al., 1993, respectivamente) (Reacao 4,
Figura 18). Como podemos observar na figura 18 conseguimos reproduzir a reagao
enzimatica de CerS com a fracdo microssomal de T. cruzi. Entretanto ndo observamos
sintese de ceramida quando foi utilizado o extrato microssdmico de Leishmania preparado

como descrito por Previato et al. (1998).

IH-Cer —»| e =
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Figura 18: Atividade de ceramida sintase em T. cruzi. As reagdes foram preparadas em tampao | (50 mM de
fosfato de potassio pH 7,4, 1 mM MnCl, e 0,2% CHAPS), na presenca de [3H]-esfingosina, palmitoil CoA e
80 pg (1), 350 pg (2) e 0 ug (3) de fragdo microssomal de T. cruzi. [*H]-Cer= C16 ceramida, [*H]-ESF:
esfingosina, F: frente, O: origem. Sistema de corrida descrito por Ichikawa et al, 1994.

Assim, foram ensaiados outros protocolos para obtencdo de extrato microssémico de
L. amazonensis funcional e com alta concentracdo de proteinas. Inicialmente seguimos o
protocolo utilizado por Figueiredo (2008), porém ndo obtivemos bom rendimento de
proteinas no extrato (0,6 mg/mL). Considerando a alta concentragdo de proteases presentes
em Leishmania, modificamos o protocolo incluindo uma ampla gama de inibidores de
protease (PMSF 1 mM, Benzamidina 2 mM, Leupeptina 50 uM, Fenantrolina 5 mM, Inibidor
de Tripsina 50 ug/mL). Desta forma, realizamos nova extragdo microssomal com maior

guantidade de parasitas e modificando os inibidores, porém a solucdo ficou muito viscosa.
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Acreditamos que o procedimento de maceragao em cadinho em ciclos de descongelamento
e congelamento com N, liquido seja muito agressivo para a Leishmania, o que promove a
ruptura do nucleo e liberacdo do DNA na solucdo deixando-a viscosa. O aumento da
viscosidade da solucdo impede a separacao dos debris celulares e de células inteiras das
fragbes menores de membrana reduzindo a recuperagdo dos microssomos e,
consequentemente o rendimento da extracdo. A fim de aproveitar o material macerado a
solugdo foi tratada com DNase (20 U/mL) por 15 minutos a temperatura ambiente e
submetida a centrifugacdo diferencial. O extrato microssémico obtido foi utilizado como
fonte de CerS na reacdo enzimatica realizada nos mesmos padrées utilizados para T. cruzi
modificando apenas a temperatura de incubagdo para 25°C (Reagdo 5), porém nao houve a
formac3o da ceramida marcada. E possivel que a incubacdo do extrato a temperatura
ambiente por 15 minutos para a agdo da DNAse, possa ter levado a degradagao de proteinas
ou permitido a a¢do de proteases ndo inibidas presentes no extrato.

A fim de encontrar um método de lise celular menos agressivo que mantivesse o
nucleo do parasita intacto novos protocolos de obtencdo de fracdo microssomal foram
testados. Para isto, foram realizados testes piloto com 5 x 108 parasitas modificando o
procedimento de Figueiredo apenas na etapa de lise. O primeiro método testado consistia
em ressuspender os parasitas em uma solucdo hipotdnica e passa-las em agulha 26G para
que as células osmoticamente alteradas se rompessem (llgoutz et al., 1999). No segundo
método os parasitas foram lisados por sonicacdo (6 vezes, 25 segundos na poténcia de 20)
(Mahoney e Turco, 1999). Diferentemente do protocolo utilizado por Figueiredo, em ambos
os testes a solucdo contendo os parasitas lisados foi submetida a apenas duas
centrifugacdes: a primeira a 3.000 g por 10 minutos para a retirada de células integras e
debris celulares e a segunda a 100.000 g por 90 minutos para obtencdo dos microssomos. Os
dois procedimentos nado lisaram o nucleo das células e tiveram um rendimento protéico
razoavel (9 e 28 mg/mL para llgoutz, 1999 e Mahoney e Turco, 1999, respectivamente).
Devido ao maior rendimento protéico na lise dos parasitas por sonica¢cdo realizamos a
purificagdo de microssomos de L. amazonensis baseados no protocolo de Figueiredo (2008)
modificado conforme Mahoney e Turco (1999) com 1 x 10 parasitas e obtivemos um étimo
rendimento de 130 mg/mL de proteina. A fragdo microssomal obtida foi utilizada como fonte

de CerS para as reacdes enzimaticas 6 a 11 descritas adiante.
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Desta forma, a reacdo enzimatica para CerS foi realizada utilizando o novo extrato
microssomico de L. amazonensis, sob as mesmas condi¢des utilizadas para T. cruzi (Reagdo
6). Ndo houve formagdo da ceramida marcada nas reagbes de Leishmania, o que nos levou a
suspeitar da atividade do extrato microssomal ou das condi¢Ges reacionais inadequadas para
a atividade da CerS de L. amazonensis (dados ndo apresentados).

Varios experimentos foram entdo realizados utilizando diversos tamp0des de reacdo e
variando a concentracdo de extrato microssomico de Leishmania. Entretanto, em nenhuma
das condigdes testadas foi possivel observar sintese de ceramida nas reagdes com extrato de
Leishmania, enquanto o controle com extrato de T. cruzi foi sempre ativo. Desta forma,
decidimos investigar a integridade do extrato microssomal de L. amazonensis. Para isto,
verificamos se o extrato apresenta atividade de cisteino protease, utilizando o ensaio de
digestdo “in-gel” conforme Yokoyama-Yasunaka et al. (1994). Observamos que a atividade
de cisteina protease no extrato microssomal de Leishmania estava intacto, o que nos
permitia supor que havia chances da CerS também estar ativa neste extrato (dados ndo
apresentados).

Em outros sistemas, reagdes para analise da atividade de CerS utilizam sempre
esfinganina (via de sintese de novo) e ndo esfingosina (via de sintese de salvacdo). Embora
fosse improvavel que apenas uma insaturacdo na molécula pudesse interferir no
reconhecimento tridimencional da base esfingéide, modificando a atividade da enzima,
decidimos testar o precursor esfinganina nas reacdes. Também alteramos o tipo de
marcacao, sendo utilizadas moléculas marcadas com NBD (Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol) que
permitem a visualizacdo do resultado de forma mais rapida e efetiva que a marcagao com
tritio. O fluoréforo NBD é uma molécula amplamente empregada na pesquisa de lipidios
gracas a propriedade de ligar-se facilmente ao grupo acil lipidico. Os picos de
emissdo/exitacdo de NBD estdo préximos a 470/530 nm (revisado em Rasmussen e
Hermetter, 2008). Desta forma, novos ensaios enzimaticos para a atividade de CerS foram
realizados com os precursores fluorescentes (NBD-esfingosina e NBD-esfinganina), tampdo
Il e 2,6 mg de fracdo microssomal preparada conforme Figueiredo (2008) e Mahoney e
Turco (1999) (Reacgdo 7). Finalmente, observamos a formacdo de NBD-ceramida nas reacdes
de T. cruzi e de Leishmania utilizando tanto o precursor NBD-esfingosina quanto NBD-

esfinganina (Figura 19).
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Figura 19: Atividade de ceramida sintase em L. amazonensis. As reagdes foram preparadas em tampao Ill (50
mM fosfato de potassio pH 7.4, 1 mM MnCl,, 1 mM MgCl,, 1 mM DTT e CHAPS 0,2%) na presenga de
palmitoil CoA, NBD-esfingosina (1 e 3) e NBD- esfinganina (2 e 4) e 2,6 mg de fragdo microssomal de L.
amazonensis (1 e 2) e 300 pg de fracdo microssomal de T. cruzi (3 e 4). NBD-Cer = NBD-ceramida, NBD-
ESF = NBD-esfingosina, NBD-ESFn = NBD-esfinganina, F: frente, O: origem. Sistema de corrida descrito
por Ichikawa et al, 1994.

Como palmitoil CoA foi utilizado como fonte de acil na reacdo esperava-se a
formacdo de ceramidas com 16 carbonos (C16-ceramida). Observamos sintese de moléculas
gue migram com Rfs iguais a 0,79, 0,81, 0,75 e 0,78 nas reacbes 1 a 4, respectivamente
(Figura 19). Estes valores de Rf sdo compativeis com o observado, no mesmo sistema de
separacdo, para NBD-C16 ceramida (0,8) presente em extrato lipidico total de promastigotas
de L. amazonensis marcados com NBD-esfingosina e NBD-esfinganina e analisadas por
espectrometria de massas (Miguel, 2011). E interessante notar que tanto nos ensaios de
Leishmania quanto de T. cruzi as reagbes com NBD-esfingosina geraram um produto
marcado com NBD com Rf menor (0,78 e 0,75, reacdo 1 e 3, respectivamente) do que as
reacBes feitas com NBD-esfinganina (0,81 e 0,79, reacdes 2 e 4, respectivamente). E possivel
gue esta diferenca de migracdo esteja relacionada ao fato da acilacdo de esfinganina gerar
diidroceramida, a qual é posteriormente é dessaturada a ceramida em um sistema in vivo.
Desta forma, a presenca de duas moléculas de hidrogénio na diidroceramida e a insaturacao
na molécula de ceramida, poderiam alterar o perfil de migracdo destas moléculas. E
interessante notar que sob as mesmas condi¢Ges reacionais, utilizando NBD-esfingosina e

NBD-esfinganina para as duas espécies, as moléculas sintetizadas pela CerS de T. cruzi
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apresentaram um coeficiente de retengdo menor (Rf=0,75 e 0,79, respectivamente) que as
moléculas obtidas nas reagcdes com extrato de L. amazonensis (Rf=0,78 e 0,81,
respectivamente).

Avaliando-se a intensidade das bandas correspondentes a NBD-ceramida e NBD-
diidroceramida observa-se maior intensidade do produto gerado nas reacdes a partir de
esfinganina (coluna 4, Figura 19) em T. cruzi. Ao contrario, observa-se maior abundéancia do
produto gerado a partir de esfingosina (coluna 1, Figura 19) em L. amazonensis. Embora as
bandas correspondentes aos precursores marcados com NBD se apresentem mais intensos
nas canaletas correspondentes aos ensaios citados acima, estes resultados podem indicar
preferéncias diferentes pelas bases esfingdides nos dois organismos. Talvez a CerS de T. cruzi
seja mais especifica para a via de sintese de novo de ceramida e a de Leishmania para a via
de sintese de salvagdo. Além disto, houve claramente maior rendimento nas reagdes com
extratos de T. cruzi, o que sugere que as condi¢cOes reacionais ainda nao eram as mais
adequadas para a CerS de L. amazonensis.

Essa diferenca no rendimento da reacdo enzimatica foi confirmada em experimento
utilizando o precursor marcado com tritio (Reagdo 8) nas mesmas condigdes utilizadas na
reagdo 11. Apenas o produto da reagao com microssomos de T. cruzi foi detectado apds 15
dias de exposicdo em “screen” e deteccdo por Storm. Essa mesma placa foi entdo tratada
com En*hance’ e submetida a autoradiografia com exposi¢ao por 30 dias, sendo entao
possivel visualizar uma intensa banda na reagcdo com extrato de T. cruzi e uma fraca
marca¢do na rea¢do com microssomos de Leishmania (resultados ndo apresentados). Isto
demonstra que, além das condi¢des enzimaticas ainda inadequadas, a auséncia de deteccdo
da formagao de ceramida marcada com tritio em todas as reagdes anteriores também estava
relacionada a baixa sensibilidade de detecc¢do para marcagdo com tritio.

Também é necessario ressaltar que nos ensaios descritos acima e apresentados na
Figura 19, foram utilizadas diferentes concentracdes de extrato nas reacdes de T. cruzi e L.
amazonensis, o que também poderia explicar diferentes eficiéncias na sintese de ceramida.
Mas os resultados observados na Figura 19 demonstram que L. amazonensis possui uma
proteina com atividade de CerS presente em sua fragdo microssomal, capaz de utilizar tanto
esfingosina como esfinganina marcados com o fluoréforo NBD como precurssores na reagao.
Desta forma, prosseguimos com a padronizacdo das reagbes enzimaticas utilizando os

precursores marcados com NBD.
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Como o0s ensaios com extratos de Leishmania apresentaram baixo rendimento
realizamos novos ensaios utilizando o miristoil CoA como fonte de acil para a formacdo da
ceramida. Isto porque a enzima SPT de L. major utiliza preferencialmente o miristoil CoA
como fonte de acil CoA para iniciar a via de biossintese de novo de SLs (Hsu et al., 2007).
Desta forma, pretendiamos avaliar se a CerS de L. amazonensis também possui preferéncias
sobre algum destes doadores de acil CoA para a formacdo de ceramida. Neste ensaio
também foi reduzida a quantidade de NBD-esfinganina de ambos os parasitas e da fracdo
microssomal de L. amazonensis (5 uM e 1,3 mg, respectivamente) com a intencdo de
melhorar o rendimento da reac¢do (Reacdo 9, Figura 20), uma vez que foi demonstrado que
na reacao de CerS de T. cruzi ha reducdo da producdo de ceramida conforme aumenta a

concentracdo da proteina (Figueiredo, 2008).
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Figura 20: Atividade de ceramida sintase em L. amazonensis com dois diferentes doadores de acil CoA. As
reagGes foram preparadas em tampao Il (50 mM fosfato de potassio pH 7.4, 1 mM MnCl,, 1 mM MgCl,,
1 mM DTT e CHAPS 0,2%) na presenca de palmitoil CoA (2 e 4) ou miristoil CoA (3 e 5), NBD- esfinganina
(NBD-ESFn) e 300 ug de fragcdo microssomal de T. cruzi (2 e 3) e 1,3 mg de fragdo microssomal de de L.
amazonensis (4 e 5). NBD-esfingosina padrdo (1). NBD-Cer = NBD-ceramida, NBD-ESFn: NBD-esfinganina,
F: frente, O: origem. Sistema de corrida descrito por Ichikawa et al, 1994.

Diferentemente do demonstrado por Figueiredo (2008) a CerS de T. cruzi foi capaz de
utilizar o miristoil CoA como fonte de grupo acil para a formacdo da ceramida (coluna 3,
Figura 20), embora o rendimento tenha sido inferior ao do ensaio realizado com palmitoil
CoA (coluna 2, Figura 20). Nos ensaios de Leishmania também houve a formacdo de

ceramida utilizando o miristoil CoA (coluna 5, Figura 20), porém ndo pudemos inferir se a L.



96

amazonensis possui preferéncias por um substrato ou outro ja que o ensaio com palmitoil
CoA apresentou um padrao de corrida alterado (coluna 4, Figura 20). Um fato interessante
de notar é que a redugdo da quantidade do precursor e das fracdes microssomais de
Leishmania aumentaram o rendimento da reacao.

Como foram utilizados palmitoil e miristoil CoOA como fonte de grupo acil para a
formacdo da ceramida esperava-se a formacdo de C16 e Cl4-ceramida, respectivamente,
com diferentes padrdes de corrida. No entanto, as ceramidas formadas apresentaram os
mesmos valores de Rfs independentemente do substrato utilizado. E interessante notar que,
independentemente do doador de grupo acil utilizado, a ceramida formada pela CerS de T.
cruzi (Rf = 0,7) apresentou um Rf menor que a formada pela CerS de L. amazonensis (Rf =
0,8). Como descrito acima, este fato também foi observado em ensaios realizados tanto com
esfinganina como esfingosina.

Outro fato interessante na figura 20 é que as bandas mais fracas observadas por toda
a corrida sdo provenientes da degradacdo parcial da NBD-esfinganina (coluna 1, Figura 20) e
gue justamente na regido de migracdo da ceramida ndo ha nenhum produto degradado, o
gue comprova que as bandas de Rfs de 0,8 e 0,7 correspondem a formacdo de ceramida a
partir das bases esfingdides e acidos graxos CoA.

Para melhor caracterizar o ensaio in vitro de CerS de L. amazonensis realizamos
reagdes enzimaticas na auséncia de um ou dois componentes, além de reduzir a quantidade
das fragGes microssomais de Leishmania e do precursor marcado para 100 pg e 4 uM,

respectivamente (Reacdo 10, Figura 21).
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Figura 21: Atividade de ceramida sintase de L. amazonensis. As reagdes foram preparadas em tampao Il (50
mM fosfato de potassio pH 7.4, 1 mM MnCl,, 1 mM MgCl,, 1 mM DTT e CHAPS 0,2%) na presencga de 90
MM de palmitoil CoA, 4 uM de NBD- esfinganina (NBD-ESFn), 300 ug de fragdo microssomal de T. cruzi
(2) e 100 pg de fracdo microssomal de L. amazonensis (3, 4 e 6) e na auséncia de palmitoil CoA (4),
fracdo microssomal (5), NBD-esfinganina e palmitoil CoA (6), NBD-esfinganina e fragdo microssomal (7) e
palmitoil CoA e fragdo microssomal (8). NBD-esfingosina padrdo (1). NBD-Cer = NBD-ceramida, NBD-
ESFn: NBD-esfinganina, F: frente, O: origem. Sistema de corrida descrito por Ichikawa et al, 1994.

A reacdo controle de CerS de Leishmania resultou em um produto marcado com Rf
igual a 0,8 (coluna 3, Figura 21), que equivale ao Rf da NBD-C16 diidroceramida.
Inesperadamente, a intensidade do produto obtido na reacdo de L. amazonensis sem
palmitoil CoA (coluna 4) apresentou um aumento de 92 % em relacdo a banda observada na
reagao controle (coluna 3, Figura 21). Talvez a CerS de Leishmania tenha preferéncia por
outras fontes de grupamento acil que estejam presentes no extrato microssomico e desta
forma, apresenta maior rendimento na reagdo, mesmo que as concentragdes do acido graxo
estejam baixas. De fato, a coloracdo da placa com vapor de iodo mostrou a presenca de
diversas bandas referentes a lipidios insaturados (dados ndo apresentados), inclusive no
material aplicado na canaleta 6 (Figura 21), que contem a reagdo na auséncia de NBD-
esfinganina e palmitoil CoA, ou seja sé com fragao microssomal. Isto indica que a fragao
microssomal de L. amazonensis possui lipidios insaturados, os quais podem ser utilizados
para a formagdo de diidroceramida in vitro. Desta forma, seria interessante realizar um
“screening” com diferentes fontes de acil CoA para verificar qual acido graxo a CerS de L.

amazonensis prefere utilizar para formar ceramida e dihidroceramida in vitro.
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Como esperado, ndo foi visualizada a formagao do produto dihidroceramida nas
reacGes enzimaticas na auséncia de fracdo microssomal (coluna 5, Figura 21) e na auséncia
de NBD-esfinganina (coluna 6, Figura 21), tanto por deteccdo de fluorescéncia como apds
coloracdo com vapor de iodo (resultados ndo apresentados). Assim, mostramos que
somente a presenca de palmitoil CoA e dos cofatores presentes no tampao reacional sdao
insuficientes para formar a ceramida.

A coluna 8 representa a reagdo enzimatica na auséncia de palmitoil CoA e de fragao
microssomal, sendo na verdade visualizados somente os produtos de degradacdo da NBD-
esfinganina sob as condicGes de temperatura e microambiente da reac¢do. Cabe evidenciar a
auséncia de banda de degradagao na regido de migracdo da NBD-ceramida e NBD-
diidroceramida, demonstrando novamente que a banda de Rf igual a 0,8 equivale somente
ao produto marcado formado na reagao in vitro.

Nas reagGes controle com extrato de T. cruzi foi também detectada uma banda de Rf
igual a 0,15 (coluna 2, Figura 21) que é compativel com o coeficiente de migragdo de NBD-
IPC observado na marcacdo metabdlica de L. amazonensis com NBD-ceramida (Miguel,
2011). A sintese de IPC nesta reacdo seria teoricamente possivel, dadas as condi¢des
reacionais semelhantes e a possibilidade de existir fosfatidilinositol (Pl) na fragdo
microssomal de T. cruzi. Em concorddncia com essa hipdtese, a coloragdo com azul de
molibidénio da placa contendo as mesmas reagdes permitiu a detec¢ao de moléculas
fosforiladas com Rf de 0,15 nas reacdes de T. cruzi.

Tendo, portanto, padronizado condi¢cdes para detectar a atividade de CerS nos
extratos de L. amazonensis e com o o objetivo de verificar se o tamoxifeno interfere na
atividade da CerS desse organismos, foram realizados ensaios enzimaticos de CerS na
presenca de 0,1, 1, 10 e 100 uM de tamoxifeno (Reagdo 11, Figura 22). Utilizamos também a

fumonisina B2 (FB2) como controle, que é descrita como um inibidor classico de CersS.
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Figura 22: Efeitos do tamoxifeno e da fumonisina B2 na atividade de ceramida sintase de L. amazonensis. As
reacOes foram preparadas em tampao Il (50 mM fosfato de potassio pH 7.4, 1 mM MnCl,, 1 mM MgCl,,
1 mM DTT e CHAPS 0,2%) na presenga de (90 uM) palmitoil CoA, (4 uM) NBD- esfinganina, 100 ug de
fracdo microssomal de T. cruzi (2 e 4) e de L. amazonensis (3, 5 a 8), 1,4 uM (4 e 5) e 14 uM (6) de
Fumonisina B2 e 10 uM (7) e 100 uM (8) de tamoxifeno. NBD-esfingosina padrao (1). NBD-Cer = NBD-
ceramida, NBD-ESFn: NBD-esfinganina, F: frente, O: origem. Sistema de corrida descrito por Ichikawa et
al, 1994.

Resultados obtidos por Figueiredo (2008) indicavam que a FB1 em concentragbes de
1,4 uM é capaz de inibir em 93% a atividade da CerS de T. cruzi. Observamos que a FB2 nas
mesmas concentragdes resultou em reducdao de 54% na sintese de ceramida quando
incubada com extratos microssomicos de T. cruzi. No entanto, a incubacdo de extratos
microssémicos de L. amazonensis com a mesma dose (1,4 uM) de FB2 resultou em um
aumento de 10% na intensidade do produto da reacdo (Coluna 5, Figura 22). Observamos
uma redugao de 44% do produto marcado na reagdo de L. amazonensis somente quando
utilizamos 14 uM de FB2 (Coluna 6, Figura 22).

Esta concentracdo é 10 vezes superior a capaz de inibir 93% da producdo de ceramida
em T. cruzi (Figueiredo, 2008), 100 vezes maior que a capaz de inibir 50% da atividade em
fracdo microssomal de figado de rato (Wang et al., 1991) e 5.000 vezes maior que a
concentragdo inibitdria para 50% da atividade em fragao microssomal de cérebro de rato
(Merrill et al., 1993). Estes estudos utilizaram FB1 para a inibicdo da atividade de CerS,
porém as fumonisinas B1 e B2 s3o estruturalmente analogas e possuem propriedades
toxicoldégicas semelhantes, como inducdo de cancer de figado em camundongos
(Gelderblom et al., 1993) e citotoxicidade em vdrias linhagens celulares (Yoo et al., 1992;
Abbas et al., 1993; Gelderblom et al., 1993). Além disto, foi demonstrado que a FB2 também

€ um inibidor de CerS de camundongo tanto in vitro (Wang et al., 1991) como in vivo (Voss et
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al., 1993). Desta forma, estes resultados demonstram que a CerS de L. amazonensis ndo é
sensivel a FB2, ao contrario do observado em diversas células eucariotas como o T. cruzi.

Comparando-se as reacdes de T. cruzi controle (coluna 2, Figura 22) e tratado com
1,4 uM de FB2 (coluna 4, Figura 22) nota-se que além da ceramida houve reducdo da
provavel banda de NBD-IPC, visto que ha menor disponibilidade do precursor ceramida para
a formacao do fosfoesfingolipidio.

O tamoxifeno nao foi capaz de inibir ou reduzir a atividade da CerS de L. amazonensis
nas concentragbes de 0,1 e 1 uM (dados ndo apresentados). Em ensaios enzimaticos
incubados na presenca de 10 uM de tamoxifeno, houve reducdo da atividade in vitro de CerS
de L. amazonensis em aproximadamente 10% (média aritmética dos resultados obtidos em
trés diferentes ensaios) (Figura 22, coluna 7). Considerando que a concentragdo inibitdria
para 50% da cultura de promastigotas de L. amazonensis é de 10 uM (Miguel et al., 2007), a
taxa de reducdo de apenas 10% da producdo de ceramida in vitro é pouco significante. Isto
porque em sistemas in vitro a droga esta em contato direto com o seu alvo, o que facilita a
atividade da mesma, necessitando menores concentra¢des da droga para obter a mesma
taxa de inibicdo obtida em sistemas mais complexos. Além disto, o uso de 100 uM de
tamoxifeno no ensaio proporcionou um aumento de 78% da produgao de diidroceramida
marcada. Esses ensaios foram realizados duas vezes e mostraram resultados concordantes.
O aumento na sintese de ceramida observado em ensaios realizados com altas
concentragOes de tamoxifeno é intrigante e devera ser investigado mais detalhadamente. De
qualquer forma, é improvavel que esse efeito esteja relacionado ao mecanismo de agao da
droga em parasitas intactos, ja que foi observado apenas em concentracdes muito elevadas.
Desta forma, fica claro que a atividade de CerS de L. amazonensis nao é inibida por
tamoxifeno.

Considerando-se que promastigotas de L. amazonensis em cultura tratados com 10
UM de tamoxifeno apresentam alteracbes marcantes no metabolismo de esfingolipideos
(Miguel, 2011), novas investigacGes a respeito desta via devem ser realizadas a fim de
esclarecer o mecanismo pelo qual o tamoxifeno é capaz de matar estes parasitos.

Por outro lado, os dados obtidos nesse trabalho estabelecem as bases para que
possamos completar a caracterizagdao da atividade enzimatica da CerS de L. amazonensis,
com a determinacdo de atividade na presenca de diferentes grupos acil. A caracterizacdo por

espectrometria de massas dos produtos gerados na reagdao podera também permitir
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esclarecer os diferentes padrdes de retencdo observados em cromatografia em camada
delgada para as moléculas sintetizadas a partir dos diferentes precursores.

Sera também interessante verificar a existéncia de atividade reversa de Ceramidase
em extrato microssomal de L. amazonensis, o que poderia explicar a permanéncia da
producdo de ceramida em condic¢des inibitdrias para CerS. A atividade reversa de ceramidase
ja foi descrita em diversos organiasmos como humanos (Okino et al., 2003), ratos (El Bawab
et al.,, 2001), camundongos (Mao et al., 2003), leveduras (Mao et al., 2000a, Mao et al.,
2000b) e bactérias (Nieuwenhuizen et al., 2003), porém nao foi descrita em organismos

evolutivamente mais proximos a Leishmania como o T. cruzi (Figueiredo, 2008).



5. CONCLUSOES
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A partir dos resultados apresentados na presente tese concluimos que L.
amazonensis possui uma proteina com atividade de CerS identificada em ensaios
enzimaticos de CerS in vitro, utilizando fragdes enriquecidas em microssomos de
promastigotas de L. amazonensis. Apesar da impossibilidade de demonstrar a capacidade do
gene putativo de CerS de L. amazonensis de complementar leveduras duplamente deletadas
para LAC1 e LAG1, é provavel que a proteina envolvida na atividade enzimatica in vitro seja a
proteina codificada pelo gene putativo caracterizado. Esta hipdtese é suportada pela
semelhanga entre as sequéncias protéicas de CerS de L. amazonensis e T. cruzi (identidade
igual a 42%), a existéncia de dominios transmembrana caracteristicos da familia das
proteinas LAG e a presenga do motivo Lagl e dos aminoacidos essenciais para a atividade de
CerS. Outros fatores importantes sdo a existéncia de um Unico gene ortélogo ao gene LAG1
de S. cerevisiae presente no genoma de Leishmania e consequente existéncia de atividade
enzimatica de CerS em fracdo microssomal de L. amazonensis.

A CerS de L. amazonensis é capaz de utilizar tanto a esfingosina quanto a esfinganina
para a formacdo da ceramida in vitro, assim como o palmitoil e o miristoil CoA como fonte
de grupo acil.

A Fumonisina B2, inibidora cldssica de CerS de mamiferos, ndo foi capaz de inibir a
atividade de CerS de L. amazonensis em concentracdes usualmente toxicas para diversas
espécies, inclusive para T. cruzi.

O tamoxifeno ndo inibe a atividade de CerS de L. amazonensis in vitro. A discreta
inibicdo da atividade de CerS de L. amazonensis in vitro em concentragdes proximas a 1Cso
para promastigotas de L. amazonensis em cultura foi considerada ndo significativa,
especialmente pela auséncia de um padrdao compativel com um fendmeno dose-resposta.

A incapacidade do tamoxifeno de inibir a atividade de CerS de L. amazonensis em
reagdes enzimaticas in vitro de forma significativa demonstra que esta enzima
provavelmente ndo é responsavel pela atividade leishmanicida da droga sobre diversas

espécies de Leishmania tanto in vitro e como in vivo.
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