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Resumo

A Ciclosporina A (CsA) faz parte de um grupo de oligopeptidios ciclicos e
hidrofébicos, produzida naturalmente por fungos. Este composto além de ser um potente
imunossupressor pode também apresentar uma série de outros efeitos fisiol 6gicos como
atividade antiinflamatéria e antiaérgica, ou mesmo efeitos anti fangicos e
antiparasitarios. Partimos de uma genoteca gendmica de L. (L.) major cepa Friedlin Al
(LmFA1) construida no cosmidio cLHYG, que teve 0 seu DNA transfectado em
promastigotas para em seguida as células serem submetidas aos experimentos de
superexpressdo génica em presenca de concentracOes crescentes de CsA. Foram
selecionados dois loci capazes de conferir resisténcia a CsA. Um desses loci (contendo
cerca de 30 — 40 kb) foi mapeado e caracterizado apods analises do perfil de digestdo com
diferentes enzimas de restricdo, e da transfeccdo de algumas delecBes em células
LmFAL, que ap6s amplificacdo génica, foram submetidas a testes funcionais em
presenca de CsA. Apesar de valores baixos dos indices de resisténcia obtidos com os
testes funcionais, foi possivel identificar nesse locus um gene que apos segiienciamento
parcial de nucleotideos e andlises comparativas no banco gendmico de leishmania,
revelou a presenca de uma fase aberta de leitura contendo 1 844 aminoacidos que
codifica para uma proteina de membrana pertencente a familia das transportadoras ABC
e que parece estar relacionada com a resisténcia a CsA. Essa proteina, denominada
LmABC-CR1, possui alta identidade com uma transportadora ABC de L. (L.) tropica
(95,5%), e baixa identidade (27,2%) com uma outra transportadora ABC de LmFA1
isolada por nosso grupo e relacionada com a resisténcia a Pentamidiana (PRP1). A
andlise molecular dos DNAS das espécies, L. (L.) amazonensis L. (V.) brazliensis, L.
(L.), chagas eL. (L.) major demonstrou um relativo polimorfismo do gene LmABC-CR1
nestas espécies. O papel dessa nova proteina na resisténcia a CsA frente a diferentes
espécies de leishménia devera ser melhor estudado.



Summary

Cyclosporin A (CsA) is acyclic hydrophobic oligopeptide naturally produced by fungus.
Besides this drug is usually known as a potent immunosupressor, it also presents a
couple of other physiologic activities as anti-inflammatory, anti-allergic, or even acting
asfungicidal and anti-parasitic. Starting from an L. (L.) major Friedlin A1 (LmFA1)
genomic library constructed into the cLHY G shuittle vector, DNA was transfected on
promastigotes, and cells submitted to over expression in the presence of increasing
concentrations of CsA. Two loci were selected capable to render cells CsA resistance
after transfection.One of those loci (containing about 30 - 40 kb) was mapped after
analyses of the restriction enzymes pattern, and characterized by transfection of its
deletions in LmFA1 cells, which after gene amplification, were submitted to functional
tests in the presence of CsA. In spite of low of resistance indexes values after functional
tests, it was possible to identify a gene that after partial nucleotides sequencing and
comparison with leishmania genomic bank data indicated the presence of an open
reading containing 1 844 amino acids codifying a membrane protein from the ABC
transporter family that seems to be related with CsA resistance (LmABC-CRL1).
LmABC-CR1 presents high identity (95,5%) with aL. (L.) tropica ABC transporter
protein, and low identity (27,2%) with another LmFA1 ABC transporter (PRPL) isolated
by us, and related with Pentamidine resistance. Southern blot analysiswith L. (L.)
amazonensis, L. (V.) brazliensis, L. (L.), chagas and L. (L.) major genomic DNA
shown arelative polymorphism of LmABC-CR1 gene in this species. The role of this
new protein on the CsA resistance in leishmania species should be further studied.
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|. Introducéo

1. Historico

Estudos demonstram que a leishmaniose possui uma histéria evolutiva muito
antiga. A andlise féssil de flebétomos (vetor da Leishmaniose) revelou que um
ancestral comum desses insetos ja era encontrado na época em gue 0s continentes
anda formavam uma massa Unica, cerca de 250 milhbes de anos atras
(http://www.fiocruz.br/ccs/novidades/esp_paleo/leishmaniose_fer.htm). A
leishmaniose tegumentar americana ja havia sido retratada pelos ceramistas Incas do
Peru no periodo pré-hispanico, e em 1885, Cerqueira a identificou clinicamente
como bot&o de Biskra. Em 1898, na Russia, Borovsky, descreveu pela primeira vez
0 parasito isolado de um paciente com a forma cutanea da doenca (Rey, 1991). Em
1903, o parasito foi demonstrado pela coloragdo de Giemsa por William Leishman.
Em 1908, Charles Nicolle demonstrou o papel do cdo como hospedeiro
intermediario da Leishmania Leishmania donovani (Seixas-Duarte e Badaro, 1997).
Em 1911, no Brasil, Gaspar Vianna diferenciou morfologicamente o protozoario
relatado por Lindenberg em 1909, com o nome de Leishmania Viannia brazliensis
(Rey, 1991). Em 1912, Vianna iniciou a terapéutica para esta patologia com o
Téartaro Emético (composto a base de antimbénio). Em 1915, Chistina e Caronia, na
Itdlia, e Rogers, na india, introduziram os antiménios trivalentes no tratamento do
calazar. Na década de quarenta, foram introduzidos os antimoniais pentaval entes,
como o Estibogluconato de Sodio (Pentostan) e o Meglumine (Glucantime), sendo

até hoje os principais compostos, utilizados no tratamento das |eishmanioses.



2. Aspectos gerais

A leishmaniose é uma doenca causada pelo protozo&io do género
Leishmania que, na maioria dos casos de acordo com a espécie e 0 estado
imunologico do hospedeiro, pode provocar lesdes cuténeas, muco-cutaneas ou
viscerais, podendo, nesta Ultima, levar o paciente a 6bito.

A distribuicdo geografica da leishmaniose esta restrita a regides de clima
tropical e temperado, em areas onde vivem os mosquitos da Familia Phlebotominae,
e géneros Lutzomyia e Phlebotomus.

Os agentes etiologicos da leishmaniose humana pertencem a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania. As leishmanias de
importancia médica estdo agrupadas em dois subgéneros: Leishmania e Viannia.

Nos ultimos anos, com o progresso e a melhoria dos meios de transporte, o
contato com as areas endémicas tem sido facilitado, propiciando um aumento do
nimero de casos de leishmaniose importados para regides ndo endémicas. Outro
quadro importante descrito nos Ultimos anos para a leishmaniose € a sua associagdo
com pacientes imunodeficientes infectados por HIV (Gangneux, 1999; Alvar e cols,,
1997), o que pode acarretar, na maioria das vezes, tratamentos prolongados, e que
muitas vezes necessitam ser repetidos para obter-se os efeitos terapéuticos
esperados.

Atualmente, 350 milhdes de pessoas no mundo estdo expostas ao risco de
infeccdo por diferentes espécies de leishméania. Estima-se em 1,5 a 2 milhdes o
nimero de novos casos de leishmaniose a cada ano no mundo [1 a 1,5 milhdes de
leishmaniose cutdnea (LC) e 500.000 de leishmaniose viscera (LV)], com uma

prevaléncia de cerca de 12 milhdes. (“Surveillance and control of leishmaniasis’ -



www.who.int/emc-

documents/surveillance/docs/whocdscsrisr 2001. pdf/l ei shmaniasei s.pdfl)

3. Ciclo biolégico

O protozoario é heteroxeno, sendo necessario um hospedeiro invertebrado
(vetor), do género Phlebotomus (velho mundo), ou Lutzomya (novo mundo), e um
hospedeiro vertebrado dentre os quais, estdo incluidos 0 homem, animais silvestres
(marsupiais, roedores, primatas e etc.) e animais domeésticos (caes).

O hospedeiro invertebrado ao picar o hospedeiro vertebrado (infectado)
ingere, juntamente com 0 sangue ou com a linfa, as formas amastigotas da
leishménia, que no interior do tubo digestivo do inseto, tornam-se flageladas,
constituindo assim as formas promastigotas, que irdo se reproduzir por diviséo
bindria. Apés um periodo de 4-7 dias, ocorre obstrucdo mecanica. Este inseto
infectado necessita picar vérias vezes 0 hospedeiro vertebrado, devido a dificuldade
de ingestdo de sangue causada pela obstrucdo mecénica pelo excesso de
promastigotas, e ap0os 0 esfor¢o por ingerir 0 sangue, 0s muscul os responsaveis pela
sucgdo relaxam, causando a regurgitacdo das formas promastigotas metaciclicas, que
(no homem, p. ex.) serdo fagocitadas pelos macréfagos, diferenciando-se em formas
amastigotas intracelulares.

As formas amastigotas, irdo se reproduzir por divisdo binéria, até que pelo
excesso de parasitos 0 macrofago se rompe e libera as amastigotas no meio

extracelular, que serdo fagocitadas por outros macrofagos.



4. Tratamento

A base do tratamento da leishmaniose € o Antimonio, proposto para este fim
a mais de 92 anos por Gaspar Vianna. Embora estruturalmente modificados (na
tentativa de diminuir seus efeitos colaterais), os Antimoniais Pentavalentes usados
na quimioterapia das leishmanioses ainda apresentam sérios inconvenientes, como
ata cardiotoxicidade, regimes de tratamento prolongados e pouca efetividade em
alguns casos (Berman,1996; Thakur, 1991). Todos esses fatos, associados ainda ao
seu uso indiscriminado durante surtos epidémicos em certos paises, vém
apresentando como consequiéncia um importante quadro de resisténcia ao tratamento
desta patologia em varias regides (Olliaro e Bryceson, 1993).

Uma série de outros compostos vem sendo usada como alternativa e/ou
segunda escolha, como Pentamidina, Miltefosine, Alopurinol e mesmo alguns
antifingicos como o Itraconazol (Rath e cols., 2003; Péres-Victoria e cols, 2003).
Entretanto, muitos dos efeitos colaterais apresentados para 0 Antimonio néo foram
sanados com esses novos compostos. Dessa forma, 0 estudo de novos compostos
aternativos, assm como de seus mecanismos de acdo em alvos especificos do
parasito, tem sido, cada vez mais estudados (Cotrim e cols, 1999; Kayser e

Kiderlen, 2001).

5. Ciclosporina A

A Ciclosporina A (CsA) é um undecapeptidio ciclico e hidrofébico, de alto
peso molecular, produzida naturalmente pelo fungo Tolypocladium inflatum com um
espectro notével de atividades bioldgicas, das quais a imunossupresséo € a mais

conhecida (Fliri e cols., 1993). Sua acdo imunossupressora depende da formacdo de



um complexo heterodimérico com seu receptor citoplasmético, a ciclofilina. A
ciclofilina € uma peptidil-propil cis-trans isomerase que por possuir ata afinidade,
se ligaa CsA e inibe a atividade fosfatase da calcineuring, resultando na inibigdo da
expressao de genes de proteinas nucleares envolvidas na ativacdo celular e formagdo
de linfécitos T citotoxicos. Um destes substratos € o fator nuclear de ativagdo de
células T (NFAT), um dos responsaveis pela ativagao do gene da interleucina 2, cujo
bloqueio é considerado o principal efeito da Ciclosporina A (Kahan, 1989; Fruman
etd., 1992).

Entretanto, uma série de autores tém descrito nos Ultimos anos a presenca da
acao antiparasitaria da CsA em varios agentes infecciosos, como: Schistosoma
mansoni (Pons e cols., 1988; Munro & McLaren, 1989), Toxoplasma gondii (High e
cols,, 1994), no Virus da Herpes Simples (Vahine e cols.,, 1992), aém de
leishmanias (High e Handschumacher, 1992; Chappel e Wastling, 1992; Hoerauf e
cols., 1997; Rascher e cols,1998). Vérias hipoteses da acdo da CsA nestes
organismos tém sido propostas, porém nada ainda foi totalmente esclarecido sobre

Seu mecanismo de agdo antiparasitério.

6. Mecanismos de resisténcia a compostos anti-leishmania

Uma das formas de entendermos o mecanismo de acdo de um composto
antiparasitario € o estudo dos mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelos
parasitos contra este composto. Sabemos que as leishménias desenvolvem
resisténcia a uma série de compostos por meio de amplificagdo génica. Assim,
podemos obter dados importantes no sentido de se entender 0os mecanismos de acéo

de um composto em leishménia, identificando os genes relacionados com a



resisténcia desenvolvida por este parasito por meio de amplificagdo génica. Nesta
abordagem identificam-se genes relacionados a resisténcia utilizando técnicas de
transfeccdo génica com vetores que permitem o crescimento como préfagos e
também em céulas do parasito (“shuttle vectors’). O vetor utilizado (o cosmidio
cLHYG ) aceita fragmentos clonados de cerca de 40 kb, tem a capacidade de
replicar extra-cromosomamente apds a transfeccdo, além de poder ser induzido
artificialmente a amplificar o seu niUmero de copias (LeBowitz e cols., 1990; Ryan e
cols., 1993; Descoteaux e cols., 1994). Assim, se um inserto de um destes cosmidios
recombinantes apresentar uma regido gendmica capaz de codificar para uma
proteina cuja superproducéo confere resisténcia a um composto alvo qualquer apos
transfeccdo, podemos isolar este cosmidio plagueando células de leishméania
transfectadas com uma genoteca construida neste vetor em presenca de atas
concentracdes deste mesmo composto alvo. Tal estratégia ja foi utilizada em fungos
e procariotos (Rine e cols., 1983) e foi descrita em parasitos usando como modelo
experimental aleishmania (Cotrim e cols., 1999).

Dessa forma, foi redizado nesse trabaho a selecdo de cosmidios
recombinantes, com a posterior caracterizacdo desses insertos que conferiam
resisténcia a CsA em leishmania apos transfeccdo. Apds andises funcionais e
sequénciamento de nucleotideos, foi identificado um gene presente nesse inserto

(locus).



1. Objetivos

Utilizar a estratégia de superexpressado génica para a obtencéo de subsidios
gue possam levar a um melhor entendimento do mecanismo de resisténcia a CsA

utilizado pelaL. (L.) major .



[11. Materiais e Métodos

1. Organismos

Leishmania (Leishmania) amazonensis cepa MHOM/BR/73/M2269;

Leishmania (Viannia) brazliensis cepa MHO/BR/75/M2903;

Leishmania (Leishmania) chagasi cepa (MHOM/BR/72/strain46);

Leishmania (Leishmania) major (MHOM/IL/1980/Friedlin), denominada L.
(L.) major cepaFriedlin V1 (LmFV1);

Leishmania (Leishmania) major. Esta € uma cepa avirulenta obtida
originariamente apds sucessivas passagens da cepa origina  virulenta

(MHOM/IL/1980/Friedlin) em cultura, e que passamos a denominar L. (L.) major

cepa Friedlin A1 (LmFAL),

Escherichia coli [DH10-b] .

2. Solugdes, tampdes, compostos utilizados e meios de cultura

2.1. Solucdes e tampdes

Tampéo Fosfato para Eletroporacéo (EPB): HEPES 21 mM, NaCl 137 mM, KCI 5
mM, NaHPO,4 0,7 mM  Glicose 6 mM.

Tampéo Sdlina Fosfato (pH 7,2) (PBS): NaH»PO,4 0,2 M, NgHPO, 0,2 M; NaCl
0,9%.

PBS modificado: PBS (pH 7,2) contendo 1 mL/mL de biotina.



Tris Acetato EDTA (TAE): Tris acetato 40mM, EDTA 2 mM.

Tris-base-Borato-EDTA (TBE): Tris-base 89 mM, Acido Borico 89 mM e EDTA 2
mM
TrissEDTA (TE): TrissHCl 10 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM (pH 8,0).
TrisEDTA-Glicose (TEG): TE contendo 50 mM de Glicose.
TrisEDTA-RNAse TE-RNAse): TrisHCI 10 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM (pH
8,0), RNAse10 ng/ml.
TrisEDTA-Litio-Triton (TELT): Tris HCI 50 mM (pH 8,0), EDTA 5 mM (pH 9,0),
LiCl 2,5M e Triton X-100 (4 %).
Cloreto de Sadio - Citrato de Sédio 20 x (SSC 20 x): Citrato de sodio 0,3 M, NaCl 3
M
Solugéo de Denhardt’s (50x): 1% de Ficol, 1% de polivinilpirrolidone, 1%BSA

2.2. Compostos utilizados
Ciclosporina A: CsA - Cg2H111N11012 - Calbiochenm! (PM: 1202,64)
Higromicina B: HY G — CyoH37N3043 - Gibco (PM: 527,5)
AmpicilinaG (Sal de S6dio): AMP - C16H1sN3NaO4S - Kodak (PM: 371,39)
Pentamidina: PEN — C23H3sN4010S; - Sigma (PM: 592,7)

2.3. Meosdecultura
Laria-Bertani (LB): bacto triptona 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L; NaCl 5 g/L
(pH 7,2).
Tampdo de Transformacdo e estocagem (T SB): Bacto triptona 10 g/l extrato de
levedura 5 g/I; NaCl 5 g/l; PEG (PM 8000) 10%; DMSO 5%; MgCh 10 mM e
MgSO4 10 mM.

TSB glicose: TSB contendo glicose 20 mM.
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Meio M199 (M 199): M199 (Gibco-BRL): suplementado com 10% de Soro Fetal

Bovino (inativado a 56 °C/1 h); HEPES 40 mM( PH 7,4); Adenina 100 nM; Hemina

10 ng/ml; Biotina 4 mM; penicilina 50 U/ml e estreptomicina 50 ng/ml (Kapler e

cols., 1990).

M199 semi-sdlido: M199 suplementado com biopterina 0,25 mg/mL e agar

bacteriol 6gico 1%.

3. Vetores

Os vetores utilizados foram o “ shuttle vector” cLHY G (Ryan e cols., 1993) e

o plasmidio pUCp, derivado do vetor pUC8 (Vieirae Messing, 1982).

Hindi
Xbal
BamHI  Hindlll Bmd

\ 1

w CLHYG

10309 bps

O cLHYG possui como caracteristica a capacidade de se replicar extra
cromossomamente apOs transfeccdo em leishménia, podendo ser induzido
artificialmente a amplificar o seu nimero de cépias apOs passagens sucessivas em
meio seletivo contendo concentragOes crescentes de 25 a 500 ng/mL de HY G, aém
de aceitar fragmentos clonados de cerca de 40 Kb; e contém ainda uma origem de
replicagdo e um gene marcador de resisténcia a Ampicilina para propagagéo em E.

coli.
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O pUCp é um plasmidio de clonagem, onde facilmente identificarse as
col6nias que contém inserto de DNA. 1sso é possivel, pois o sitio de clonagem esta

no interior do gene da &galactosidase.

4. Cultivo de Leishmania spp

As formas promastigotas de L. (L.) amazonensis, L. (V.) brazliensis L. (L.)
chagasi e L. (L.) major, foram mantidas in vitro em frascos de 25 cnt (Corning-
USA) contendo de 5 a 10 mL de M199, ou em placas de 24 pogos, fundo plano
(Nunc-Denmark) contendo 1 mL de M199 e incubadas em estufa com Distribuicéo
Biolégica de Oxigénio (D.B.O.) a 26°C por aproximadamente 3 a 4 dias, ou até
atingirem o inicio da fase estacionéria. Apds este periodo, as células foram diluidas
na concentracdo de 1:1000 e novamente incubadas a 26 °C ou entdo submetidas aos

testes fisiol 6gicos com o composto em estudo.

5. Isolamento do cosmidio que confere resisténcia a CsA em céulas
promastigotas de LmFAL transfectadas

Inicidmente, foi realizado um pool de 3 genotecas de DNA genémico
construida no vetor cLHYG contendo 17 900 cosmidios com insertos de
aproximadamente 40 Kb (Cotrim e cols., 1999). Esta genoteca foi transfectada em
LmFA1, amplificado seu o nimero de copias e plagueada (1 x 10° parasitos/placa)
em meio M 199 semi-sdlido contendo CsA em concentracfes que variaram de 5 a 50
nmg/mL. Ap6s 21 dias de incubacdo, as colbnias foram isoladas e transferidas para

meio M199 liquido contendo 500 ngy/mL de Higromicina (HYG) e incubadas até
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atingirem uma concentracéo de aproximadamente 2,0 x 108 celsmL. Nesta fase, 0
DNA cosmidial foi extraido e transformado em E. coli para posterior andlise do
padréo de restricdo com algumas enzimas.

A confirmagdo definitiva daresisténcia foi obtida apds transfecgéo individual
dos cosmidios isolados em células selvagens do parasito. Apos esta nova transfeccao
0 nimero de cépias do DNA foi amplificado por meio de sucessivas passagens em
concentracdes crescentes de HYG. Em seguida, as células com os cosmidios
amplificados foram incubadas em presenca de concentragdes crescentes de CsA e a

concentracdo necessaria para inibir 50% do crescimento celular (ICsp) determinada

(Hustragéo 01).
Cosmidio com o L
'} gene Csa” 5
10° células Transfedadas ! Isolamenta do DML
com a genoteca - Epizomal do Caosmidia
L
| CsA | B Transformagd o erm E.ool

Il

Andlise do Padr3o de Restrigio

. . ; |
| ﬁ CsA | SEM COLUNIAS Re-Transfecgio
em leishmarnia
105 células selvanens w ﬂ

Corfirmagio da
Resisténcia

llustracdo 1 Esguema ilustrativo do processo de selecdo do gene relacionado a
resisténciaa CsA.

A manutencdo das células em altas concentracBes de HYG € de extrema
importancia, pois, na medida em que se amplifica a regido que confere resisténcia a

HYG, o inserto de DNA em estudo também é amplificado. Além disso, esta
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manutencdo funciona como um fator de seguranca laboratorial, uma vez que, ao
retirar a pressdo seletiva por HYG, as células perdem ndo sO as resisténcias ao
antibiético, como também, passam a ndo mais amplificar a regido estudada. Dessa
forma, as céulas fora das condi¢des laboratoriais, ndo apresentam o novo fendtipo

(resisténcia), ndo gerando riscos ambientais no caso de algum acidente.

6. Transfeccdo em células LmFA1 e amplificagdo do nimer o de copias do
DNA

O vetor cLHYG, os DNASs cosmidiais e os DNASs obtidos das construcdes e
das delecbes foram transfectadas em células selvagens LmFAL1l conforme os
protocol os descritos por Beverley e Clayton (1993) e Descoteaux e cols. (1994). As
cdulas LmFA1, forma promastigota, em fase logaritmica de crescimento, foram
lavadas e 0 sedimento ressuspenso em EPB na concentracdo de 5,0 x 107 cels/mL.
Para cada transfeccdo, cerca de 4 x 10 células foram transferidas para cubetas de
transfeccéo de 0,8 mL (Bio-Rad) contendo de 1 a 5 ng de DNA. Para a
eletroporacdo, cada amostra foi submetida a uma voltagem de 500 kV/cm e uma
capacitancia de 500 nF com tempo constante [Gene Pulser® Il e Capacitancia
Extender Plus-(Bio-Rad)]. Ap6s o pulso, os parasitos foram incubados por 10
minutos no gelo e em seguida, cultivados em estufa D.B.O. a 26 ‘C em 10 mL de
M199. ApbGs 18 horas de incubagdo, a cultura foi centrifugada e os parasitos
ressuspensos em 10 mL de M199 com 25 ng/mL de HY G e novamente incubado por
10-15 dias. ApGs este periodo, os clones resistentes a HYG foram cultivados
sucessivamente em presenca de concentragdes crescentes do antibiético (25, 50, 100,

250 e 500 ng/ml) com o intuito de amplificarmos o nimero de cdpias do inserto.
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7. Extracdo de DNA cosmidial a partir das células transfectadas

A extracdo de DNA das células transfectadas, foi realizada conforme método
descrito por Beverley e Clayton (1993), Descoteaux e cols., 1994. Cerca de 2 x 10°
células eram centrifugadas por 10 minutos a 1680 x g. Apés descartar o
sobrenadante, o sedimento era ressuspendido no sobrenadante residual e em seguida
transferido para um tubo de microcentrifuga. As células eram novamente
sedimentadas e apos total remocdo do sobrenadante estas eram ressuspendidas em
100 m da solugéo contendo Tris-HCI 25 mM (pH 8,0); EDTA 10 mM (pH 8,0) e
glicose 50 mM. Apos isto, era adicionado 200 nl da solucéo de NaOH 0,2 M; SDS
1% agitando-se lentamente por inversdo e incubando no gelo por 30 minutos. Em
seguida, 150 nml da solucdo de acetato de sodio 3 M (pH 4,8) era adicionado,
incubado-se no gelo por mais 5 minutos. A solugdo era entdo centrifugada a 18 000
X g a temperatura ambiente. O sobrenadante contendo o DNA do cosmidio foi
transferido para um novo tubo de microcentrifuga contendo 400 pl de fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e apos centrifugagdo centrifugado a 18 000
X g por 5 minutos a temperatura ambiente. A fase aquosa era transferida para um
outro tubo contendo etanol 100% e a solugdo era incubada a -20 °C por 30 minutos.
A seguir, esta solucdo era centrifugada por 10 minutos a 18 000 x g a 4 °C. O
sobrenadante era descartado e o tubo contendo o DNA precipitado submetido a
secagem a 37 °C durante 30 minutos. Apés a secagem, o DNA obtido era
ressuspenso em 50 pl de TE RNase e incubado por 30 minutos a 37 °C. Em seguida,
era adicionado 50 pl da solugéo de NaCl 0,8 M; PEG (PM 8 000) 13 % e ent&o o
tubo era incubado no gelo durante 2 horas. Apds a incubac&o o tubo era centrifugado

a18 000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante era descartado e adicionava-se
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entdo 500 pl de etanol 70 % sendo centrifugado a 18 000 x g por 5 minutos a 4 °C.
O sobrenadante era novamente descartado e o tubo contendo o DNA precipitado
submetido a secagem a 42 °C por 30 minutos. O DNA obtido era ressuspenso em 20
ul TE e armazenado a - 20 °C.

Apesar de eficiente, esse processo ndo permite a obtencéo de massa de DNA
cosmidia suficiente para vérias andlises. Para obtencdo de massa, os DNAS isolados

foram transformados em E. coli.

8. Transformacéo de DNA em E. coli.

O processo utilizado para transformagéo foi realizado com base no protocolo
classico descrito por Chung e Miller (1988) com algumas modificacdes relacionadas
sobre tudo com o processo que torna as bactérias receptoras competentes.
Inicialmente preparou-se um pré inoculo em 3 mL de meio LB liquido contendo
uma coléniade E. coli, e apos incubacdo de 12 horas/37 °C, a cultura foi diluida na
proporcdo de 1/100. Ap6s mais 2 horas de incubagdo sob as condicbes anteriores,
esta nova culturafoi centrifugada a 1 000 x g/10 min/4 °C e o sedimento ressuspenso
em TSB gelado (1/10 do volume total). A transformacéo foi possivel nesta etapa
adicionando-se cerca de 5 ng de DNA a 100 nL desta suspensdo, mantendo-a no
gelo por 30 minutos. Apés a incorporacdo do DNA, foi adicionado 900 i de TSB
glicose e incubou-se por 2 horas/37 °C sob agitagdo e em seguida, a cultura foi
centrifugadaa 2 650 x g/1 min, e as bactérias foram plagueadas em meio LB sdlido
contendo Ampicilina (100 mg/mL). As placas foram novamente incubadas por um

periodo de 12 a 18 horas para 0 crescimento das col6nias transformadas.
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9. Extracéo do DNA do cosmidio a partir das células transformadas

Para a extragdo de DNA cosmidia a partir das células transformadas,
utilizamos a metodologia baseada no protocolo de Birboin e Doly, 1979, com
algumas modificacoes.

Apos a transformacdo, algumas coldnias obtidas foram isoladas e repicadas
em 3 mL de meio LB liquido contendo Ampicilina (100 mg/mL) e incubadas por 12
horas/37 °C. Ap6s incubagdo, a suspensdo foi centrifugada a 1 300 x ¢/10 min e o
sobrenadante descartado — quando necessario, separava-se uma aiquota para
congelamento das bactérias -. Ao sedimento foram adicionados 100 ni. de TEG
[TrisHCL 25 mM (pH 8.0), EDTA 10 mM (pH 8.0) e glicose 50 mM] e transferido
para um tubo de microcentrifuga, onde foram adicionados 200 nL de NaOH 0,2 M-
SDS 1 %. A amostra foi homogeneizada por inversdo e incubada por 3 a 5 minutos.
A seguir adicionou-se 200 ni. de &cido acético glacial 6 M-acetato de potassio 3 M e
incubou-se no gelo por 25 minutos. A solucdo foi centrifugada a 16 100 x g/13 °C/8
min e 400 m_ do sobrenadante foram transferidos para outro tubo de microcentrifuga
contendo 300 nlL de Isopropanol gelado. Apds nova centrifugagdo o DNA
precipitado foi lavado com 500 nL de Etanol 70% e ressuspenso em 30 i de TE-

RNAse.

10. Digestéo de DNA com enzimas derestricao

Os DNAs isolados a partir da etapa anterior, foram submetidos a digestdes
totais com enzimas de restricdo. Para cada digestdo, foram utilizados cercade 2 a5
ng de DNA, 1 U da enzima de restricdo e tampado de reagcdo apropriado para a

enzima. As digestbes foram processadas em um periodo de 4 a 12 horas a
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temperatura recomendada pelo fabricante. O padrdo de digestdo do DNA foi

analisado apos a corrida el etroforética em gel de agarose 0,8 %.

11. Digestdo e ligacéo parcial de DNA

Para o processo de mapeamento dos insertos, foram realizadas digestdes
parciais dos cosmidio isolados da genoteca com a enzima Apal e Bglll. Para a
digestéo parcial foram utilizados 10 ng de DNA, enzima (0,02 U/ng de DNA),
tamp@o de reacdo apropriado e &gua milliq para um volume final de 100 pl. A reacdo

foi realizada em um Unico pool, sendo retirado 10 nL a cada periodo previamente

estabelecido e transferido para um tubo contendo 1 nL de EDTA 0,5 M (pH 8,0)
para a inativacao da enzima. Os periodos utilizados foram 0; 1; 2,5; 5; 7; 10; 15e 30
minutos. Uma aliguota de cada digestdo foi submetida a uma eletroforese em gel de
agarose, juntamente com o DNA do cosmidio origina digerido com a mesma
enzima utilizada para a obtencdo das delegbes. O restante das amostras foi

armazenado a—20 °C.

A andlise do padrdo de digestéo obtido permitiu determinar a melhor amostra
para a ligagdo parcia. Para isto, 0 padrédo escolhido deveria apresentar poucas
bandas (pegueno arraste), indicando o inicio de uma digestédo parcial. Ao produto
selecionado da digestéo parcial, foi adicionado 1 U/mL de enzima T4 DNA ligase
(Gibco-BRL), e tampéo de reacdo T4 DNA ligase (Gibco-BRL), utilizado como
indicado pelo fabricante. A reacdo foi incubada a temperatura ambiente por 12
horas, para favorecer apenas a recircularizagcdo da construcdo de DNA. Apés a

ligacdo, este produto foi transformado em E. coli e o DNA de vérias colbnias foi
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isolado e submetido a digest&o total com a enzima de restri¢cdo utilizada no processo
de digest&o parcial.
A andlise das delecBes obtidas por meio de uma eletroforese em gel de

agarose permitiu 0 mapeamento do cosmidio isolado da genoteca.

12. Eletroforese em gel de agarose

O ged a 0,8% foi preparado com agarose (Gibco-BRL), dissolvida sob
aquecimento em tampd TAE. Como tampéo de amostra foram utilizados azul de
bromofenol 0,25 %, xileno cianol 0,25 % e glicerol 20 % e como padréo, foi
utilizado o DNA do bacteriofago Lambda (g), digerido com Hindlll, fornecendo os
seguintes fragmentos de DNA em Quilobase (Kb): 23,1; 9,4; 6,5; 4,4; 2,3; 2,0; 0,6.
A voltagem aplicada foi de 20 /540 min ou 80 V/90 min no gel de 1 cm de atura
por 10 cm de comprimento. ApGs a corrida eletroforética, o gel foi corado em
solucdo de brometo de etidio (0,5 ny/mL) por 15 minutos ao abrigo da luz. O padréo
de bandas obtido foi analisado com auxilio de um mini-transiluminador (Bio Rad), e
fotografado pelo sistema Polaroid DS34 com filme 667. Cabe ressaltar que o
descarte do gel e da solucdo contendo brometo de etidio foi realizado de acordo com
as normas de biosseguranca seguindo a metodologia descrita por SambrooK e cols.,,

2001.
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13. Analise funcional

13.1. Andlise do efeito da ciclosporina A em culturas de LmFA1
transfectadas

Para os testes funcionais, as células transfectadas foram submetidas a
amplificagdo génica (M199 em presenca de concentracbes crescentes de
Higromicina), e entdo cerca de 1 x 10°cels/mL foram incubadas separadamente em
presenca de concentragdes crescentes de CsA (1,87 a30 ng/mL). Apds 48, 72 ou 96
horas de incubagdo com o composto, retiramos 0,1ml de cada cultura para contagem
celular com o auxilio de um contador de células Coulter Counter (modelo: T-890)

adaptado para a contagem das formas promastigotas de L. (L.) major.

A CsA foi diluida em etanol absoluto (EtOH), como indicado pelo fabricante,
devido a sua lipossolubilidade. Preparamos uma solugdo estoque a uma
concentracgo de 100 mg/mL de CsA e armazenamos a—20 ‘C. A solugdo de uso foi
preparada de maneira a obtermos uma concentracdo de 50 ng/mL de CsA em M199
contendo 0,69% de EtOH. Por exemplo: para o preparo de 10 mL de M 199 contendo

50 ng/mL de CsA (0,69 % de EtOH), foi adicionado 5 nL de CsA estoque

(100mg/mL-100% de EtOH), e 64 mL de EtOH (100%) a 9931 nlL de M 199.

13.2. Andlise do efeito da ciclosporina A em culturas de diferentes
espécies de leishméania

Devido as diferencas de tamanho entre as espécies, ndo foi possivel fazer uso
do contador de células para determinacdo do nimero de células das espécies de L.
(L.) amazonensis, L. (V.) brazlienss, L. (L.) chagasi. Deste modo, foi padronizada

em nosso laboratdrio uma segunda técnica para a andlise do efeito antiparasitério nas
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culturas de promastigota de leishmania. Revendo a literatura especializada (Gebre-
Hiwot e Frommel, 1993; Gebre-Hiwot e cols., 1992; Kinderlen e Kaye, 1990;
Alfiere e cols., 1998; Rabinovitch e cols., 1987), passamos a utilizar a andlise de
viabilidade celular dos parasitos. Este método consiste na | eitura espectrofotométrica
baseada na producéo de metabdlitos cromogenos provenientes do MTT [3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide].

O MTT é um cromogeno que age como substrato No processo respiratorio
oxidativo das mitocondrias. Devido as desidrogenases mitocondriais da célula, este
produto é reduzido a seu subproduto formazan. Assim, com a leitura da densidade
optica (D.0O.) em 570 nm foi possivel quantificar as células viavels presentes em
cada culturarealizada

Para a padronizacdo foram redlizadas varias curvas de inibicdo de
crescimento utilizando formas promastigotas de L. (L.) amazonensis, L. (V.)
brazliensis, L. (L.) chagasi eL. (L.) major em diferentes concentracdes de parasitos
e diferentes tempos de incubagéo. A contagem padréo das células promastigotas foi
realizada em camara de Neubauer. Inicialmente o MTT foi dissolvido em solucéo
PBS, na concentracdo de 5 mg/mL, e posteriormente esterilizado por filtragdo em
membrana de 0,22 mm. Os parasitos foram incubados em placas de 96 pocos [fundo
plano (Corning-USA)] em varias concentragdes, para que pudéssemos avaiar a
melhor concentracdo de células para iniciarmos as culturas em presenca de CsA, de
modo que a D.O. ndo atingisse um valor superior a 1.0 ao fina do periodo de
incubagdo. A concentracdo de células para iniciarmos os teste funcionais que se

mostrou mais adequada foi de 1 x 10° cels/poco.
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Apbs a determinagdo do numero ideal de parasitos por pogo, estes foram
cultivados em presenca de concentragOes crescentes de CsA (0,39 ng/mL a 100
ng/mL), perfazendo-se um volume total no pogo de 100 m. A cultura foi incubada
por 24 horas em estufa D.B.O. a 26 "C. A seguir, a placa foi centrifugada a 2 500 x
0/10 min, aspirou-se todo o sobrenadante e adicionaram-se 20 m/poco de PBS
modificado. Em seguida, adicionaram-se 20 m/poco de MTT e a placa foi incubada
a 26 ‘C ao abrigo da luz. Apés 4 horas a placa foi novamente centrifugada e o
formazan extraido das mitocondrias pela adicdo de 100 m/pogo de uma solucéo de
Isopropanol 50 % em SDS-HCI (10 % - 0,01 M). As microplacas foram entdo
incubadas por 18 horas a 26 °C e a leitura da D.O. redlizada em leitor de ELISA
(Labsystems Multiskan ms).

Apés a redlizacdo de algumas culturas em concentracdes crescentes de CsA
com as diferentes espécies, observamos que a concentracdo de CsA necessaria para
para inibir o crescimento de 50 % das células (ICsp) da. L. (L.) amazonensis L. (V.)
braziliensiseL. (L.) chagas foi muito maior que as concentragdes utilizadas para a
L. (L.) major. Para que determinassemos o | Cso destas espécies, foi necessario dobrar
a concentragdo de CsA utilizada, e conseguentemente a concentracdo de EtOH
(diluente) também foi maior.

Como o EtOH em determinadas concentragdes pode ser toxico, cada espécie
estudada foi submetida a culturas contendo concentragdes crescentes de EtOH, que
variaram de 0 a 14 %.

A partir das curvas de inibicdo de crescimento com EtOH, foi possivel
determinar a concentragdo necesséria para inibir 25 % do crescimento celular (1Czs),

de modo que o diluente n&o interferisse nos resultados relacionados com a CsA.
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13.3 Anadlise dos resultados obtidos a partir dos testes funcionais

Para analisarmos os resultados obtidos com as curvas de inibicdo de
crescimento, as contagens celulares foram transformadas em 100 % de parasitos
vivos correspondendo a contagem das células incubadas com meio sem 0 composto,
ou sga, X=100*cc/S, onde X corresponde a porcentagem de células vivas, cc ao
nimero de células (ou D.O.) a ser transformada e S corresponde a concentracdo de
células determinada sem o composto. Os vaores obtidos foram usados para a
confecgdo dos gréficos das curvas de inibicdo de crescimento com o auxilio do
programa Prisma.

A partir dos gréficos, foram realizados os céalculos individuais dos valores de
ICs0. O cdculo foi realizado diretamente na curva obtida, relacionando o ponto
correspondente a 50 % do total de células (eixo ‘y’) com a concentracdo do
composto em estudo correspondente na curva obtida (eixo ‘X’).

Em cada experimento, obtinhase o indice de resisténcia (IR) {[ICso
experimentais / 1Csp LmFA1-cLHYG L. (L.) major cepa Friedlin A1 [LmFA1]
transfectada com o vetor cLHY G}, usados como parémetro para nossos resultados
funcionais.

Para a avaliacdo da significancia dos resultados foi utilizado o test-t de
Student (normalmente utilizado para dados paramétricos) presumindo variancias
diferentes de no minimo trés experimentos independentes. Os valores sdo
significantemente diferentes para p<0,05 e ndo significante (NS) para p>0,05.

Avaliamos estes mesmos resultados com o auxilio do teste de Mann Whitney

(normamente utilizado para amostras ndo paramétricas) para a confirmagdo dos
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resultados apresentados pelo testet citado anteriormente. Os valores sdo

significantemente diferentes para p<0,05 e ndo significante (NS) para p>0,05.

14. Subclonagem de fragmento de DNA

14.1 Purificacdo de DNA (Gene Clean)

A purificagdo de fragmentos especificos de DNA a partir de um gel de agarose
foi processada segundo protocolo descrito no Kit Gene Clean Il (Bio 101, Inc).
Iniciadmente, com uma lamina estéil, retirou-se do gel de agarose a banda
correspondente ao fragmento de DNA a ser purificado. Este fragmento foi colocado
em um tubo de micro centrifuga e pesado, onde para cada grama de gel obtido, foi
adicionado 3 vezes (em mL) o mesmo vaor em gramas de uma solucéo de lodeto de
Stdio (Nal) 6 M. Para a completa dissolucéo do gel, a solucéo foi aguecidaa 55 ‘C por
cerca de 5 minutos com agitacdo constante. Ao material ja dissolvido, adicionaram-se
10 L de resina “ Glassmilk” (suspensdo de silica), que agrega as moléculas de DNA.
Apbs homogeneizacdo, a amostra foi incubada em banho de gelo por 10 min/sob
agitacdo a cada 1 minuto e posteriormente centrifugada a 4 °C para a total retirada do
Nal. Em seguida, lavou-se o precipitado por 3 vezes com 300 mL de New Wash
(solucdo de Etanol 50 %) gelada, centrifugando a 16 100 x g /5 seg. O DNA contido no
precipitado foi eluido adicionando-se 15 mi_ de TE e incubando-se por 3 min/55 “C/sob
agitacdo a cada 1 min. Repetiu-se a centrifugagdo e o sobrenadante contendo o DNA
foi recolhido. Para a segunda eluicéo do precipitado, foi adicionado 10 mL de TE e
incubado novamente a 55 ‘C/3 min. Finamente recolheu-se o sobrenadante que

continha a amostra de DNA purificada.
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14.2 Defosforilacao do vetor e subclonagem do fragmento de DNA

Para esta etapa do trabalho o vetor PUCp foi inicidmente digerido com a
enzima adequada para cada subclonagem, e suas extremidades foram defosforiladas
com a enzima CIAP (Calf Intestina Alkaline Phosphatase-Amersham/Pharmacia), que
tem a capacidade de defosforilar as extremidades livres 5P da molécula de DNA,
impedindo sua re-ligacéo.

Para a defosforilacdo, cercade 1-2 ng do DNA do vetor digerido com a enzima
apropriada foi incubado a 37 'C com 1 L de CIAP (26 U/nL) por 30 minutos.
Repetiu-se etapa por mais duas vezes. A reacdo foi interrompida incubando-se a
solugdo a 68 'C/10 min. Em seguida, adicionou-se 200 i de Fenol- cloroférmio:
CHCL3 (L:1) e a solucdo foi centrifugada a 9 300 g/10 min/4 ‘C, a fase aquosa foi
incubada para precipitacdo do DNA durante 30 min/20 “C com 400 ni_ de Etanol 100
% e 20 L de Acetato de sddio 3 M (pH 4,8); apos a incubagdo, a amostra foi entdo
centrifugada a 9 300 x g por 30 min/4 ‘C, lavada com Etanol 70 %, submetida a
secagem e finalmente ressuspensa em 10 mL de TE. Nesta fase, o vetor estava
preparado para a ligagdo com o fragmento de DNA do cosmidio a ser subclonado.

Para a subclonagem, adicionou-se uma parte de vetor defosforilado para 5
partes de DNA purificado, 1 mL de ATP, 1 U/mL de enzima T4 DNA ligase (Gibco-
BRL), e tampé&o de reacdo T4 DNA ligase (Gibco-BRL) utilizado como indicado pelo
fabricante. A reacdo foi incubada & 14 ‘C/24 horas. Ap6s a ligacdo, este produto foi
transformado em E. coli e o DNA de varias colonias foi isolado e submetido a digestdo

total com a enzima apropriada para o0 isolamento do vetor subclonado.
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15. Sequenciamento de nucleotideos

Os fragmentos de DNA subclonados em pUCp, como descrito no item
anterior, foram seqlienciados com o auxilio do seqlenciador automético modelo
ALF express™|| (Amersham Pharmacia Biotech - APB), em conjunto com o kit
para reacdo Cy'™ 5 Termo Sequenase'™ Dye Terminator (APB), que utiliza o
processo de quimica fluorescente para a leitura dos resultados. As condicfes de
reacdo sdo as fornecidas pelo fabricante e 0 méodo de sequénciamento segue o
processo cléssico dos dideoxinucleotideos (ddNTP-CY ™5) descrito originalmente
por Sanger e cols.,1977. Para cada reaca@o, preparou-se uma mistura com 3-5 r mol
do Primer M13 correspondente para cada direcdo {-40 [5-cyanine-d
(CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC)-3'] e Reverse [5-cyanine-d
(TTTCACACAGGAAACAGCTATGACQ)-3']} fornecido juntamente com o Kkit
“Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing com 7-deaza
dGTP (APB)”, 2 ng de amostra de DNA, completando com agua bi-destilada para
um volume final de 26 mlL. Desta solugdo, distribuiu-se 6 nL. em quatro tubos de
micro centrifuga, cada um contendo 25 nL da solugdo com um dos
dideoxinucleotideos marcados com Cy'™5 Thermo Sequenase'™ Dye Terminator
juntamente com os quatro desoxirribonucleotideos ndo marcados, além de 1 U de
Thermo Sequenase DNA Polimerase e o tampéo de reagdo apropriado. Os quatro
tubos de reagéo de cada amostra foram incubados em termociclador nas seguintes
temperaturas: 2 min a 94 °C para a desnaturagdo do DNA, seguido de 25 ciclos de
30sa94°C, 45 s a 60 °C para o anelamento do iniciador e 30 sa 72 °C para afase
de extensdo (sintese da fita complementar). A seguir, as amostras foram

desnaturadas com uma solugéo contendo formamida, fucsinae EDTA (APB).
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O gel utilizado foi 0 “Repro Gel Long Read” (APB), que é constituido por
duas solucdes: acrilamida/bis-acrilamida e tampdo TBE, agente desnaturante e o
catalisador da polimerizacéo (ativado pela UV). Para a polimerizagcdo do gel, a placa
foi exposta a radiacdo UV por 10 min em aparato proprio para o procedimento
(Repro Set -APB). Apos a polimerizacdo, a placa foi acoplada ao sequienciador, 0s
produtos da reacéo de cada amostra, previamente desnaturadas, foram colocados em
guatro pocos adjacentes do gel (cada um correspondendo a um dos 4
dideoxirribonucleotideos) e submetidos a eletroforese (1500 V durante 750 min). As
respectivas sequéncias de nucleotideos obtidas foram armazenadas no computador

acoplado ao sequienciador.

16. Andlise dos produtos sequienciados em banco de dados

Para a andlise das sequéncias de nucleotideos obtidas do sequiénciamento,
utilizou-se 0 programa Lasergene (DNASTAR, Inc.) e Clone Manager 5.02. A
pesquisa de homologia das respectivas seqiiéncias de nucleotideos e aminoécidos
foram feitas em banco de dados, como GenBank, com o auxilio do BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) (Altschul et a., 1997), disponivel na pagina da

inter net do Nacional Center for Biotechnology Information

(http://www.nchi.nim.nih.gov/), e também nas péginas da internet referentes ao
Projeto Genoma de Leishmania major, que se encontra em constante atualizagdo

(http://www.sanger.ac/uk/Projects/L._major e www.genedb.org).

Para a andlise estrutural e bioguimica das proteinas obtidas, utilizou-se o

programa ScanProsite (http://www.expasy.org/tools/scanprosite/).
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17. Extracao de DNA gendomico de leishméania

Para a extracéo do DNA gendmico de Leishmania foram utilizadas as formas
promastigota de L. (L.) amazonensis, L.(V.) brazliensis, L. (L.) chagas e L. (L.)
major (LmFA1) cultivadas em meio M199 que, ap0s duas lavagens com TE, foram
contadas e cerca de 10° parasitos foram ressuspensos em 200 m de tampéo de lise
TELT (50 mM Tris HCI pH 8,0; 5 mM EDTA pH 9,0; 25 M LiCl e 4 % Triton X-
100). Ap6s homogeneizacdo cuidadosa e incubacdo a temperatura ambiente por 5
minutos, adicionou-se 200 ul de fenol/cloroférmio (1:1) seguido de centrifugacdo a
13 000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente para a recuperacéo da fase
aquosa. Depois de 2 extracdes fendlicas, adicionou-se 300 nl de etanol 100 %,
incubou-se por 5 minutos a—20 °C e o precipitado formado foi lavado com 1 mL de
etanol 70 %. Apdbs nova centrifugacéo (13 000 g por 10 minutos), o precipitado foi
Seco a vacuo e ressuspenso em 100 pl de TE, pH 8,0, acrescido de ribonuclease A
20 mg/mL e incubado a 37 °C durante 20 minutos para a completa digestdo dos

acidos ribonucl & cos.

18. Andlise molecular da regido relacionada com a resisténcia a CsA em
leishméania por “ Southern Blot”

O DNA gendmico obtido das 4 espécies em estudo foi digerido com diferentes
enzimas de restri¢do. Para cada enzima, 5 ng de DNA gendmico foi diluido em tampéo
especifico para cada enzima e incubado a 37 °C (Pael), 30C (Smal) e 37 C (Apal).
Apbs 4 horas de incubacao, foi adicionado 1 ul de tampdo de amostra (0,25 % de azul
de bromofenol, 0,25 % de xileno cianol e 20 % de glicerol) e posteriormente aplicados

a0 gel de agarose 0,8 %.
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O fracionamento foi realizado em cuba de eletroforese Bio Rad (fonte - Power
Pac 3 000) com tampdo TAE (tampdo Tris-Acetato-EDTA) e submetido a uma
voltagem de 20 V por 360 minutos.

A andlise do padrdo de digestdo foi realizada usando como referéncia o
padrédo de peso molecular do DNA do fago lambda digerido com a enzima de
restricdo Hindlll (que origina os fragmentos em quilobase (kb): 23,1 kb, 9,4 kb, 6,56
kb, 4,3 kb, 2,3 kb, 2,0 kb e 0,56 kb). Apds a eetroforese, o gel foi corado com
brometo de etidio (0,5 ng/mL), analisado em luz ultravioleta e fotografado com
filme polaroide. O gd foi entdo descorado em &gua e em seguida o DNA foi
depurinado com 0,25 M HCI durante 30 minutos, denaturado com 15 M
NaCl/NaOH 0,5 M durante 15 minutos, neutralizado com tampédo Tris HCl 0,5
M/NaCl 1,5 M pH 7,0 durante 15 minutos, e transferido com SSC 20 x (NaCl 3M;
citrato de sodio 0,3 M) durante 60 minutos.

O DNA foi transferido para membranas de nylon (Hybond™-N) por
capilaridade. Em uma cuba de transferéncia foi colocado um suporte absorvente
(aproximadamente 1,2 x o tamanho do gel), o gel e a membrana de nylon. A esta
cuba foi adicionado tampao SSC 20 x suficiente para cobrir apenas o suporte. Sobre
a membrana foi colocado de 3 a 5 folhas de papel filtro Whatman 3 mm (de mesmo
tamanho do gel) e vérias folhas de papel absorvente (0,9 x o tamanho do gel). Este
sistema foi mantido por aproximadamente 12 horas.

Em seguida foi feito o “cross-linking” do DNA transferido, submetendo a
membrana molhada a 150 mJ com luz ultravioleta em um aparelho GS Gene Linker
(BioRad). As membranas foram bloqueadas durante 2 horas (2 trocas de solucéo) a

42 °C com a sonda de hibridizaco (SSC5 x, Denhardt’s 10 %, tRNA de levedura
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0,05 mg/mL 0,5%, DNA de esperma de salméo (Sigma) 0,1 mg/mL, formamida 50
%) e hibridadas durante 18 horas a 42 °C com a sonda radioativa de interesse. Foi
realizada uma lavagem com SSC 2 x por 10 minutos a temperatura ambiente,
seguida de uma segunda lavagem com SSC 0,1 x, SDS 0,1 %, a 65 °C por 30
minutos. Ao final, as membranas foram expostas a filmes de auto radiografia XK-1

(KodaK) por 20 diasa— 70°C.

19. Mar cac&o de nucleotideos com **P

A preparacdo de sondas com o isdtopo *2P foi feita utilizando 25 ng do DNA
previamente determinado fervido por 5-10 minutos. Apds a denaturacdo foi
adicionado 10 i de tamp&o OLB, 2 mL BSA 10 %, 50 nCi de **P-dCTP, 1 U
enzima Klenow. A solugdo foi incubada por 3 horas a temperatura ambiente
protegido por acrilico. Ao fim deste tempo, a reacdo foi interrompida com 5 L de
“stop buffer” (EDTA 0,5M pH 8,0) e o inserto precipitado com DNA de esperma de
salmado (1,2 ng/ml), acetato de sodio 0,5 M (pH 5,5) e 3 x 0 volume de etanol 100 %.
A misturafoi incubada por 15 minutos a—70 °C e em seguida centrifugada a 10 000
x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco a42 °C e

depois 0 DNA marcado foi ressuspenso em 50 ni. de TE.
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V. Resultados

1. Selecdo do locus de Leishmania (L.) major relacionado com a

resisténcia a CsA

As células transfectadas com a genoteca gendmica de L. (L.) major, foram
cultivadas em meio M199 e plagueadas em concentragOes crescentes de CsA como
descrito no item 5 de materiais e métodos. Foram isoladas 20 col6nias, sendo 6
obtidas a partir de 50 ng/mL, 9 a partir de 40 ng/mL e 5 a partir de 30 ng/mL de
CsA (tabela 1). Nas concentragdes menores que 30 nmg/mL houve crescimento de
colGnias no grupo controle. Cabe ressaltar que a concentracéo de CsA usada no
processo de selecdo € mais adta em relacdo aos testes de inibicdo de crescimento,

devido ao meio de cultura utilizado ser semi-solido neste processo.

Concentracdo de Cédulas Cdulas
CsA (my/mL) selvagens Transfectadas
50 0 6
40 0 9
30 0 5
20 33 32
10 500 >1000
5 >1000 >1000
Sem CsA >1000 >1000

Tabela 1. NUmero de colnias isoladas ap0s plagueamento em presenca das
concentragdes de CsA indicadas.

O DNA das 20 colonias de leishménia isoladas a partir de adtas
concentragdes de CsA em relacdo ao grupo controle, foi extraido e transformado em

E. cali (conforme itens 7 e 8 respectivamente de materiais e métodos) para a anaise
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do padréo de restricdo com as enzimas Apal, Hindlll e BamHI (figura 1). Apos
andlise dos perfis obtidos, encontramos trés padroes de restricdo (A, B e C)
relacionados entre si (figura 1), provavelmente pertencentes ao mesmo locus (locus
I, figura 1), e uma segunda populagdo com padroes de restricdo diferentes da
populacdo do locus I, provavelmente pertencente a outro locus (locus I, figura 1).
Podemos verificar a distribuicdo das populacfes destes cosmidios na tabela 2, onde
entre os 19 cosmidios pertencentes ao locus I, 6 apresentaram o mesmo padréo de
restricdo e foram designados cosCip 1A, 12 apresentaram um segundo padrdo de
restricéo e foram designados cosCip I1B, e um cosmidio apresentou o terceiro padréo

de restricdo e foi designado cosCip IC (figura 1).

Apal Hindll1 BamHI
—N Y ——
PM IAIBIC I IAIBIC Il 1A IBIC Il PM

23,1

94
6,5

44

23
2,0

05

Figura 1. Padréo de restricao das populacdes de cosmidios isolados a partir de
altas concentracdes de CsA. Gel de agarose 0,8% corado com brometo de
etidio contendo os DNAs dos cosmidios cosCip 1A (IA); cosCip 1B (1B),
cosCip IC (IC) e cosCip Il (1) digeridos com as enzimas indicadas. Padrdo
de Peso Molecular (PM) em quilobases representado pelo DNA do fago |
digerido com HindllIl.

Com o intuito de facilitar o entendimento da nomenclatura empregada

definimos o cosmidio como cos; Ciclosporina como Cip; os algarismos romanos
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como indicativo do locus; as letras ardbicas como as regifes de um Unico locus; e
finalmente os nimeros cardinais como indicativo das delecdes de cada cosmidio.
Verificamos também que a concentracdo de CsA utilizada no processo de
selecdo parece ndo influir na quantidade de col6nias selecionadas. 1sto porque das 6
coldnias isoladas pertencentes as populagdes do cosmidio cosCip IA, 1 foi isolada a
partir da cultura contendo 50 ng/mL de CsA, 3 colonias foram isoladas da cultura
contendo 40 mg/mL e 2 colonias a partir de 30 ng/mL de CsA (tabela 2). Da mesma
forma, das 12 col6nias pertencentes ao cosmidio cosCip I1B metade foi isolada das
culturas com 50 e 30 nmy/mL de CsA enquanto que as restantes 6 coldnias foram
isoladas a partir da culturacom 40 ng/mL. Por outro lado, na selecdo dos cosmidios
cosCip IC ecosCip Il (do locus 1) obtivemos apenas 1 col6nia de cada representante

gue apresentou resisténcia exatamente nas culturas com a maior concentragdo de

CsA testada (50 ng/mL).

Concentracdo de CsA Cosmidios

(n°de colbnias) [ 1
Al B|C

50 ny/mL — (6) 11311
40 nmg/mL —(9) 3|6
30 ng/mL — (5) 2|3

nimero de cosmidios 6(12| 1| 1

nimero de cosmidios/locus 19 1

Tabela 2. NUmero de cosmidios selecionados em relagcdo a
concentracdo de CsA utilizada. As populages de
cosmidios definidas na figura 1 estdo indicadas. Os
nimeros entre parénteses representam a quantidade total
de colbniasisoladas em cada concentracdo de CsA.
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2. Mapeamento do locus de Leishmania major relacionado com a
resisténcia a CsA

Para 0 processo de mapeamento, optamos por identificar o gene contido no
locus | (cosCip IA cosCip IB e cosCip IC), devido a maior representatividade
encontrada no processo de selecdo (tabela 2), e também visando facilitar o processo
de identificac&o do locus de interesse.

Inicialmente, optamos por utilizar a enzima Apal, que além de ndo digerir o
DNA do vetor, reconhece um grande nimero de sitios de restricdo no inserto, o que
favorece a obtencdo de um maior numero de delegdes (figura 1). A primeira
populacdo de representantes do locus | a ser mapeada foi o inserto cosCip IC, por
apresentar uma maior quantidade de bandas apds digestdo com a enzima Apal
(figura 1, linha - Apal-1C).

O inserto do cosmidio cosCip IC foi submetido a digestdo parcia seguida de
ligacdo também em condicBes parciais de acordo com o protocolo descrito no item
11 de materiais e métodos. Analisando a figura 2, que mostra o perfil de digestéo
parcial antes do processo de ligacdo, a amostra 3 (obtida apos 2,5 min de digestdo)
apresentou o perfil mais adequado, que segundo nossa experiéncia, ndo deve
apresentar nenhuma banda especifica da digestdo final (apenas um pequeno arraste);
e tampouco o padréo caracteristico de ndo digestdo observado nos canais 1 e 2 da
figura 2. Dessa forma, o produto de digestéo parcial com 2,5 min foi utilizado nos

experimentos de ligagdo parcial.
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123 45a6THEH

Figura 2. Padrdo de digestdo parcial com a enzima Apal do DNA do
cosmidio cosCip IC. 1) Omin; 2) 1min; 3) 2,5min; 4) 5min; 5)
7min; 6) 10min; 7) 15min; 8) 30min e 9). Padrdo de Peso
Molecular (PM) em quilobases representado pelo DNA fago |

digerido com Hindlll.

Apbs aligacdo e transformacdo do produto ligado em E.coli, obtivemos cerca
de 150 colbnias, sendo que cerca de 40 colbnias foram aleatoriamente isoladas,
incubadas em LB liquido e submetidas a extracdo do DNA do cosmidio inserido. Em
seguida o DNA de cada extracdo foi submetido a digestéo total com a enzima Apal
visando obter delecdes do inserto original.

A andlise do padrdo de digestdo total, apos eletroforese em gel de agarose
(figura 3-A), permitiu a identificagdo de 8 delecbes diferentes do inserto do cosCip
IC [com tamanho estimado de aproximadamente 34 kb], e que foram denominadas:
cosCip ICL1 (inserto de cerca de 2 kb); cosCip IC2 (32 kb); cosCip IC3 (7 kb); cosCip
IC4 (21 kb); cosCip IC5 (19 kb); cosCip IC6 (8 kb); cosCip IC7 (12 kb) e cosCip

IC8 (17 kb). Com base neste padrédo de digestdo total dos insertos das delectes
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obtidas a partir do inserto cosCip IC, conseguimos desenhar um provavel mapa

gendmico que esta representado no esquema da figura 3-B.

N o [o'0)]
o~ o —

A 2 39830 2 =

A A A AA A A A A A A A
34k L1t t tt 1 1t 1 t 1 1 mIC
2hh WLt rmIC
321b WLt t t tt t t_t 1 t t +mIC
Thh Lt 1 t v [C
2ikbmmtt f 1 1 1 : t mmIC
191h Bt 1 t 1t 1 tt mIC
Skb Bt 1 tt + mIC
12kh et 1 1y vmIC
17k Bt t t 1 1 t + mICY

1t t tt 1 t t 1 t t 11

0E 4o 55 0s 60 15 1. A% T8 0 T1F

Figura 3. Mapeamento do cosmidio cosCip IC. A) Gel de agarose 0,8% corado com brometo de
etidio contendo o padrdo de restricdo das delegdes do inserto cosCip IC com a enzima
Apal. cosCip IC (IC), cosCip IC1 (IC1); cosCip IC2 (IC2), cosCip IC3 (IC3); cosCip IC4
(IC4); cosCip IC5 (IC5); cosCip IC6 (1C6); cosCip IC7 (IC7) e cosCip IC8 (IC8). Padréo
de Peso Molecular (PM) em quilobases representado pelo DNA do fago | digerido com
Hindlll. B) Representacdo esquemética do mapa gendmico do cosmidio e delegbes do
cosCip IC deduzido a partir do padréo de digestdo com Apal. A linha inferior indica as
distancias estimadas entre os sitios de restricdo Apal (indicados pelaletra“A”, acima). O
tamanho estimado de cada inserto esta indicado a esquerda. A direita estfo representados
0s nomes de cada delecéo. Os retangul os verdes representam o DNA do vetor cLHY G.



36

Com o objetivo de representar as trés popul agdes relacionadas com o locusl,
foi realizado um novo ‘set’ de digestdo parcia seguida de ligacdo parcial com a
enzima Bglll (item 11 de materiais e métodos) com o DNA dos cosmidios cosCip 1A
e cosCip IB. Obtivemos duas delecBes a partir do cosmidios cosCip IA e duas a
partir cosCip 1B (figura 4-A). Obviamente 0 DNA do cosmidio cosCip IC também
foi digerido com aenzima Bglll para que pudéssemos construir 0 mapa gendmico

detalhado do locus | (figura 4-A e B).
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Figura4. Mapeamento dolocus |. A) Gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio contendo
0 DNA dos insertos cosCip 1A (1A) e cosCip IB (IB), e suas respectivas delecdes cosCip
IA1 (1A1), cosCip IA2 (1A2), cosCip IB1 (IB1), cosCip IB2 (IB2) e cosCip IC (IC), todos
digeridos com a enzima Bglll. PM- DNA do fago | digerido com Hindlll. B)
Representacdo esquemética do mapa genémico dos cosmidios cosCip IA, cosCip IB e
cosCip IC e suas respectivas deleces. A linha inferior indica as distancias estimadas
entre os sitios de restricdo paraaenzima Apal (preto) e Bglll (vermelho). A direita estéo
representados os nomes de cada delec8o. Os retangulos verdes representam o DNA do
vetor cLHYG.
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3. Analise funcional das células LmFA1 transfectadas com o0s
DNAs das delecbes em presenca de CsA

Para as andlises funcionais as células promastigotas transfectadas com o
DNA de cada uma das delecdes a serem avaliadas foram primeiramente submetidas
a amplificacdo génica apls passagens sucessivas em higromicina (item 6 de
materiais e métodos). Em seguida, foram incubadas em presenca de concentragctes
crescentes de CsA, e os dados obtidos nessas culturas permitiram a construcdo de
uma curva de inibi¢cdo de crescimento independente para cada um dos experimentos
individuais realizados (item 13.1 de materiais e métodos). A partir de cada grafico,
foi determinada a concentragdo necesséria para inibir 50 % do crescimento celular
(ICs0), como descrito no item 13.3 de materiais e métodos. Estes dados serviram
ainda como base para as andlises estatisticas realizadas (item 13.3 de materiais e
métodos), e os graficos representados nas figuras abaixo, mostram os resultados
finais de cada uma dessas andlises, representando, portanto, os resultados médios

obtidos para cada linhagem analisada.

3.1 Analise funcional das células utilizadas como controle nas curvas de
inibicdo de crescimento

Iniciadlmente, definimos o controle utilizado para as andlises funcionais,
avaliando o comportamento entre as células LmFA1 transfectadas com o DNA do
vetor cLHYG (denominado LmFA1-cLHYG) e as células LmFA1 selvagens (ndo
submetidas a transfeccéo). Pudemos observar como esperado que as curvas médias
de ambas as linhagens apresentaram praticamente 0 mesmo padréo de deslocamento

(figura 5-A), evidenciando que as células LmFA1 transfectadas com o DNA do
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vetor e submetidas ao processo de amplificagdo génica (passagens em higromicina)
apresentavam comportamento semelhante as células LmFA1l selvagens ndo
transfectadas quando incubadas em presenca de CsA. As andlises estatisticas
realizadas com os dados dessa andlise confirmaram que ndo ha diferenca
significativa entre os valores de 1Csp encontrados entre as duas linhagens celulares
testadas (7,23£1.99 ng/mL de CsA para LmFAL e 6,67£2,00 ng/mL de CsA para
LmFA1-cLHYG). Deste modo, prosseguimos nossos estudos utilizando as células
LmFA1-cLHYG como controle de todas as demais curvas de inibicdo de

crescimento.

3.2 Analise funcional das células LmFAL transfectadas com os DNAs das
delecbes do inserto cosCip IC

Para a avaliacdo do fenotipo, os DNAs das delecOes obtidas a partir do
inserto cosCip IC, foram tranfectados em céulas LmFA1l, submetidos a
amplificagdo do nimero de copias (item 6 de materiais e métodos ), e em seguida
submetidas as culturas em concentracfes crescentes de CsA (item 13.1 de materiais
e métodos) para a obtencdo das curvas de inibicdo de crescimento (item 13.3 de
materiais e métodos). Os dados obtidos com os resultados de algumas dessas curvas
de inibicdo de crescimento estdo representados na figura 5-B e tabela 3.

Andisando a figura 5-B, podemos observar que as curvas de inibicdo de
crescimento (CIC) das células transfectadas com o cosmidio cosCip IC, e com as
delecdes cosCip I1C5 e cosCip IC7 (representadas em tons vermelho), apresentam
um deslocamento a direita em relagdo ao controle LmFA1-cLHY G (em preto). Esse

deslocamento indica um certo grau de resisténcia em relagdo ao grupo de células
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transfectadas com as delecdes cosCip 1C3 e cosCip IC8 (representadas em tons de
verde), e que por estarem proximas dos valores obtidos com LmFA1-cLHY G, foram

consideradas como ndo capazes de conferir resisténcia a CsA ap0s transfeccdo e

amplificacdo génica.

A B
] —=—LmFAL-cLHYG 10078 :ﬁg:g II(C:S
g AL —=— cosCip IC7
g —o— LmFAl-cLH
g 50 —— cosCip IC3
O
X

—— cosCip IC8

% crescimento
8

254

T T T 1
0 5 10 15 20 0

0 10 20 30 40 50

concentragao de CsA fmg/mt] concentracdo de CsA [my/mL]

Figura 5 Comparacdo das curvas de inibicdo de crescimento em presenca de concentracles
crescentes de CsA. A) Representacéo das CIC das células controle LmFA1 selvagem (ndo
transfectada) e LmFA1-cLHY G. B) Representacdo das CIC das células LmFA1 transfectadas
com os DNAs indicados. As curvas em tons de vermelho representam as linhagens celulares
capazes de conferir resisténcia a CsA, e as representadas em verde as ndo resistentes. Em preto
aCIC referente s células LmFA1-cLHYG.

Conforme j& sdientado, os resultados obtidos a partir das CICs foram
analisados estatisticamente como descrito no item 13.3 de materiais e métodos. Para
facilitar a andlise dos resultados, os dados obtidos com essas andlises estdo
representados na tabela 3 que mostra os valores dos indices de resisténcia (IR)
obtidos para cada linhagem testada, calculado pela razéo entre os ICsp das células
transfectadas com os DNAs dos insertos/delecBes pelo ICsp das células controle
LmFA1-CLHYG. Podemos verificar que o indice de resisténcia (IR) das células
transfectadas com os DNAs das delecOes cosCip 1C2, cosCip IC5 e cosCip IC7
apresentaram valores significativamente diferentes (valores de p<0,05; em negrito)

em referéncia as células controle LmFA1-cLHY G, indicando que os insertos eram
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capazes de conferir as células selvagens resisténcia a CsA apos transfeccdo (fendtipo
positivo; tabela 3 em vermelho). Por outro lado quando mesma comparagao foi
realizada com os dados referentes as células transfectadas com os insertos das
delecbes cosCip IC3, cosCip IC4 e cosCip IC8, as andlises estatisticas néo
apresentam valores significantes em relacéo as células controle (p>0.05), indicando
a ndo capacidade de conferir resisténcia a CsA, 0 que consideramos como um

fendtipo negativo (tabela 3 em azul).

test-t Mann-

Linhagem Student  Whitney

celular IR p p n Fendtipo
LmFAL-
cLHYG 1
cosCip IC 1,40 0,020 4 Pos
cosCip IC2 | 1,40 0,002 0,007 5 Pos
cosCipIC3 | 0,88 o773 2700 3 Neg
cosCipIc4| 084 00935 0343 4 Neg
cosCiplcs| 1,63 00001  0.0006 7 Pos
cosCipIc7| 157 00004 0002 6 Pos
cosCip IC8 | 1,04 0,742 1,000 4 Neg

Tabela 3 Comparacdo dos valores dos célculos estatisticos entre as linhagens
testadas. O indice deresisténcia (IR) de (n) experimentos independentes foi
calculado e analisado por métodos paramétrico e ndo paramétrico (item 13.3
de materiais e métodos). Valores significantemente diferentes (p<0,05) do
tipo LmFA1-cLHYG (1 vez resistente) foram calculados com base no teste t
de Student ou Mann-Whitney, e estéo representados em negrito. Pos-
fendtipo positivo; Neg- fendtipo negativo (ver texto).

3.3 Andlise funcional das células L mFA1 transfectadas com os DNAs das
delecbes dosinsertos cosCip |A e cosCip |B

Da mesma forma que descrito para as delecOes do inserto cosCip IC (item
anterior), os DNAS das delecbes/insertos cosCip |A, cosCip IA2, cosCip IB e cosCip
IB2 também foram isoladamente transfectados em células selvagens LmFAL (item 6

de materiais e métodos) e avaliados em presenca de concentracBes crescentes de
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CsA apo6s amplificagdo génica. Os resultados obtidos foram utilizados na construgéo

de curvas de inibicdo de crescimento para estas linhagens (dados ndo mostrados),

assm como para as andlises estatisticas, cujos resultados estéo representados na

tabela 4. Podemos verificar que das 4 linhagens testadas apenas uma (transfectada

com a delecéo cosCip 1A2) ndo foi capaz de conferir resisténcia a CsA apos

transfeccéo. Todas as outras trés linhagens (transfectadas com os DNAS das delecOes

cosCip IA, cosCip IB e cosCip 1B2) apresentaram valores de indice de resisténcia

(IR) significativamente diferentes (p<0,05; em negrito) quando comparados as

cdulas controle LmFA1-cLHYG, indicando que os insertos eram capazes de

conferir as células selvagens resisténcia a CsA apds transfeccéo (fendtipo positivo;

tabela 4 em vermelho).
Linhagem
celular IR
cosCip IA 1,78
cosCip A2 1
cosCip IB 181
cosCip 1B2 1.46

Test-t
Student
P
0,023
0,55
0,0004

0.03

Mann-
Whitney

p
0,028
0,700
0,007

0.029

5

3

Fendtipo
Pos
Neg
Pos

Pos

Tabela 4. Comparacgdo dos valores dos calculos estatisticos entre as linhagens
testadas. O indice de resisténcia (IR) de (n) experimentos independentes
foi calculado e analisado por métodos paramétrico e ndo paramétrico (item
13.3 de materiais e métodos). Valores significantemente diferentes (p<0,05)
do tipo LmFA1-cLHYG (1 vez resistente) foram calculados com base no
teste t de Student ou Mann-Whitney, e estéo representados em negrito. Pos-
fendtipo positivo; Neg- fendtipo negativo (ver texto).

A partir da andlise do mapa gendmico (figuras 4-B e 6) associado aos

resultados funcionais obtidos a partir das curvas de inibi¢cdo de crescimento (tabela 3

e 4), verificamos que a delecdo cosCip IC7 contém o menor fragmento do inserto

(com cerca de 12 kb) capaz de conferir resisténcia a CsA apés transfeccéo e
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amplificagdo génica. Isto porgue as células transfectadas com a delegdo cosCip 1C4
(contendo as delegdes cosCip I1C1, cosCip IC3, cosCip IC6 e cosCip IC8), assim

como a delecdo cosCip A2 ndo foram capazes de conferir resisténciaa CsA (figuras

4-B e6).
vtmﬂi:pIA Pos
= + & [ ] [ ] L] & L] =
= F ¥ m costip [AD Neg
- Poz
- [ ] [ ] L] L] * - oo Cip ]:B
= § — Y RSN IB2 Pos
Pos costip [ EELLT t tt 1 t t 1 t t + Em
Pos wostip [(C) EELtt 1 tt 1 _t 1 t t t mm
Meg wostip [C3 Bt f .
Meg costip [C4 BEEt  f t 1 1 t t
Pos costip [C5 WHLt1 t A1 1 Lt .
Poz cosCip [C7 BELLY 1 1t t_ .
Neg costip [C5 WLt 1 1 1 t 1t .
05 40 55 0F 60 5 15 45 38 30 16
1t t 1t i i t il
L] IAB +* L] +* +* * L] L]
0,7 40 11,5 20 3,0 6,0 12,0 56

il

Figura 6. Mapa genémico relacionado a resisténcia a CsA. Representacdo esquematica do mapa
gendmico do cosmidio dos cosmidios cosCip IA, cosCip IB e cosCip IC. Em preto estdo
representados os sitios de restricéo paraaenzimaApal em vermelho para Bglll. Os nomes
e o respectivo fendtipo de cada delecdo [resisténcia a CsA (pos) e ndo resisténcia (neg)]
estdo representados ao lado. Os retangulos (verde) nas extremidades representam o vetor
CLHYG.

3.4 Andlise funcional das células LmFAL1 transfectadas com fragmentos
do inserto cosCip IC7

Buscando caracterizar melhor o inserto da delecdo cosCip IC7 digerimos este
DNA com uma segunda enzima de restricdo. Para isto, 0 DNA da delegdo cosCip
IC7 foi submetido a digestdo dupla com as enzimas Apal e Bglll. A partir da andlise
do padréo de restricdo (eletroforese em gel de agarose) podemos observar a presenca
de pelo menos 4 fragmentos de aproximadamente 3,7; 2,0; 2,1 e 1,0 kb (figura 7).
Notamos que o fragmento de cerca de 2,0 kb originario da digestdo com a enzima

Balll (figura 7, linha 2) esta presente no interior do fragmento Apal de 5kb (figura
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7), uma vez que a banda referente a esse fragmento néo esta presente no padréo da
digestdo dupla (figura 7, linha 3). Além de caracterizar o inserto do cosmidio cosCip
IC7, esta andlise contribuiu para confirmar o mapa genémico sugerido das trés

popul ages de cosmidios pertencentes ao locus |. (figura4-B e 6).

Figura 7. Padrdo de restricdo do inserto da delecéo
cosCip 1C7.1) Apal, 2) Bg I, 3) Apa | + Bglll, 4)
Padréo de Peso Molecular (PM) em quilobases

representado pelo DNA fago | digerido com
Hindlll.

Para a confirmacdo final da localizacdo do gene relacionado com a resisténcia a
CsA, adelecéo cosCip IC7 contendo um inserto de aproximadamente 12 kb (figura 8-
A) foi digeridacom aenzima Bglll (figura 7), na tentativa de se extrair o fragmento de
cerca de 2 kb. Isto para que avaliassemos se este fragmento estava relacionado com o
gene em estudo. O produto originado com cerca de 10 kb (cosCip IC7DBgllI, figura 8-

A) foi transfectado em LmFA1l e submetido a andise funciona ap6s amplificacéo
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génica, evidenciando a perda da capacidade de conferir resisténciaa CsA (figura8-B e

C), que comprova gue o0 gene deve conter parte, ou a totalidade deste fragmento Bglll.

A /

ApalAp | Apal BEalll B oglll r\palApal .

| | | | | cosCip IC7 (12 kb)

ApalAp | Aopal B oglll r\palApal .

| . | | cosCip 1C7 D2kbBgl 11 (10 kb)
B

100+ C
——cosCip IC7
o
% —o— LmFA1l-cLHYG
E —— cosCipIC7 D2kb/Bglll
o 501
()
)
X Linhagem ”
celulgr IR Fendtipo
2 LmFA1-cLHYG 1
(0f T f 1 1
0 10 20 30 40 50 cosCip IC7 1,57 Pos
concentragéo de CsA [g/mL] cosCip IC7D2kbBglll 1,09 Neg

Figura 8. Estratégia de interrupcdo do gene relacionado a resisténcia a CsA. (A).
Representacdo esquematica dos insertos cosCip 1C7 e cosCip IC7D2kbBglll. A regido
apontada pela setaindica o fragmento Bglll de 2 kb deletado. (B). Curva de inibi¢cdo de
crescimento de células transfectadas com os DNAs dos insertos indicados em presenca
de CsA. (C). Valores do indice de resisténcia (IR) de 6 experimentos independentes,
definidos e calculados conforme legenda da tabela 3 e item 13.3 de materiais e métodos.
Pos- fendtipo positivo; Neg- fendtipo negativo.

4. Sequenciamento de nucleotideos do locus relacionado a resisténcia a

CsA

Com o objetivo de identificar o gene de interesse no genomade L. (L.) major

cepa Friedlin A1 (LmFA1), purificamos e subclonamos (item14 de materiais e

métodos), a partir do cosmidio cosCip

IC7, o fragmento de DNA de
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aproximadamente 2 Kb (construcdo pUCp/2kb Bgll1) obtido ap6s digestéo total com
aenzima Bglll (figura 9-A).

O DNA do insato da construgcdo pUCp/2kb Bglll foi submetido ao
sequenciamento (item 15 de materiais e métodos) e os produtos obtidos de 2
sequéncias nadirecdo 5 > 3’ (sense —iniciador M13-40) e sequéncias 3 > 5 (anti-
sense — iniciador M13 reverse) foram analisados com o auxilio do programa
Lasergene (SeqMan-DNASTAR). Esta andlise permitiu obtencdo de seqiéncias
consensuais de 575 pb na extremidade 5’ e 764 pb na extremidade 3’ (consensos B3’
eB5', Fig.9-D).

A patir destas seguéncias consensuais, foram redlizadas andlises
comparativas com o auxilio do programa BLAST (Altschul e cols., 1997) que
apresentaram alta identidade com o clone LB0564 do cromossomo 27 de L. (L.)
major e com uma proteina transportadora ABC “ABC-transporter” (cassete de
ligacéo de ATP) de L. (L.) tropica (nUmero de acesso AF200948- Parodi-Talice e
cols., 2003). Foram redlizadas andlises comparativas também com os dados
disponiveis no projeto genoma de L. (L.) major (Friedlin Al), coordenado pelo
Sanger Institute - geneDB, que demonstraram alta similaridade com 0 cromossomo
27 de L. (L.) major (andlise realizada em 20 de abril de 2004 16:49hs identificado
como: LmjF27_01_20040201_V3.0).

Porém, para comprovar estas andlises, realizamos também o sequienciamento
de um fragmento maior que continha o fragmento Bglll de 2 kb analisado
anteriormente. Para isto, purificamos e subclonamos, a partir do cosCip IC5 (item14

de materiais e méodos), o fragmento de DNA de aproximadamente 6 Kb
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(construcdo pUCp/6kb Hindlll) obtido apods digestdo total com a enzima Hindlll|
(figura 9-B).

O DNA do inserto da construgdo pUCp/6kb Hindllll foi seqlienciado e os
produtos obtidos de 2 seqUéncias (sense e anti-sense), foram analisados com o
auxilio do programa Lasergene (SegqMan-DNASTAR). Ap6s a obtencdo das
seguéncias consensuais (576 pb na extremidade 5 e 554 pb na extremidade 3';
consensos H3' e HY', figura 9-D), foram realizadas andlises comparativas com 0s
dados disponiveis no projeto genoma (Sanger Institute - genedb) de L. (L.) major
(Friedlin A1) e também com o auxilio do programa BLAST, que confirmaram as
andlises anteriores.

Foi seqlenciado ainda um terceiro fragmento de DNA que representa o
inserto do cosCip IC1, para que pudéssemos identificar com precisdo o inicio e 0
final do inserto origina (cosCip IC) no cromossomo da L. (L.) major. Para isto,
purificamos e subclonamos (item 14 de materiais e métodos), a partir do cosCip IC1
o fragmento de aproximadamente 1,7 kb apds digestdo dupla com as enzimas
Hindlll e Pstl seguida de ligacdo no vetor pUCp (construcdo pUCp/1,7kb
Hindll1/Pstl, figura 9-C).

O DNA do inserto da construcéo pUCp/1,7kb Hindll1/Pstl foi sequienciado e
0s produtos obtidos de 2 segiiéncias (sense e anti-sense) forneceram as sequéncias
consensuais (301 pb na extremidade 5" e 585 pb na extremidade 3' - consensos HP3'

e HPS', figura 9-D.
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Figura 9. Estratégia de seqlienciamento. (A) Mapa de restricao do cosCip IC7. Os sitios de
restricdo Bglll em verde indicam o fragmento de aproximadamente 2 kb,
subclonados no vetor pUCp. (B) Mapa parcial de restricdo do cosCip IC5. Os
sitios de restricdo Hindl 11 em vermelho indicam o fragmento de aproximadamente
6 kb, subclonado no vetor puCp. C) Mapa de restrigio do cosCip IC1. Os sitios
de restricdo Hindlll/Pstl em azul indicam o fragmento de aproximadamente 1,7
kb, subclonados no vetor pUCp. Os quadrados em verde representam o vetor
cLHY G e em azul representam o vetor pUCP.( (D) Mapa de restrigéo contendo as
regides segienciadas. BS5 e B3 indicam as seqléncias consensuais de
nucleotideos obtidas a partir do fragmento pUC/2kb Bglll. H5' e H3' indicam as
seqiiéncias consensuais de nucleotideos obtidas a partir do fragmento pUC/6kb
Hindlll. HP5' e HP3' indicam as seqiiéncias consensuais de nucleotideos obtidas a
partir do fragmento pUC/1,7kb Pstl/HindllI.



49

5. Analise comparativa dos resultados obtidos com o seqiienciamento de
nucleotideos

Apbs a confirmacdo da localizagdo do locus | no cromossomo 27 de L. (L.)
major, foi realizado o ainhamento entre este cromossomo e todas as sequéncias
consensuais obtidas, com o auxilio do programa Lasergene (SeqMan DNASTAR).
O perfil apresentado neste alinhamento confirmou a estratégia de sequienciamento
utilizada, pois como podemos observar nas figuras 9-D e 10, a distancia entre os
sitios de clonagem Bglll estimado em 2000 pb (inserto da construcéo
pUCp/2kbBgll1), € muito semelhante a disténcia de 2041 pb (posi¢des 413 816 pb e
415 856 pb) encontrada entre os consensos B5' e B3’ no cromossomo 27 de L. (L.)
major. Da mesma maneira, a distancia entre os sitios de clonagem Hindlll estimado
em 6000 pb (inserto da construgdo pUCp/6kb Hindlll) é muito semelhante a
distancia de 5833 pb (posicbes 413 237 pb e 419 070 pb) encontrada entre os
consensos HS e H3 no cromossomo 27 de L. (L.) major. Podemos observar
também que as seqiéncias obtidas a partir da construcdo pUCp/2kb Bglll estéo
contidas nas sequéncias obtidas a partir da construcéo pUCp/6kb Hindll1 (figura 9-B
eD).

Além do tamanho estimado da regido seqlienciada (inserto da construgdo
pUCp/6kb Hindlll) ser semelhante ao da regido identificada no cromossomo 27 de
L. (L.) major (figuras 9-B e 10), o padrdo de restri¢do obtido durante o0 mapeamento
dos cosmidios cosCip IA, cosCip IB e cosCip IC também foram praticamente
idénticos confirmando novamente que os trés insertos contidos nestes cosmidios

pertencem ao mesmo locus (previamente denominado como locus ).



50

4EIEIIEIEIEI 4lEIIEIEIEI 42EIIEIEIEI 43EIIEIEIEI 44EIIEIEIEI 45I:IIEIEII

Cr27LmjF >
HP5 (301ph) >
H 5 (576pb) >
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Figura 10. Alinhamento entre as sequiéncias consensuais e o cromossomo 27 de L. (L.) major
(projeto genoma — Sanger - genedb). As setas indicam as regides das seqiiéncias
consensuais alinhadas com o cromossomo e as barras indicam a disténcia entre elas. HP
indica as sequéncias do fragmento Hindlll/Pstl; B indica as seqiiéncias do fragmento
BgllI/Bglll de 2 kb e H indica as sequiéncias do fragmento HindllI/Hindl 1l de 6 kb.

As seqliéncias de nucleotideos obtidas a partir da construcdo pUCp/1,7kb
PstI/HindlIl contribuiram para que identificdssemos com precisdo a localizagdo
exata do inserto original de 36,5 kb do cosCip IC. Foi possivel encontrar nesses
produtos seqlienciados tanto os sitios de restricdo para as enzimas utilizadas no
processo de subclonagem @stl e Hindlll), como os sitios de restricdo para as
enzimas Sau3A e/ou BamH1 (utilizadas na construgdo da genoteca; Ryan e cols.,
1993). Assim, constatamos que o inserto cosCip IC (com 36 544 pb) iniciase na
posicdo 408 159 pb do cromossomo 27 de L. (L.) major e termina em 444 703 pb
(correspondente aos sitios Sau3A, em verde na figura 11).

Como as extremidades dos outros dois insertos relacionados com esse locus |
(cosCip IA e cosCip IB) ndo foram seqlienciadas, ndo foi possivel localizar com
exatiddo qual o sitio Sau3A e/ou BamH1, uma vez que mais de um desses sitios

estavam presentes nas regides que delimitam os respectivos insertos. Entretanto,
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baseados nos dados da sequiéncia do cromossomo 27 de L. (L.) major em associagao
com padrdes de digestdo obtidos nesse trabalho (figuras 1, 3-A, 4-A e 7),
determinamos que esses insertos estdo localizados aproximadamente entre as

posi¢des 397 000 e 434 000 pb (cosCip 1A) e 399 000 pb e 432 000 pb (cosCip 1B)

(figura 11).

Sau3A
Sau3A
307 505 444, 703ph
307, 308pb 108,159 115 519pb Pe
= B |
R i
47 1301 43 10F 37 501 08 55 351 15 47 14 16
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Figura 11. Localizag&o do locus | relacionado com a resisténcia a CsA no cromossomo 27 de L.

(L.) major. Os tamanhos dos fragmentos e as posic¢des dos sitios de restricdo para as
enzimas Apal e Bglll estao respectivamente representadas em preto e vermelho. Os sitios
para aenzima Sau3A gue delimitam o inserto cosCip IC estdo representados em verde.
Os numeros em pb (pares de base) no alto da figura representam as posicoes dos
respectivos nucleotideos na seqiiéncia da regido do cromossomo 27 de L. (L.) major
correspondente ao locus |. A regido delimitada pela seta corresponde contém o gene
relacionado com aresisténciaa CsA.

Baseado nestes resultados passamos a utilizar nas proximas andlises a
sequéncia de nucleotideos que compreendia a regido localizada entre as posicoes
408 159 pb a 418 519 pb do cromossomo 27 (figura 11), com tamanho de 10 360 pb.
Esta regido contém grande parte do inserto cosCip IC7 além da regi&o que contém o
gene relacionado com aresisténciaa CsA.

A andise da seqlienciamento de nucleotideos dessa regido com o auxilio do
programa Clone Manager, demonstrou a presenca de uma regido de fase aberta de

leitura (ORF-“Open Reading Frame”) compativel com os resultados da interrupcéo
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da expressdo génica demonstrados na figura 8, e que possui 5 534 pb, que codifica
uma proteina de 1 844 aa (aminoacidos), com massa molecular estimada em 202 374
Da (figura12).

Uma vez que os resultados comparativos da seqiiéncia de nucleotideos com
auxilio do programa BLAST revelaram ata similaridade com uma proteina
transportadora da familia das “ABC transporters’ (“ATP Binding Cassete
transporters’, ou transportadoras contendo um cassete de ligacdo ao ATP),
nomeamos esta ORF, que segundo nossos dados esta relacionada com a resisténcia a
CsA em L. (L.) major, de LmABC-CRL1 [transportadora ABC de L. (L.) major

relacionada com a Resisténcia a Ciclosporina A .

o
—

S A 4 B B A A
l l I 1 1 l 1
o

LmABC-CR1 ' CosCip IC7

Figura 12. Localizagdo da LmABC-CR1 no inserto cosCip IC7. A fase de leitura aberta
referente a LmMABC-CRL1 esta representada em vermelho. A seta em azul indica o
fragmento Bglll de 2 041 pb, utilizado no seglenciamento e retirado nos
experimentos de interrupcdo da expressdo génica (figura 8). A- Apal; B- Bglll.

Verificamos ainda que a comparacdo da seqUéncia de aminoécidos da
LmABC-CR1 com outras transportadoras ABC descritas na literatura e realizada
com o auxilio do programa Lasergene (DNASTAR, Inc; ClustaW), variavam
quanto a identidade encontrada. Assim a maior identidade (95,5 %), foi verificada
com a LtABCA1 uma transportadora ABC de L. (L.) tropica (nUmero de acesso
AAG35594). Em seguida verificamos identidade de 56,1 % com a TCABCAL de
Tripanosoma cruzi (AAK14943); e uma identidade de aminoé&cidos de 41,5 % e
31,1% com HSABCA3 e HSABCAL, duas transportadoras ABC humanas

(respectivamente, AAC50967 e AAF98175). Interessantemente, verificamos ainda
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uma baixa identidade (apenas 27,2 %) foi encontrada com a sequéncia de
aminoéacidos da LmPRP1, uma glicoproteina transportadora ABC de L. (L.) major
(AY 251609) identificada recentemente pelo nosso grupo (Coelho e coals., 2003) e
gue esta relacionada com a resisténcia a Pentamidina. Essas observages podem
sugerir que agumas dessas transportadoras ABC possam pertencer grupos
evolutivos diferentes.

Visando aprofundar um pouco mais a caracterizagdo estrutural da LmABC-
CR1, utilizamos também o programa ScanProsite (item 16 de materiais e métodos),
que permite a identificacdo das regifes de assinatura caracteristicas das proteinas
pertencentes as familia das transportadoras ABC. Assim, identificamos claramente
duas regibes de assinaturass 1) %*LSGGQKR KLSVAIAF®® e 2)
1638 SGGNRRKLSVAVSL®? que caracterizam a LmABC-CR1 como pertencente
a familia das transportadoras ABC (figura 13). Identificamos também duas regides
hidrofilicas correspondentes aos dominios de ligagcdo de nucleotideos (“Nucleotide-
Binding Domains’-NBDs): NBD1: "*VRIRGLRK..GFVLTMS™ e NBD2:
1%\/RVLNRLE...TGFEVAVR'™®; e que contém as seqiiéncias consensuais
envolvidas na ligacdo com ATP-Mg, conhecidas como motivos Waker A:
™GHNGAGKS™® e ®GTNGAGKT™®, e Waker B: ®“LVILD*® e
1588\ FFD®®? (figura 13).

Os 10 sitios de N-glicosilacdo estdo localizados nas posicdes: NSTA;
25 ASL228; 3’2 SSA385; 449NTSS452; 1167NR-|-Y1170; 1198N-|-SA1201; 1225NVS\/1228;
1285 NV 861288; 1358 NH S-I-1361 : 1686N CSV1689.

Foram também identificados 14 regides correspondente aos provaveis dominios

transmembrana: YIMLCEF.. WAIFG!®S, 4O APLI...ITVLL*®?
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By L AWL...ITVLL?, SBEEMFL...IAAVEF®, 565 AAII...PLFAM®8
S4GIMIL...FSLLF5, S2KLIVV..LMMYF®%* 189EFQIV.. LVRLFH,
1247g YAM...PSTFV?6°, 2¥F FDL...FLVFGR?, 1381 NNIG...ILMAY30

1365\ \VMLV..ALMLK '3 B39ERIV .. AMLKAY! e ¥ VGWV ... ITLFI*%8,
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824 AMFPGOYGI PR- PUNFPCTKS YWF GEE- - - SDEKSHPG- - - SNOKRI SEI CMEEEP- - THLELGWS] ONLYEWYRO HsABCA!
472 AWFPGOFGYPO- PWYFF | MPS TWCGKP RAVAGKEEEDS- - - DPEKALRNEYFEAEP- - EDLVAGI KI KHLSKVFRY HsABCAS
655 RAvWPEEWGTTKNPLFFI MOPYRWCF CRRR- AGDDDDDGGDGAGDGRAGDGYF EAVDPAVEEAASYRI RGLRETFRR LmABCCRI
656 RWWPKEWGTTKMPLFFY| DPYRWCF CRRR- AGDADNDG- DVP GDGRAEDGYF EAVDPAVEEASASVRI RGLRKTFRR LtABCA!
605 Al PKOWGTNKHPFFFI | ORI Ft'tﬂ.l‘fFSK-P-h- - GOVYEGG- - - GPOGRAPOGWF EHOG- EEEEG| WWRI COLREVYRR ToABCAT
291 GMK- - WAYDGLALNF VEGDI TSFLFANGAGETY TMS | LTGLFPPTSGTAY LGKDI REEMSTI RONLGYCPOHNYL HsABCA!
542 GNEDRAAVROLNLNLYEGO! TWLLJSHNGAGKTFTLSMLTGLFRRTS GRAY! SGYEl SOOMVOI RKSLGLCPOHDI L HsABCAS
73 GGKAFWAVDNLCWSLSEGE| $WLLIGHNGAGESF TMNLMT GhL EADGGDC YWY GHSWRREL $AVRAEI GLCPOHNI L LmABCCRI
73 GGKAFAAVDOLCNSLNEGE| 5WLLIBHNGAGKSE TMNLMT GMLEADGGDC YWY GHSVRHEL SAVROEI GLCPOHNI L LtABCAT
673 GGKRFTAWONL YWNLREGE! $WLLBRNGAGKSK T L NWWT GhivRF DGGOC YWY GL 3WRHOL SRVRREI GFI:EDHNI L TeABCAT
965 FOMLTWEEHI WF YARL KGL S EKHVKAEMEOMAL DVGLPS SKLKSKT $0L SGOMORKL $WAL AFVGES KEA LOEPT HsABCA!
618 FONLTWAEHL YF ¥AOQL KGL$ROKCPEEVKOMLHI | GLED- KWWSRSRFLSGGMRRKLS] Gl ALI AGSKLI LOEPT HsABCAS
807 WPOLTWREHL DY ¥AAl KGLMGSEKEDAl RRLLAAVDLED- KEHYMS KALSGGOKRKL $4WAl AFVGGSFALYI LOEPT LmABCCRI
806 WPOLTWREHLDYYAAl KELRGSEKEDAI RELLAAVDLED- KEHYMSKALSGGOKRKL $VAVAFVGGSRLYI LOEPT LtABCAT
743 WPELTCREHLEF F AKI KGLKGAEL EKAVORML HET DMLE- K| DOF PAMRL $GGOKRKLSLGLAFWGOSFRLVELOERT TerBCAT
104 AGYOPYSRRGI MELLLKYRQGRTI | LSTHHMDEADVLGORI Al | SHEKLCCWESSLFLKENOLGTGYYLTLVKKDVE HsRBCAS
693  $GMDAI SRRAI WOLLOROKSORTI WLTTHFMDEADLL GOR| Al MAKGEL QCCGSSLFLKOK Y GAGYHMT L'VKER- - HsABCAS
832 AGMDWGARRHT WS L L KEMAKMHT | LLTTHFMDEADLL GOT WA M3KGRL GCAGS NMF LS KL GVGFYLTMSWWP- - LmABCCRI
881 AGMDVGARRHTUWEL L KEMAKIHT | LLTTHFMDEADLL GOT WA M3KGRL OCAGS NMFLES KL GVGFYLTME WS- - LLABCAT
824  AGMDWGARRHI WELLRRMSSFHTI LLTTHYMDEADLL GHRI GI MKNGSLOCSGSSLFLEKSRLGLGYSLTI AMWE- - TeRBCAI
I
1868 LS------oo--oo PLNDEDEDWRRERCR| LOGGGE- - - NOI LEI KELTKI YRRKR- KPAYDR| CwG| PRGECFGL HsABCAI
1339 LRRRRTLTELYTRMPWLFEDQDWADERTRI LARSPOSLLHTPLI | KELSKVYEQRWALLAVDRL SLAVOKGECF GL HsABCA
1473 NPD------- GAAEY] EDEDGOVAAERRAVL EGGER- - EGDLWRYLNL RKEYRNGK- - WAWRNI ALGVRPGEVF GF  LmABCCR1
1472 NPD------- GAAEY| EDEDEDVAAERRAVL EGGER- - EGOLWRWLNLRKEYPNGE- - WAVRNI AL GYRP GEVF GF L1ABCAI
1402 SVOR------ $THOEI POQDT OWVEEERNAWTMAK OMG! WNSWAWTWCGLHKK Y S NGK- - WAVRNLTFGVLRGEI FGF TeABCAI

&
1926 LFVAGABESETFKMLT GOTT VT RGOAF LNRNS] LSNI HEVHONMGYCP OF DAl TELLT GREHVEFFALLRGVPEKE HsABCAI
1415 LJSF NGAGKTITTF KMLT GEES LT § GOAFWGEHR] §5DVGKVRORI GYCP OF DAL L DHMT GREMLAWMYARLRGI PERH HsABCA
1538 LJBTNGAGKT[TI $1 LCOEF ¥PT 5 GRAYVOGNDI WTESSEALRCI GYCPQF DACLOLLTYEEHL YL YAGYRGI 55RA LMABCCRT
1537 LSTNGAGKT[ITI §1 LCOEF ¥PT§GRAYVCGND! WTESSEALRCI GYCPOF DACLDLLTVEEHL YL YAGVRG S5RA LLABCAI
1470 LIGTNGAGKTITI AMLCOOLLPT S G5 AAI CGHOI LEESSEALKCI GYCPOF DACLELLTWEEQL OL YAGYRG] VRRD ToABCAL

B

001 WGKVGEWA RKLGLVKYGEK YAGNYSGENKRKL ST AMAL| GGRHWST LOERTT GMOP KARRF LUNCAL $WWKEGRS HsABCAI
1401 | GACWENTLRGLLLERHANKLWRT ¥ GGMKRKL ST GI ALl GEPAWI FLOERST GMOPVARRL LMOT VARARES GKA HsABCA
1614 CORVWRGLMEL CGLTEYRRT KSHELSGGNRRKL S%aWSLI GGP AWEF OFP S AGMDP WARRGLINAI ETWADN- ©F LmABCCRT
1613 CORVVRGLMKLCGLTEYRRTKSHELS GGHNRRKL 5wAWS LI GGPAVAFF OER S AGMDPWARR GLWNAI ETWADN- CF LLABCAI
1546 CONI W5BLLOLCELVEYROT LAHEL $GGNRREL 5%l ALVEGPAVLELDEFSAGMDR| ARRGLWNAI EAWSON- ©F ToABCAL
077 WALTSHSMEECEAL CT RiAI MyNGRF REL GSWOHLKNRF GOGYT | VARl A - G- SNPDLKPWODFFGLAFRGEVPK HsABCAI
1567 111 TSHSMEECEALCT RLAI MyOGOF KCLGSP QHLKS KF G565 LRAKVRSEG- QOEALEEFKAFVDLTFPGSVLE HsABCA
1689 WA/LTTHHLEEVEAL AHRWAI MyDGTLRCI GOKT HLKQKYGET GF EVAVRWVAD- - ESFEVMAGVELFFEEEFPSSKLT LmABCCRY
1688 WALTTHHL EEVEAL AHRWAI MVDGTLRC| GOKT HLKOKYGT GF EVAVRWAD- - ESPEVMAGVELFFEEEFPSSKLT LtABCAl
1621 WA/LTTHHL EEVEVLAHRYAI MyDGTLRCI GG0T HLENKF GSGYEMS| RI ES- - - - AELYEP| WNFWTEMFPNATLN ToABCAL

Figura 13. Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos das NBDs de diferentes organismos.

Apenas as regides correspondentes as seqgiiéncias de aminoacidos das duas NBDs (I e I1) das
transportadoras ABC indicadas estdo representadas. HSABCA1 e HSABCA3 sdo originarias
de Homo sapiens L MABC-CR1 (descrita nesse trabalho); LtABCA1 foi descritaem L. (L.)
tropica e TCABCA1 descrita em Trypanosoma cruzi. Os retdngulos representam as regides
conservadas Walker A (A) e Walker B (B). A identidade dos residuos de aminoécidos esta
em amarelo. As regides sublinhadas representam a assinatura das transportadoras ABC na
LmABC-CR1. Os nimeros a esguerda representam a posi¢éo do aminoécido na segiiéncia da
proteina.
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6. Andlise do efeito da Pentamidina em células resistentes a CsA

Verificamos no item anterior, que as analises comparativas das segiéncias
completas de aminoacidos da LmABC-CR1 com a LmPRP1 (que confere resisténcia
a Pentamidina ap0s transfeccdo mostraram um baixo grau de identidade (27,2 %),
apesar de ambas as proteinas pertencerem a superfamilia das transportadoras ABC.
Tendo em vista este fato, foram realizados testes funcionais em presenca de
Pentamidina (PEN) com as células transfectadas com a delegdo cosCip IC7 e sua
delecdo derivada, a construcdo cosCip IC7D2kb Bglll (figura 8) com o objetivo de
analisarmos acdo da LmABC-CRL1 diante de um desafio com Pentamidina.

Paraisto, células LmFA1 transfectadas com o DNA da delecdo cosCip IC7 e
com o DNA da construgdo cosCip IC7D2kb Bglll foram submetidas a culturas em
presenca de PEN para obtencdo de curvas de inibicdo de crescimento em
concentragdes crescentes do composto , que variaram de 1 a6 ng/ml. O controle das
curvas foi realizado da mesma maneira como descrito para os testes com CsA. A
andlise edtatistica dos resultados foi realizada a partir das curvas de inibicdo de
crescimento como descrito no item 13.3 de materiais e métodos. Analisando a tabela
5, pudemos observar que as células transfectadas com o DNA das delegbes cosCip
IC7 asssim como com 0 DNA da construcdo cosCip IC7D2kb Bglll apresentam um
fendtipo negativo para aresisténcia a Pentamidina.

Este resultado esta de acordo a baixa identidade (27,2 %) verificada na
comparacdo dos aminoacidos dessas duas transportadoras ABC de L. (L.) major
reforcando a idéia de que eventualmente essas proteinas possam pertencer a grupos

evolutivos deferentes.
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Linhagem celular ICs0 DP IR p F
[nymL]
LmFA1-cLHYG 2,4+0,4 1,0
cosCip IC7 2,240,5 0,9 NS  Neg
cosCip IC7D 1,9+0,3 0,8 NS  Neg

Tabela 5. Representacdo das concentracdes medias necessérias para inibir
50 % do crescimento celular (IC5o) e do indice de resisténcia
(IR) = desvio padrdo (DP) de 3 experimentos independentes. Os
calculos estatisticos do IR estéo definidos na legenda da tabela 3
eitem 13.3 de materiais e métodos.

7. Andlise do efeito da CsA em diferentes espécies de leishméania

Um dos mecanismos de resisténcia das leishménias a compostos
antiparasitarios é realizado por proteinas transportadoras, que promovem o
fluxo destes compostos para fora da célula (Oullette e cols., 1990), baseado
nesse fato, nossa hipotese seria que a super expressdo dessas proteinas
transportadoras poderiam impedir a acdo direta da CsA no parasito por
aumento do efluxo de CsA. Uma vez que identificamos mais uma proteina
transportadora (LMABC-CR1) em L. (L.) major, entendemos que seria
importante avaliar o efeito antiparasit&rio da CsA em diferentes espécies de
leishménias.

Para isto, foram redlizadas culturas das diferentes espécies para a
obtencdo de curvas de inibi¢do de crescimento em concentragdes crescentes de
CsA (item 13.2 de materiais e métodos). Porém os resultados preliminares
obtidos a partir das curvas realizadas com as formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis L. (V.) brazliensis e L. (L.) chagas apresentaram padrbes de
resisténcia a CsA muito maiores do que aqueles encontrados para as formas
avirulenta (LmFA1) e virulenta (LmFV1) de L. (L.) major. Com base nestes

resultados, foram necessarias altas concentractes de CsA para que pudéssemos
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determinar 0 1Cso de cada espécie. Como o diluente utilizado no preparo da
CsA, etanol (EtOH) poderia interferir em nossos resultados, uma vez que o
EtOH é tdxico para as céulas em cultura, foi necessario analisar
primeiramente o efeito individua do EtOH no crescimento das formas
promastigotas das L. (L.) major, L. (L.) amazonensis. L. (V.) braziliensis e L.

(L.) chagasi.

Para esta andlise as diferentes espécies do parasito foram submetidas a
culturas em meio M 199 contendo concentragdes crescentes de EtOH (variando
de 0 a 14%), e a concentragdo necessaria para inibir 25 % do crescimento
celular (ICys) foi determinada baseada nas CICs obtidas (item 13.2 de
materiais e métodos). Podemos observar analisando o gréafico da figura 14 que
0 1Cys5 para 0 EtOH nas 4 espécies de leishmania testadas variava entre 1,37 %
a 2,54% (legenda da figura 14), o que nos levou a considerar que uma
concentragdo menor que 1,3 % de EtOH poderia ser considera segura para a

viabilidade dos parasitos em cultura.

—8— L. (L.) amazonensis

—=— L.(V.) braziliensis
1004 —v— L. (L.) chagasi
—+—L. (L.) major

754

50

% Crescimento

254

C""""'I""""'I""""'I
0 5 10 15

concentracdo de EtOH [%]

Figura 14. Curvas deinibicdo de crescimento (ClCs) em presenca de Etanol. As
quatro espécies de leishméniaforam avaliadas quanto a sensibilidade ao
etanol. Os valores médios de ICys5 (+/- 0 desvio padrdo) foram: 1,37 +
0,12 % para L. (L.) major; 1,71 £ 0,29 % para L .(L.) chagasi; 2,35 +
0,52 % para L. (L.) amazonensis e 2,54 * 0,50 %para L (V.)
braziliensis.
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Dessa forma, consultando os valores da concentragcdo e solubilidade da
CsA em EtOH utilizados no preparo de nossas solucdes estoque, verificamos
gue para uma concentragéo de 1,3 % de EtOH a concentragéo correspondente
de CsA estava por volta de 100 ng/mL. Portanto, estabelecemos que uma
concentragdo de até 100 ng/mL de CsA seria segura para a avaiagdo da
inibicdo de crescimento nas diferentes espécies de leishmania em estudo.
Acima desse valor a agcdo sobre o parasito poderia ser devida ao EtOH e nédo

propriamente a CsA.

Apbs estabelecer pardmetros de seguranca relacionados a possivels
interferéncias do diluente nos experimentos com atas concentracoes de CsA,
as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis, L. (V.) brazliensis. L. (L.)
chagas e as duas cepas de L. (L.) major (Virulenta e Avirulenta) foram
cultivadas em concentracdes crescentes de CsA que variaram de 0,39 ng/mL a

100 ng/mL (item 13,2 de materiais e métodos).

Analisando os dados da figura 15 que mostra as CICs destas culturas
em presenca de CsA, foi possivel obter um 1Csp médio de 7,75+1,61 my/mL
para L. (L.) major Al, 7,85 + 1,07 ng/mL para L. (L.) major V1 28,1+1,56
nog/mL para L. (L.) amazonensis, 26,2+2,47 ng/mL para. L. (V.) brazliensis e

33,7+2,3ng/mL L. (L.) chagasi.
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—=—L. (L.) major Al
——L. (L.) major V1
——L. (L.) amazonensis
——L. (V.)braziliensis
L. (L.) chagasi

100

757

501

% crescimento

251
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0 20 40 60 80 100 120 140
concentragdo de CsA [mg/mL]

Figura 15. Curvas de inibicdo de crescimento (CICs) das diferentes espécies
estudadas ap6s incubag&o em concentragdes crescentes de CsA.

Os resultados obtidos a partir dessas CICs (figura 15) mostram que as células
promastigotas de L. (L.) major (de ambas as cepas) sdo em média cerca de 3 vezes
mais susceptiveis a CsA que as demais espécies estudadas. Aparentemente a
viruléncia da cepa de L. (L.) major, parece ndo estar relacionada com a
susceptibilidade a CsA nestes nossos testes. Por outro lado, a cepa avirulenta de L.
(L.) major , LmFA1 (figura 15, em preto) apresenta uma tolerancia maior a partir da
concentragdes de CsA acima de 15 pg/mL quando comparada com LmV1 (figura

15, em vermelho).

8. Andlise molecular da regido relacionada com a resisténcia a CsA

em leishmania por “ Southern Blot”
Com a finalidade de conhecer melhor a distribuicdo e presenca do gene
LmABC-CR1 nas 4 diferentes espécies de Leishmania [L. (L.) amazonensis; L. (V.)
brazliensis, L. (L.) chagas e L. (L.) major cepa avirulenta, LmFA1], o DNA

gendmico de cada uma dessas espécies foi extraido e digerido com as enzimas de
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restricdo Apal, Pael e Smal, e submetidos a corrida eletroforética, seguida de
transferéncia dos DNAs para uma membrana de Nylon e hibridizacdo com uma
sonda marcada radiativamente (fragmento Snhabl de 0,7 kb derivado do gene
LmABC-CRL1; figura 16), utilizando a técnica de Southern-blot (item 18 de materiais
e métodos).

Para obtencdo da sonda utilizada na hibridizagdo, o DNA do inserto cosCip
IC7 foi digerido com aenzima de restricdo ShaBlI e o fragmento de 0,7 kb originado
nessa digestdo foi purificado e isolado do gel de agarose utilizando um ‘kit' de
purificacdo. Este fragmento de 0,7 kb foi entdo marcado com 3P pela técnica do
“random primer” (item 19 de materiais e métodos) e utilizado como sonda nos testes

de Southern-blot.

3,7k
2,7kh 3,0kh
_l ; | 21h - um
MuyuPP o P FF M I o LT} 0} 4 FP &
L 1 L1 [ [ J 1 1 | L 111 —

LM ABC- CR1

Figura 16. Mapa de restricdo do cosmidio cosCip 1C7. Em vermelho esta representada a ORF
da LmABC-CR1. O fragmento SnaBl de 0,7 kb (717 pb) utilizado como sonda nas
reagOes de southern-blot esta representado em preto. O tamanho em kb de alguns
produtos de digestéo estéo representados. A- Apal; P- Pael; N- SnaBl; M- Smal.

Além dos DNAs genémicos das 4 espécies de leishménia, analisamos
também como controle positivo da reagdo o DNA do cosCip IC7 digerido com a
enzima Apal, que entre outros, origina um fragmento de 3,7 kb contendo a totalidade
do fragmento SnhaBl de 0,7 kb utilizado como sonda e presente no gene LmABC-
CR1 (figura 16). Finalmente, hibridizamos também o DNA do cosmidio cosPEN1-A
DHindIll gue contém o gene da PRP1, que esta relacionada com resisténcia a

Pentamidina (Coelho e cols., 2003), cuja sequiéncia de aminoacidos apresentou uma
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baixa identidade quando comparada a sequiéncia de aminoacidos da LmABC-CRL1.
O DNA desse cosmidio foi previamente digerido com a enzima Hindlll, com a
finalidade de originar os 4 fragmentos caracteristicos dessa digestdo e que contém
aproximadamente 12, 8, 4 e 1 kb. Sabemos de andlises anteriores que o gene PRP1
esta contido entre os fragmentos de aproximadamente 12 e 4 kb (Coelho e cols.,

2003).

Apal Pael Smal

¥ ¥ A A A
r N [ N )
ICTPRPLla b cm a b ¢c m ab cm

’ _231

_94

_6,5

_44

-?.

23

9 =20
_05

Figura 17. Organizacdo gendmica do gene LmABC-CR1. Autorradiograma
mostrando a hibridizagdo dos DNAs gendmicos de L. (L.
amazonensis (a); L. (V.) braziliensis (b) ;L. (L.) chagasi () e L.
(L.) major (m), digeridos com as enzimas indicadas utilizando
como sonda o fragmento de 0,7 kb SnaBl do gene LmABC-CR1
marcado com P*2 (figura 16). Os DNAs dos cosmidios cosCip |C7
digerido com Apal (IC7) e cosPEN1-A DHindlll digerido com
Hindlll (PRP1) também estdo representados (ver texto). As
condi¢Oes de lavagem foram de baixa estringéncia.

Andisando a figura 17 podemos verificar primeiramente um evidente
polimorfismo do genoma de L. (L.) major quando comparado com os genomas das
outras 3 espécies avaliadas.

A andlise do padréo de hibridizacdo encontrado apds a digestdo com a

enzima Pael por exemplo, revelou uma banda Unica de cerca de 8 kb no genoma de
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L. (L.) major (como esperado; figura 16), enquanto que nas outras 3 espécies um
fragmento um pouco maior (com de cerca de 9 kb) foi reconhecido pela sonda
utilizada.

Ja na hibridizacdo com os DNAs gendmicos digeridos com Apal, um
fragmento 3,7 kb foi reconhecido pela sonda ShaBI de 0,7 kb no genoma de L. (L.)
major o que também corrobora as previsdes do mapa representado na figura 16). No
entanto, um segundo fragmento com cerca de 6 kb também foi reconhecida no
genomadelL. (L.) major que pode estar representando o fragmento de cerca de 6kb
contiguo ao fragmento anterior, e que também contém parte do gene LmABC-CR1
(figura 16). Nesta mesma hibridizacdo os DNAs de L. (L.) amazonensise L. (L.)
chagas apresentaram um padréo semelhante entre s e bastante distinto do
encontrado no genomade L. (L.) major, einfelizmente o DNA de L. (V.) brazliensis
parece ter degradado durante a digestao Apal, o que dificulta uma melhor andise.

Por outro lado na reagdo de hibridizacdo do DNA gendmico de L. (L.) major
digerido com Smal verificamos um padréo sugestivo de duas bandas proximas da
regido de 3 kb, o que esta de acordo com os resultados do mapa da figura 16. Ja o
padrdo de hibridizacdo verificado com os DNASs das outras 3 espécies avaliadas €
bastante semelhante (apresentando no minimo 4 bandas bem definidas entre 2 e 18
kb), e novamente bastante distinto do verificado parao DNA deL. (L.) major.

Na hibridizacdo da sonda ShaBl com o DNA do cosmidio cosCip IC7
digerido com Apal, verificamos a presenca de cinco bandas, sendo uma mgjoritéria
com cerca de 4 kb e que corresponde ao fragmento esperado de 3,7 kb (figura 16),

entretanto as outras 4 bandas ndo eram esperadas e podem refletir a hibridizagcéo
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com produtos de digestéo parcial do DNA do cosmidio, j& que sdo todas maiores
gue 4 kb e apresentam tamanhos compativeis com esse padréo.

Na hibridizacdo da sonda ShaBl com o DNA do cosmidio cosPEN1-A
DHindIll digerido com Hindlll, verificamos a presenca de duas bandas, uma
majoritaria com cerca de 12 kb e uma outra menor bem menos intensa que pode ser

de origem inespecifica por conta da baixa estringéncia da reacéo.
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V. Discussao

A Ciclosporina A (CsA) possui um extraordinario espectro de atividades
biolégicas, do qual a imunossupressdo é a mais conhecida (Fliri e cols., 1993).
Possui também um potente efeito antiparasitario em diversos microorganismos entre
eles as leishmanias (Pons e cols, 1988, Chappell e Wastling, 1992). Uma série de
trabalhos cientificos tem sido publicada nos Ultimos anos discutindo esse tema,
sendo que € aceito na literatura que a CsA possui um mecanismo de agdo variado em
leishmanias (uma revisdo do tema se encontra em: Chappell e Wastling, 1992).
Alguns autores sugerem, por exemplo, que a acdo da CsA em Leishmania
(Leishmania) major inibe a acdo da calcineurina (uma fosfatase especifica para
grupos serinaltreoning), apos a formacdo de um complexo com a ciclofilina do
hospedeiro ou do parasito (Horeauf e cols.,1997, Rascher e cols., 1998; Duitta, e
cols, 2001). Uma segunda linha de pesquisa defende um mecanismo de acdo direto e
comum para varios parasitos, como por exemplo, na ruptura intestinal de Shistosoma
mansoni (Pons, e cols., 1988, Munro e cols., 1991). Ainda nessa linha, foi sugerido
gue o crescimento de P. falciparum in vitro era inibido pela acdo da CsA,
possivelmente pelo bloqueio das fungdes celulares célcio dependente, uma vez que a
ligacdo da CsA com a calmodulina blogueia os canais de célcio do parasito
(Scheibel e cals., 1987). Por outro lado, Solbach e cols. (1986a, b) vém atribuindo os
efeitos anti L. (L.) tropica e anti L. (L.) major da CsA a fatores imunolégicos do
hospedeiro, uma vez que ndo foi observado alteracdes in vitro na viabilidade das

células promastigotas de L. (L.) major, apos tratamento com 3 ngy/mL de CsA.
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A concentragdo tergpéutica humana da CsA utilizada como
imunossupressora em transplantes de érgaos € bastante discutida e deve ser sempre
utilizada com bastante critério (Pollard e cols., 2003). Dependendo de cada caso,
pode-se administrar até 6 mg/kg/dia, o que corresponde a uma concentracdo serica
de CsA de cerca de 50 a 150 ng/ml. Em camundongos, a concentracdo toxica € de
cercade 5 ng/mL (Chappell e Wastling, 1992). A concentracdo média de CsA
utilizada na maior parte dos experimentos desse trabalho de mestrado foi em torno
de 1 a50ng/mL (figura 5), sendo que as células promastigotas de L. (L.) major da
cepa FriedlinAl e V1 (LmFAL e LmFV1), cultivadas em meio M199 suplementado
com Soro Fetal Bovino 10 %, ndo resistiam a concentragoes de CsA superiores a
7,75my/mL e 7,85 ng/mL (valor médio do ICsg paraLmFA1).

Vae lembrar que os cosmidios estudados foram isolados a partir de altas
concentragdes de CsA (acimade 30 ng/mL - tabelas 1 e 2), porém os valores médios
de ICso encontrados nas células resistentes a CsA (contendo o gene amplificado -
relacionado a resisténcia a CsA) foi de no méaximo duas vezes os valores de | Cso das
LmFAL. Isto se deve ao fato de que o meio de cultura utilizado nos experimentos de
selecdo dos cosmidios resistentes, foi 0 meio M199 sdlido, que exige em média o
dobro das concentracbes do composto em relacéo ao meio liquido (Cotrim e cols.,
1999).

Obviamente, verificamos que a concentracdo de CsA utilizada em nossas
culturas em meio liquido foi maior que a concentracdo sérica de seguranca em
humanos, e pouco maior que a concentragdo toxica aceita para 0s camundongos.

Entretanto, nessa fase do trabalho ndo estamos estudando ainda a relagdo da acéo
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antiparasitaria da CsA com o hospedeiro, e sim tentando entender o mecanismo de
acao da CsA nas leishméanias.

Utilizando as técnicas de transfeccéo e superexpressdo génica em presenca
de CsA selecionamos quatro populacbes de cosmidios capazes de conferir
resisténcia a CsA em LmFA1. O padréo de digestdo do DNA de cada uma dessas
populagbes selecionadas mostrou que o0s insertos representavam dois loci
independentes (denominados cosCip | e cosCip Il), uma vez que trés delas
apresentaram vérias bandas em comum (figura 1). No processo de selegcdo
verificamos também que o cosCip Il foi obtido a partir de apenas uma coldnia
resistente, enquanto que o cosCip | foi isolado a partir de 19 colbnias resistentes
distribuidas entre as 3 populagdes (cosCip A, cosCip IB e cosCip IC; tabela 2),
sugerindo que o DNA do inserto do cosmidio cosCip | pudesse expressar uma
proteina de maior importancia relacionada com a resisténcia com a CsA. Dessa
forma, passamos atrabalhar com esse locus

Os cosmidios cosCip A, cosCip IB cosCip IC foram selecionados a partir de
uma genoteca construida no vetor cLHY G com fragmentos do DNA genémico de
LmFAL cerca de 30-45 kb de extensdo (Ryan e cols., 1993, Descoteaux e cols.,
1994). Fragmentos dessa extensdo podem ser vantgjosos durante a selecdo dos
cosmidios expressores, pois se trabalha com um nimero menor de clones
independentes (Cotrim e cols., 1999). Por outro lado, esses fragmentos sdo grandes
para a identificagdo de um locus funcional (no caso, relacionado com a resisténcia a
CsA), exigindo uma série de procedimentos antes da seqiiéncia de nucleotideos e

identificacdo do gene responsavel pelaresisténciaa CsA.
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Sabemos de nossa experiéncia com 0 mapeamento de outros cosmidios
(Cotrim e coals., 1999 e Coelho e cols., 2003 e 2004), que a obtencdo de 4 ou mais
fragmentos do inserto € importante para se prosseguir com os experimentos de
mapeamento e delecdo do inserto. Portanto, devido aos padrdes de restricéo
encontrados nos cosmidios cosCip 1A e cosCip IB e cosCip IC ap0s digestéo total
com algumas enzimas disponiveis em nosso laboratério (figuras 1, 3 e 4-A),
iniciamos 0 processo de mapeamento utilizando a enzima Apal para o cosmidio
cosCip IC (que apresentou 0 maior nimero de sitios reconhecidos por esta enzima
entre as trés popul aces de cosmidios desse locus).

Paralelamente a esse trabalho, nosso grupo de pesguisa vem realizando uma
série de andises com diversos cosmidios relacionados a diferentes compostos com
acao anti-leishmania. Temos observado que durante o processo de mapeamento do
inserto de varios desses cosmidios como, por exemplo: cosTbfl, cosTbf2, cosThf3,
cosThf4, cosThf6 e cosltzl (que conferem resisténcia a Terbinafina e Itraconazol -
inibidores da biossintese do Ergosterol), ou cosTubl (que confere resisténcia a
Tubercidina, um andlogo do Alopurinol), a enzima de restricdo que produzia o
padrdo de restricdo mais adequado era sempre a enzima Apal. Como vimos, o
mesmo ocorreu para 0 DNA do inserto cosCip IC (figura 1). Esse fato ndo é uma
coincidéncia, e pode ser explicado pelo fato do genoma das |eishmanias apresentar
uma maior freqiiéncia de nucleotideos citosina e guanina (Wilson e cols., 1991),
tendo portanto, maior possibilidade de apresentar sitios para a enzima Apal que
reconhece 0 hexdmero GGGCCC.

Assim, utilizamos a enzima Apal para obter delecbes do DNA do inserto

cosCip IC por meio de digestdo e ligagdo sob condi¢des parciais, o que favorece a
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re-ligagdo do DNA do cosmidio com o inserto deletado. Essa estratégia permitiu,
além da determinacdo do locus relacionado com o fendtipo, a deducdo de um
provavel mapa gendmico do fragmento estudado (figuras 3-B e 4-B).

A deducdo do mapa foi feita apos digestdo total com Apal do DNA de todas
as delecOes obtidas a partir do cosmidio cosCip IC (figura 3-A), e esta baseada no
fato de que os fragmentos comuns a todas as preparagdes devem estar ligados as
extremidades do vetor. Em seguida, os fragmentos mais frequentes observados no
padréo de digestdo devem ser 0s proximos a serem adicionados (ao lado dos que se
encontram ligados as extremidades do vetor), e assim por diante até que se estime
uma possivel posicdo para todos os fragmentos obtidos no perfil. Essa andlise
culminou com a estimativa de que o inserto do cosCip IC apresentava cerca de 34 kb

de extensdo (figura 3-B e 4-B).

O DNA das delecdes foram entdo transfectados em células selvagens e as
células transfectadas submetidas a amplificagdo do nimero de copias de seu DNA
transfectado, apOs passagens sucessivas em concentragcbes crescentes de
Higromicina (HY G), para em seguida serem submetidas aos testes funcionais em
presenca de altas doses de CsA. Para o controle desses testes funcionais, utilizamos
células LmFA1 transfectadas com o vetor cLHYG vazio (LmFA1-cLHYG), pois
além de apresentarem comportamento fenotipico semelhante as cdulas LmFA1L
selvagens em presenca de CsA (figura 5-A), tais células também eram submetidas
as mesmas etapas de amplificacdo génica com HY G, configurando-se portanto em

um controle mais adequado para os testes funcionais.

Vale ressdtar nesse ponto que a manutencdo das células em adtas

concentragdes de HYG é de extrema importancia, pois na medida em que se
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amplifica aregido que confere resisténciaa HY G, aregido que confere resisténcia a
droga em estudo também é amplificada. Além disso, esta manutencdo funciona
como um fator de seguranca laboratorial, uma vez que ao retirar a presséo seletiva
por HYG, as células perdem ndo sO a resisténcia ao antibiético, como também,
passam a ndo mais amplificar a regido estudada. Dessa forma, as células fora das
condi¢des laboratoriais, ndo apresentam o0 novo fendtipo (resisténcia ao composto

em estudo), ndo gerando riscos ambientais no caso de eventua acidente.

Os resultados dos testes de andlise funcional das céulas transfectadas com
0s DNAs das delecBes obtidas mostraram que além do inserto cosCip IC original,
apenas 0s DNASs das delecdes cosCip 1C2, cosCip IC5 e cosCip IC7 foram capazes
de conferir resisténcia a CsA apdés transfeccdo (figura 5-B e tabela 3). Os indices de
resisténcia encontrados (respectivamente 1,40; 1,63 e 1,57 vezes mais resistentes),
apesar de baixos, mostraram-se significativamente diferentes quando comparados

aos apresentados pelas células controle.

Temos observado que os indices de resisténcia de alguns dos outros cosmidios
analisados em nosso laboratério (Cotrim e cols., 1999 e Coelho e cols., 2003, Coelho e
cols., 2004) também ndo sdo muito maiores que os observados nas tabelas 3 e 4.
Analisando conjuntamente alguns dados da literatura, constatamos que varias razbes
podem justificar a relevancia desses baixos indices de resisténcia verificados pelas
nossas clulas de L. (L.) major apds transfeccdo: (1) verificamos que a magnitude da
resisténcia conferida apds transfeccdo de genes sabidamente relacionados com a
resisténcia (apos amplificagdo endégena ou em cosmidios), também é freglientemente
baixa. Isso foi verificado, por exemplo, apés amplificagdo do gene MDR1 selecionado

por Vinblastina (Henderson e cols, 1992; Chow e cols, 1993); ap6s amplificacdo do
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gene PTR1 (regido H) selecionado por Primarquina (Ellenberger & Beverley, 1987;
Bello e cols, 1994), ou apds amplificacdo dos loci TOR e SQS1 selecionados
respectivamente por Tubercidinae ITZ (Cotrim e cols., 1999). Esta, inclusive, pode ser
uma limitacdo da abordagem da selecdo baseada em cosmidios, uma vez que
verificamos um aumento consideravel da resisténcia quando regides do inserto néo
relevantes s&o removidas. Este fato ocorreu com o gene SQSL (Cotrim e cols., 1999), e
em menor escala com o gene PTR1 relacionado com a resisténcia a Pentamidina em L.
(L.) major (Coelho e cols., 2003) e parciamente com o cosmidio analisado nesse
trabalho; (2) Durante a etapa de selecdo do cosmidio em presenca de CsA, verificamos
gue os cosmidios cosCip 1A, cosCip IB e cosCip IC foram multi selecionados, isto €,
um total de 19 colodnias, contendo o mesmo locus foi obtido durante 0 mesmo processo
de selecdo. Ou sgja, apesar do modesto indice de resisténcia observado (1,63 vezes
para a delecdo cosCip IC5), verificamos uma reprodutibilidade inquestionavel do
processo de selecéo.

Visando o blogueio do fenétipo conferido pelas células transfectadas com a
delecdo cosCip IC7 (a menor delecdo capaz de conferir resisténcia a CsA apos
transfeccéo, figura 6) o DNA desta delecdo foi submetido a digestédo total com as
enzimas Bglll e Apal (figura 7) e um fragmento Bglll de cerca de 2 kb contido no inserto
foi deletado (figura 8-A). O DNA dessa construcdo (cosCip IC7DBglll) foi transfectado
em células LmFALl selvagens, que foram submetidas a testes funcionais com CgA,
mostrando a perda da capacidade de conferir resisténcia a CsA indicando que o gene
inteiro ou pelo menos um fragmento importante do mesmo deve estar presente no

fragmento Bglll de 2 kb (figuras. 8 -B e C).
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O sequenciamento de nucleotideos das extremidades deste fragmento Bgll|
(presente no gene relacionado com a resisténcia a CsA; figura. 9-A) foi entéo
processado utilizando um ‘kit' de seqlenciamento contendo 7-deaza-dGTP, que
promove uma maior eficiéncia da amplificacdo de amostras de DNA que contem
uma alta concentracdo de nucleotideos citosina e guanina, fato observado no genoma
delL. (L.) major. Os produtos obtidos a partir das reagdes de seqlienciamento foram
analisados pelo BLAST e dados do projeto genoma de L. (L.) major (Friedlin Al),
coordenado pelo Sanger Ingtitute e Genedb, mostrando uma alta identidade com o
cromossomo 27 de L. (L.) major dacepa Friedlin A1 (LmjF27_01 20040201 V3.0).

Poderiamos obter a seqiéncia completa deste fragmento Bglll de 2 kb,
clonado em pUCp (pUCp/2kbBglll) com o auxilio das ilhas de iniciadores de
sequénciamento. Esta € uma ferramenta que temos utilizado no seqiiénciamento de
fragmentos de DNA relativamente grandes, maiores que 2 kb com excelentes
resultados (Coelho e cols., 2004). Esta técnica consiste em introduzir um fragmento
de DNA (transposon) de maneira randémica com o auxilio da enzima transposase e
apos andlise do padrdo de restricdo com enzimas adequadas, estes fragmentos de
DNA sdo submetidos ao sequénciamento (Tos e Beverley, 2000). Porém, a
utilizacdo desta abordagem, seria Util se ndo tivéssemos encontrado nenhuma
similaridade com o genomade L. (L.) major, o que ndo foi 0 caso.

Em vista disso, e para confirmar a regido identificada no cromossomo 27
(cr27), subclonamos mais um fragmento Hindlll de cerca de 6 kb presente no inserto
cosCip IC5 em pUCp (pUCp/6kb Hindlll; figura 9-B), dém de um terceiro

fragmento Hindlll/Pstl de 1,7 kb contendo as extremidades do inserto cosCip IC

(pUCp/1,7kb  Hindlll/Pstl; figura 9-C), e ambos os insertos tiveram suas
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extremidades seqUenciadas. Como esperavamos, as andises dos produtos das
reacOes de sequienciamentos destes fragmentos também apresentaram alta identidade
com amesmaregido do cromossomo 27 (figura 10).

A partir da localizagdo destas sequiéncias no cr27, foram realizadas analises
comparativas com o auxilio do programa SeqMan-DNASTAR, onde verificamos
que o cosmidio origina cosCip IC (contendo um inserto de 36 544 pb) est4
localizado entre as posicdes 408 159 e 444 703 pb do cr27 de L. (L.) major, que
contém dois sitios de restrigdo para Sau3A, uma das enzimas de restri¢do (junto com
BamH1) utilizadas na construcdo da genoteca de onde o cosmidio foi isolado (Ryan
e cols., 1993, Cotrim e cols., 1999).

Verificamos ainda que o padrdo de digestdo de varias enzimas de restri¢ao,
obtido durante as etapas de isolamento e mapeamento do cosCip IC, foi bastante
similar a0 encontrado nessa regido do cr27. Observamos, por exemplo, que 0s
tamanhos estimados para os fragmentos do inserto cosCip | digerido com Apal
(figuras 3-A e B), sGo muito proximos aos encontrados no cr27. Ou sgja, para 0
primeiro fragmento Apal estimado em 0,6 kb no mapa, encontramos no cr27 um
fragmento correspondente de 593 pb; e assim sucessivamente: para o fragmento
estimado em 0,5 kb (posicionado em nossa estimativa dois fragmentos a direita)
encontramos um correspondente no cr27 de 523 pb, para o estimado em 4,0 kb -
um de 3 698 pb; 5,5 kb = 5 020 pb; 6,0 kb = 5 485 pb; e assm por diante. Apenas
um fragmento de 2,95 kb n&o foi iniciamente identificado no padréo de restricéo
(figura 3), pois co-migrava com um correspondente de tamanho similar (2,94 kb).

Da mesma forma, os insertos cosCip |A e cosCiplB digeridos com a enzima

Bglll, também foram identificados no cr27 (figura 11). Verificamos gque o inserto
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cosCip IB ndo sO pertence a0 mesmo locus como também € uma delecdo do
cosmidio cosCip IA e gue todos possuem a regido que contém o gene relacionado
com aresisténcia a CsA (assinalada pela seta na figura 11), assegurando mais uma
vez a qualidade de nosso sistema de selecdo de cosmidios expressores.

Baseado nestes resultados passamos a utilizar nas analises comparativas, a
seqiéncia de nucleotideos definida para o cr27 de L. (L.) major como
correspondente ao inserto cosCip IC. Assim, identificamos na regido do fragmento
Balll de 2 kb uma fase aberta de leitura (“open reading frame’, ORF, figura 12) de
5 534 pb que codifica uma proteina de 1 844 aminoacidos (aa). Esta seqiiéncia de aa
foi submetida a andlise com o auxilio do programa BLAST, que apresentou alta
similaridade com uma proteina transportadora ABC de L. (L.) tropica e ABC1 de
humanos. Como ORF foi definida a partir de um locus que esta relacionado
com aresisténcia a CsA, passamos a denomingla de LmABC-CRL1 (L. majorABC-
Ciclosporin Resistance-1).

I dentificada uma proteina transportadora relacionada com a resisténcia a CsA
em L. (L.) major, foi realizada a andlise estrutural com o auxilio do programa
ScanProsite, no sentido de obter mais dados que corroborem identificacdo,
como por exemplo: a identificacdo das regifes de assinatura, dos dominios de
ligac@o de nucleotideos e/ou das regides conservadas particulares desta familia de
proteinas. Estes dados contribuem fortemente para a confirmag&o da classificagdo da
proteina LmABC-CR1 como uma transportadora ABC (figura 13).

Apés a identificacdo da LmABC-CR1, foram redlizadas analises
comparativas (com o auxilio do programa Lasergene; Clusta W-DNASTAR, Inc.)

gue revelaram algumas transportadoras ABC com alta identidade de aa com a
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LmABC-CR1, como por exemplo: LIABCAl1 deL. (L.) tropica (95,5 %), TCABCA1
de T. cruz (56,1 %). Uma identidade um pouco menor foi verificada para as
HSABCA-1 e 3 de Homo sapiens. Interessantemente, a LmMABC-CR1, apresentou
um baixo grau de identidade com a PRP1 (27,2 %), uma glicoproteina pertencente
superfamilia das transportadoras ABC, isolada e identificada a partir de L.(L.) major
(Coelho e cols., 2003) pela mesma metodologia adotada nesse trabalho. Esta PRP1
de L. (L.) major esta relacionada a resisténcia a Pentamidina, € ndo € capaz de
conferir resisténcia a Ciclosporina, como demonstrado anteriormente (Coelho e
cols., 2003). Da mesma maneira foram realizados testes funcionais das constru¢oes
cosCip IC7 e cosCip IC7DBglll em presenca de Pentamidina, e evidenciamos que a
LmABC-CR1 ndo foi capaz de conferir resisténcia a Pentamidina apés transfeccéo
(tabela 5). Dessa forma, estamos sugerindo que provavelmente essas duas
transportadoras ABC de L. (L.) major tenham mecanismos de acdo bastante

diferentes e que seguramente deverdo ser melhores estudadas no futuro.

Baseado no fato de que 1) um dos mecanismos de resisténcia das |eishméanias
a compostos antiparasitérios é realizado por proteinas transportadoras, que
promovem o transporte destes compostos impedindo assim sua ag&o no parasito, e 2)
de que identificamos mais uma proteina transportadora ABC (LmABC-CR1) em L.
(L.) major, entendemos que seria importante avaliar o efeito antiparasitério da CsA
em algumas espécies de leishméanias que estavam disponiveis em nosso laboratério.

Entretanto, verificamos que os resultados das culturas em presenca de CsA
paraas espécies L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensise L. (L.) chagasi, exigiram
concentracBes bem maiores do que as utilizadas em L. (L.) major. Assim, foi

necessaria uma avaliacdo preliminar da toxicidade do Etanol em todas as espécies
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estudadas, uma vez que a CsA estava diluida com Etanol e atas concentractes de
CsA conteriam consequientemente maiores concentracfes do diluente que poderia
ser fatal para os parasitos. Essa avaiagdo nos garantiu que poderiamos utilizar
concentrages de CsA até 100 nmg/mL em nossas culturas sem a influencia do
diluente (figura 14).

Interessantemente 0s resultados apresentados a partir destas analises
mostraram que L. (L.) amazonensis. L. (V.) brazliensis e L. (L.) chagasi apresentam
umaresisténcia natural a CsA cerca de 3 vezes maior que a apresentada pelas células
de L. (L.) major (figura 15). Quais os mecanismos envolvidos nessa diferenca de
sensibilidade entre as espécies, ainda ndo sabemos. Mas poderiamos especular que
essas diferencas de sensibilidade entre as espécies poderiam ocorrer por exemplo,
por conta de diferencgas nas sequéncias de aminoacidos de proteinas envolvidas com
a ressténcia a CsA, que por exemplo e nesse nosso caso, poder ser uma
transportadora ABC.

Dessa forma a andlise molecular dos DNASs dessas espécies de leishmania €
um passo bastante importante nessa pesquisa, por conta disso ja iniciamos agumas
andlise preliminares nesse trabalho, realizando um “southern blot” onde o DNA
gendmico dessas 4 espécies avaliadas nos testes de sensibilidade a CsA foram
hibridizados com uma sonda especifica do gene LmABC-CRL.

O resultado dessa hibridizagdo (figura 17), sugere primeiramente que esta
proteina existe nas 4 espécies avaliadas e que portanto também podem estar
relacionada com aresisténcia da CsA nestas espécies do parasito.

Verificamos também que o padréo de hibridizagdo para L. (L.) amazonensis,

L. (V.) brazliensise L. (L.) chagasi foi bastante semelhante nos testes realizados,
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confirmando os resultados obtidos nos testes de sensibilidade & CsA (figuras 15 e
17). Por outro lado, como estes testes ainda sdo preliminares, ndo pudemos descartar
(n&o houve tempo) a hipdtese de uma possivel contaminagdo entre as espécies, 0 que
serd avaliado apds a readlizagdo de um teste de reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) especifico para as espécies em questao.

Concluindo, foi identificado neste trabalho um gene localizado no cr27 de L.
(L.) major que codifica para uma proteina (denominada LmABC-CR1) pertencente a
familia das transportadoras ABC, cuja superexpressdo esta relacionada com
resisténcia a CsA em células promastigotas de L. (L.) major. Essa identificacdo
sugere um possivel envolvimento destas proteinas transportadoras na acéo direta da
CsA nesses parasitos, e que deverd ser melhor estudada no futuro. A contribuicdo
desse trabalho pode vir exatamente no sentido de desenvolver mais ferramentas
genéticas para uma melhor caracterizacdo molecular das diferentes espécies do

parasito.

A presenca dessas eventuais sequéncias de nucleotideos especificas para as
diferentes espécies do parasito, podera ser utilizada em futuras andlises genotipicas
para o diagnéstico molecular da espécie do parasito (por exemplo, PCR seguido de
sequénciamento do produto obtido). Dessa forma, esse procedimento de
‘genotipagem dirigida podera ser Util ndo sO na determinacdo da espécie do
parasito, como também na orientacdo da abordagem terapéutica a ser empregada,
de forma semelhante ao acompanhamento atual de vérias infecgdes virais. Diversos
grupos de pesguisa vém trabalhando nesse sentido, envolvendo, sobretudo,

abordagens moleculares (como as técnicas de PCR) (de Andrade, Floeter-Winter,
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2002; Weigle et al., 2002). No entanto, vemos poucos trabal hos relacionados com a

pesguisa e andlise das diferencas interespecificas do ponto de vista fenotipico.
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