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Resumo

Os protozodrios do género Leishmania sdo o0s agentes etiologicos
responsaveis pelas doencas conhecidas como leishmanioses que afetam
milhdes de pessoas em todo o mundo. Esses organismos sao parasitos que
alternam entre hospedeiro invertebrado e vertebrado, onde sdo capazes de
sobreviver e replicar nos macrofagos. Uma das condi¢cfes criticas encontrada
pela Leishmania no macréfago é a caréncia de nutrientes, entre estes o ferro,
gue é fundamental como cofator para diversas enzimas essenciais ao parasito.
A identificacédo e estudo de genes essenciais para a tomada de ferro por esses
parasitos revelaram que a disponibilidade de ferro tem um papel central na
infectividade. Estes estudos também demonstraram que privacao de ferro induz
a expressdo de uma série de genes cuja funcéo ainda € desconhecida gerando
uma excelente oportunidade para a identificacdo de componentes adicionais da
maquinaria molecular envolvida no metabolismo de ferro desses parasitos. Os
tripanossomatideos possuem organelas uUnicas chamadas glicossomos, que
representam uma das principais diferencas entre parasito e hospedeiro. Os
glicossomos compartimentalizam enzimas envolvidas na via glicolitica, na -
oxidacdo de &cidos graxos, e também participam em processos celulares
antioxidantes. As superoxido dismutases dependentes de ferro (FeSOD) séo
enzimas particularmente importantes pelo papel na protecao do parasito contra
radicais livres resultantes da ativacdo da NADPH oxidase, e os glicossomos de
Leishmania compartimentalizam as isoformas B das superoxido dismutases
(SODB1/2) que utilizam exclusivamente o ferro como cofator. Diversas
tentativas frustradas de gerar nocautes de FeSODB mostraram que essa
isoforma é essencial para a sobrevivéncia de Leishmania indicando que o
transporte de ferro para o glicossomo, ndo explorado até o momento, também
€ um alvo interessante para identificacdo e estudo. Portanto, o objetivo desse
trabalho é identificar e iniciar a caracterizacdo de genes potencialmente
envolvidos no transporte de ferro para o glicossomo de Leishmania. A partir da
analise in silico de 576 transcritos de L. amazonensis significativamente
modulados pela privacdo de ferro, buscamos o0s genes que continham
dominios transmembrana e sinais de enderecamento para 0s glicossomos
(PTS1 e/ou PTS2) preditos. Dentre 11 genes encontrados, comecamos a
caracterizacdo dos 5 que possuem 3 ou mais dominios transmembrana
preditos, sao eles: LmxM.04.1030, LmxM.14.0540, LmxM.22.0580,
LmxM.24.1090 e LmxM.30.0020. Para isso, clonamos as ORFs desses 5 genes
nos vetores de expressao de Leishmania pXG-GFP+ e pXG-GFP2+, para fusédo
dos genes alvo a sequéncia codificadora da proteina fluorescente EGFP. As
construgdes obtidas foram transfectadas em promastigotas de L. amazonensis.
Selecionamos diversos clones e confirmamos a superexpressdo dos genes
alvo por gPCR. Avaliamos a localizagdo das proteinas alvo fundidas a EGFP
em ensaios de imunofluorescéncia e com isso mostramos a colocalizacdo das
proteinas codificadas por LmxM.24.1090 e LmxM.30.0020 fundidas a EGFP



com a proteina glicossomal arginase. Realizamos ensaios para avaliar a
replicacdo in vitro de promastigotas superexpressores selecionados, e o0s
resultados obtidos indicam que as linhagens superexpressoras de
LmxM.04.1030, LmxM.14.0540, LmxM.22.0580, LmxM.24.1090 e
LmxM.30.0020 crescem mais lentamente que a linhagem selvagem. Além
disso, investigamos se a superexpressdo dos genes alvo modula
diferencialmente a expresséo de genes previamente relacionados ao transporte
e metabolismo de ferro, e a outras vias metabdlicas glicossomais. Nossos
resultados revelaram a inducdo da expressdo génica de arginase e do
transportador de arginina AAP3 5.1 nas linhagens superexpressoras de
LmxM.14.0540, LmxM.22.0580, LmxM.24.1090 e LmxM.30.0020. Assim,
nossos resultados indicam que os genes LmxM.24.1090 e LmxM.30.0020 estéo
potencialmente envolvidos no metabolismo de ferro glicossomal. A construcdo
e caracterizacao de parasitos nocaute destes genes permitira caracterizar suas
fungbes moleculares contribuindo na elucidagdo dos mecanismos envolvidos
no transporte e metabolismo de ferro no glicossomo de Leishmania.

Abstract

Protozoa of the genus Leishmania are the etiological agents responsible for the
diseases known as leishmaniasis that affect millions of people worldwide.
These organisms are parasites that alternate between the invertebrate and
vertebrate host where they are able to survive and replicate in macrophages.
One of the critical conditions found by Leishmania in the macrophage is the lack
of nutrients, including iron, which is fundamental as a cofactor for several
enzymes essential to the parasite. The identification and study of genes
essential for iron uptake by these parasites revealed that iron availability plays a
central role in infectivity. These studies also demonstrated that iron deprivation
induces the expression of a series of genes whose function is still unknown,
providing an excellent opportunity for the identification of additional components
of the molecular machinery involved in the iron metabolism of these parasites.
Trypanosomatids have unique organelles called glycosomes, which represent
one of the main differences between parasite and host. Glycosomes
compartmentalize enzymes involved in the glycolytic pathway, in the 3-oxidation
of fatty acids, and also participate in cellular antioxidant processes. Iron-
dependent superoxide dismutases (FeSOD) are particularly important enzymes
due to their role in protecting the parasite against free radicals resulting from
NADPH oxidase activation, and Leishmania glycosomes compartmentalize the
B isoforms of superoxide dismutases (SODB1/2) that use exclusively iron as a
cofactor. Several failed attempts to generate FeSODB knockouts showed that
this isoform is essential for the survival of Leishmania, indicating that the
transport of iron to the glycosome, not explored so far, is also an interesting
target for identification and study. Therefore, the objective of this work is to
identify and begin the characterization of genes potentially involved in iron



transport to the Leishmania glycosome. From the in silico analysis of 576 L.
amazonensis transcripts significantly modulated by iron deprivation, we
searched for genes that contained predicted transmembrane domains and
glycosomal targeting signals (PTS1 and/or PTS2). Among 11 genes found, we
started the characterization of the 5 that have 3 or more predicted
transmembrane domains, they are: LmxM.04.1030, LmxM.14.0540,
LmxM.22.0580, LmxM.24.1090 and LmxM.30.0020. For this, we cloned the
ORFs of these 5 genes in the Leishmania expression vectors pXG-GFP+ and
pXG-GFP2+, for fusion of the target genes to the coding sequence of the
fluorescent protein EGFP. The obtained constructs were transfected into L.
amazonensis promastigotes. We selected several clones and confirmed the
overexpression of target genes by qPCR. We evaluated the localization of the
target proteins fused to EGFP in immunofluorescence assays and with that we
showed the colocalization of the proteins encoded by LmxM.24.1090 and
LmxM.30.0020 fused to EGFP with the glycosomal arginase protein. We
performed assays to evaluate the in vitro replication of selected overexpressing
promastigotes, and our results indicate that the Ilines overexpressing
LmxM.04.1030, LmxM.14.0540, LmxM.22.0580, LmxM.24.1090 and
LmxM.30.0020 grow slower than the wild type. Furthermore, we investigated
whether the overexpression of target genes differentially modulates the
expression of genes previously related to iron transport and metabolism, and to
other glycosomal metabolic pathways. Our results revealed the gene
expression induction of arginase and arginine transporter AAP3 5.1 in the
overexpressing strains of LmxM.14.0540, LmxM.22.0580, LmxM.24.1090 and
LmxM.30.0020. Thus, our results indicate that the genes LmxM.24.1090 and
LmxM.30.0020 are potentially involved in glycosomal iron metabolism. The
construction and characterization of knockout parasites of these genes will
allow the characterization of their molecular functions, contributing to the
elucidation of the mechanisms involved in the transport and metabolism of iron
in the Leishmania glycosome.



1. Introducéo

1.1. Leishmanioses

Os protozoarios do género Leishmania, classificados na ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, sdo o0s agentes etioldégicos das
doencas conhecidas como leishmanioses. Essas patologias sdo consideradas
antropozoonoses muito importantes na saude publica por apresentar um amplo

espectro clinico e epidemiologia diversa (Hong, Zampieri et al. 2020).

Os sintomas da doencga variam de pequenas lesbes cutaneas de cura
espontanea, passando por lesbes destrutivas nos casos de leishmaniose
mucocutanea, até casos de leishmaniose visceral que, quando nao tratados,
podem levar a morte. Segundo a Organiza¢cdo Mundial da Saude, cerca de 12
milhdes de pessoas sdo acometidas pela patologia em 98 paises da Africa,
Asia, América e Europa. Anualmente s&o reportados de 700.000 a 1 milhdo de
novos casos e cerca de 1 bilhdo de pessoas vivem em &reas endémicas,
propensas a serem infectadas (WHO 2021). Esse cenario tem se agravado
pelo desmatamento e aproximacao de humanos a éareas florestais, que leva a
adaptacado dos vetores a areas domiciliares e a urbanizacdo da doenca (Shaw
2007).

O controle epidemiolégico das leishmanioses possui muitas
problematicas. Os medicamentos atualmente disponiveis para tratamento da
doenca apresentam diversas limitacfes, tais como toxicidade, alto custo e
desenvolvimento de resisténcia dos parasitos. Além disso, o alto niumero de
casos de coinfeccdo com o HIV, e principalmente a auséncia de uma vacina

eficaz, torna o controle da doenca extremamente complexo (Inceboz 2019).

1.2. O ciclo evolutivo de Leishmania spp.

Os protozoarios do género Leishmania sdo parasitos obrigatérios que
apresentam ciclo de vida heteroxénico, ou seja, se desenvolvem em dois
hospedeiros, um inseto hematofago diptero da familia Psychodidae, e um
hospedeiro vertebrado. No hospedeiro vertebrado encontra-se a forma
amastigota do parasito, que é obrigatoriamente intracelular e reside em células

do sistema imune como: neutrdfilos, células dendriticas e macréfagos, seus
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hospedeiros celulares preferenciais (Liu and Uzonna 2012). Esses parasitos
também podem infectar células ndo fagociticas como fibroblastos (Cavalcante-
Costa, Costa-Reginaldo et al. 2019). As formas amastigotas possuem
morfologia arredondada ou oval, e podem variar o tamanho de 2 a 6 um de
extensdo e 1,5 a 3 um de largura, com um flagelo bastante reduzido. As
amastigotas encontram-se nos fagolisossomos dos macrofagos que as
fagocitam, onde se multiplicam por divisdo binaria. Durante o repasto
sanguineo, o inseto suga junto com o sangue macréfagos periféricos infectados
com amastigotas, que quando chegam ao tubo digestivo do inseto liberam as
amastigotas que se diferenciam em promastigotas. As formas promastigotas
apresentam forma delgada medindo aproximadamente 1,4 um de largura e 20
um de comprimento, com um flagelo proeminente bem caracteristico. Essas
formas rapidamente se propagam por fissdo binaria, e quando atingem um
grande numero, diferenciam-se em formas metaciclicas infectivas, de rapido
movimento, corpo pequeno e flagelo alongado. As promastigotas entdo
invadem as por¢des anteriores do estdbmago e proventriculo do inseto, e em um
préximo repasto sanguineo, a regurgitacdo do material aspirado garante a
propagagdo das formas infectivas para um novo hospedeiro vertebrado
(Teixeira, Benchimol et al. 2013). As células destruidas pela proboéscide do
inseto e a saliva inoculada atraem células fagociticas, entre essas 0s
macrofagos, que fagocitam os parasitos que entdo se diferenciam em formas

amastigotas (Neves 2016, Serafim, Coutinho-Abreu et al. 2021).

1.3. Relacao Leishmania-hospedeiro

A forma amastigota de Leishmania possui a extraordinéria capacidade de
sobrevivéncia e replicacdo dentro dos fagolisossomos de macrofagos, onde
conseguem se evadir da resposta humoral, e por isso a resposta imunolégica
contra Leishmania é principalmente celular (Tripathi, Singh et al. 2007). Em
geral, a infec¢cdo por Leishmania leva a uma ativacdo especifica da resposta
imunoldgica, caracterizada pelo aumento de células TCD4* e producao de
citocinas especificas. A resisténcia do hospedeiro ao patdégeno é associada com
a resposta do tipo Thl, com produgéo de citocinas como IL-2, IL-12, TNF-a e

IFNy que induzem a ativacdo dos macrofagos e combate aos parasitos
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(Carneiro, Lopes et al. 2020). Ja a susceptibilidade do hospedeiro a Leishmania
€ caracterizada por uma resposta do tipo Th2, com producao das citocinas IL-
4 e IL-13, e inducdo da arginase I, resultando na persisténcia da infeccdo e
manifestacdo dos sintomas clinicos. Nem sempre essa dicotomia é clara,
durante a resposta do tipo Thil, IFNy induz a producdo de oxido nitrico e
eliminacdo do patdgeno. Entretanto, no inicio da infeccdo, IFNy € responsavel
pelo recrutamento de mondcitos permissivos que contribuem com a replicacéo
do parasito no hospedeiro (Carneiro, Lopes et al. 2020). Além disso, Leishmania
desenvolveu diversos mecanismos de evasdo as repostas imunes do
hospedeiro vertebrado, tais como o “burst oxidativo” induzido pela ativacao da
NADPH oxidase e a acidificacdo de vesiculas pela ativacdo de préton-
ATPases (Rossi and Fasel 2018).

Recentemente a ativacdo de um complexo multiproteico de sinalizacao,
denominado inflamassoma, foi descrita como um fator critico na defesa do
hospedeiro contra Leishmania (Lima-Junior, Costa et al. 2013). Neste estudo
foi demonstrado que NIrp3, um receptor associado com a ativacdo do
inflamassoma e producdo de IL-1B, estd relacionado com a restricdo da
replicagéo de Leishmania (Lima-Junior, Costa et al. 2013). Em contrapartida,
Leishmania desenvolveu mecanismos para inibir a maturacdo de IL-1p,
limitando a ativacdo do complexo e silenciando a resposta inflamatéria (de
Carvalho and Zamboni 2020).

1.4. A importancia do ferro para a infec¢céo por Leishmania

O interior dos fagolisossomos € um ambiente hostil a diversos
patégenos. Além do pH acido, uma das condi¢Bes criticas encontrada por
Leishmania no macrofago é a caréncia de nutrientes. Entretanto o parasito é
capaz de capturar do hospedeiro diversos nutrientes essenciais para
replicacdo, como o ferro, que pode ser tomado na forma inorganica ou

associado ao heme (Laranjeira-Silva, Hamza et al. 2020).

Uma das primeiras evidéncias de que os protozoarios do género
Leishmania dependem de ferro para sobrevivéncia e replicacdo no meio
intracelular foi a identificacdo do transportador Nrampl (Vidal, Tremblay et al.

1995). Nramp1l esté localizado na membrana de endossomos e lisossomos de
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macréfagos, e é responsavel por transferir Fe*? para o citoplasma da célula
hospedeira, com isso 0s parasitos precisam competir com o hospedeiro pelo
ferro endocitado (Banerjee and Datta 2020). O nocaute de Nrampl aumenta a
susceptibilidade de camundongos a patdgenos intracelulares como Salmonella
spp., Mycobacterium spp. e Leishmania spp. (Vidal, Tremblay et al. 1995,

Blackwell, Goswami et al. 2001).

Em Leishmania, foi demonstrado que a enzima redutase férrica LFR1
(Leishmania ferric reductase 1) € responsavel por converter a forma insoluvel
do ferro (Fe®*) na forma soluvel (Fe?*), que pode ser translocada para o
citoplasma pelo transportador de ferro LIT1 (Leishmania iron transporter 1)
(Huynh, Sacks et al. 2006, Flannery, Huynh et al. 2011). Paralelamente, outros
estudos identificaram a proteina LABCGb5, responsavel pelo transporte de
heme derivado da degradacdo da hemoglobina do lisossomo para o citosol, e a
proteina transmembrana LHR1 (Leishmania Heme Response 1), responsavel
pela captacdo de heme pelos parasitos (Campos-Salinas, Cabello-Donayre et
al. 2011, Huynh, Yuan et al. 2012). Recentemente, também foi identificado o
transportador de heme LFLVCRD, localizado na membrana plasmatica de
Leishmania, e assim como LHR1, associado a tomada de heme pelo parasito
(Cabello-Donayre, Orrego et al. 2020).

Apesar da importancia do ferro como cofator em diversos processos
celulares, o acumulo de ferro no citoplasma pode ser toxico em concentracdes
elevadas, por isso a absorcdo de ferro deve ser muito bem regulada com o
armazenamento e/ou exportacao, evitando a geracao de radicais hidroxila na
presenca de oxigénio pela reacdo de Fenton (Dixon and Stockwell 2014).
Nesse sentido, a identificacdo do transportador de ferro LIR1 (Leishmania Iron
Regulator 1) revelou um mecanismo relacionado com a exportacdo de ferro
pela membrana plasmética, protegendo os parasitos contra concentracdes
elevadas do metal (Laranjeira-Silva, Wang et al. 2018). Por outro lado, a
escassez de ferro intracelular também é prejudicial aos parasitos, com
implicagBes importantes na atividade das superoxidos dismutases dependentes
de ferro (FeSODs), responsaveis pela conversdo de O% em H202. As isoformas
B, glicossomais, das FeSODs (SODB1 e SODB2) e a isoforma A, mitocondrial,

das FeSODs (SODA) estéo relacionadas a diferenciacdo de promastigotas em
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amastigotas, sendo essenciais na manutencédo do ciclo de vida do parasito
(Mittra and Andrews 2013, Davenport, Martin et al. 2018). Além da SODA, a
mitocondria compartimentaliza diversas outras enzimas dependentes de ferro
(Fidalgo and Gille 2011, Mittra, Laranjeira-Silva et al. 2017). Logo, a
importancia do ferro para atividade mitocondrial levou a identificacdo e
caracterizacdo da proteina transmembrana LMIT1 (Leishmania Mitochondrial
Iron Transporter 1), responsavel pelo transporte de ferro para o interior da
organela (Mittra, Laranjeira-Silva et al. 2016) (Fig.1). Notavelmente, todas
essas proteinas associadas ao transporte e metabolismo de ferro e heme em
Leishmania podem ser consideradas fatores de viruléncia, dada a importancia
delas no estabelecimento e progressédo da infeccédo (Laranjeira-Silva, Hamza et
al. 2020).

[ ]
® LIR1
o,
@
L ]
®
o o
XX X
LY J
(=
* -
. LABCG5  |;sossomo
- = ., LHR1 .*. LFLVCRb
Fed* @ Hemoglobina
® Fex @ sopaativa
* Heme ‘ SODB ativa

Figura 1. Representacdo esquematica das principais vias de aquisi¢cdo e metabolismo
de ferro em Leishmania. A enzima LFR1 reduz Fe3 a Fe?" e o transportador LIT1
transloca o Fe?* para o citosol. Na mitocondria o transportador LMIT1 transporta o Fe?* para
o interior da organela. O ferro associado a heme pode ser obtido através de duas formas
distintas. A hemoglobina nos lisossomos é degradada liberando heme que é entdo
translocado para o citosol através do transportador LABCG5. O heme também pode ser
internalizado diretamente através dos transportadores LHR1 e LFLVCRb. No interior da
mitocdndria e dos glicossomos as SODs utilizam Fe?* como cofator. O equilibrio intracelular
da concentracdo de ferro € mantido pelo transportador LIR1 que retira o excesso de ferro
do citoplasma evitando a toxicidade pela reacdo de Fenton.
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1.5. Glicossomos: evolucao, estrutura e mecanismos
envolvidos na importacdo de proteinas

Os glicossomos sao organelas exclusivas dos organismos pertencentes a
classe dos kinetoplastideos que inclui parasitos obrigatorios, como: Leishmania
spp., Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi. Essas organelas representam
uma das principais diferencas entre parasito e hospedeiro, e portanto s&o
importantes alvo para estudo (Crowe and Morris 2021). Antes de terem suas
funcdes atribuidas, os glicossomos foram denominados microcorpos, nome que
era dado a qualquer estrutura desprovida de &cido nucleico com funcao
desconhecida. Essas estruturas foram descritas pela primeira vez em
Trypanosoma brucei (Opperdoes and Borst 1977), e anos depois em
Leishmania (Hart and Opperdoes 1984). Os glicossomos sao organelas
globulares, delimitadas por uma bicamada fosfolipidica e apresentam morfologia
semelhante aos peroxissomos de outros organismos. A relacéo entre as duas
organelas foi confirmada em estudos sobre a origem evolutiva dos glicossomos,
que estabeleceram a relacdo com uma organela ancestral relacionada aos
peroxissomos. Esse estudo também demonstrou que as vias de biogénese
dessas estruturas compartilham proteinas ortélogas (Moyersoen, Choe et al.
2004).

O estudo que identificou os glicossomos em T. brucei inicialmente
descreveu o0 “sequestro” de enzimas envolvidas nos primeiros passos da
glicOlise para essas organelas, e mais tarde também foi confirmado o
envolvimento dos glicossomos no metabolismo de &cidos graxos e em outras
importantes vias metabdlicas (Haanstra, Gonzalez-Marcano et al. 2016).
Estudos de evolucdo molecular confirmaram que o trafego de proteinas com os
sinais peroxissomais (peroxisome targeting signal - PTS), do tipo PTS1 ou PTS2
(Hasan, Platta et al. 2013), é conservado nas proteinas glicossomais (Smith and
Parsons 1996, Gualdron-Lopez, Brennand et al. 2012). A maior parte das
proteinas peroxissomais ja caracterizadas apresentam o sinal de
enderecamento PTS1 na terminagdo carboxi, e esse sinal consiste em 3
aminoacidos — SKL — ou uma variacdo conservada. Algumas proteinas

apresentam o sinal PTS2 na terminacdo amino, um sinal bipartido com a
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sequéncia consenso [RK]-[LVI]-x5-[HQ]-[LA], mas também existem proteinas

gue nao possuem esses peptideos sinais (Opperdoes and Szikora 2006).

A composicdo proteica dos glicossomos varia bastante entre os
kinetoplastideos, e também em resposta as mudancas ambientais (Bauer,
Morris et al. 2013, Bauer, Conlon et al. 2014). Proteinas chamadas peroxinas
(PEX) sé@o responsaveis por regular a homeostase dos glicossomos e estdo
envolvidas em diversos processos, desde a formacdo da organela e importacéo
de proteinas, até a proliferacéo por fissdo e autofagia dessas estruturas quando
perdem a funcdo (Crowe and Morris 2021). Os kinetoplastideos possuem um
complexo de importagdo de proteinas glicossomais com algumas caracteristicas
exclusivas, como a perda do dominio SH3, responsavel pela interacdo entre
PEX13 e PEX14 em outros organismos. Além disso, esses organismos
possuem duas peroxinas 13, PEX13.1 e PEX13.2, ambas localizadas na
membrana dos glicossomos (Verplaetse, Rigden et al. 2009). Essas isoformas
de PEX13 interagem entre si e com PEX14 formando complexos essenciais
para a importacdo das proteinas glicossomais (Schell-Steven, Stein et al. 2005).
A duplicacdo de PEX13 parece ter ocorrido por eventos de divergéncia, mas
estudos em T. brucei mostraram que ambas isoformas sdo essenciais para o
direcionamento correto de proteinas glicossomais nesses parasitos (Verplaetse,
Rigden et al. 2009, Crowe, Wilkinson et al. 2020).

A importacdo de proteinas glicossomais com 0s peptideos sinais PTS1
ou PTS2 se inicia com a ligacdo das proteinas aos receptores PEX5 e PEX7,
respectivamente. Os complexos formados transportam essas proteinas até a
membrana glicossomal onde interagem com os dominios ricos em Tirosina e
Glicina (YG) das proteinas PEX13.1 e PEX13.2 (Fig. 2). Esta interacdo forma
um poro transitério na membrana da organela e permite a importacdo dessas

proteinas para o limen do glicossomo (Crowe and Morris 2021).
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CITOPLASMA

GLICOSSOMO

Figura 2. Representacdo esquemaética da importacdo de proteinas com sinais PTS1
ou PTS2. No citosol as proteinas glicossomais contendo sinais de enderecamento PTS1 ou
PTS2 sédo reconhecidas pelos seus receptores respectivos, as peroxinas PEX5 e PEX7.
Essas peroxinas transportam suas “cargas” até a membrana dos glicossomos onde
interagem com PEX13.1, PEX13.2 e PEX14, ligando-se a dominios ricos em YG. A
interagcdo faz com que se formem poros transientes pelos quais as proteinas alcangam o
interior dos glicossomos.
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5. Conclusdes

Identificamos 11 genes modulados pela deplecdo de ferro, contendo
dominios transmembrana e sinais de enderecamento para o glicossomo
preditos. Dentre esses, selecionamos e iniciamos a caracterizacdo em L.
amazonensis dos 5 genes que continham 3 ou mais dominios
transmembrana, séo eles: LmxM.04.1030, LmxM.14.0540, LmxM.22.0580,
LmxM.24.1090 e LmxM.30.0020.

Construimos vetores para superexpressdo dos genes LmxM.04.1030,
LmxM.14.0540, LmxM.22.0580, LmxM.24.1090 e LmxM.30.0020 fundidos a

EGFP nas terminagdes amino e carboxi.

Obtivemos linhagens de L. amazonensis superexpressoras dos genes
selecionados, que fordo analisadas fenotipicamente quanto a: expressao

génica, enderecamento proteico, replicacdo in vitro:
s Superexpressores de LmxM.04.1030 (proteina hipotética COPI):

o replicagéo in vitro inibida — concentragdo de células menor na fase
logaritimica (fusdo N- e C-terminal) e estacionaria (fusdo N-

terminal);
o localizacao proteica difusa no citoplasma;
o inducédo da expressao de AAP3 5.1 (fuséo C-terminal).

% Superexpressores de LmxM.14.0540 (proteina hipotética transpotadora

de ions):

o replicagdo in vitro inibida — concentracédo de células menor na fase

logaritimica (fusdo N- e C-terminal);

o localizagdo  proteica  compartimentalizada,  possivelmente

mitocondrial;

o inducdo da expressdao de AAP3 e de arginase (fusdo N- e C-

terminal), e inibicdo da expresséo de LIT1 (fusdao C-terminal).

s Superexpressores de LmxM.22.0580 (proteina hipotética Rerl):
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o replicagéo in vitro induzida — concentragdo de células maior na

fase estacionaria (fusdo C-terminal);

o replicacdo in vitro inibida — concentracdo de células menor nas

fases logaritmica e estacionaria (fusdo N-terminal);

o localizacdo proteica difusa no citoplasma dos promastigotas

superexpressores (fusdo N-terminal)

o localizacdo proteica compartimentalizada, provavelmente no

aparelho de golgi (fusdo C-terminal);
o inducéo da expressao de AAP3 e de arginase (fusdo C- terminal).
s Superexpressores de LmxM.24.1090 (proteina hipotética multipasso):

o replicagéo in vitro inibida — concentragéo de células menor na fase
logaritimica (fusdo N- e C-terminal) e estacionaria (fusdo C-

terminal);
o localizacao proteica compartimentalizada glicossomal;

o inducdo da expressdo de AAP3 e de arginase, e inibicdo da
expressédo de LIT1 (fusdo N- terminal).

s Superexpressores de LmxM.30.0020 (aquaglicerolporina 1):

o SO conseguimos selecionar superexpressores com EGFP fundida

a teminacdo amino (fusdo N- terminal);

o replicagdo in vitro inibida — concentracédo de células menor na fase

logaritimica;
o localizagcéo proteica compartimentalizada glicossomal;

o inducéo da expressao de AAP3 e de arginase.
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