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SUMARIO

Leishmania (Viannia) braziliensis e L. (V.) peruviana sdo duas espécies de Leishmania
pertencentes ao complexo braziliensis, caracterizadas por causar diferentes quadros clinicos.
Em estudos anteriores de infeccao experimental em hamsters dourados (Mesocricetus auratus),
os parasitas de L. braziliensis causaram o aparecimento de lesdes ulcerativas logo apos a
inoculagao, enquanto que, os parasitas de L. peruviana apresentaram ligeiros sinais de infecgéo
numa fase mais tardia da infeccdo. As infecgbes provocadas pelas estirpes hibridas de L.
braziliensis e L. peruviana mostraram sinais evidentes de infecgao sugerindo que a viruléncia é

uma caracteristica dominante.

Diversas tecnologias tém sido utilizadas na identificagdo dos caracteres genéticos da viruléncia
em Leishmania. No nosso estudo, pesquisamos caracteristicas no genoma de L. braziliensis que
poderdo estar associadas a viruléncia da estirpe, recorrendo ao método de clonagem funcional.
Construiu-se uma populagéo hibrida artificial, transfectando-se uma biblioteca de DNA gendmico
de L. braziliensis em parasitas de L. peruviana. A populagédo de parasitas recombinantes de L.
peruviana, possuindo varios fragmentos diferentes do DNA genémico de L. braziliensis foi sujeita
a selecgdo in vivo, sendo inoculada em hamsters dourados e monitorizada semanalmente a

evolugao clinica dos animais até as 24 semanas.

As populagdes de parasitas recombinantes isoladas dos hamsters, trés e 24 semanas ap6s a
infeccdo revelaram grande homogeneidade, observando-se a presenca de dois clones
cosmidicos em grande parte das populagdes (56% na populagéo isolada as trés semanas ap6s a
infecgdo a partir do ganglio e 65,2 e 86% nas populagdes isoladas as 24 semanas apds a
infeccdo a partir do tecido cutaneo do local de inoculagéo e dos ganglios, respectivamente). Os
clones cosmidicos identificados possuem segmentos comuns aos cromossomas seis e 26 de L.
braziliensis. Dos segmentos identificados, apenas um gene possui informag&o na base de dados

de L. braziliensis como codificante para uma ATP-NAD-cinase.
Estes resultados sugerem que os possiveis genes identificados poderdo desempenhar um

importante papel na viruléncia e patogenicidade de Leishmania, podendo constituir novos alvos

de pesquisa no desenvolvimento de candidatos terapéuticos e vacinas anti-Leishmania.

XXi






SUMMARY

Leishmania Viannia braziliensis and L. (V.) peruviana are two species of the Leishmania
braziliensis complex, characterized by causing very different pathogenicities. In previous studies
of golden Syrian hamster (Mesocricetus auratus) experimental infections, L. braziliensis parasites
cause ulcerative lesions early after inoculation while L. peruviana parasites present late lesions
with slight clinical signs. Infections caused by L. braziliensis and L. peruviana hybrid strains

showed clear signs of infection suggesting that virulence is a dominant characteristic.

Several approaches have been used in the identification of virulence genetic characters in
Leishmania. In our study, we searched characteristics in L. braziliensis genome which may be
associated to virulence by applying the method of functional cloning. We created an artificial
hybrid population, by transfecting L. peruviana parasites with the DNA of a L. braziliensis
genomic DNA library. The population of L. peruviana parasites, possessing several different
fragments of L. braziliensis DNA was subjected to in vivo selection, through inoculation in
hamsters and the clinical evolution of the animals followed weekly, for 24 weeks.

Recombinant parasite populations isolated from hamsters at three and 24 weeks post-infection,
showed great homogeneity, having observed the presence of two cosmid clones in almost all the
populations (56% in the population isolated from the lymph nodes at three weeks post-infection
and 65,2% and 86% in the population isolated from the cutaneous tissue of the inoculation site
and from the lymph nodes at 24 weeks post-infection). The cosmid clones identified possess
segments from chromosome six and 26 of L. braziliensis. From the identified segments, just one

gene has information in L. braziliensis database codifying for an ATP-NAD-kinase.
These results suggest that the hypothetic genes identified could have an important role in

Leishmania’s virulence and pathogenicity, being new targets for research in the development of

anti-Leishmania therapies and vacines.
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Introdugao

1. Leishmaniose.

A leishmaniose é uma doenga parasitaria causada por protozoarios intracelulares flagelados do
género Leishmania, pertencentes & familia Trypanosomatidae. E transmitida através da picada
de insectos hematdfagos da familia Psichodidae, géneros Phlebotomus, no Velho Mundo?, e

Lutzomyia no Novo Mundo? (Desjeux, 2004).

De acordo com a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), a leishmaniose afecta cerca de 350
milhdes de individuos em todo 0 Mundo, com uma incidéncia anual de novos casos estimada em
1,5 milhdes dos quais 0,5 milhdes sdo devidos a leishmaniose visceral e 1 milh&o a leishmaniose
cuténea. Esta parasitose encontra-se geogréfica e ecologicamente distribuida, com um caracter
focalizado, pelos quatro continentes, Europa, Africa, Asia e América (Dedet & Pratlong, 2003).
Contudo, o maior factor que determina o tropismo e a patologia da infecgéo por Leishmania é a
espécie de Leishmania (Herwaldt, 1999; Murray et al., 2005).

Em muitos paises, o aumento de factores de risco, como as alteragbes ecoldgicas e
demograficas (desflorestagdo, migragdo massiva ou urbanizagdo), a auséncia ou ineficacia de
programas de controlo, 0 aumento do numero de casos de co-infecgdo Leishmania/HIV ou a
resisténcia dos parasitas a farmacos, fazem da leishmaniose um grande problema para a Saude
Publica (Dedet , 2002).

Desde a descoberta do parasita, tem-se observado um aumento do numero de espécies,
contando-se actualmente com mais de 20 espécies patogénicas para 0 Homem. A sua grande
homogeneidade estrutural, independentemente do seu estadio bioldgico, e a semelhanga
morfolégica impedem a identificagédo das espécies com base neste tipo de caracteristicas.
Inicialmente, a caracterizagdo das espécies era baseada em factores extrinsecos,
nomeadamente, na distribuicdo geografica, padrdes clinicos, caracteristicas epidemioldgicas,
reservatorios, comportamento nos vectores e ciclo de vida do parasita. Posteriormente, surgiram
novos métodos de identificacdo, baseados em caracteristicas intrinsecas ao parasita.
Actualmente, a tipagem isoenzimatica € o método de identificagdo mais utilizado e
universalmente aceite para a caracterizagao subgenérica e de sub-espécie de Leishmania. Esta

técnica, baseia-se na mobilidade electroforética de isoenzimas do parasita e origina grupos com

1 Termo generalizado que define o Mundo conhecido pelos europeus até ao séc. XV, ou seja, os continentes europeu, africano e
asiatico e ilhas adjacentes.
2 Designagao atribuida ao continente americano pelos europeus na época do seu descobrimento.
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perfis isoenzimaticos diferentes a que se da o nome de zimodemos. O reagrupamento de
estirpes de Leishmania em zimodemos, assinalados como unidades taxonémicas operacionais,
permite o calculo de indices de similaridade e proximidade filogenéticas. Estas técnicas vieram
complementar os factores extrinsecos e ajudar numa melhor e mais exacta classificagao
taxondmica. De acordo com a classificagdo actual, o género Leishmania inclui dois subgéneros,
0 subgénero Leishmania (L.) Safjanova, 1982, presente no Velho Mundo e o subgénero Viannia

(V.) Laison & Shaw, 1987, presente no Novo Mundo.

2. Epidemiologia.

Em todos os paises da Europa Meridional, Asia Ocidental e China Oriental, bem como, nos
continentes affricano e americano existem diferentes espécies viscerotropicas e dermotrépicas de
Leishmania. Dependendo das inumeras e complexas interacgdes entre o parasita e o
hospedeiro, tais como, as caracteristicas virulentas do parasita e a resposta imune por ele
provocada, sdo conhecidas diferentes formas clinicas da doenga, nomeadamente, leishmaniose

visceral, leishmaniose cutanea e leishmaniose mucocutanea (Alvar et al., 1997; Dedet, 2000).
2.1. Leishmaniose visceral.
As principais espécies de Leishmania responsaveis pela leishmaniose visceral séo L. donovani e

L. infantum no Velho Mundo e L. chagasi no Novo Mundo (Figura 1). De acordo com a espécie

de Leishmania, a transmisséo pode ser antroponética ou zoonética.

@ I infantum e x
@ L donovani
@B L chagasi

Figura 1 - Distribuicdo geografica de leishmaniose visceral (adaptado de
Manson-Bahr & Bell, 1991).
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L. donovani, uma espécie de Leishmania de transmissdo antropondtica, possui como vector
Phlebotumus spp. Esta espécie é responsavel pela forma visceral da leishmaniose na india, em
alguma regides da China e em diferentes paises do continente africano, como o Sudao, a
Somalia ou a Etiépia. Na Bacia Mediterranica, na Asia Ocidental, na China Oriental e no Norte de
Africa, a leishmaniose visceral &, geralmente, uma zoonose causada pela espécie L. infantum.
Nestes casos, o principal reservatorio do parasita € o cao; no entanto, esta também descrito que
a infeccdo pode ocorrer em cées selvagens no Médio Oriente, raposas no Sul da Europa
(Abranches et al., 1986) e Norte de Africa (Manson-Bahr & Bell, 1991), e chacais na Asia (Hamidi
et al., 1982). Esta espécie tem como principais vectores nos paises do sudoeste europeu,
Phlebotomus perniciosus e Ph. ariasi (Pires, 1984).

L. chagasi é a espécie causadora de leishmaniose visceral no Novo Mundo. A maior area
endémica situa-se no Nordeste Brasileiro, onde a transmissao pelo vector Lutzomia longipalpis é
rural e peridomeéstica. Estudos enziméticos de isolados de pacientes infectados com
leishmaniose visceral nas Honduras, ndo conseguiram distinguir L. chagasi e L. infantum
(Lanotte, 1975). Estudos genéticos realizados posteriormente revelaram que L. chagasi e L.

infantum correspondem a mesma espécie (Mauricio et al., 2000, 2001; Kuhls et al., 2005, 2007).

Na leishmaniose visceral o parasita invade as células do sistema mononuclear fagocitario,
especialmente o bago, o figado, a medula e os ganglios linfaticos. Clinicamente, é caracterizada
pela presenca de febre, hepatoesplenomegalia, hiperproteinemia e palidez mucocuténea. A
anemia e a leucopenia sdo parametros bioldgicos frequentes. A evolugdo da doenca é
progressiva, podendo ser fatal caso ndo seja tratada; os individuos que sobrevivem adquirem

imunidade que pode, no entanto, ser transitoria (Botish & Cheng, 1998).

2.2. Leishmaniose cutanea.

As principais espécies responsaveis pela leishmaniose cutédnea no Velho Mundo séo L. major, L.
tropica e L. aethiopica. L. guyanensis, L. braziliensis, L. peruviana, L. amazonensis, L. mexicana,
L. venezuelensis, L. panamensis, L. lainsoni, L. naiffi e L. shawi séo espécies responsaveis pela

forma cuténea de leishmaniose no Novo Mundo (Figura 2).
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Figura 2 - Distribuicdo geografica de leishmaniose cutanea
(adaptado de Manson-Bahr & Bell, 1991).

No Velho Mundo, a forma cutanea da leishmaniose pode ser uma zoonose ou uma antroponose
dependendo da espécie causadora. L. major € uma espécie de transmissdo zoonética cujo
vector principal € Ph. papatasi. Esta € responsavel por esta forma da doenga em paises no Norte
de Africa, Médio Oriente e Peninsula Arabica. A leishmaniose causada por L. tropica é
considerada uma antroponose na Bacia Mediterranica e tem como principal vector Ph. sergenti.

Pela sua prevaléncia e mau prognéstico de algumas formas clinicas, L. braziliensis é a espécie
mais importante presente no Novo Mundo. E endémica em paises da América Central e do Sul,
onde a sua transmissdo ocorre através de diferentes vectores, tais como, Lutzomyia whitmani,
Lu. wellcomei e Lu. intermedia (Desjeux, 1992; Killick-Kendrick, 2002; Dedet & Pratlong, 2003;
Gontijo & Carvalho, 2003). L. mexicana, L. amazonensis e L. panamensis sdo igualmente
reponsaveis pela forma cutdnea na América Central e do Sul. Em alguns paises da América do
Sul é encontrada L. guyanensis. No Brasil encontram-se também L. shawi, L. naiffi e L. lainsoni.
Para além de L. lainsoni, L. peruviana é também responsavel pela leishmaniose cutanea no
Peru. Uma grande variedade de animais domésticos e selvagens s&o descritos como principais

reservatorios destas espécies (Quadro 1).

Clinicamente, a leishmaniose cutanea apresenta diversas caracteristicas, podendo apresentar-se
sob duas formas principais: leishmaniose cutanea localizada e leishmaniose cutéanea difusa.

Na leishmaniose cutanea localizada, a evolugdo da doenca é caracterizada pela existéncia de
um nddulo local provavelmente provocado pela picada do insecto vector, que ulcera e cura

espontaneamente, originando cicatrizes indeléveis e despigmentacdo da pele. No entanto, em
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situagbes de epidemia, a doenga tende a ser mais grave, com lesdes multiplas que podem
provocar cicatrizes desfigurantes. O periodo de incubagao varia entre uma a duas semanas até
varios meses ou mesmo anos (Botish & Cheng, 1998).

A leishmaniose cutanea difusa é uma forma rara e de cura dificil. Pode ser encontrada em
doentes infectados com L. amazonensis e, mais raramente, L. aethiopica. E caracterizada por
uma néo ulceragdo das lesdes iniciais, mas, apés um periodo de meses ou anos, dissemina-se
através da corrente sanguinea para outros locais da pele, principalmente membros e face,
produzindo nddulos isolados que contém no seu interior macréfagos infectados; estes podem
confluir, formando placas que podem causar lesdes deformantes. Esta forma de doenga progride

ao longo de muitos anos sendo rara a cura espontanea.

Quadro 1 - Principais espécies de Leishmania causadoras de leishmaniose
cutdnea no Novo Mundo, principais vectores e reservatérios (Desjeux, 1992;
Killick-Kendrick, 2002; Dedet & Pratlong, 2003; Gontijo & Carvalho, 2003).

Espécies Principais vectores Reservatérios
L. (L.) mexicana Lu. olmeca Roedores, Canideos
~ Lu. flaviscutellata o
L. (L.) amazonensis Roedores, Marsupiais
Lu. olmeca
L. (L.) venezuelensis  Lu. rangeliana Equinos, Felinos

. Lu. peruensis .
L. (V.) peruviana Canideos, Roedores
Lu. verrucarum

L. (V.) lainsoni Lu. ubiquitalis Roedores
Lu. ayrozai
L. (V.) naiffi Lu. paraensis Desdentados

Lu. squamiventris
L. (V.) shawi Lu. whitmani Primatas, Preguicas
Lu. umbratilis
L. (V.) guyanensis Lu. anduzei Preguicas, Roedores, Marsupiais
Lu. whitmani
Lu. panamensis . _ o
, o Preguicas, Primatas, Marsupiais,
L. (V.) panamensis  Lu. trapidoi
Roedores, Canideos
Lu. gomezi
Lu. wellcomei
L. (V.) braziliensis Lu. whitmani Canideos, Equinos, Roedores

Lu. intermedia




Capitulo |

2.3. Leishmaniose mucocutanea.

Referidas como espécies responsaveis pela leishmaniose cutanea, os parasitas L. amazonensis,
L. guyanensis e, principalmente, L. braziliensis, podem causar também uma forma mais
agressiva da doenga, a forma mucocutanea. Esta forma clinica é caracteristica do Novo Mundo

sendo de transmiss&o zoonotica.

Clinicamente, a leishmaniose mucocutanea evolui em dois estadios sucessivos. O primeiro,
muito semelhante a fase cuténea localizada, é caracterizado por um nddulo local que ulcera e
cura espontaneamente. O segundo estado provoca lesdes mais agressivas, sendo caracterizado
por apresentar uma imunidade celular exarcebada e causar lesdes graves como a destrui¢do
total ou parcial das mucosas membranares das cavidades oronasais e faringeas por

metastizacao secundaria (Dedet & Pratlong, 2003).

3. Leishmaniose tegumentar americana.

Em 1925, a leishmaniose tegumentar americana foi definida como sendo a forma clinica que
causa lesbes cutdneas e mucocuténeas de diversas morfologias, permitindo a sua distingdo da

forma visceral da leishmaniose (Vale & Furtado, 2005).

Estudos biolégicos e etno-histdricos (Figura 3) revelaram que a leishmaniose tegumentar surgiu
na Amazonia em tempos arqueoldgicos disseminando-se, mais tarde, em direcgao as regides de
florestas altas e a regido andina, mantendo-se a endemia durante o império inca e o periodo de

colonizagao espanhola, devido ao fluxo humano de migragéo (Vale & Furtado, 2005).

As primeiras descri¢des clinicas da doenca datam do século XVI, durante a época da conquista
espanhola. Estas descrevem a leishmaniose como uma doenga que afectava os indigenas numa
das encostas da cordilheira dos Andes e em vales quentes e humidos, destruindo-lhes as
cavidades nasais. Em 1764 e em 1777, foi identificado o papel dos fleb6tomos na transmisséo
da leishmaniose. A leishmaniose é entdo descrita como uma doenga corrosiva localizada,
especialmente, na cara, de cura dificil e originada por um insecto (revisto por Sdnchez-Saldafa
et al., 2004).
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Figura 3 - “Huacos” peruanos: vasos de
ceramica com reprodugdo de figuras
humanas sadias e mutiladas por
diferentes  moléstias  (Adaptado  de
Séanchez-Saldafia et al., 2004).

Em 1910, a terapia com antimoniais é sugerida como uma terapia eficaz no tratamento da
leishmaniose no Brasil e em 1911, é diagnosticada a forma mucocutanea de doenca e obténdo-
se culturas positivas a partir de lesdes das mucosas. Neste mesmo ano, foi proposta a
denominagéo de Leishmania braziliensis para 0 agente especifico causador de leishmaniose
tegumentar, diferenciando-a de L. tropica. Em 1977, um grupo de investigadores caracterizou
como L. braziliensis spp. uma cultura isolada de um paciente peruano com a forma mucocutanea
da doenga. Em 1985, L. braziliensis e L. guyanensis foram identificadas como os agentes
causadores da forma mucocutanea da leishmaniose (revisto por Sanchez-Saldafa et al., 2004).

Actualmente, a leishmaniose tegumentar americana ocorre no continente americano, desde o
Sul dos Estados Unidos até ao Norte da Argentina. O foco mais importante € o sul-americano,
que compreende todos os paises, com excepgado do Uruguai e do Chile.

Mundialmente, do total de casos de leishmaniose cuténea registados, 90% ocorrem em seis
paises sendo dois do Novo Mundo, Brasil e Peru (revisto por Sdnchez-Saldafia et al., 2004; Vale
& Furtado, 2005) onde as espécies prevalentes pertencem ao subgénero Viannia, como a L.

braziliensis (Davies et al., 2000).

A incidéncia de leishmaniose tegumentar americana no Brasil tem aumentado nos ultimos 20
anos em praticamente todos os estados. Tém ocorridos surtos epidémicos nas regides Sudeste,
Centro-Oeste, Nordeste e, mais recentemente, na regido Amazonica, relacionados com o

processo da colonizagéo (Vale & Furtado, 2005).
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Até ao momento, seis espécies de Leishmania, pertencentes ao subgéneros Leishmania e
Viannia, foram identificadas no Brasil como causadoras de leishmaniose tegumentar humana: L.
(V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lainsoni e L. (L.)

amazonensis.

No Peru, a leishmaniose é a segunda epidemia tropical existente neste pais. A zona endémica
compreende cerca de 74% da area total do pais (Davies et al., 2000; revisto por Sanchez-
Saldafia et al., 2004). Até este momento foram identificadas cinco espécies de Leishmania: L.
(V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) peruviana, L. (V.) lainsoni e L. (L.) amazonensis
(Figura 4).

Figura 4 - Distribuicdo geografica de
espécies de Leishmania no Peru (Adaptado
de Sanchez-Saldafa et al., 2004).

A importancia da leishmaniose tanto no Brasil como no Perd constitui uma epidemia do tipo
tropical que produz um impacto negativo social e econémico na populagdo economicamente
deprimida. As sequelas destrutivas que origina, particularmente a forma mucocutanea, provocam
graves prejuizos fisicos e psicolégicos no individuo, provocando na maioria das vezes o seu

afastamento da sociedade.
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4. O hospedeiro.

4.1. Hospedeiro invertebrado: o vector.

A transmissdo do parasita Leishmania ocorre através de um
diptero da familia Psycodidae do género Phlebotomus no Velho

Mundo e do género Lutzomia no Novo Mundo.

Os flebotomos sdo insectos pequenos de 2 - 3 mm,

caracterizados por asas estreitas e erectas, corpo delgado, patas

compridas, olhos negros e mandibulas longas (Sladova, 1999) Figura 5 - Flebotomo fémea

(Figura 5). sobre a pele do hospedeiro
vertebrado (In:
http://whippetp.no.sapo.pt/ima

Os machos e as fémeas alimentam-se de néctares de plantas, ~ des/Leishmaniose7 jpg).

mas apenas as fémeas sdo hematofogas, uma vez que necessitam de refeicbes sanguineas
para a maturacdo dos seus ovos (Sladova, 1999). A saliva infectada possui substancias que
provocam um efeito vasodilatador, que dificultam a agregracdo plaquetaria e, como

consequéncia, impedem a formag&o do coagulo (Theodos, 1991).

Os flébotomos ndo sdo insectos voadores eximios. A distancia de voo é limitada a umas
escassas dezenas de metros, pelo que o hospedeiro tem de invadir ou viver préximo do habitat
do vector para ser infectado (Strauss-Alyali & Baneth, 2001). A picada é normalmente restricta a

periodos nocturnos e crepusculares em dias quentes e pouco ventosos.

4.2. Hospedeiro vertebrado: o reservatorio.

De acordo com Ashford (1996), s&o considerados reservatérios as varias espécies de mamiferos
responsaveis pela manutengdo, a longo prazo, de parasitas na natureza. A maioria das
leishmanioses s&o zoonoses de animais silvaticos ou domeésticos. O Homem apenas € infectado

acidentalmente quando exposto ao ciclo natural de transmissao.

Os reservatoérios de leishmaniose visceral s&o, na sua maioria, canideos (cdes e raposas).
Originariamente, a leishmaniose visceral era uma zoonose de animais silvaticos. A partir do

momento em que 0 Homem e o cdo invadiram as zonas endémicas para cagar, e 0S animais

1



Capitulo |

silvaticos entraram nos povoados a procura de alimento, o cdo tornou-se o reservatorio
domeéstico das espécies que causam leishmaniose visceral humana. A doenga no céo tem uma

evolugéo crdnica que favorece a transmissao ao Homem (Abranches et al., 1998).

No Novo Mundo, uma grande variedade de animais domésticos e selvagens sé@o descritos como
reservatorios das espécies dermotropicas (Quadro 1). Cavalos, cdes e roedores sao
considerados os principais reservatorios de L. braziliensis. As preguigas, os primatas e 0s
roedores sdo os reservatorios das espécies L. guyanensis e L. panamensis. Os primatas e 0s
marsupiais sdo também reservatérios de L. panamensis. Roedores e marsupiais S&0 0s
reservatorios de L. amazonensis. Na regido dos Andes, Peru, México e Argentina, o c&o e alguns
roedores sdo os resevatérios de L. peruviana e L. mexicana (revisto por Sanchez-Saldafia et al.,
2004). No Brasil, os primatas e as pregui¢as sdo os reservatorios de L. shawi e, os desdentados,
de L. naiffi. Na Venezuela, os cavalos e os gatos sdo os reservatérios de L. venezuelensis
(Gontijo & Carvalho, 2003).

5. 0 parasita.
5.1. Morfologia.
Leishmania € um protozoario da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae que ao longo

do seu ciclo bioldgico se apresenta sob duas formas distintas: a forma amastigota, ndo flagelada,

no insecto vector, e a forma promastigota, flagelada, no hospedeiro (Figura 6).

e L - S, > Flagelo .
= Flagelo ; i il M i S

Bleferoblasto

Bleferoblasto 2 o { Cinetoplasto

Cinetoplasto

Nucleo

Figura 6 - Representacdo esquematica da forma (A.) promastigota e (B.) amastigota de Leishmania. (In:
http://www.leishmania.it/?page id=6).
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Os promastigotas sao formas maéveis, cujo desenvolvimento ocorre no tubo digestivo do vector
podendo também ser encontrados em culturas in vitro. Medem aproximadamente 10 — 20 um de
comprimento e 1,5 — 3,0 um de largura. Possuem um nucleo central e um cinetoplasto, estrutura
que contém grande quantidade de DNA e que prolonga a tnica mitocondria celular, associado ao
corpo basal do qual é originado um flagelo que emerge liviemente na extremidade anterior da
célula dando-lhe mobilidade (Figura 6.A.).

No decorrer do processo de desenvolvimento, o parasita na forma promastigota multiplica-se
extracelularmente podendo ser observadas duas formas distintas: os promastigotas prociclicos,
com formas curtas e elipsdides, normalmente maiores que as formas amastigotas, e os
promastigotas metaciclicos, de corpo mais alongado e estreito com um longo flagelo, duas a trés
vezes mais comprido que o corpo celular e que Ihe confere grande mobilidade. Aparentemente,
esta forma constitui a fase final do desenvolvimento sequencial do promastigota que ocorre no

vector e aquele que é inoculado no hospedeiro.

Os amastigotas sao formas esféricas ou ovdides. Medem aproximadamente 2,5 - 6,8 um de
comprimento, possuem um flagelo localizado intracelularmente e vivem em células fagociticas

mononucleares do hospedeiro vertebrado (Figura 6.B.).

Em preparagdes coradas pelo do método de Giemsa distingue-se o citoplasma azul pélido,
limitado por uma membrana. Neste sdo observados dois organelos corados de vermelho: o
nucleo e o cinetoplasto, em posi¢ao anterior relativamente ao nucleo e mais pequeno e em forma

de bastonete (Figura 7).

Figura 7 - Formas (A.) promastigotas e (B.) amastigotas de
Leishmania (In:
http://143.106.62.16/administrativo/departamentos/parasitologia/depa
rtamento/imagens/prancha2.doc)
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5.2. Ciclo de vida.

O ciclo de vida do parasita (Figura 8) no vector € um processo complexo que envolve alteragdes
comportamentais, morfolégicas e bioquimicas. Trata-se de um processo semelhante para todas

as espécies de Leishmania.

Figura 8 - Ciclo de vida de Leishmania. O vector inocula o
promastigota no hospedeiro vertebrado (1,2). Os promastigotas sao
fagocitados pelos macréfagos, transformando-se em amastigotas (3).
Estes multiplicam-se no interior das células infectadas, que ao lisarem
permitem que estes invadam células de outros tecidos (4). O insecto
fica infectado ao ingerir macréfagos com amastigotas durante a
refeicdo sanguinea no hospedeiro vertebrado (5,6). No tubo digestivo
do vector, o parasita diferencia-se em promastigota (7), que se
multiplica, completando-se o ciclo com a introdu¢éo dos promastigotas
infecciosos no hospedeiro vertebrado pelo vector (adaptado de
Sanchez-Saldafia et al., 2004).

O ciclo comega quando a fémea flebotominea efectua a refeicdo sanguinea num hospedeiro
vertebrado infectado, ingerindo macréfagos infectados com amastigotas existentes na pele ou no
sangue periférico. Os parasitas ingeridos passam directamente para o intestino médio do vector
onde sdo envolvidos pela membrana peritréfica. Esta membrana encontra-se completamente
formada 24h apds a ingestdo do sangue e, em resposta ao estimulo sanguineo, protege o
epitélio do intestino do contetdo da refei¢do sanguinea (Blackburn et al., 1988). Com o progredir
da digestao, as formas amastigotas transformam-se em promastigotas. Primeiramente no estado
ndo infeccioso, os promastigotas prociclicos transformam-se em promastigotas longos
designados nectomonas. A membrana peritréfica comeca entéo a desintegrar-se, libertando os
promastigotas livres para o intestino posterior, no caso dos flébotmos vectores do subgénero

Viannia, ou para o intestino medio, no caso dos flébotomos vectores do subgénero Leishmania.
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As formas nectomonas fixam-se ao epitélio intestinal através do flagelo, dando-se inicio a uma
fase de multiplicagdo logaritmica em que os parasitas ndo séo infecciosos (Sacks & Perkins,
1984). Ap6s quatro a cinco dias da ingestéo, estas formas transformam-se em promastigotas
metaciclicos infecciosos. Cerca de nove dias depois estes migram para a zona proximal do tubo
digestivo (valvula estemodeal), prontos a serem inoculados no hospedeiro vertebrado durante a
préxima refeicdo sanguinea. O flébotomo-fémea ao proceder a sua refeigdo sanguinea inocula
no hospedeiro os promastigotas metaciclicos (Lambson & Barker, 2002). Estes s&o depositados
na derme do hospedeiro juntamente com a saliva do vector sendo rapidamente fagocitados pelos
macrofagos.

Os promastigotas metaciclicos fagocitados pelos macrofagos da pele, transformam-se em
amastigotas que se multiplicam por diviséo longitudinal binaria. A membrana dos macréfagos
sofre uma ruptura provocando a libertacdo dos amastigotas que sdo fagocitados por outros
macrofagos (Lambson & Barker, 2002). Os parasitas fagocitados podem permanecer no tecido
subcutaneo, dando origem as formas clinicas de leishmaniose cutanea, ou invadir as células do
sistema mononuclear fagocitico, como o bago, figado, medula, ganglios linfaticos e outros érgéos
linféides (Bryceson, 1996), causando leishmaniose visceral. Se a infecgdo for bem sucedida, o
ciclo completa-se quando o vector faz uma nova refeicdo sanguinea, ingerindo macréfagos
infectados (Bogitsh & Cheng, 1998). O ciclo pode ter uma duragéo de quatro a 17 dias ap6s a

refeicdo sanguinea, dependendo da espécie de Leishmania (Molyneux & Killick-Kendrick, 1987).

5.3. Genoma.

O parasita Leishmania possui dois genomas, um representado pelo DNA nuclear e o outro pelo
DNA cinetoplastideal.

Com base no projecto de sequenciagdo do genoma de Leishmania, os cari6tipos de L. majore L.
infantum possuem 36 cromossomas, e o cariétipo de L. braziliensis 35 cromossomas (lvens et
al., 2005; Peacock et al., 2007). Cada cromossoma possui uma regido central de sequéncias
conservadas de baixo numero de cdpias e longas sequéncias repetitivas teloméricas e sub-

teloméricas.

O cinetoplasto contém uma importante quantidade de DNA que consiste num disco

microscopicamente visivel com 1 —2 um de didmetro, contendo aproximadamente 107 pares de

15



Capitulo |

bases de DNA mitocondrial. Este € constituido por 50 — 100 maxicirculos que possuem genes
que codificam para proteinas mitocondriais e RNA ribossomal (rRNA), e aproximadamente 104 a

2x104 minicirculos.

A funcdo dos minicirculos foi desconhecida durante muitos anos. Aparentemente, nenhuma das
suas sequéncias conhecidas contém um perfil conservado caracteristico de codificagdo “open
reading frame” (ORF). Apesar de ndo aparentarem possuir qualquer fun¢do codificante de
proteinas, alguns minicirculos séo transcritos em cadeias de RNA (Roher ef al., 1987). Sturm &
Simpson (1999) sugeriram que uma das principais fungdes dos minicirculos é a codificagéo de
‘RNA guia” (JRNA), cadeias de RNA indispensaveis para a edigdo do RNA mensageiro (mRNA),
um mecanismo essencial para a expressao dos genes mitocondriais dos tripanossomatideos
denominado edi¢gdo de RNA (revisto por Sloof & Benne, 1993). Pensa-se que a fungédo do
mecanismo de edicdo de RNA é a producao de diferentes cadeias de mRNA em diferentes
situagbes envolventes, podendo ser visto como um mecanismo primitivo de alteragéo da
expressdo génica. Esta hipotese é suportada pelo facto de os tripanossomatideos serem
organismos eucariotas unicelulares muito antigos, que desde muito cedo divergiram da linha
evolutiva que conduziu as plantas e aos animais, e por se considerar que as proprias

mitocondrias contém um sistema genético primitivo (Sollner-Webb, 1991).

Apesar dos parasitas Leishmania apresentarem uma propagacdo clonal, a recombinagao
genética pode ocorrer, reforgando a hipétese de existéncia, embora rara, de reproducdo sexual
nestes parasitas (Tibayrenc & Ayala, 1999). A ocorréncia de estirpes hibridas de diferentes
espécies de Leishmania tem sido descrita em diferentes regides endémicas, ocorrendo
essencialmente entre espécies geneticamente proximas. No Velho Mundo, foi descrita a
presenca de hibridos entre as espécies L. major e L. arabica. No Novo Mundo, tém sido
observados hibridos de L. braziliensis e L. panamensis isolados a partir do hospedeiro humano
na Nicaragua (Noyes et al, 1996) e hibridos de L. braziliensis e L. guyanensis na Venezuela. No
Peru foram também isolados hibridos em casos humanos de L. braziliensis e L. peruviana
(Dujardin et al., 1993). Mais recentemente, foi descrita a existéncia, em Portugal, de estirpes
hibridas entre duas espécies filogenética e epidemiologicamente distantes, L. major e L. infantum
(Ravel et al., 2006).
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5.4. Viruléncia.

O estabelecimento de infecgdes parasitarias € um processo complexo determinado pela
interac¢do de multiplos factores relacionados com o hospedeiro e o parasita. Um desses factores
estad relacionado com o grau de viruléncia do parasita. Define-se viruléncia como o grau de
patogenecidade de um microrganismo geneticamente dotado com essa capacidade, manifestada
através da invasao de tecidos do hospedeiro com o sistema imunitario intacto sob condi¢des
normais, multiplicagéo e producao de efeitos toxicos (Chang et al., 2003).

Assim, as manifestacOes clinicas da leishmaniose resultam, por um lado, dos determinantes
invasivos do parasita, nomeadamente das moléculas de superficie e intracelulares, que sdo um
pré-requisito para a viruléncia de Leishmania, e, dos determinantes imunitarios do hospedeiro
(Chang, 1993). A evolugéo da infeccdo depende da capacidade do hospedeiro a reagir a esses
determinantes (Sadlova, 1999).

A viruléncia é caracteristica de cada espécie de Leishmania (Semprevivo et al., 1981; Nollan &
Herman, 1985). De acordo com Chang (1993), os agentes causativos das formas clinicas
viscerais sdo geralmente considerados mais virulentos que os das formas cutaneas, provocando
uma doenca potencialmente fatal nos hospedeiros mais susceptiveis.

Por outro lado, infec¢des experimentais caninas, anteriormente realizadas, tém admitido que as
formas amastigotas sdo mais virulentas que as formas promastigotas de cultura (Abranches et
al., 1991; Campino et al., 2000). Segundo Semprevivo et al. (1981), apenas passagens por
hospedeiros vertebrados ou passagens alternativas através de culturas e hospedeiro podem
originar parasitas Leishmania que sofreram transformagdes morfologicas e fisioldgicas

semelhantes as que ocorrem no seu ciclo de vida natural.

Na inoculagdo experimental com as formas promastigotas de cultura in vitro é muito importante
atender as condigdes fisico-quimicas de crescimento dos parasitas e a fase da curva de
crescimento utilizada para inoculagéo (Giannini, 1974). Apenas as formas promastigotas do tipo
metaciclico, existentes em maior propor¢do na fase estacionaria de crescimento, sao infecciosas
para o hospedeiro vertebrado (Almeida et al., 1993; Bates & Tetley, 1993; Bates et al., 1997).

Das moléculas parasitarias identificadas como responsaveis pela viruléncia, a glicoproteina de

63 kDa (gp63) e o lipofosfoglicano (LPG), séo consideradas as mais importantes. Localizadas na
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membrana citoplasmatica estdo implicadas na activagdo da fracgdo C3 do complemento,
actuando na fase crucial da interacgao parasita-hospedeiro, estimulam a ligagdo ao macrofago e
a sua protecgdo dentro dos fagolisossomas, influenciando ainda a migragdo dos mondcitos
(Sadlova, 1999).

A gp63 é uma das proteinas mais abundantes da superficie da membrana celular de Leishmania,
quer na forma promastigota, quer na forma amastigota, embora nesta se apresente em menor
quantidade (Bahr et al., 1993). A expresséo da gp63 & mais intensa quando os promastigotas de
cultura entram na fase estacionaria de crescimento, sendo mais infecciosos, como foi verificado
com L. braziliensis (Kweider et al., 1987, Murray et al., 1990, Ramamoorthy et al., 1992). Nas
formas promastigotas atenuadas de L. major, L. mexicana e L. infantum MON-1 a expresséo da
gp63 é reduzida, o que ndo acontece nas formas promastigotas virulentas das mesmas espécies
(Chaudhuri et al., 1989; Santos-Gomes, 1995).

O LPG é um glicoconjugado componente da superficie do parasita, que esta presente com
abundéncia em todos os estadios dos promastigotas, especialmente na fase metaciclica.
Contudo, os promastigotas mantidos in vitro durante periodos de tempo relativamente longos,
apresentam diminui¢do da quantidade de LPG expressa a superficie celular (Sacks et al., 1990;
Killick-Kendrick & Rioux, 1991). O LPG favorece a ligagdo do parasita ao epitélio do intestino
médio do vector (Killick-Kendrick & Rioux, 1991; Pimenta et al., 1991, 1994) e a interacgédo
parasita-macrofago, contribuindo para a inibi¢do da actividade macrofagica (Handman & Goding,
1985; Chang & Chaudhuri, 1990). Este glicoconjugado parece também estar implicado na
inibicdo da resposta linfoproliferativa € na activagao das células T supressoras do hospedeiro
(Turco, 1988). As formas amastigotas geralmente ndo expressam LPG, com excepgdo da
espécie L. major. Contudo, LPG dos amastigotas L. major apresentam-se estrutural e

antigenicamente diferente do LPG dos promastigotas (Moody, 1993).

Outros autores também consideram importantes, em relagéo a viruléncia, algumas proteinas de
choque térmico como o Hsp 100 (Hubel et al., 1997, Reiling et al., 2006) e a Hsp 70 (Kantengwa
etal., 1995).

Genes especificos de espécies de Leishmania podem também desempenhar um importante
papel na viruléncia e patologia da infecgao por este parasita (Zhang et al., 2008). Ghedin et al.
(1997) identificaram genes associados a visceralizagdo da infecgao pelo parasita Leishmania. Os
genes identificados encontram-se presente no genoma de espécies de Leishmania que causam

a forma visceral, como L. infantum e L. donovani, mas, nao se encontra presente na maioria dos
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genomas de espécies responsaveis por leishmaniose cutanea, incluindo os genomas de L. major

e L. tropica.

Para além dos determinantes de viruléncia mencionados, outros factores, ndo relacionados
directamente com o parasita ou com o hospedeiro também intervém no estabelecimento da
infeccdo. E a caso da saliva do vector que parece desempenhar um papel relevante na
capacidade infecciosa do parasita. Segundo Titus & Ribeiro (1988), a saliva do vector contém
substancias farmacologicamente activas que aumentam a infecciosidade das formas
promastigotas de Leishmania. Estas substancias sdo dotadas de propriedades fisiopatologicas
que intervém localmente na coagulagdo do sangue e na imunidade. Em relagdo a coagulagéo,
ttm um efeito anti-agregacdo plaquetaria e promovem a vasodilatagdo. Adicionalmente,
interferem ao nivel da imunidade, inibindo a produgédo do interferdo-y (IFN-y), a proliferagéo

celular e a apresentagéo antigénica, facilitando a infecgdo do hospedeiro.
6. Modelo animal.

As principais fungbes da infeccdo experimental de leishmaniose em modelo animal sdo: (1.) a
manutencdo in vivo de estirpes virulentas do parasita, (2.) a possibilidade do estudo da
patogénese e da resposta imunologica, e (3.) a avaliagdo da eficacia de novos farmacos.
Espera-se, ainda, que os modelos simulem as caracteristicas patolégicas e imunoldgicas das

infeccdes naturais.

A evolugao da infecgdo experimental em diferentes animais de laboratorio esta dependente de
uma série de factores, nomeadamente, da espécie de Leishmania, da viruléncia do parasita, do
indculo (forma e numero de parasitas) e da via de inoculagéo. A condigdo de susceptibilidade ou
de resisténcia em cada animal é controlada por factores genéticos proprios do animal, mas

também esta associada a espécie de Leishmania (Hommel et al., 1995).

A maior diferenga entre as infecgdes naturais e experimentais esta relacionada com o indculo do
parasita. Em condigbes naturais, o fleb6tomo inocula entre dez e 100 promastigotas metaciclicos
na derme do hospedeiro, enquanto que nas infecgdes experimentais séo geralmente inoculados
milhdes de promastigotas de cultura ou amastigotas recuperados de animais infectados. Alguns
estudos tém sido realizados nos quais se procura uma aproximagdo a infecgdo natural,

procedendo-se a inoculagdo de menor nimero de promastigotas apds purificagdo das formas
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metaciclicas (Belkaid et al., 1998; Compton & Farrell, 2002), ou mesmo a inoculagdo de
parasitas juntamente com extractos salivares do vector (Titus & Ribeiro, 1988; Samuelson et al.,
1991; Theodos et al., 1991; Warburg et al., 1994; Lima & Titus, 1996). Também a via de
inoculagao utilizada tem influéncia na evolugéo da infec¢éo, sendo frequentemente utilizadas em
infeccbes experimentais as vias intradérmica, subcuténea, intracardiaca, intraperitonial e
endovenosa (Kirkpatrick et al., 1987; Nabors et al., 1995; Leclercq et al., 1996; Wilson &
Weinstock, 1996; Bories et al., 1998; Melby et al., 1998; Ahmed et al., 2003; Roléo, 2004; Roléo
et al., 2004).

Primatas, caes, murganhos e hamsters tém sido utilizados como modelos experimentais de

leishmaniose (Hommel et al., 1995).

O murganho (Mus musculus) € o modelo mais utilizado no estudo da leishmaniose. As principais
vantagens deste modelo sdo: (1.) permitir uma facil manipulagéo e acomodagéo dos animais; (2.)
permitir trabalhar com estirpes “inbred”, reduzindo as variagdes genéticas entre animais do
mesmo grupo experimental; (3.) possibilitar a manipulagdo genética, criando estirpes resistentes
ou susceptiveis a infeccdo, ou mesmo estirpes “knock-out” (KO) para determinados genes; (4.)

disponibilidade de um elevado numero de reagentes imunoldgicos comercializados.

A maioria dos estudos efectuados neste modelo representam infecgdes experimentais com L.
major, por este modelo apresentar fenotipos de infec¢do caracteristicos e reprodutiveis. A
infeccdo por L. major tem sido estudada por vérios autores e tem contribuido fortemente para o
conhecimento mais aprofundado da leishmaniose, nomeadamente dos mecanismos adoptados
pelo parasita para a invasao do hospedeiro e o tipo de resposta imunitaria desenvolvida por
hospedeiros susceptiveis e resistentes (Liew & O’Donnell, 1993; Reiner & Locksley, 1995;
Launois et al., 1998).

Apesar de L. major ser a espécie mais estudada em modelo murino, o estudo das restantes
espécies de Leishmania ndo tem sido neglegenciado. Estudos de infec¢do experimental de L.
braziliensis em BALB/c revelaram o desenvolvimento de pequenas lesbes que cicatrizaram sem
recurso a farmacos (DeKrey et al., 1998). Contrastando com a aparente baixa viruléncia de L.
braziliensis, estudos com parasitas pertencentes ao complexo de L. mexicana revelaram elevado
grau de viruléncia, semelhante ao observado nos estudos realizados com L. major. Por exemplo,

tanto os parasitas L. major como L. amazonensis produzem lesdes progressivas incuraveis em
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infeccdo em murganhos BALC/c (Almeida et al., 1996; Guevara-Mendoza et al., 1997). Contudo,
a infecgdo experimental de L. major em murganhos C57BL/10 produz lesdes que cicatrizam
naturalmente ao contrario da infec¢do com parasitas L. amazonensis na qual se observou

pequenas lesdes nao curaveis (Afonso & Scott, 1993).

Apesar de nunca terem sido encontrados naturalmente infectados, os hamsters dourados
(Mesocricetus auratus) constituem um modelo laboratorial muito utilizado em infecgdes
experimentais por espécies de Leishmania do subgénero Viannia, nomeadamente, L.
braziliensis, L. guyanensis e L. panamensis (Rey et al., 1990; Martinez et al., 1991). Varios
trabalhos mostraram que os hamsters apresentam elevada susceptibilidade a infecgdo por
especies viscerotropicas de Leishmania, seja por L. donovani (Duarte et al., 1988; Gifawesen &
Farrell, 1989; Ghose et al., 1999), seja por L. infantum (Santos-Gomes, 1995; Bories et al., 1998;
Requena et al., 2000; Ri¢a-Capela et al., 2003). Neste modelo, observa-se caracteristicamente
uma associagdo entre parasitismo elevado, titulos elevados de anticorpos e auséncia de
respostas linfoproliferativas (Evans et al., 1990; Requena et al., 2000; Melby et al., 2001; Rica-
Capela et al., 2003).

A utilizagdo de hamsters no estudo de leishmaniose é vantajosa por os animais serem de facil
criagdo e manutengao num biotério, constituindo, de acordo com alguns autores, o0 Unico modelo
animal de porte pequeno que desenvolve a doenca de um modo semelhante a observada em
humanos (Kaye, 2002; Requena et al., 2000). Pensa-se que a susceptibilidade a infecgao nestes
animais € devida a uma deficiéncia na fase efectora da resposta imune, nomeadamente uma
deficiente inducdo da 6xido sintase induzivel (iNOS). E possivel que o promotor do gene do
hamster que codifica a INOS tenha caracteristicas estruturais semelhantes ao da iNOS humana,

tornando-a menos susceptivel a activagéo pelo IFN-y (Melby et al., 2001).

Contudo o estabelecimento de um modelo experimental com hamsters € dificultado pelo baixo
numero de imunoreagentes disponiveis no mercado e pela imprevisibilidade da infecgdo. Em
estudos com hamsters infectados com numero variavel de promastigotas de L. infantum
(Requena et al., 2000) verificaram a existéncia de uma correlagédo entre a quantidade de
parasitas inoculados, os sinais clinicos e os parametros imunologicos. Contudo, alguns animais
desenvolveram infecgbes subclinicas, mantendo-se assimtomaticos, enquanto que outros,
inoculados com igual numero de parasitas, desenvolveram infecgdes sintomaticas, com sinais

imunoldgicos e clinicos evidentes.

21



Capitulo |

Os hamsters s&o, ainda, muito utilizados para a manutengéo in vivo de estirpes virulentas de

Leishmania.

7. Abordagens gendmicas.

Nos ultimos anos, diversas metodologias genéticas foram desenvolvidas permitindo, nos nossos
dias, a manipulagéo e anélise do genoma de tripanossomatideos, nomeadamente do genoma de
Leishmania (Clayton, 1999; Swindle & Tait, 1996). As novas metodologias incluem diferentes
vectores de expressdo, marcadores de selec¢do positiva e de seleccdo negativa, genes
reporteres, metodos para substituicdo do gene e complementagdo funcional, e transposdes
baseados em mutagénese (Cruz et al., 1991; LeBowitz et al., 1992, 1993; Ryan et al., 1993; Ha
et al., 1996; Gueiros-Filho & Beverley, 1997; Roy et al., 2000; Tosi & Beverly, 2000; Augusto et
al., 2004; Denise et al., 2004).

A existéncia de novos métodos e estratégias para a avaliagdo genética dos tripanossomatideos
e a sua importancia médica fizeram com que a OMS/Programa Especial para Pesquisa e Treino
em Doengas Tropicais propusessem um projecto de colaboracdo entre os diversos grupos de
pesquisa com o objectivo de sequenciar por completo 0 genoma de Leishmania. A estirpe de
Leishmania escolhida como referéncia para o projecto foi L. major Friedlin, cuja sequenciagao ja
se encontra completa (lvens et al., 2005). Tanto o genoma de L. infantum como o genoma de L.

braziliensis também ja se encontram sequenciados (Peacock et al., 2007).

Um estudo piloto no qual foi realizada a comparagéo entre os genomas de L. major e de L.
braziliensis, revelou a existéncia de diferengas entre eles (Laurentino et al., 2004), demonstrando
a enorme relevancia que a analise funcional e comparativa dos genomas das diferentes espécies
de Leishmania, responsaveis por diferentes patologias, pode ter na identificagdo das diferengas
genéticas (Zhang et al., 2008).

Devido ao elevado numero de genes cuja fungéo é ainda desconhecida tornou-se necessario o
desenvolvimento de métodos que permitem o conhecimento da fun¢do do gene. Redes de
investigadores estdo a ser estabelecidas para a analise pds-genémica dos genomas de
Leishmania, Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei. Estes estudos incluem o uso de

sequenciagdo em larga escala e construcdo de bases de dados, anédlise de “microarrays’,
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transcritomas, proteomas e a continuagdo do desenvolvimento de novas metodologias para a

genética reversa e inversa (Beverley, 2003).

O uso de bibliotecas gendmicas, utilizando vectores cosmidicos, tornou-se numa metodologia
bastante vantajosa na identificagdo de genes em Leishmania. Uma biblioteca gendmica a partir
de um clone de Leishmania com a caracteristica desejada € usada, ap6s amplificagéo, para
transfectar um clone que néo possui essa caracteristica. Posteriormente, a populagao parasitaria
recombinante é sujeita a um processo de selecgdo para a caracteristica desejada (Clos &
Choudhury, 2006).

A vantagem deste método esta relacionada com a facil recuperagéo e identificagcdo do gene ou
genes responsaveis pela caracteristica em estudo. Os epissomas cosmidicos ou plasmidicos
existentes numa populagdo recombinante de Leishmania podem ser isolados através de lise
alcalina, muito semelhante ao isolamento de plasmideos ou cosmideos em Escherichia coli. O
DNA isolado pode ser utilizado na transformacao de estirpes laboratoriais de E.coli.

A caracterizagédo dos cosmideos é feita por hidrélise com enzimas de restricao e electroforese de
campo invertido. De acordo com os padrdes de fragmentos obtidos, os clones cosmidicos sao
agrupados em protétipos, e a sua prevaléncia relativa é estudada. Representantes dos protétipos
sdo parcialmente sequenciados em ambos os sentidos do inserto de DNA gendmico. Por
alinhamento com as sequéncias de Leshmania constantes nas bases de dados, o loci do gene

incluido no cosmideo é sujeito a mapeamento génico.

As Dbibliotecas gendémicas que ultilizam como vectores os cosmideos sdo preferiveis
relativamente as ‘tradicionais” bibliotecas de cDNA usandos em outros modelos eucari6ticos
devido a vérias razdes: (1) o elevado contetido GC existente nos genes de Leishmania dificulta a
funcdo da transcriptase reversa tornando-se um obstaculo para a geragdo de moléculas de
cDNA; (2) os genes de Leishmania possuem falta de intrdes tornando-se suficientemente
compactos para serem clonados como DNA gendmico; (3) a presenga de longos insertos de
DNA gendmico num cosmideo permite o estudo da fungdo do gene no seu contexto genomico
natural, incluindo as sequéncias reguladoras flanqueantes; (4) nos cosmideos, 0 genoma
completo de Leishmania pode estar representado em 2000 clones sem qualquer influéncia da
abundancia de mRNA existente (Clos & Choudhury, 2006).
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8. Objectivo.

O objectivo principal do presente estudo foi a identificacdo de potenciais marcadores de

viruléncia da espécie L. (V.) braziliensis, utilizando como metodologia, a clonagem funcional.
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Material e Métodos

A clonagem funcional ou complementagéo genética é, actualmente, um método muito utilizado
na analise da viruléncia de microrganismos. Em Leishmania spp. a utilizagdo desta metodologia
permite a manutengé@o estavel de epissomas de bibliotecas genémicas em cosmideos. Este
método permite ndo sé a selecgdo de genes que medeiam caracteristicas especificas como

também a elucidagdo da fungdo dos varios genes.

A construgéo da biblioteca gendmica de L. braziliensis, a transfecgao e a selecgao in vitro foram
efectuados no “Bernhard-Notch-Institute for Tropical Medicine”, Hamburgo, Alemanha, no &mbito
de um estagio de aprendizagem desta tecnologia sob a orientagdo do Doutor Joachim Clos.

1. Cultura de parasitas.

Neste estudo foi utilizado um clone (clone 2) da estirpe Leishmania (Viannia) braziliensis LC2452
como estirpe dadora da biblioteca genomica e o clone 5 da estirpe L. (V.) peruviana LC2434
como receptor. Ambos os clones, sdo provenientes do criobanco da “London School of Hygiene
and Tropical Medicine”, tendo sido gentilmente cedidos pela Doutora Isabel Mauricio.

Os parasitas foram cultivados em meio liquido “Schneider’s Insect” (Sigma, St. Louis, USA)
(anexo 1), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FCS) (BioWhittaker, Walkersville, USA)
previamente inactivado a 56°C. As culturas foram incubadas em estufa refrigerada a 24°C £ 1°C
(W.C. Hearaeus GmbH, Hanau Alemanha), procedendo-se duas vezes por semana, a adi¢ao do
meio de cultura para obtengdo da concentragdo parasitaria desejada (107 promastigotas/ml).
Todo o processamento de culturas foi efectuado em cdmara de fluxo laminar (ADS Laminair,

Franca).

2. Construgao da biblioteca genémica de L. braziliensis

A construgdo de uma biblioteca genomica de DNA de Leishmania no vector cosmidico pcosTL
(Figura 9) foi anteriormente descrita por Hoyer et al. (2001). Resumindo, a biblioteca genémica
de L. braziliensis foi preparada por restricdo enzimatica do vector cosmidico pcosTL com a
endonuclease Smal (New England Biolabs, Ipswich, USA) para separagdo dos locais cos,
extremidades coesivas de A, existentes no vector cosmidico e com a endonuclease BamHI (New
England Biolabs), cuja sequéncia de reconhecimento é 5’ ... GYGATCC ... 3', para posterior
ligacdo com os produtos da hidrolise do DNA gendmico da estirpe de L. braziliensis LC2452

clone 2 resultantes da restrigdo parcial com a enzima Sau3Al (New England Biolabs), com
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sequéncia de reconhecimento 5’ ... Y*GATC ... 3'. Apds, a insercdo dos segmentos de genoma de
L. braziliensis no vector cosmidico pcosTL, usando o kit “Gigapack Gold II” (Stratagene, La Jolla,
USA), a complexidade da biblioteca foi testada e a biblioteca foi amplificada e conservada a -
80°C.

EcoRI

BamHI
Spel
Xbal
Eaqgl
Hotl
Sacll
BatXl
Sacl

EpnI

Figura 9 — Mapa circular do vector cosmidico pcosTL (8,5 kb). O vector
foi construido a partir dos plasmideos pBcos2 e Ptgap. As sequéncias
flaqueantes gGADPH de Trypanosoma cruzi, localizadas em ambos os
lados do gene neor asseguram a expressdo de RNA funcional que
permite ao vector conferir resisténcia as células transfectadas ao
antibidtico G418 (adaptado de Kelly et al., 1994).

3. Transfecgao e selecgao in vitro.

A transfec¢do dos parasitas de Leishmania, isto €, a insercdo de DNA gendmico de L.
braziliensis em parasitas de L. peruviana, foi efectuada como anteriormente descrita por
Krobitsch et al. (1998). Resumidamente, os promastigotas foram colectados no final da fase
logaritmica de crescimento, lavados duas vezes em solugéo de tampao fosfato (PBS) (Sigma) a
4°C, uma vez em tampao de electroporagao a 4°C e suspendidos em tampéao de electroporagéo
de modo a obter uma concentragdo final de 1x107 promastigotas/ml. Numa cuvete de
electroporacdo previamente arrefecida, o DNA circular (biblioteca de L. braziliensis) foi
adicionado a 400 pl de cultura de L. peruviana LC2434 clone 5. A mistura foi imediatamente
sujeita a electroporagdo utilizando um aparelho “Bio-Rad Gene Pulser” (Bio-Rad, Hercules,
USA). A transfecg@o do DNA foi efectuada com trés pulsos a 3,750 V/icm e 25 uF numa cuvete
de electroporagdo de 4 mm. A transfec¢do de Leishmania controlo negativo foi efectuada de

forma idéntica, mas sem a adi¢do da biblioteca de L. braziliensis, de modo a obter estirpes para
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selecgdo do antibidtico. Apos a electroporagao, os parasitas foram mantidos em gelo durante 10
minutos antes de serem transferidos para 10 ml de meio de cultura “Schneider’s insect”
suplementado com 10% de FCS. O antibiético de seleccéo geneticina G418 (GIBCO, Invitrogen
Corporation, Reino Unido) foi adicionado 24 horas ap6s a electroporagéo, para selec¢do dos
parasitas de L. peruviana recombinantes.

O numero de células transfectadas obtido foi determinado por electroporagéo através da técnica
de diluicdo limite. Resumidamente, 24 horas apds a realizacdo da electroporagéo, as células
resultantes de uma electroporacgdo, foram centrifugadas (centrifuga 5810R, Eppendorf AG,
Hamburg, Alemanha) e ressuspendidas em 2 ml de meio “Schneider’s Insect” suplementado com
10% FCS ao qual previamente foi adicionado G418. Numa microplaca de 96 pocos de fundo em
U (Nunc, Roskilde, Alemanha) distribuiram-se 100 pl de meio “Schneider’s Insect’, 10% FCS e
G418, por pogo. Em seguida foram distribuidos 100 ul da suspenséo celular por cada pogo da
primeira coluna da microplaca contendo o meio. Das suspensdes celulares da primeira coluna da
microplaca foram retirados 100 pl e colocados nos pogos da coluna seguinte, repetindo este
procedimento até a ultima coluna, desprezando o Ultimo volume. Apds a morte das células
existentes na cultura de Leishmania controlo negativo, procedeu-se a determinagdo do nimero

total de células transfectadas por electroporagao.

4, Selecgao de genes de viruléncia.

4.1. Infecgéo experimental in vivo.

Neste estudo utilizou-se como modelo animal o hamster dourado (Mesocricetus auratus). Foram
utilizados sete hamsters machos com 14 semanas de vida. Os animais foram individualmente
alojados em caixas Mac tipo Il (490 cm2 x 18 cm) com cama de farelo de milho em atmosfera
ventilada com condigdes de humidade e temperatura controladas, 60 £ 15 % e de 22 + 1°C,
respectivamente e ciclo luz/escuro 12:12 (Figura 10). Diariamente foram fornecidas comida e
agua ad libitum. A experiéncia teve a duragao de 24 semanas.

Todos os animais utilizados foram criados e mantidos no Biotério do Instituto de Higiene e
Medicina Tropical (IHMT) / Universidade Nova de Lisboa (UNL) de acordo com as Boas Praticas
de Bem-estar Animal aprovado pela Comissdo de Etica do IHMT/UNL e seguiram as
recomendagdes da Legislagdo Portuguesa de Protec¢do dos Animais Utilizados para Fins
Experimentais (portaria 1005/92 de 23 de Outubro).
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Figura 10 — Condicbes de alojamento dos
animais em estudo no Biotério do
[HMT/UNL.

Os parasitas recombinantes resultantes da transfeccao foram cultivados em meio “Schneider’s
insect” suplementado com 10% de FCS ao qual foi adicionado geneticina G418 para uma
concentragao final de 50 ug/ml. O pH do meio foi ajustado a 5,5 utilizando &cido cloridrico (HCI)
1M (Sigma) de modo a obter promastigotas metaciclicos, a forma infecciosa do parasita. As
formas metaciclicas s@o caracterizadas por possuirem corpo pequeno e estreito e, um flagelo
duas a trés vezes superior ao tamanho de corpo (Almeida et al., 1993; Bates & Tetley, 1993;
Zakai et al., 1998). A concentragdo de parasitas foi determinada por contagem, em duplicado,
dos promastigotas metaciclicos em hemacitdmetro de Neubauer (Sigma) ao microscopio 6ptico
(Olympus CH2, USA).

Foi efectuada a inoculagdo de 2 x 107 promastigotas metaciclicos dos parasitas recombinantes,
via intradérmica, no nariz dos animais num volume total de inéculo de 50ul (Quadro 2). A
inoculacdo foi efectuada apds tranquilizagdo dos hamsters com xilasina (Rompun®, Bayer,
Canada) e anestesia geral com quetamina (Imalgene®, Rhéne Merieux, Toulouse, Franga) por

via intraperitonial.

Quadro 2 - Condigc")es experimentais da infecgéo de hamsters dourados.

P N . Numero de Animais . Local de

opulagao Recombinante Inéculo N
Infectados Inoculagao

L. braziliensis LC2452cl4 TF[13] (2) 2

pcosTL

L. peruviana LC2434cl5 TF[14] (2) ) 2x107prom/ Nariz

pcosTL 50 ul

L. peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7) 3

pcos[PER104]
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Semanalmente, procedeu-se a observagao clinica de todos os animais, registando-se eventuais
sinais de doenga, nomeadamente, edema, Ulcera e outras lesdes no local de inoculagdo. O
didmetro das lesbes foi medido com um cutimetro (Cienceware, USA), de preciséo 0,01 mm.

Mensalmente procedeu-se a pesagem de todos 0s animais em estudo.

4.2. Recolha de material biologico.

As trés e 24 semanas apos a inoculagéo (p.i.), efectuou-se a necrdpsia de trés animais e as 12
semanas p.i. a necropsia de um animal, dos quais foram recolhidas amostras de diferentes
tecidos para deteccdo do parasita. Os hamsters foram eutanasiados via intraperitonial com
pentobarbital de sodio (Eutasil®, Bayer).

A observacgao clinica dos animais bem como as necropsias foram realizadas com a colaboragéo

de uma médica veterinaria da UE| de Leishmanioses, IHMT/UNL, a Dra. Carla Maia.

4.3. Diagnostico laboratorial.

O diagndstico laboratorial da infecgo realizou-se através de exame parasitolégico cultural
efectuado a partir do material bioldgico recolhido. Apesar de este ser um método moroso, é um

método util no isolamento de parasitas.

Pequenos fragmentos de tecido, aproximadamente de 25 a 50 mg, recolhidos durante a
necropsia (bago, figado, ganglios regionais, tecido cutaneo do local de inoculagdo (nariz)) foram
lavados em soro fisiologico a 0,9 % (v/v) (Merck, Darmstad, Alemanha) contendo penicilina G
sodica (600 U/ml) (Labesfal, Campo de Besteiros, Portugal) e macerados por fricgdo em rede
metalica para separagao das células. Adicionou-se aproximadamente 1 ml de meio “Schneider’s
Insect” suplementado com FCS e ao qual foi previamente adicionado antibiético geneticina G418
na concentracdo de 50 ug/ml e inoculou-se em meio de cultura bifasico Nicolle, Novy e MacNeal
(NNN) (anexo 1), utilizado para o isolamento de parasitas Leishmania.

A medula ¢ssea foi retirada do interior do fémur com uma agulha de 25 G montada em seringa
com meio “Schneider’s Insect” suplementado com 10% de FCS e com o antibidtico G418. A
suspensao celular foi homogeneizada e inoculada em meio NNN.
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As culturas foram incubadas em estufa refrigerada a 24°C + 1°C. Semanalmente, foram
observadas ao microscopico optico e transferidas para novo meio de cultura. As culturas

negativas foram mantidas durante quatro semanas antes de serem abandonadas.

Os parasitas recombinantes de Leishmania foram isolados do meio de cultura NNN e
transferidos para meio “Schneider’s Insect” suplementado com FCS e G418. As culturas em
meio liquido foram observadas duas vezes por semana e foi acrescentado meio de cultura de
modo a obter-se a concentragdo parasitaria desejada para as diferentes populagdes de

Leishmania.

5. Extraccao do DNA cosmidico da cultura de L. peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7)
pcos[PER104] isolada ap6s passagem em modelo animal.

O DNA cosmidico foi isolado dos parasitas de L. peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7)
pcos[PER104] isolados ap6s passagem em modelo animal. Procedeu-se a lise alcalina, de
acordo com o protocolo de maxi-preparagdes de DNA plasmidico (Sambrook et al., 1989). A
exposi¢do da suspensao celular a um detergente fortemente anidnico a elevado pH rompe a
parede celular, desnatura 0 DNA cromossémico e as proteinas libertando o DNA cosmidico para
0 sobrenadante. Ap6s a extrac¢do por fenol (Merck) / cloroférmio (Merck) / alcool isoamilico
(Merck) (25:24:1), o DNA cosmidico foi precipitado com isopropanol (Sigma), lavado uma vez em
etanol 70% (Sigma) e dissolvido em tampé&o TE (Tris-. HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM).

6. Transformagao de células ultra-competentes com o DNA cosmidico.

Aproximadamente 100 ng de DNA cosmidico, cuja concentragéo foi previamente determinada
(BioMate 3 UV-Vis Spectrophotometer, Thermo Scientific, Waltham, USA), foi misturado com
células ultra-competentes de Escherichia coli, DH5a (Library Efficiency DH5a. Competent Cells,
Invitrogen, Reino Unido). A transformacgdo foi efectuada de acordo com as instrugdes do
fabricante. Resumidamente, pipetou-se 100 pl de uma linha celular de células ultra-competentes
de E. coli para tubos de polipropileno de 2 ml a 4°C, adicionando-se 10 ul de DNA cosmidico.
Em seguida, provocou-se um choque térmico colocando a células ultra-competentes e 0 DNA
cosmidico a 42°C, sem agitagdo, durante 45 segundos e imediatamente no gelo durante 2
minutos. Adicionou-se 900 pl de meio SOC (0,5% extracto de levedura, 2% triptona, 10 mM
cloreto de sodio (NaCl), 2,5 mM cloreto de potassio (KCI), 10mM cloreto de magnésio (MgCly),
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10 mM sulfato de magnésio (MgCls) e 20 mM glucose, Invitrogen) e incubou-se 1 hora a 37°C,
em agitacdo, 20 g. De seguida centrifugou-se 3 minutos, a 18506 g a temperatura ambiente,
removendo-se o excesso de sobrenadante, deixando 100 ul em que se ressuspendeu o
sedimento. Por fim, inoculou-se os 100 ul da cultura transformada em meio de Agar Luria Broth
(LB) (anexo 1) em placas de petri, sob a seleccdo de ampicilina (Sigma). Deixou-se secar e

incubou-se a 37°C durante 10-12 horas.

Conservaram-se as culturas a 4°C. Por fim, repicou-se uma colénia e inoculou-se em meio

liquido LB (anexo 1) com ampicilina e colocou-se em agitacéo, 13 g, durante 10-12 horas.

O DNA cosmidico recombinante foi isolado de um minino de 50 col6nias de E. coli e sujeito a
restricdo enzimatica com as endonucleases EcoRV, com sequéncia de reconhecimento 5 ...
GATYATC ... 3, e Xbal, com sequéncia de reconhecimento 5 ... TYCTAGA ... 3’ (New England
Biolabs). Na solugéo da reacgado utilizou-se uma concentragdo de 6 U de cada enzima e agua

ultra pura para perfazer um volume total de 15ul (Quadro 3).

Quadro 3 - Reagentes utilizados na
restricdo do cosmideo recombinante e
respectivos volumes.

Reacgéo de Restrigdo  Volume (pl)

Agua ultra pura 9,75
Tampéo da Enzima 1,50
BSA 0,15
EcoRV 0,30
Xbal 0,30

BSA, soro albumina de bovino; EcoRV e
Xbal, enzimas de restricao.

Apos a preparagéo da mistura reaccional, as amostras foram incubadas a 37°C durante 3 horas.

7. Electroforese de campo invertido.

Os produtos de restrigdo obtidos foram analisados por electroforese de campo invertido. Esta

técnica permite a analise de fragmentos cujo tamanho seja superior a 8 kb.
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Preparou-se o gel por dissolugao de 3g de agarose de baixo ponto de fuséo (Sigma) em 300 ml
de tampéo Tris/Borato/EDTA 1X (TBE, Bio-rad). Apds polimerizagéo, o gel foi colocado em tina
de electroforese de campo invertido com tampéo TBE 1X. Aplicou-se no gel todo o produto
resultante da restricdo ao qual se adicionou previamente 15 pl de tamp&o de aplicagdo 6X DNA
(10mM Tris-HCI (pH 7,6), 0,03% azul de bromofenol, 0,03% xylene cyanol, 60% glicerol, 60 mM
EDTA) (Fermentas, St. Leon-Rot, Alemanha). Paralelamente, foram utilizados marcadores

moleculares lambda DNA/Hindlll e 1 kb (Fermentas).

Aplicou-se uma corrente de acordo com o programa multi-fase descrito no quadro 4 durante 16
horas. Seguidamente, o gel foi transferido para uma tina com TBE 1X sob agita¢édo, a qual foi
adicionada 30 pl de Brometo de Etideo (Sigma) durante aproximadamente uma hora, seguida de
duas lavagens com agua ultra pura. A visualizagao dos produtos de restricdo no gel efectuou-se

sob iluminag&o ultravioleta, sendo em seguida fotografados (UVIDOC, Alfagene, Portugal).

Quadro 4 - Electroforese de Campo Invertido:

Programa multi-fase Kat-M

Kat-1 Kat-2
200V Voltagem 200V
10’ Corrida no Tempo

8horas Tempo de Corrida 8 horas
1-20° PulsosnoTempo 08-15°
Reverse Modo Reverse
3:1 “Fir Ratio” 3:1

8. Sequenciagao

Os cosmideos considerados dominantes foram purificados com o kit “Plasmid DNA Purification”
(Macherey-Nagel, Duren, Alemanha) de acordo com as instrugdes do fabricante e sequenciados
em ambos o0s sentidos pelos servicos AGOWA genomics (AGOWA GmbH, Berlim, Alemanha),
utilizando a montante da regido pretendida a sequéncia iniciadora universal M13rev e a jusante
da regido pretendida a sequéncia iniciadora CH-2 (5'... CCG TGT GAT ATC AGA TGC CC...3). O
sequenciador utilizado foi “ABI 3730xI” (Applied Biosystems, USA).

34



Material e Métodos

A analise das sequéncias, o desenho dos insertos de DNA e a identificagdo das “open reading
frames” (ORFs) foi realizado com o software de anailse MAC Vector e por pesquisa da base de
dados do genoma de L. braziliensis (http://www.genedb.org/genedb/Ibraziliensis/). Analises de

homologia foram feitas utilizando o software BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/).
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1. Selecgao in vitro de parasitas recombinantes.

Depois dos promastigotas de cultura de L. peruviana terem sido transfectados com uma
biblioteca genémica de DNA de L. braziliensis, através da técnica de electroporagdo, os
parasitas recombinantes foram seleccionados sob a acgado do antibiético geneticina G418. O

nimero de células transfectadas foi de 3840.

2. Selecgao de viruléncia in vivo.

A populagéo recombinante designada por L. peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7) pcos[PER104], foi
cultivada no meio “Schneider's insect” com o antibidtico de seleccdo, até obtencdo da
concentragdo 2 x 107 promastigotas metaciclicos/50 pl e inoculada no nariz de hamsters
dourados. As populagdes recombinantes de controlo contendo o vector cosmidico parental, L.
braziliensis LC2452cl4 TF[13] (2) pcosTL e L. peruviana LC2434cl5 TF[14] (2) pcosTL, foram
sujeitas as mesmas condigdes de selecgdo e cultivo dos parasitas da populagéo recombinante L.
peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7) pcos[PER104] e inoculadas em hamsters.

2.1. Observagbdes Clinicas

Os primeiros sinais de infecgdo, nomeadamente inflamagédo e lesdes ulcerativas, no local de
inoculagao, foram observados trés semanas ap6s a inoculagéo (p.i.). As lesdes ulcerativas foram
observadas num animal inoculado com L. braziliensis LC2452cl4 TF[13] (2) pcosTL, num animal
inoculado com L. peruviana LC2434cl5 TF[14] (2) pcosTL e em dois animais inoculados com L.
peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7) pcos[PER104] (Figura 11).
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Figura 11 - 1. Aspecto do nariz de um hamster no qual ndo foi realizada qualquer
inoculagdo; 2. Hamsters trés semanas p.i.: a. Les&o ulcerativa no nariz de um hamster
infectado com L. braziliensis LC2452cl4 TF[13] (2) pcosTL, b. Les&o ulcerativa no nariz de
um hamster infectado com L.peruviana LC2434cl5 TF[14] (2) pcosTL, c. Les&o ulcerativa no
nariz de um hamster infectado com L. peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7) pcos[PER104].

Nos restantes animais inoculados com L. braziliensis LC2452cl4 TF[13] (2) pcosTL e L.
peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7) pcos[PER104] foram observadas lesdes ulcerativas as 4
semanas p.i.. A evolugéo da infecgdo foi acompanhada semanalmente procedendo-se a medigao

do didmetro das lesdes Ulcerativas com um cutimetro (Figura 12).

Diametro da lesdo ulcerativa (mm)
N
(3,
|

Semanas apds a inoculagao

Figura 12 - a. Medic&o da lesdo ulcerativa de um hamster com um cutimetro; b. evolugdo do
didmetro das lesdes ulcerativas nos animais infectados com L. peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7)
pcos[PER104]
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A sétima semana observou-se uma regressdo completa das lesdes ulcerativas em todos os
animais, com persisténcia de edema no local de inoculagdo até & 122 semana. A 192 semana
observou-se novamente o aparecimento de sinais inflamatérios no local de inoculagéo, em todos
0s animais em estudo. A 212 semana observou-se também alépecia no hamster inoculado com
L. peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7) pcos[PER104].

Os sinais inflamatérios e a alopécia persistiram até ao final da infecgdo, as 24 semanas p.i.
(Figura 13).

Figura 13 - Hamsters 24 semanas p.i.: a. Hamster infectado com L. braziliensis LC2452cl4
TF[13] (2) pcosTL, b. Hamster infectado com L.peruviana LC2434cl5 TF[14] (2) pcosTL, c.
Hamster infectado com L. peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7) pcos[PER104].

3.2.2. Exame parasitologico cultural

As trés, 12 e 24 semanas p.i. foram realizadas necropsias dos animais dos quais foram
recolhidos diferentes tecidos, nomeadamente tecido cutdneo do local de inoculagdo (nariz),
tecidos viscerais (bago e figado), ganglios e medula éssea (fémur), para detecgao do parasita.
Esta foi realizada através de exame parasitoldgico cultural em meio NNN.

No exame parasitolégico cultural ndo foram observados parasitas Leishmania nas culturas NNN
inoculadas com os tecidos viscerais (bago e figado) e medula éssea recolhidos nas necropsias

realizadas (Quadro 5).

Foram observados parasitas Leishmania, nas quatro culturas isoladas a partir dos ganglios e do
tecido cuténeo do local de inoculagdo dos hamsters inoculados com L. peruviana LC2434cl5
TF[18] (2-7) pcos[PER104], permitindo o isolamento do DNA cosmidico.
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Qusdro 5 - Resultados das cullurss dos hamsters em eshudonedr 312 24 semanas pd..

Tecido cutineo do

Medula dssea
local de inoculagio

12 24 3 12 M4 12 24 3 I 12

L. brazthensis LC2452cld TF[13] (2) poosTL
L pensviana LC2434c15 TF[14) (2) poosTL
L. pervigna LC2434c5 TF[18] 2-T)pooslPER1O4) N N N N N N P cont. P P

P, culluras NNN nas quats fol observaila a presenta de L mana N, culiras NN nas quais nao fol obsenvads 3 presenta de L e e, -, nan
execitado; cont, culiura contaminads com leveduras.
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3. Isolamento de DNA cosmidico.

Os cosmideos isolados foram purificados e utilizados na transformacdo de células ultra-
competentes de E. coli, DH5a.. O DNA cosmidico foi isolado a partir de cada um dos clones de
E. coli num total de 50 a 66, sujeito a restricdo com as endonucleases EcoRV e Xbal e
submetido a electroforese de campo invertido. Todos os padrdes de restricdo obtidos para os
diferentes clones encontram-se em anexo (anexo 2).

Por comparagédo dos padrdes dos fragmentos de restricdo dos cosmideos isolados a partir das
quatro populagdes recombinantes, L. peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7) pcos[PER104] isoladas
dos ganglios e do tecido cutaneo do local de inoculagéo as trés e 24 semanas p.i., observou-se
que, a populagéo recombinante de L. peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7) pcos[PER104] isolada
dos ganglios as trés semanas p.i., dos ganglios as 24 semanas p.i. e do tecido cutaneo do local
de inoculagdo as 24 semanas p.i., apresentam diferentes cosmideos dominantes. Foram
considerados cosmideos dominantes aqueles que se encontram em maior percentagem numa

mesma populagdo recombinante, apos isolamento em cultura a partir do hamster.

Na populagédo recombinante de L. peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7) pcos[PER104] isolada em
cultura dos ganglios as trés semanas p.i., observou-se que 64 % dos cosmideos clonados
pertencem aos prototipos designados por pcosLN3-3 (54%), pcosLN3-18 (6%) e pcosLN3-17
(4%). Os restantes 36% correspondem a cosmideos cujo padréo de restricéo é diferente para

cada um. Estes cosmideos sdo designados por cosmideos residuais (Figura 14).
M1 2 3 M

a. [I'I:IJ]

—

FE N O TR 1

Pt

—
-

0,75

Figura 14 - Identificagdo dos cosmideos dominantes isolados da populagdo recombinante L. peruviana
LC2434cl5 TF[18] (2-7) pcos[PER104] isolada dos ganglios do animal necropsiado as trés semanas p.i..
a. Comparacdo dos padrdes dos fragmentos de restricdo EcoRV/Xbal dos cosmideos dominantes,
usando electroforese de campo invertido. M, marcador molecular de 1 kb, 1, pcosLN3-3, 2, pcosLN-17, 3,
pcosLN3-18; b. Percentagem de cosmideos, c.r., cosmideos residuais.
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Na populagéo recombinante de L. peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7) pcos[PER104] isolada em
cultura do tecido cuténeo do local de inoculagéo as 24 semanas p.i., 92,4% dos cosmideos
clonados pertencem aos protétipos pcoslS24-8 (65,2%), pcosIS24-2 (24,2%) e pcoslS24-68

(3%). Os restantes 7,6% correspondem a cosmideos residuais (Figura 15).

Figura 15 - lIdentificacdo dos cosmideos dominantes isolados das populagdes recombinantes L.
peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7) pcos[PER104] isolada do tecido cutneo do local de inoculagdo as 24
semanas p.i.. a. Comparagéo dos padrdes dos fragmentos de restrigdo EcoRV/Xbal dos cosmideos
dominantes, usando electroforese de campo invertido. M, marcador molecular de 1 kb, 1, pcosIS24-2, 2,
pcoslS24-8, 3, pcoslS24-68; b. Percentagem de cosmideos e, protdtipo pcoslS24-8, e, protdtipo
pcoslS24-2, e protdtipo pcosIS24-68, c.r., cosmideos residuais.

Na populagédo recombinante de L. peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7) pcos[PER104] isolada em
cultura isolada dos ganglios as 24 semanas p.i., 94% dos cosmideos clonados pertencem aos
prototipos pcosLN24-1 (86%), pcosLN24-13 (4%) e pcosLN24-17 (4%). Os restantes 6%
correspondem a cosmideos residuais (Figura 16).
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Figura 16 - lIdentificacdo dos cosmideos dominantes isolados das populagdes recombinantes L.
peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7) pcos[PER104] isoladas dos gandlios as 24 semanas p.i.. a.
Comparagéo dos padrdes dos fragmentos de restrigdo EcoRV/Xbal dos cosmideos dominantes, usando
electroforese de campo invertido. M, marcador molecular de 1 kb, 1, pcosLN24-1, 2, pcosLN24-13, 3,
pcosLN24-17; b. Percentagem de cosmideos e, protétipo pcosLN24-1, e, protdtipo pcosLN24-13, e
prototipo pcosLN24-17, c.r., cosmideos residuais.

Nas populagdes recombinantes de L. peruviana LC2434cl5 TF[18] (2-7) pcos[PER104] isoladas
dos génglios e do tecido cutédneo do local de inoculagédo as 24 semanas p.i., observou-se, por
electroforese de campo invertido, que os protétipos pcosIS24-8 e pcosLN24-1, correspondentes
aos cosmideos dominantes, tm o mesmo padrao de restrigdo (Figura 17), encontrando-se em

maior percentagem na populagéo isolada dos ganglios (86%).

Figura 17 - Identificagdo dos cosmideos
dominantes  isolados  das  populagdes
recombinantes de L. peruviana LC2434cl5
TF[18] (2-7) pcos[PER104] isoladas as 24
semanas p.i que partilham fragmentos de
restricdo; comparacdo dos padrées dos
fragmentos de restricdo EcoRV/Xbal, usando
electroforese de campo invertido. M, marcador
molecular de 1 kb, 1, pcosLN24-1, 2, pcosl|S24-
8, 3, pcoslS24-20,1, fragmento comum, -,
vector cosmidico pcosTL.
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Observou-se também que o protdtipo pcosLN3-4, inserido no grupo dos cosmideos residuais, € 0
pcosLN3-3 do grupo dos cosmideos dominantes possuem um fragmento aparentemente comum
(Figura 18.a.). O mesmo se verifica com o protdtipo pcosLN24-1, cosmideo dominante, e

pcosLN24-47, cosmideo residual (Figura 18.b.).
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Figura 18 - Identificacdo dos cosmideos isolados das
populagdes recombinantes L. peruviana LC2434cl5
TF[18] (2-7) pcos[PER104] isoladas dos ganglios
regionais as a. trés e b. 24 semanas p.i. que partilham
fragmentos de restrigdo; comparagdo dos padrées dos
fragmentos  de restrigdo  EcoRV/Xbal, usando
electroforese de campo invertido. a. M, marcador
molecular de 1 kb, 3, pcosLN3-3, 4, pcosLN3-4, [,
fragmento comum, =, vector cosmidico pcosTL. b. M,
marcador molecular de 1 kb, 1, pcosLN24-1, 47,
pcosLN24-47, [, fragmento comum, —*, vector cosmidico
pcosTL.

4. Analise dos insertos cosmidicos

Os cosmideos pcosLN3-3, pcosLN3-4, pcosLN24-1, e pcosLN24-47 foram parcialmente
sequenciados, usando sequéncias iniciadoras que flanqueiam o local de insercdo do DNA
gendmico. Apds o alinhamento das sequéncias obtidas com o genoma de L. braziliensis
observou-se que o cosmideo dominante pcosLN3-3 foi identificado como pertencente a regido do
cromossoma 26 enquanto que o cosmideo residual pcosLN3-4 foi identificado com uma regido

do cromossoma 27 do genoma de L. braziliensis. O mesmo acontece com 0s cosmideos
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pcosLN24-1 e pcosLN24-47, que se observou pertencerem a regides cromossomicas diferentes:
cromossoma seis e cromossoma 20, respectivamente.

A “

O cosmideo pcosLN3-3 possui trés “open reading frames” (ORFs) (Figura 19), duas das quais

codificam proteinas de elevado peso molecular, LbrM26_V2.2300 com 420,14 kDa e

LbrM26_V2.2310 com 563,2 kDa. A nenhuma das proteinas é identificada qualquer fungéo.
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Figura 19 - Inserto de DNA gendmico de L. braziliensis identificado apds sequenciagdo do cosmideo
dominante pcosLN3-3.[ ], representam as ORFs.

O cosmideo pcosLN24-1 é identificado numa regido do cromossoma seis do genoma de L.
braziliensis. Nesta regido existem nove ORFs (Figura 20), porém apenas uma possui
identificacdo na base de dados de L. braziliensis , a LbrM06_V2.0470. Esta ORF codifica uma
ATP-NAD-cinase cujo peso molecular é 134,4 kDa.
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Figura 20 - Inserto de DNA gendmico de L. braziliensis identificado apos sequenciagdo do cosmideo
dominante pcosLN24-1.[ ], representam as ORFs, n, orf cuja proteina apresenta fungéo de acordo com
a base de dados de L.braziliensis.
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Discussao

Nos Ultimos anos tém sido desenvolvidas diversas abordagens na area da genética permitindo a
manipulagdo do genoma de parasitas, como por exemplo, Leishmania. As novas ferramentas
permitem a identificagdo do gene ou da variagdo genética responsavel pela caracteristica em

estudo e da sua fungéo (Berverley, 2001).

O estudo das propriedades fenotipicas do complexo Leishmania braziliensis, € mais
concretamente de L. braziliensis e de L. peruviana, pode dar-nos uma visdo da base genética
das caracteristicas bioldgicas do parasita, nomeadamente, da sua viruléncia, patogenicidade e
dinédmica de transmissé@o (Torrico et al., 1999). Os marcadores de viruléncia podem ser
considerados determinantes genéticos para a patogenecidade do parasita, contribuindo para o
conhecimento de mecanismos através dos quais estes parasitas poderao ter sucesso dentro do
hospedeiro vertebrado. Um dos métodos de identificagdo destes marcadores & a clonagem
funcional, também designada por complementacdo genética. Com esta abordagem poderéo
utilizar-se bibliotecas de DNA gendmico utilizando vectores cosmidicos, sendo esta uma
ferramenta comprovadamente eficaz em Leishmania na analise de genes de resisténcia a
farmacos (Hoyer et al., 2001; Hoyer et al., 2004; Choudhury et al., 2008)

Neste estudo construiu-se uma populagao hibrida artificial, transfectando-se parasitas de L.
peruviana com uma biblioteca de DNA de L. braziliensis. Os parasitas recombinantes de L.
peruviana, expressando genes de L. braziliensis, foram inoculados em hamsters dourados,
sendo observado o seu comportamento in vivo durante cerca de 24 semanas. As observagdes
da infec¢do experimental sugerem que a expressdo de genes de L. braziliensis aumenta a
infecciosidade do parasita L. peruviana em hamsters dourados. Nos animais infectados com L.
peruviana transfectada, os sinais clinicos, nomeadamente, inflamacao e lesdes ulcerativas no
local de inoculagéo, foram semelhantes ou ligeiramente superiores aos da infec¢do nos animais
infectados com L. braziliensis mas no grupo dos animais inoculados com L. peruviana apenas
um desenvolveu uma Ulcera, de tamanho inferior as dos restantes animais. O estabelecimento
da infecgéo foi comprovado pela disseminagéo dos parasitas para os ganglios, proximos ao local
de inoculagao, no animal inoculado com L. peruviana transfectada. Estas observagdes estao de
acordo com outros estudos experimentais realizados com estas duas espécies, em que L.
braziliensis demonstrou ser mais infecciosa que L. peruviana, observando-se infecgbes mais
agressivas com rapido aparecimento de lesdes ulcerativas (Cortes et al., 2007; Gamboa et al.,
2007a), tal como se verifica na infecgdo humana em que as espécies L. braziliensis e L.

peruviana, sdo caracterizadas por causar leishmaniose cutdnea, podendo em alguns casos,
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quando causada por L. braziliensis, evoluir para leishmaniose mucocutanea. Estudos in vivo
realizados na UEI de Leishmanioses/IHMT sugerem que hibridos L. braziliensis | L. peruviana
possuem um comportamento intermédio relativamente as espécies parentais, L. peruviana e L.
braziliensis (Cortes et al., 2007). Contudo, em infecgdes experimentais in vivo, com longos
periodos de observagdo, observou-se que a partir das 37 semanas, clones de hibridos L.
braziliensis | L. peruviana causaram recaidas mostrando serem mais infecciosos que as estirpes
parentais (resultados para publicag&o). Nos animais infectados verificou-se viceralizagdo dos
parasitas L. braziliensis e hibridos L. braziliensis/L. peruviana, uma vez que, para além de existir
disseminagao dos parasitas para os ganglios regionais, detectou-se a presenga do parasita nos
drgéos internos, mais concretamente, no bago e no figado (resultados para publicagdo). A
deteccdo dos parasitas Leishmania nestes 6rgaos foi efectuada pela técnica de reacgdo em
cadeia da polimerase (PCR), que demonstrou ser uma técnica mais sensivel relativamente ao
exame parasitologico cultural que foi negativo enquanto que a PCR foi positiva. Contudo, no
presente estudo ndo se verificou visceralizagdo da infeccdo mas o parasita apenas foi

pesquisado por exame cultural.

A selecgédo de genes, potenciais marcadores de viruléncia foi efectuada a partir de culturas de
parasitas recombinantes isolados dos ganglios regionais, isto €, aferentes e proximais ao local
de inoculagéo, recolhidos nas necrdpsias dos hamsters realizadas as trés e 24 semanas p.i.. Das
referidas culturas o numero limitado de clones cosmidicos obtidos, indica a existéncia de uma
forte pressao selectiva sob a qual sé os parasitas com determinados cosmideos sdo capazes de

sobreviver.

Diferentes prototipos de cosmideos podem possuir um mesmo fragmento do cromossoma, isto é,
que parte de diferentes insertos cosmidicos tém em comum a mesma regido cromossomica
(Choudhury et al., 2008). Na anélise de restrigdo dos clones cosmidicos observou-se um
fragmento de DNA de igual tamanho nos dois animais infectados com os parasitas transfectados,
0 que sugere a partilha de DNA cromossémico em ambos os insertos. No entanto, apds
sequenciagdo parcial, tal hipdtese ndo se confirmou tendo sido identificadas diferentes regides
cromossomicas correspondentes a potenciais genes codificantes de diferentes proteinas.

Na cultura de parasitas recombinantes isolados as trés semanas p.i. observou-se a presenca de
um cosmideo em 54% da populagdo recombinante de L. peruviana transfectada. Este possui um

fragmento do cromossoma 26 do DNA genodmico de L. braziliensis, no qual, de acordo com a

52



Discussao

informag&do contida na base de dados do genoma de L. braziliensis, foram identificadas trés
ORFs, as quais ndo esta atribuida qualquer fungdo. Surpreendentemente, e sem qualquer
seleccdo prévia de viruléncia dos parasitas, na cultura isolada as 24 semanas p.i. a partir do
ganglio, observou-se uma grande homogeneidade da populagdo recombinante identificando-se
um clone cosmidico em 86% da populagdo. O mesmo clone cosmidico, foi também identificado
em grande percentagem (65,2%) no tecido cuténeo isolado do local de inoculagdo. Estas
observagdes sugerem que a pele podera desempenhar um importante papel como barreira de
protecgao contra os parasitas, uma vez que apenas as populagdes parasitarias mais resistentes
parecem ultrapassa-la. Estudos de infec¢do in vivo com L. major referem que as células
dendriticas existentes na pele sdo responsaveis pela resposta imunitaria protectora (Ritter &
Osterloh, 2006).

O cosmideo dominante identificado nas populagdes isoladas 24 semanas p.i. contém o
fragmento do cromossoma seis do DNA gendmico de L. braziliensis, no qual é prevista a
existéncia de nove ORFs, oito das quais ndo esta atribuido qualquer tipo de fung¢do. De acordo
com a informagdo existente na base de dados, a ORF identificada como LbrM06_V2.2310,
podera codificar uma ATP-NAD-cinase ou uma proteina com fungdo homoéloga. Genes que
codificam proteinas correspondentes, isto €, proteinas com a mesma fungéo, foram identificados
nos genomas de L. infantum, L. major, Trypanossoma brucei e T.cruzi

(http://www.genedb.org/genedb/Search?name=LbrM06_V2.0470&organism=Ibraziliensis ).

As cinases sd@o proteinas importantes que regulam diferentes processos celulares como o
controlo da transcrigao, o do ciclo celular e da diferenciacéo e que tém despertado a atengao dos
investigadores como possiveis alvos para novas moléculas envolvidas no tratamento de doengas
coronarias ou cancerigenas (Naula et al, 2005). Um grande numero de cinases foram
identificadas no genoma de L. major (179), T. brucei (156) e T. cruzi (171) (Naula et al., 2005),
algumas das quais s&o exclusivamente expressas em diferentes fases do ciclo de vida dos
parasitas. As NAD-cinases séo proteinas que catalizam a fosforalizagdo do NAD na presenca de
moléculas de ATP, ATP-NAD-cinases, ou de polifosfato inorganico como doador de grupos
fosforil, poli(P)-NAD-cinases (revisto por Ochiai et al., 2004).

A expresséo génica em Leishmania é conhecida pela sua variagéo durante o ciclo de vida dos
parasitas (Almeida et al., 2004) e apenas o acompanhamento das diferentes fases permitira a
identificagdo e compreensdo das mudangas moleculares associadas as fases infecciosas do

parasita, promastigotas metaciclicos e amastigotas (Gamboa et al, 2007b). Estudos
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recentemente efectuados por Gamboa et al. (2007b), sobre a caracterizagdo de transcriptos de
mRNA expressos durante as diferentes fases de L. braziliensis, permitiram a identificacdo de
quatro marcadores moleculares de viruléncia, a proteina especifica Meta-1, maioritariamente
expressa em promastigotas metaciclicos, a proteina oligopeptidase b, expressa em amastigotas
e as proteinas glucose-6-fosfato desidrogenase e serina / treonina cinase demonstraram niveis
de expressdo semelhantes em ambas as fases infecciosas do parasita. Estas observagdes
poderdo indicar que marcadores de viruléncia poderdo, ainda que com diferentes niveis, ser
expressos em ambas as fases infecciosas. Estudos anteriormente realizados em L. major
demonstraram que a expressao génica de mais de 94% dos genes ocorre em ambas as fases do
ciclo de vida do parasita (Leifso et al., 2007). No referido estudo, de um total de 91 proteinas
identificadas, 8% eram diferencialmente expressas durante a fase amastigota, 20% durante a
fase promastigota e as restantes 72% constitutivamente expressas em ambas as fases.

No nosso estudo, os cosmideos foram isolados a partir de culturas de parasitas recombinantes
de Leishmania sob a forma promastigota.

Desde a sequenciagao completa dos genomas de L. major (lvens et al., 2005), L. infantume L.
braziliensis (Peacock et al., 2007) varios estudos com diferentes abordagens genéticas tém
descrito genes identificados como possiveis marcadores de viruléncia de espécies de
Leishmania.

Recentemente, Zhang et al. (2008) identificaram o gene Li1040 (LinfJ32_V3.1040) que codifica
uma potencial proteina envolvida no transporte proteico, que leva a um grande aumento da
parasitémia no bago e figado de murganhos BABL/c infectados com L. major. Para além de
pertencer ao genoma de L. major, este gene encontra-se também presente nos genomas de L.

donovani, L. infantum e, igualmente em L. braziliensis.

Os factores genéticos responsaveis pelo controlo do tropismo e da viruléncia encontram-se
amplamente distribuidos nos genomas das varias espécies de Leishmania, envolvendo uma
combinagdo de genes especificos da espécie, de genes responsaveis pela regulacdo pos-
transcripcional e de polimorfismos genéticos (Zhang et al., 2008). Neste estudo foram
identificadas regides nos cromossomas seis e 26 do genoma L. braziliensis, as quais poderdo
conter possiveis marcadores de viruléncia desta espécie. O possivel marcador de viruléncia
LbrM06_V2.2310 identificado neste estudo, bem como as restantes ORFs identificadas, poderdo

desempenhar um papel fundamental na viruléncia e tropismo de Leishmania. Ainda em fase de estudo,
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devemos ter cuidado na interpretagdo do seu significado bioldgico. Este deve ser

complementado com novos e alargados estudos funcionais e analise proteémica.
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Conclusoes e Persectivas Futuras

Neste estudo foram identificados como possiveis genes marcadores de viruléncia do parasita
Leishmania do complexo braziliensis, L. (V.) braziliensis, 12 hipotéticos genes, trés dos quais

pertencentes ao cromossoma 26 e os restantes ao cromossoma seis.

Os parasitas L. peruviana transfectados com DNA de uma biblioteca genomica de L. braziliensis
foram inoculados em modelo roedor, hamster dourado, para selecgao de viruléncia in vivo dos
parasitas recombinantes. A cultura de parasitas recombinantes isolados as trés semanas p.i.
revelou a presenca de um clone cosmidico em cerca de metade da populagao. Este codifica para
uma regido do cromossoma 26 na qual existem trés hipotéticos genes sem qualquer informagéo
na base de dados. As culturas recombinantes isoladas as 24 semanas p.i. revelaram uma
grande homogeneidade da populagdo, observando-se a presenga de um clone cosmidico que
codifica uma regido do cromossoma seis na qual estio referenciados nove hipotéticos genes,

oito dos quais sem fungao aparente e um com codificagdo para uma ATP-NAD-cinase.

A clonagem funcional ou complementa¢do genética demonstrou ser um método experimental

eficiente para a investigacdo de marcadores de viruléncia em parasitas do género Leishmania.

A continuagéo in vivo deste estudo passara pela determinagao especifica dos genes associados
a viruléncia de L. braziliensis. Para tal, serdo novamente transfectados parasitas de L. peruviana
com DNA gendmico de L. braziliensis correspondente aos cosmideos dominantes identificados.
Os novos parasitas recombinantes, com os insertos dos potenciais genes serdo sujeitos a
seleccdo de viruléncia in vivo, em modelo roedor, isolados e analisados por electroforese de

campo invertido e sequenciagdo parcial dos cosmideos dominantes.

Como complemento deste estudo, seria igualmente interessante realizar estudos de isolamento
do DNA cosmidico recombinante a partir de formas amastigotas, de modo a certificar que os
genes identificados sdo expressos em ambas as fases do ciclo de vida do parasita.
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Anexos

1. Composic¢ao de meios de cultura.

1.1. Meio ” Schneider’s Insect”

Dissolveu-se, lentamente, 0 meio “Schneider’s insect’ em pd (Sigma-S-9895) e 150mg de L-
Fenilalanina em 800 ml de &gua miliQ, a temperatura ambiente. Adicionou-se 400 mg de
bicarbonato de sédio (Sigma) e 600 mg de cloreto de calcio (Sigma C-401). Adicionou-se 500 pl
gentamicina (50 mg/ml — Sigma G-1397) e 10 ml de urina masculina filtrada (1%). Ajustou-se o
pH do meio a 6,7 com hidroxido de sodio 1 N (Sigma). Filtrou-se e conservou-se 0 meio a 4°C

até ao seu uso.

1.2. Meio Nicolle, Novy e McNeal

Dissolveu-se 6g de cloreto de sodio (Sigma) em 900 ml de agua destilada. Aqueceu-se a
solugéo e adicionou-se 14 g de agar (Sigma), agitando para que nédo se formem grumos.
Deixou-se ferver durante alguns minutos e em seguida distribuiu-se cerca de 4,5 ml por cada
tudo de cultura e esterilizou-se no autoclave (os tubos podem ser guardados a 4°C até ao
momento da adi¢do do sangue).

Adicionou-se 10 — 20% (v/v) de sangue de coelho e 6000U/ml de penicilina (Sigma) a cada tubo.
Deixou-se solidificar a temperatura ambiente em posi¢do inclinada. Conservou-se 0s tubos a
4°C.

1.3. Meio Agar Luria Broth

Meio de Agar LB (Normax, Biomedics) (10g triptona, 5g extracto de levedura, 5g NaCl, 15g de
agar): dissolveu-se 35g num litro de &gua ultra pura e agitou-se sobre a chama. Distribui-se 250
ml em frascos de Roux 500 ml. Autoclavou-se 15 minutos a 121°C, deixou-se arrefecer até a
temperatura ambiente e conservou-se a 4°C. Para as placas de LB/ampicilina, fundiu-se o LB
Agar, deixou-se arrefecer. Colocou-se 15 - 20 ml nas placas (Normax), deixou-se arrefecer a
temperatura ambiente, com a tampa meio aberta na cadmara de fluxo laminar. Por fim, 0 meio
que continha ampicilina (Sigma) foi conservado ao abrigo da luz e todas as placas foram

conservadas a 4°C.
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1.4. Meio Luria Broth

Meio Liquido Luria Broth (LB) (Normax) (10g triptona, 5g extracto de levedura, 5g NaCl):
dissolveu-se 20g num litro de agua ultra pura. Distribui-se 250 ml em frascos de 500 ml.
Autoclavou-se 15 minutos a 121 °C, deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente. conservou-
se a 4°C até a sua utilizagdo. Quando foi necesséario (selec¢do de coldnias transformadas)

adicinou-se ampicilina (Sigma) antes da utilizagdo do meio.
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2. Padroes de restrigao dos clones cosmidicos apés electroforese de campo invertido.
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Capitulo VI
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Figura 22 - Padries dos fragmentos de restrigao EcoRVIXbal dos cosmideos isolados das populagao recombinante L. peruwiana LC2434cB TF[18] (2-7)

pcos[PER104] isolada dos génglios &s trés semanas p.i.. |deniificacdo dos cosmideos clonados presentes em maior percentagern na populagéo: ©,
poosLiB-3; O, poosLN3-17; ©, poosLN3-18
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Capitulo VI
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Figura 24 - Padrdes dos fragmentos de restrigdo EcoRVIXbal dos cosmideos isolados das populagdo recombinante L peruwiana LC2434ch TF[18] 2-7)

pcos{PER104] isolada dos ganglios &s 24 semanas p.i.. ldentificacio dos cosmideos clonados presentes em maior percentagern na populagdo: O,
pcosLMN24-1; ©, peosLMN24-13; O, poosLhN24-17
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