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NOTA:

Como os resultados apresentados nesse trabalho serdo submetidos a patente, o
nome das proteinas e alguns detalhes sobre elas ndo serdo mostrados. E valido

salientar ainda, que apds serem patenteados esses dados poderao ser anexados a

tese.
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RESUMO

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma enfermidade potencialmente fatal,
sendo no Brasil causada pela Leishmania chagasi com cerca de 3.500 novos casos
por ano. Esta presente em quase todo o territorio brasileiro, mas o maior numero de
casos ocorre em areas onde os servigos de saude sao pouco desenvolvidos, 0 que
dificulta seu diagndstico baseado principalmente nos sintomas clinicos, também
comuns a outras doengas. Por esse motivo e pela falta de um tratamento nao toxico
muitos trabalhos buscam estratégias que permitam um diagnostico rapido e
confiavel ou a produgao de uma vacina.

Em um estudo anterior, foram selecionados genes codificantes para
proteinas antigénicas de L. chagasi que se mostraram capazes de reagir com
anticorpos de caes infectados por esse parasita e seres humanos portadores de
calazar. No presente trabalho, esses genes foram seqlienciados e as sequéncias
analisadas para a caracterizacdo das respectivas proteinas. Os resultados obtidos
mostraram que 6 dos clones codificam 4 proteinas diferentes, compostas por regides
contendo multiplos dominios repetitivos de tamanhos diferentes e nao relacionados
entre si. Essas repetigbes sugerem que, ao menos em L. chagasi, proteinas com
regides repetitivas podem ser melhor indutoras de imunidade humoral, podendo ser
entdo candidatas a componentes de sistemas de diagndstico contra a leishmaniose

visceral.



ABSTRACT

The Visceral Leishmaniasis (VL) is a potentially fatal disease caused by
Leishmania chagasi in Brazil, responsible for about 3.500 new cases each year. It is
present in almost all the Brazilian territory, but it occurs mainly in areas where the
health services are scarce. Due to the difficulties in the diagnosis of VL in low income
areas and the lack of non toxic treatment, many studies aim the development of
strategies for a fast and reliable diagnosis of VL or the production of a vaccine
against this disease.

In previous studies, genes were selected which codify for antigenic proteins
from L. chagasi capable of reacting with sera from dogs infected with this parasite or
from humans with Calazar. In the present work these genes were sequenced and
the resulting sequences analyzed for the characterization of the corresponding
proteins. Our results show that these clones codify proteins composed of regions that
contain multiple repetitive domains. Among the different proteins these domains are
unrelated and of different sizes, suggesting that, at least in L. chagasi, proteins with
repetitive regions can be better inducers of humoral immunity and therefore could be

good candidates as components of kits for the diagnostic of visceral leishmaniasis.



|. INTRODUGCAO

A leishmaniose é considerada pela Organizacdo Mundial de Saude uma das
seis doencgas mais importantes dos paises tropicais (Wright e EI Amin, 1989) e esta
presente em quase todo o territério brasileiro. E causada por protozoarios do género
Leishmania, os quais sao transmitidos por flebotomineos, sendo capazes de se
multiplicar em varios hospedeiros mamiferos.

Dependendo de fatores como, a espécie do parasita e a resposta imune do
hospedeiro, a leishmaniose pode se manifestar em forma de lesdes cutdneas ou
viscerais. Cerca de 500.000 casos de LV ocorrem no mundo a cada ano (Monroy-
Ostria et al.,, 2000). No Brasil a infeccdo acomete principalmente criangas com
aproximadamente 3 anos de idade, sendo mais freqlente no interior da regiao
nordeste (D’Oliveira Junior et al., 1997).

Devido ao padrao epidemioldgico diversificado e a variedade de espécies de
Leishmania, a doenga ndo pode ser controlada com medidas preventivas como
reducdo dos vetores, eliminagdo dos reservatérios, protecdo pessoal e vigilancia
(Grimaldi Jr, 1995). As drogas usadas no tratamento sdo toxicas para o organismo
dos pacientes e ha também grande dificuldade para obtengdo de um diagndstico
rapido e confiavel, uma vez que os sintomas clinicos sdo comuns a outras doengas
e os testes soroldgicos ddo em sua maioria reacdes cruzadas (Ferreira e Avila,
1996; Liart et al.,, 2001). Por esses motivos, muitos trabalhos procuram identificar
novos antigenos parasitarios que possam ser utilizados na imunoterapia, no
melhoramento das técnicas para diagndéstico ou no desenvolvimento de uma vacina

contra a leishmaniose.



Em um trabalho prévio realizado pela equipe do Laboratério de Imunologia
Celular e Molecular do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, foram selecionados
genes codificantes para proteinas antigénicas de Leishmania chagasi. Essas
proteinas se mostraram capazes de reagir com anticorpos de caes infectados por L.
chagasi (caes de areas endémicas apresentando sorologia positiva para antigenos

brutos deste parasita) e com seres humanos portadores de calazar.

Objetivo Principal - O objetivo principal deste estudo foi sequenciar esses genes e

analisar as sequéncias obtidas para caracterizagcado das respectivas proteinas.

Objetivos especificos foram:

» Montagem das estratégias de sequenciamento dos genes que codificam
proteinas antigénicas de L. chagasi.

» Desenho de oligonucleotideos internos para o sequenciamento completo.

» Subclonagens para conclusao do sequenciamento.

» Caracterizagdo das proteinas através da analise de homologia com sequéncias
disponiveis em bancos de dados.

» ldentificagdo de motivos antigenicamente relevantes nas proteinas

caracterizadas.



Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A leishmaniose compreende um grupo de doencgas classificadas de acordo
com os sintomas clinicos e a espécie de Leishmania responsavel pela infecgdo. As
patologias se distinguem em duas principais categorias: a leishmaniose tegumentar
(LT) ou cutédnea e a leishmaniose visceral (LV). Sendo o objetivo principal desse
trabalho sequenciar e caracterizar antigenos de Leishmania chagasi, essa revisdo
bibliografica se detém em muitos aspectos a essa espécie e a doenga causada por

ela: a leishmaniose visceral.

1. Leishmania

1.1 Historico

Os parasitas do género Leishmania provavelmente surgiram durante o
periodo Mesozoico. Com a separagado dos continentes no comego do Cenozdico,
algumas espécies vieram para o Continente Americano acompanhando a migragéo
dos hospedeiros roedores (Shaw, 1994). Ha registros de desenhos de pessoas com
lesdes na pele e deformidades faciais, semelhantes as da leishmaniose, em
ceramicas pré—colombianas do Peru e Equador que datam do primeiro século
depois de Cristo (Neves, 1991). Contudo as primeiras descricbes do protozoario
Leishmania foram separadamente feitas em 1903 por William Leishman e Charles
Donovani em tecido esplénico de pacientes indianos que sofriam de uma doenca
fatal (Herwaldt, 1999). Na Ameérica do Sul o primeiro caso de leishmaniose visceral
foi relatado no Paraguai por Migone em 1913 em um paciente que contraiu a doenga
no Estado do Mato Grosso, Brasil. Em 1934, Penna relatou a identificacdo do

parasita no Brasil (Neves, 1991).



1.2 Quadro geral

A Organizacao Mundial de Saude estima que 12 milhdes de pessoas em 88
paises sao acometidas por diferentes tipos de leishmaniose, sendo que a cada ano
surgem 2 milhées de novos casos e 350 milhdes de pessoas vivem em situagao de
risco (Monroy—Ostria, 2000).

A leishmaniose visceral € endémica nas areas tropicais e subtropicais da
Africa, Asia, Mediterraneo, Sudeste da Europa e na América Central e do Sul
(Akhter, 1998 a; Gomes et al., 1998). No Brasil sdo registrados cerca de 3.500 novos
casos por ano, distribuidos em 17 estados (FUNASA, 2002), como € mostrado na
figura I. A doencga é altamente endémica no estado da Bahia e do Ceara, onde

ocorrem cerca de 70% do total de casos (Akhter, 1998 a).

Casos de L. chagasi

- Regides n&o afetadas

pela L. chagasi Fonte: http//www.medstat.méd.utah.Edu/parasitology
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Figura I: Distribuicdo de Leishmaniose Visceral na América Latina.



Embora a LV afete mais as areas rurais, o numero de casos tem aumentado
de forma significativa em regides peri-urbanas do Brasil, como nas cidades de
Sobral e Russas (Ceara), Teresina (Piaui), Jacobina (Bahia), Rio de Janeiro (Rio de
Janeiro) e Natal (Rio Grande do Norte) (Aguillar et al., 1998). Isso talvez seja
resultado da migragdo de pessoas para as cidades nos ultimos 20 anos, que além
de aumentar consideravelmente o numero de infectados teve também como
consequéncia um grande aumento desse numero em familias de baixa renda social

(Peacock et al., 2001).

1.3 Taxonomia
O parasita Leishmania apresenta a classificacdo taxondmica descrita na
tabela I

Tabela I: Posicao sistematica do género Leishmania

Categoria taxonémica Nome
Reino Protista
Filo Sarcomastigophora
Classe Zoomastigophorea
Ordem Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae
Género Leishmania

Devido ao grande numero de espécies, aproximadamente 21 (Herwaldt,
1999), a taxonomia desse parasita € um processo dinamico; varias classificagdes ja
foram propostas para os subgéneros, elas se baseiam em diversos métodos de

caracterizagao genética como eletroforese isoenzimatica, analise do DNA, além de



estudos da morfologia e desenvolvimento do protozoario dentro do inseto vetor e do
hospedeiro (Shaw, 1994, Victoir et al., 1998).

A classificagdo mais usada foi criada por Lainson e Shaw em 1987 (Gontijo
et al., 1995; Momen e Cupolillo, 2000), que dividiu as espécies encontradas nos
mamiferos em 2 subgéneros, de acordo com a localizagao do parasita no vetor:

» Subgénero Leishmania: constituido pelas espécies que sdo encontradas

no intestino médio do vetor.

» Subgénero Viannia: constituido pelas espécies que se desenvolvem na

regiao posterior do intestino do inseto vetor.

Ao todo sao conhecidas oito espécies do subgénero Viannia que infectam o
homem no Novo Mundo e 13 do subgénero Leishmania, espalhadas por varias
regides do planeta (Degrave et al., 1994; Shaw, 1994). A tabela Il mostra a
classificagado de algumas espécies. Uma variante dessa classificagdo é que muitos
autores consideram a L. chagasi, como possivel sinbnimo da Leishmania infantum
ou ainda, originada de linhagens desta que foram trazidas para o Novo Mundo

(Mauricio et al., 2000; Momen e Cupolillo, 2000),

1.4 Ciclo biologico

Os parasitas do género Leishmania tém um ciclo dimorfico (Joshi et al.,
2002). ApoGs a picada do inseto sdo repassadas para os hospedeiros as formas
promastigotas do protozoario que sdo entdo fagocitadas pelos macréfagos. Essa
interagdo  parasita-macrofagos tem um papel importantissimmo para o
estabelecimento da infecgdo (Chakrabarty et al., 1996). Duas moléculas sédo de

grande importancia para que isso ocorra: os lipofosfoglicanos (LPG), expressos na



Tabela Il: Algumas espécies de Leishmania, suas localizagbes e respectivas

patologias (Degrave et al., 1994; Neves, 1991).

Subgéneros
Leishmania Viannia
Velho mundo Novo mundo Novo mundo
donovani’ chaqgasi’ braziliensis *
tropica ** mexicana ** peruviana *
infantum’ amazonensis ** guyanensis *
major ** venezuelensis ** panamensis *

* Espécie transmissora da leishmaniose visceral
** Espécies que transmitem a leishmaniose cuténea localizada ou difusa

# Espécies que transmitem a leishmaniose cutdnea ou cutdneo — mucosa

superficie de todos os promastigotas, que tém como funcgdo principal inibir a
biogénese fagolisossomal (Pimenta et al., 1992), e a glicoproteina GP63, que
protege os parasitas da citdlise intrafagolisossomal e da degradacao (Alexander et
al., 1999; Bogdan e Rollingroff 1998). Uma vez dentro dos macrofagos, as formas

promastigotas se transformam nas amastigotas, que sao infectivas, se multiplicam,



provocam a lise da célula eucaridtica e passam para o sangue periférico para
novamente serem fagocitadas.

Ao serem ingeridas pelo inseto vetor as formas amastigotas se diferenciam
novamente em promastigota e apds a multiplicagdo podem ser encontradas na parte
posterior do intestino ou no piloro do inseto dependendo da espécie do parasita.

(Gontijo et al., 1995). A figura Il ilustra o ciclo de vida da L. chagasi.

Transforn]agéo Multiplicagao em
em amastigoto! @ macrofagos
Homem, cao @8

@
= _ o“® o
Fagocitose ® o

or macrofagos
P 9 Ruptura dos macroéfagos e

liberagao de amastigotos
ﬁ Pele
Inoculagio ‘ vetor
no hospedeiro “ &
= [ ]
~® @
by P £ edd,
i ‘
M It'zl' ~ Transformagédo em
ultiplicagao tigot
no intestino médio no"’{,‘,’{;‘;?,,‘g‘,’n‘;f,io Fonte: Andrade et al. 1999

Figura IlI: Ciclo de vida da Leishmania chagasi.

1.5 Transmissao e reservatorio

A transmissdo da leishmaniose é feita pelas fémeas de insetos dipteros do
género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomia no Novo Mundo (Alexander et al.,
1999). A L. chagasi é transmitida pela Lutzomia longipalpis, inseto de 2 a 3 mm de

comprimento e habitos noturnos (Akhter, 1998 b) e que no Brasil pode ser conhecido



como: mosquito prego, pula-pula, mosquito palha, entre outras denominagdes
populares.

O principal reservatorio da L. chagasi no Brasil € o cao (Costa et al., 1999),
que mesmo assintomatico € infectivo para os vetores (Gradoni, 2001). Muitos
autores acreditam que a carga parasitaria do homem nao é suficiente para infectar o
Lutzomia longipalpis, porém um trabalho feito por Costa e colaboradores mostrou
que pessoas com LV ativa podem infectar o vetor e que criangas com menos de
quatro anos sdo mais infectivas do que outras criangas e adultos (Costa et al.,

2000).

1.6 Morfologia e Reproducao

As varias espécies de Leishmania podem ser encontradas na forma
promastigota flagelar extracelular no trato alimentar do inseto vetor e na forma
amastigota no interior dos vacuolos fagolisossomais dos macréfagos dos hospedeiros
vertebrados (Wright and EI Amin, 1989; Zilberstein and Shapira, 1994). A forma
amastigota tem entre 3 e 7 micrometros de didmetro, s&o esféricas e sem motilidade
(Figura Ill A). Ja os promastigotas s&o alongados com 10 a 20 micrémetros (Akhter,
1998 b) (Figura lll B). As mudancas morfolégicas sofridas pelo parasita durante seu
ciclo celular parecem ser induzidas por diferencas na temperatura, no pH e na
composicao quimica do hospedeiro e do vetor (Schneider et al., 1992).

A multiplicagdo do parasita ocorre por mecanismos assexuados (divisdo
binaria simples), embora ele use a recombinagdo sexual para se adaptar as
mudangas ambientais que ocorrem durante o ciclo celular (Victoir and Dujardim,
2002). A divisao celular se inicia com a produgcdo de um segundo flagelo, que

sempre permanece menor que o original, e com mudangas na morfologia,
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Fonte: http:// www. medstat. med. utah. edu/parasitology

Figura Ill: Fotomicrografias e representacdo esquematica das formas de Leishmania.

A amastigotas, B promastigotas, 1 nucleo, 2 cinetoplasto.



provavelmente devido a replicagdo do DNA. Em seguida o nucleo e o cinetoplasto
dividem-se em dois e o corpo do parasita se separa longitudinalmente pela regido
anterior para produzir duas pequenas promastigotas ou amastigotas, dependendo

de quem deu origem a diviséo (Neves, 1991).

1.7. Genoma do género Leishmania

O tamanho do genoma do género Leishmania é de aproximadamente 35 Mb
organizados em 36 pares de cromossomos, nos quais cerca de 30% consiste em
sequéncias repetitivas que resultam da regido telomérica, microsatélites,
transposons e repeticdes de algumas familias de genes dispersos. Em geral as
espécies de Leishmania parecem ter um genoma diploide relativamente rico em
conteudo GC, alcangando aproximadamente 65% (Ivens e Blackewell, 1999).

As sequéncias repetitivas tém sido extensivamente usadas para estudos da
variagdo entre esse género, e andlises de microsatélites mostram uma alta
similaridade entre as diferentes espécies (Rodriguez et al., 1997). Porém, diferentes
isolados mostram que existe polimorfismo no tamanho dos cromossomos,
principalmente na regido sub-telomérica (lvens e Blackewell, 1999), o que leva a um
cariotipo heterogéneo no genoma desse parasita.

A L. major é a espécie escolhida para sequenciamento do género
Leishmania. Seu genoma esta sendo sequenciado pelo “Sanger Center”, Cambridge
(UK), e os dados sdo depositados no site desse grupo: http:/

www.sanger.ac.uk/projects/L.major. Além disso, outras sequéncias de varias

espécies de Leishmania vém sendo depositadas em bancos de dados como o NCBI

(National Center for Biotechnology Information) - http://ncbi.nim.nih.gov/, o qual

fornece também ferramentas para a caracterizacdo de novas moléculas.



2. Patogénese

2.1 Leishmaniose Tequmentar

A leishmaniose tegumentar caracteriza-se por lesdes da pele e da mucosa.
As lesdes cutaneas sdo localizadas ou disseminadas e podem evoluir para cura
espontanea. As lesbes da mucosa geralmente comprometem o trato respiratorio ou
digestivo alto, causando deformidades e podendo ser letal por acometimento

respiratorio (Neves, 1991; Herwaldt, 1999).

2.2 Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral € conhecida por diversos nomes em todo o mundo
como, febre dundum e Kala-azar na india, leishmaniose infantil no Mediterraneo e
Calazar, no Brasil. Os sintomas variam entre os individuos e a regido geografica,
mas em geral caracterizam-se por febre, anemia, perda de peso e tosse irritante;
além desses, podem ocorrer hepatoesplenomegalia e intensa palidez da pele e
mucosa (Akhter, 1998 c; Buates e Matlashewki, 1999). O periodo de incubagao varia
de 4 a 10 meses, mas pode chegar a 4 anos (WHO, 1997).

No cado, os principais sintomas sado lesdes de orelhas, onicrogrifose
(crescimento exagerado das unhas) e ferimento na pele. No Brasil, o calazar canino
€ considerado do ponto de vista epidemiolégico mais importante do que a doencga
humana porque além do grande numero de caes infectados, eles servem como fonte
de infeccdo para a L. longipalpis e reservatdrio para a doenga humana (Neves,

1991).



2.3 Tratamento

No Brasil, a droga normalmente escolhida para o tratamento das
leishmanioses é o antimoniato de N—metil glucamina (Glucantime®), que age inibindo
a atividade glicolitica e a via oxidativa (Akhter, 1998 d) e foi introduzida
mundialmente em 1940. Essa droga possui efeitos limitados e entre muitas das
desvantagens, esta a aplicagao parenteral, a longa duragao de terapia e os efeitos
colaterais como: nauseas, diarréia, convulsdes e alteragdes do eletrocardiograma
(Herwaldt, 1999). Em pacientes coinfectados com o virus HIV ela é ineficiente e
muito mais téxica (Fichoux et al., 1998).

A droga de segunda escolha é a Anfotericina B, que age nos esterodis e
fosfolipidios da membrana celular das varias espécies de Leishmania (Akhter, 1998
d), &€ também altamente toxica e cara para ser usada em paises em
desenvolvimento (Buates e Matlashewski, 1999).

As drogas contra a leishmaniose usadas na terapia da LV humana tém
eficacia limitada nos caes (Gradoni, 2001).

Pelos motivos expostos, novas drogas com agdes menos toxicas e de melhor
eficacia tém sido testadas, entre elas a “Imiquimod” e a S-28463, que tem mostrado
estimular a atividade antileishmanicida nos macréfagos e a indugado da sintese de
oxido nitrico por estes (Buates e Matlashewski, 1999), e a Hixadecilfosfocolina
(HDPC) que também tem efeitos leishmanicidas em ratos infectados com

Leishmania infantum (Fichoux et al., 1998).



3. Aspectos imunologicos

3.1 Resposta Imune

O mecanismo imunolégico envolvendo o controle da leishmaniose é
bastante complexo, mas é dessa resposta que depende a evolugao e severidade da
infeccdo. Quando os hospedeiros entram em contato com os promastigotas
respondem com processos mediados pelo complemento, mas os parasitas do
género Leishmania utilizam os receptores do complemento para efetuar a
penetracdo nos macréfagos evitando assim sua destruicdo pelos produtos toxicos
dessa via (Roitt et al., 1999). Depois de estabelecida a interacdo com os
macrofagos, esses parasitas conseguem sobreviver ao processo de fagocitose e
resistir ao meio acido rico em proteases no fagolisossomo (Bogdan and Rollinghoff,
1998).

A progresséo da LV esta relacionada com a ativagédo das células CD4" Th2
(Skeiky et al., 1997) que aumenta a sobrevivéncia do parasita e exacerba as lesdes
(Abbas et al., 2000). Esse grupo celular produz as interleucinas IL-4, IL-5 e IL-10 e é
responsavel pela ativagdo de células B para a producgdo de anticorpos (Cox, 1997).
A expressio dessas interleucinas associadas as células Th2 suprime a proliferagao
e fungéo das células CD4* Th1 (Mossalayi et al., 1999; Skeiky et al., 1995) produtora
do IFN-, e das IL-2 e IL-12, que conferem aumento da resisténcia do hospedeiro
(Gomes et al., 1998; Wilson et al., 1995). Isto estimula a ativagdo do complemento e
a opsonizagao nas células fagocitarias para a ativagdo dos macréfagos e destruigéo
do parasita.

Em &reas de transmissdo de L. chagasi, a maioria dos infectados
desenvolvem um quadro assintomatico ou sub — clinico de infeccdo, que esta

associado a sintese do IFN-y. O desenvolvimento da LV é caracterizado por uma



baixa producdo desse fator que é considerado o mais importante ativador de

macrofagos para matar os parasitas (Costa et al., 1999).

3.2 Vacinas

Tendo em vista a dificuldade do sistema imune do hospedeiro em responder
com eficiéncia ao ataque das espécies de Leishmania e a falta de um tratamento
eficaz, um dos maiores desafios € o desenvolvimento de uma vacina segura que
proteja o hospedeiro e ndo cause qualquer efeito adverso.

Quando se pensa em desenvolver uma vacina para doencas parasitarias,
algumas questbes devem ser levadas em conta como: quais moléculas seréo
usadas como antigeno? Qual a via de inoculagao? E qual o tempo necessario para
uma imunidade satisfatoria? (Cox, 1997). Trabalhando nessas questdes as vacinas
contra a leishmaniose tém sido divididas em duas categorias:

»  Vacinas de primeira geragao:

Produzidas com parasitas mortos. No Brasil, Mayrink e colaboradores, em
1979, utilizaram um sonicado de quatro a cinco diferentes cepas de Leishmanias e
conseguiram reverter o teste de Montenegro em resultados positivos em apenas
50% dos individuos, teste usado ha varias décadas para diagnosticar infec¢des por
Leishmanias e feito com o0 uso de parasitas mortos. Este estudo deu inicio a
producdo comercial de uma vacina composta por apenas uma cepa de Leishmania
amazonensis, a LEISHVANCIN® (Biobras, S/A) (Engers et al., 1996;). Essa vacina

hoje esta sendo desenvolvida com o uso de adjuvantes (Follador et al., 2002).



» Vacinas de segunda geracao:

Sao subdivididas em 3 categorias:

e Vacinas com organismos vivos — estratégias para a produgao de
vacinas com bactérias recombinantes ou virus expressando antigenos leishmaniais
tém sido bastante estudadas. A tentativa de produzir uma vacina oral utilizando
Salmonella typhimurium expressando a GP63 de L. major demonstrou estabilidade
para desenvolver uma resposta Th1 em camundongos (Xu et al., 1995).

e Vacinas de subunidades definidas — varias moléculas antigénicas
recombinantes tem sido estudadas, entre elas a GP63 que esta sendo testada como
vacina em murinos e associada a adjuvantes, mostrando bons resultados contra a
leishmaniose (Frankenburg et al., 1996). Além dessa, a LACK tem se mostrado um
potente imundgeno em camundongos, quando administrado junto com a IL-12
(Engers et al., 1996).

e Fragdes antigénicas — Uma fragao protéica de 67 a 94 KDa isolada de
promastigotas de L. infantum ou de L. major, denominada F2, induziu uma resposta
protetora em camundongos BALB/C que apresentaram os macréfagos com atividade
leishmanicida quando infectados com L. major e L. mexicana (Fromel et. al., 1988).
Essa mesma fragcdo purificada em promastigotas de L. brasiliensis, chamada de
LbbF2, teve resultados comparaveis ao da quimioterapia convencional, quando
usada em pacientes com leishmaniose cutédnea (Monjour et al., 1994).

Além dessas, existem ainda as vacinas de DNA que tém mostrado induzir
atividade protetora em um numero experimental de modelos de infecgdo (Gradoni,
2001). Porém, essa estratégia ainda tem que ser mais estudada devido ao pouco
conhecimento do seu mecanismo de acao e dos riscos desconhecidos que poderiam

ser causados por esse tipo de vacina.



Como o cdo é o principal reservatorio para a L. chagasi, € de grande
importancia para paises endémicos em leishmaniose visceral, o desenvolvimento de
uma vacina para esses animais, para isso alguns pontos devem ser considerados:

¢ A vacina deve preferivelmente induzir uma alta resposta Th1.

¢ Os adjuvantes devem ser mais bem estudados em caes.

e Deve ser dada mais atencao aos estudos em condi¢cdes experimentais
e naturais, uma vez que algumas vacinas que mostram serem boas na fase Il (fase
em que se testa, a seguranga das doses e os efeitos colaterais a curto prazo, em um
numero pequeno de animais), quando usadas nos caes na fase Ill (Testes em um
grande numero de animais, pra certificar que a vacina impede o estabelecimento da
doenca e ndo apresenta efeitos colaterais) tem seus efeitos diminuidos.

¢ A vacina deve proteger o animal contra a infecgdo e ndo apenas da
doenca, porque quando infectado, mesmo sem os aspectos clinicos, o cao continua
transmitindo o parasita para o vetor.

e A protecao conferida pela vacina deve durar por um longo periodo de
tempo, ja que a leishmaniose canina pode ter um longo periodo de incubagao antes

dos sintomas aparecerem (Gradoni, 2001).

4. Diagnostico para Leishmaniose visceral.

Preliminarmente o diagndstico € baseado nos sintomas clinicos, mas
algumas doencgas apresentam condigdes similares como: malaria, febre recorrente,
abscessos hepaticos e tripanossomiase (Akhter, 1998 d), sendo assim complicado o

diagnostico clinico isolado.



> Diagndstico parasitoldgico

Baseia-se na visualizacdo do parasito. Mas sdo métodos que trazem
riscos para o0 paciente porque sao invasivos, dolorosos e requerem uma equipe
muito bem treinada.

e Biopsia de baco e figado

A puncdo hepatica oferece resultados questionaveis pela pequena
expressao do parasitismo nesse 6rgao, e a pungao do baco pode levar a ruptura do
orgao e a hemorragias fatais (Neves,1991).

e Puncao de medula 6ssea

Para deteccdo do parasita, depois do aspirado, sao feitas duas laminas e
reserva-se o restante do material para inoculagdo em meios de cultivo. Nos
pacientes com formas agudas, a positividade € de 80 a 90%, mas nas formas

subclinicas & inferior a 10 % (Ferreira e Avila, 1996).

» Diagnoéstico sorolégico
O diagnéstico sorologico é baseado na presenga de anticorpos séricos
especificos e diversos métodos estdo disponiveis para a deteccdo desses
anticorpos, mas ha alguns problemas a serem solucionados como: a produgédo do
antigeno, que nao é disponivel comercialmente e sua padronizagéo (Reed, 1996).
e Teste de formol — gel
E um dos mais antigos testes para a LV ainda em uso. Ndo é um teste
especifico porque € baseado na detecgéo de niveis elevados de IgG e IgM, que séo
encontrados também em outras doengas. Possui a vantagem de ser barato e de
simples execugdo. O soro obtido do sangue € misturado com uma gota de 30% de
formaldeido, a reagao € positiva quando em 20 minutos ha a formacdo de um

precipitado branco opaco.



Testes em pacientes com LV podem n&o ser positivos até 3 meses depois
da infecgao e tornam-se negativos apenas 6 meses apos a cura (Akhter, 1998 d).

¢ Reacao de fixagao de complemento (RFC)

E um teste ainda bastante utilizado no diagnéstico do calazar humano e
canino por apresentar uma sensibilidade muito boa. Em infectados sdo observados
titulos elevados de anticorpos no soro, mas titulos menores necessitam de
confirmagao por outras metodologias, porqué podem apresentar reagbées cruzadas
com doenga de chagas, sifilis e blastomicose (Neves, 1991).

e Teste de imunofluorescéncia indireta (IFI)

E amplamente usado desde 1964 e utiliza parasitas integros fixados em
laminas. E considerado positivo com titulos iguais ou superiores a 1:32, mas
freqientemente sao verificadas reagcbes cruzadas com soros de chagasicos,
tuberculosos e hansénicos (Ferreira e Avila, 1996).

e Teste de aglutinacdo direta (DAT)

Foi descrito inicialmente em 1975 por Allain e Kagan (Ferreira e Avila,
1996). E um teste simples, com alta sensibilidade, especificidade e reprodutividade,
de facil manuseio e nao requer equipamentos especializados. Sua limitacido € o
longo tempo de incubagéo (18 h) (Schallig et al., 2002). Outra desvantagem é que o
DAT é incapaz de distinguir entre infecgdes precoces e depois da cura.

¢ Ensaio de imunoadsorg¢ao enzimatico indireto (ELISA)

O antigeno utilizado é preparado a partir de promastigotas e o teste pode
ser feito em soro, plasmas ou uma gota de sangue coletada em papel de filtro
(Akhter, 1998 d). Este teste apresenta uma sensibilidade muito boa na detecg¢ao do

calazar, contudo mostra reagdes cruzadas com outros tripanosomatideos (Neves,



1991). A utilizagdo do ELISA nos hospitais da rede publica é dificultada pela falta de

equipamentos apropriados para a leitura e pela falta de antigenos comerciais.

» Reacgédo em cadeia da polimerase (PCR)

PCR é um método in vitro que sintetiza sequéncias especificas de DNA.
Essa técnica tem sido usada no diagnostico de LV em cées (Mathis and Deplazes,
1995) e na América Central para detectar a presenca de L. chagasi em seres humanos
(Zeledon et al., 1993). Apesar de apresentar uma boa sensibilidade e especificidade,
cerca de 90 % e 100 % respectivamente em pacientes com LV na india, Quénia e
Brasil (QIAO et al., 1995), e capaz de detectar DNA circulante do parasito em casos
assintomaticos (Schaefer et al., 1995), essa técnica ndo é adequada para ser utilizado
no diagnostico de rotina, devido ao alto custo, a necessidade de equipamentos e mao
de obra qualificada além da possibilidade de contaminacdo com acidos nucléicos

exodgenos (Eisenberg and affe, 1999).

5. Moleculas antigénicas

Para o estabelecimento de uma infecgdo os parasitas precisam elaborar
varios fatores de viruléncia que eliminem a resposta imune dos hospedeiros. As
moléculas antigénicas envolvidas neste processo agem na interagdo do parasita
com as células alvo e em eventos que garantirdo o estabelecimento de uma
infeccdo. Dentro dessas moléculas encontram-se:

» A GP63, uma glicoproteina com peso molecular de 63 KDa, considerada
o0 maior antigeno de superficie de Leishmania e que pode representar 0,5 a 2% do
total de proteinas celulares (Button et al.,, 1991; Liu e Chang, 1992). Essa

glicoproteina é bem conservada entre as diferentes espécies de Leishmania (Etges



et al., 1986) estando presente nos dois estagios do parasita (Wilson et al., 1993). A
GP63 esta envolvida com a infectividade das espécies de Leishmania no
reconhecimento por receptores de macrofagos em hospedeiros mamiferos
(McMaster et al., 1994; Steinkraus e Langer, 1992) e na sobrevivéncia das formas
promastigotas ao sistema complemento (Yao et al., 2002). Em um trabalho feito em
L. chagasi foi observado que o aumento da expressao de GP63 esta associado com
0 aumento de viruléncia (Ramammorthy et al., 1995). Ela também estimula a
producdo de células T em pacientes com leishmaniose quando administradas
oralmente em linhagem de Salmonella typhimurium (Xu et al., 1995) e a imunizagéo
em individuos normais com essa proteina produziu IFN-, em resposta a lisados de
Leishmania (Russo et al., 1993). Além disso, € considerada uma molécula
importante para proteger o parasita contra as enzimas citoliticas no interior do
fagolisossomo (Seay et al, 1996; Voth et al., 1998).

> A GP46 é também uma glicoproteina presente na superficie de muitas
espécies de Leishmania. E uma proteina de 46 kDa especifica da fase promastigota
(Myung et al., 2002) que embora nado tenha fung&o biolégica conhecida, consegue
proteger camundongos contra Leishmania amazonensis quando esses Sao
imunizados parcialmente com GP46 (Champsi e McMahon-Pratt, 1988; Beetham et
al., 1997).

» As HSPs, proteinas de choque térmico, constituem uma familia de
proteinas caracterizadas por serem altamente conservadas na escala evolutiva
(Zilberstein e Shapira, 1994; Salotra et al., 1995). Sdo proteinas de estresse
produzidas por células eucaridticas e procaridticas quando essas sofrem uma
inesperada mudanga de temperatura, inflamagdo ou na presengca de agentes

quimicos. Em Leishmania, a indugédo dessas proteinas em grande quantidade ocorre



quando ha interagdo do patégeno com o hospedeiro, sendo elas assim associadas
ao estagio de diferenciagdo que ocorre no parasita (Searle et al., 1989; Kaufmann,
1990; Rey-Ladino et al.,, 1997). Além disso, as HSPs tem um papel essencial na
biossintese e em proteinas relacionadas ao transporte, translocacéo e dobramento

(Quijada et al., 2000).

Dentre as HSPs mais estudadas encontram-se as HSP 70 e HSP 83 que
possuem uma massa molecular com cerca de 70 e 83 Kda, respectivamente. Os
membros da familia da HSP 70 s&o as proteinas mais abundantes e imunogénicas
presentes nos organismos patogenos (Rey-Ladino et al., 1997) e no género
Leishmania parecem estar envolvidas nos primeiros passos para a transformagao
celular de promastigotas para amastigotas (Searle et al., 1989). As HSPs 83 estao
envolvidas na viruléncia e na resposta imunologica provocada pelas espécies de
Leishmania (Salotra et al., 1995).

» As Cinesinas pertencem a superfamilia de proteinas motoras
responsaveis pelo transporte de moléculas / organelas ao longo dos microtubulos e
pela dindmica dos cromossomos na mitose e meiose. Para esses processos, elas
utilizam energia quimica da hidrolise do ATP para gerar o mecanismo de forga.
Essas proteinas sdo constituidas por duas cadeias pesadas idénticas, com
aproximadamente 300 aminoacidos, e cadeias leves. As cadeias pesadas contém 3
dominios, um motor globular N-terminal, um dominio central de a—hélice e um
globular C—terminal (Proweb; Sack et al., 1999). As cadeias leves sao constituidas
de regides de dominios repetitivos que variam de tamanho entre as espécies (Kull et
al., 1996).

No NCBI estédo disponibilizados, pelo menos, nove homdlogos de cinesinas

em L. major. Um trabalho feito com o rK39, um antigeno recombinante composto de



uma repeticdo de 39 aminoacidos, pertencente a uma cinesina de 23 kDa de L.
chagasi, em pacientes com LV, LC e infectados com Tripanosoma cruzi, demonstrou
que apenas o0s pacientes com LV possuiam anticorpos contra esse antigeno,
indicando que ele pode ser usado para diagnodstico de leishmaniose visceral (Burns
et al., 1993). Em pacientes co-infectados com HIV, o rk39 foi o antigeno mais
eficiente na deteccéo de anticorpos contra as espécies de Leishmania que causam a
LV, além de estar diretamente relacionado com a atividade da doenca, indicando que
pode ser usado para monitorar a quimioterapia (Houghton et al., 1998). O rK39
tornou-se disponivel comercialmente em varios formatos de teste, porém algumas
questdes nao foram respondidas como, quao rapidamente o teste do K39 torna-se
negativo em paciente com tratamento bem sucedido e porque ha uma discrepéancia
na sensibilidade e especificidade entre eles. Além disso, um desses testes deixou de
confirmar 14,2 % de caes com infecgdo comprovada por L. chagasi (Cabrera et al.,
1999).

> Os antigenos K9 e K26 de L. chagasi sdo homologos de
proteinas hidrofilicas de superficie de L. major, que possuem peso molecular de ~9
kDa e ~26 kDa, respectivamente e podem ser usados em conjunto, complementando
o rk39 para um diagndstico sorolégico mais especifico de LV no Velho e Novo
mundo. A diferenca significativa entre esses dois antigenos € a presenca de 11
copias de 14 aminoacidos repetitivos no comego da ORF do K26. A regido
flanqueada pelas repeticbes possui 69 % de homologia com a ORF do K9. Analises
mostram que o K9 e K26 s&o conservados em varias espécies de Leishmania e que
as proteinas de ambos tém migracao diferente no gel de SDS PAGE (Bathia et al.,

1999).



> Ubiquitina € uma pequena proteina de 76 aminoacidos altamente
conservada entre os eucariotas. Tem um papel essencial em varios processos
biolégicos como na regulagdo do ciclo celular, replicagdo de DNA, resposta a
estresse, além de ser utilizada como sinal para a degradagéo de proteinas (Ulrich,
2002; VanDemark e Hill, 2002). Utilizando os testes de Elisa e Western Blots, foi
observado que ubiquitinas purificadas de L. mexicana e de humanos n&o reagiram
com um “pool” de soros de pacientes com doenga de Chagas e que a purificada de
T. cruzi ndo reagiu com soro de pacientes com leishmaniose cutanea localizada,
sugerindo que mesmo com o alto grau de homologia, as ubiquitinas de parasitas e
hospedeiros parecem ser antigenicamente distintas, indicando uma resposta
espécie-especifica (Telles et al., 1999).

» LACK (homologo de Leishmania dos receptores para a cinase ¢
ativada) consiste em uma proteina de 36 KDa altamente conservada em varias
espécies de Leishmania e expressa tanto na forma promastigota quanto na
amastigota. Apesar da sua fungéo ainda n&o esta totalmente esclarecida, ja se sabe
que quando o LACK €& administrado com IL12, tem uma eficacia protetora contra o
desenvolvimento de leishmaniose (Soussi et al., 2000).

Apesar da caracterizacdo dessas moléculas antigénicas ainda nao estar
totalmente elucidada, a complementagao desses estudos ou a descoberta de novas
moléculas pode ser de grande ajuda, tanto para o entendimento do mecanismo de
interacdo do parasita com o hospedeiro, como também no uso dessas proteinas em
estratégias para driblar a infeccdo ou na produgdo de um teste diagnostico mais

eficiente, de uma vacina e de novos tratamentos.



6. Uma breve revisGo sobre Sequenciamento e Analise

computacional de seqliéncias.

6.1 Sequenciamento

O método de sequenciamento do DNA mais utilizado hoje € o término do
crescimento da cadeia, que foi desenvolvido por Sanger e colaboradores na década
de 70. A base desse método € o uso de dideoxinucleotideos(ddNTP), que se diferem
dos deoxinucleotideos (dNTP) pela falta do grupo 3'-OH da desoxirribose, que
impede a adicdo do nucleotideo seguinte quando é incorporado em uma cadeia de

DNA.

Na reacdo sao usados o fragmento da cadeia de DNA a ser sequenciado, 0s
quatro tipos de nucleotideos (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), os quatro tipos de
dideoxinucleotideo (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP), os primers de DNA e a DNA
polimerase. Sao feitas quatro reacdes diferentes, uma para cada ddNTP , em cada
uma delas um numero muito grande de moléculas de fita complementar é copiado
simultaneamente. No entanto, em um dado momento da extensdo, uma pequena
porcentagem de moléculas incorpora um ddNTP que interrompe o alongamento da
cadeia. Por outro lado, em outras moléculas a reacao de extensao continua a ocorrer
até que um ddNTP seja incorporado. Sendo assim, em cada uma das quatro
reacdes, havera fragmentos de varios tamanhos, mas todos possuindo inicio comum,

variando de acordo com a ddNTP imcorporada (Alberts et al.,1994).

Para leitura no sequenciador automatico o “primer” ou cada um dos
dideoxinucleotideos € marcado com fluorocromo, que uma vez excitados por um
feixe de laser emite luz. Essa luz é detectada por um fotomultiplicador e a informacéao

€ processada através de um computador.



A reacao de sequenciamento esta mostrada simplificada na figura IV.
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Figura IV: Esquema simplificado da reagdo de sequenciamento.

6.3 Analise computacional das sequéncias

Com o surgimento dos sequenciadores automaticos o numero de
sequéncias obtidas cresceu rapidamente. Para que elas pudessem ser analisadas a
Bioinformatica,ciéncia que tem como objetivo agilizar e facilitar a andlise e
compreensao da imensa quantidade de variedade de dados biologicos
experimentais e clinicos, formulou ferramentas computacionais que facilitassem a
caracterizagao dos fragmentos sequenciados.

Quando os dados saem do computador, ao término do sequenciamento,

deve ser feita primeiramente uma verificagao da qualidade da sequéncia, para isso



existem alguns programas, disponiveis na Internet. Apds essa verificagdo deve ser
realizada uma limpeza, para que sejam retirados artefatos e sequéncias dos vetores,
nos quais os fragmentos sequenciados estavam clonados. E para confirmacdo do
que seja o fragmento sequenciado é feito um BLAST que vai Identificar numa
colegéo de sequéncias, as que sdo homologas a sequéncia estudada.

As sequéncias caracterizadas sdo depositadas em bancos de dados, que
além de guardarem essas sequéncias, oferecem ferramentas para caracterizagao de

novas moléculas. (Kreuzer and Massey, 2002; Prosdocime et al., 2002).
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A Leishmaniose Visceral (LV) é uma enfermidade potencialmente fatal, sendo no Brasil
causada pela Leishmania chagasi com cerca de 3.500 novos casos por ano. Esta presente em quase
todo o territério brasileiro, mas o maior nimero de casos ocorre em areas onde 0s servigos de saude
sdo pouco desenvolvidos, o que dificulta seu diagnéstico baseado principalmente nos sintomas
clinicos, também comuns a outras doengas. Por esse motivo e pela falta de um tratamento nao toxico
muitos trabalhos buscam estratégias que permitam um diagndstico rapido e confiavel ou a produgéo
de uma vacina.

Em um estudo anterior, foram selecionados genes codificantes para proteinas antigénicas
de L. chagasi que se mostraram capazes de reagir com anticorpos de cées infectados por esse
parasita e seres humanos portadores de calazar. No presente trabalho, esses genes foram
sequienciados e as seqliéncias analisadas para a caracterizagdo das respectivas proteinas. Os
resultados obtidos mostraram que seis dos clones codificam quatro proteinas diferentes, compostas
por regides contendo multiplos dominios repetitivos de tamanhos diferentes e ndo relacionados entre
si. Essas repeticées sugerem que, ao menos em L. chagasi, proteinas com regides repetitivas podem
ser melhor indutoras de imunidade humoral, podendo ser entdo candidatas a componentes de

sistemas de diagndstico contra a leishmaniose visceral.

O género Leishmania €& composto por protozoarios da familia
trypanosomatidae com muitas espécies patogénicas. Esses organismos sao
parasitas obrigatérios e possuem dois estagios durante seu ciclo celular: um

promastigota extracelular, presente no inseto vetor e um amastigota intracelular, no



fagolisossomo dos macréfagos de mamiferos. As varias espécies de Leishmania
causam as leishmanioses, um grupo de doengas classificadas de acordo com os
sintomas clinicos e a espécie responsavel pela infeccdo, que afetam milhdes de
pessoas em quase todo o mundo. As patologias se distinguem em duas principais
categorias: a leishmaniose tegumentar (LT) ou cutdnea e a leishmaniose visceral
(LV) (Gradoni 2001, Herwaldt 1999, Joshi et al. 2002). A LV é transmitida pela L.
chagasi na América do Sul e pelas L. donovani e L. infantum nos demais continentes
onde esta presente. Seus sintomas variam entre os individuos e a regido geografica,
mas em geral caracteriza-se por febre, anemia, perda de peso e
hepatoesplenomegalia (Buates & Matlashewski 1999).

A grande incidéncia anual de LV, cerca de 500.000 casos a cada ano
(Monroy-Ostria et al. 2000), motiva a busca de estratégias que permitam um
diagndstico rapido e confiavel. Preliminarmente o diagndstico € baseado nos
sintomas clinicos, mas apresentam condicbes similares a outras doengas. O
diagndstico parasitologico baseia-se na visualizagdo do parasito, mas os métodos
sdo invasivos para os pacientes. Ja o diagnostico sorologico, que procura anticorpos
séricos especificos, tem problemas como a produgdo do antigeno padronizado e
reagbes cruzadas com outros parasitas (Reed 1996, Schalling et al. 2002). Esta,
contudo parece ser a abordagem mais promissora, uma vez que na LV, anticorpos
especificos podem ser facilmente detectados durante a doenga e os ensaios podem
ser rotineiramente executados em amostras de sangue ou urina.

Muitas vacinas contra a leishmaniose ja foram testadas, entre elas vacinas
produzidas com organismos vivos, vacinas de subunidades definidas, fragbes
antigénicas e vacinas de DNA. Embora alguns resultados obtidos sejam

promissores, nenhuma dessas vacinas chegou ao consenso de quais moléculas



devem ser usadas como antigeno, a melhor via de inoculagdo e o tempo necessario
para uma imunidade satisfatoria (Fromel et al. 1988, Monjour et al. 1994, Xu et al.
1995, Engers et al. 1996, Frankenburg et al. 1996, Gradoni 2001, Follador et al.
2002).

Pelos motivos apresentados e também pela falta de um tratamento nao
toxico e de melhor eficacia, muitos trabalhos procuram identificar novos antigenos
parasitarios que possam ser utilizados no melhoramento das técnicas para
diagnostico, no desenvolvimento de uma vacina ou na imunoterapia contra a
leishmaniose. Alguns antigenos de Leishmania ja estdo bem caracterizados entre
eles: as glicoproteinas GP63 e a GP46 (Etges et al. 1986, Champsi & McMahon-
Pratt 1988, Button et al. 1991, Liu & Chang 1992, Steinkraus & Langer 1992,
McMaster et al. 1994, Beetham et al. 1997, Myung et al. 2002, Yao et al. 2002,), as
HSPs (Zilberstein & Shapira 1994, Salotra et al. 1995), as Cinesinas (Kull et al.
1996), os antigenos K9 e K26 (Burns et al. 1993), a Ubiquitina (Ulrich 2002,
VanDemark & Hill 2002) e o LACK (Soussi et al. 2000).

Neste trabalho, tivemos como objetivo principal sequenciar e caracterizar
clones de uma biblioteca de cDNA de expressao de L. chagasi, reconhecidos por
soros de cdes e humanos com calazar. Clones que codificam quatro proteinas
diferentes foram sequenciados total ou parcialmente. A analise da sequéncia de
aminoacidos destas proteinas mostrou que todas, independente de suas
homologias com proteinas descritas ou n&o na literatura, sdo compostas por regides
contendo dominios repetitivos. Estes dominios sdo de tamanhos diferentes e nao
relacionados entre si. A ocorréncia destas repeticbes sugere que, ao menos em L.

chagasi, proteinas compostas por regides repetitivas podem ser melhor indutoras de



imunidade humoral. Estas proteinas seriam entdo candidatas a componentes de

sistemas de diagndstico contra a leishmaniose visceral.

MATERIAL E METODOS

Clones de cDNA de L. chagasi — Os clones foram obtidos a partir de uma
biblioteca cDNA de formas amastigotas de L. chagasi, construida em vetor ZAP
dExpress Lambda Phage Vector (Stratagene). Os clones selecionados continham
polipeptidios recombinantes que reagiram com anticorpos de um conjunto de soros
de cdes de areas endémicas, com sorologia e reagao intradérmica positiva para
antigeno bruto deste parasita, e com soros humanos portadores de calazar. Os
plasmideos presentes nos fagos selecionados foram excisados em Escherichia coli
e em seguida purificados para posterior sequenciamento. Esse trabalho foi realizado
pela equipe do Laboratorio de Imunologia Celular e Molecular do Centro de
Pesquisas Gongalo Muniz. Os plasmideos foram entdo sequenciados parcialmente
no Centro de Biotecnologia da Universidade Cornell, Nova lorque — EUA e os que
continham insertos considerados relevantes, foram enviados para o Centro de
Pesquisa Aggeu Magalhdes para sequenciamento total e melhor caracterizagao

(Tabela l).

Métodos de digestao e purificagdo de DNA — Os plasmideos pBK-CMV, contendo
os cDNAs, foram digeridos simultaneamente com as enzimas Eco Rl e Xho | (New
England Biolabs, England, UK) para estimativa do tamanho dos fragmentos e
transformados em E. coli (cepas DH5a ou Tg-2). A digestdo, transformacgéao e

obtencdo de DNA plasmidial em larga escala, foi executada segundo Sambrook et



al. (1989) e Ausubel et al. (1992). A purificagdo do DNA, quando precisou ser feita,
foi com o “Plasmid Mini Kit” QIAGEN,UK, a partir de colunas QIAGEN - tip 20,

seguindo as recomendac¢des do fabricante.

Estratégias para seqiienciamento de DNA — Primeiramente todos os clones foram
sequenciados com os oligonucleotideos M13 universal e o M13 reverso. Em seguida,
foram desenhados “primers” internos para obtengdo das sequéncias completas. No
caso do clone LC 30 foram ainda realizadas trés etapas de diminui¢do do tamanho do
inserto visando facilitar o sequenciamento. Assim, o plasmideo contendo o inserto LC
30 original foi inicialmente digerido com a enzima Kpn |, que reconhece um sitio de
restricdo no vetor pBKCMV e um segundo sitio no interior do fragmento, e depois
religado com a enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs, England, UK) gerando o
clone LC 30 - Kpn. Para a obtengdo de mais duas sub-clonagens foi usada essa
mesma estratégia com a enzima Bam HI, tanto no plasmideo selvagem quanto para o
clone LC 30 — Kpn gerando os plasmideos LC 30 - Bam HIl e LC 30 — Kpn — Bam HI,
respectivamente. O sequenciamento destes diferentes plasmideos com os oligos M13
universal e reverso permitiu que trechos maiores do LC 30 fossem sequenciados,

antes da utilizag&o dos “primers” internos.

Seqiienciamento de DNA — Os sequenciamentos foram feitos utilizando-se “o kit
AlFexpress AutoRead Sequencing” (Amersham Biosciences, USA), que possui 0s
oligonucleotideos marcados na posi¢ao 5, quando foram usados os oligonucleotideos
M13 universal e o M13 reverso. Na reacgéao, cerca de 5-10 ug do DNA plasmidial foram
incubados com 4 pmoles do “primer” e 6 a 8 unidades de T7 DNA polimerase. Para

anelamento a reacdo era colocada a 65°C por 5 min e a 37°C por 10 min para



extensdo. O “kit Therminator Cycle Sequencing” (Amersham Biosciences, USA), que
possui os dideoxinucleotideos marcados, foi usado quando o sequenciamento era
feito com os “primers” internos, facilitando a estratégia ja que nesse Kit os “primers”
nao precisam ser marcados. Nessa reagao cerca de 0.2-0.5 pg de DNA plasmidial
foram incubados com 2 pmoles do “primer” e 10 U da T7 DNA polimerase. A reacao
de sequenciamento/amplificagcao foi realizada em um Termociclador (Biometra) por
um total de 30 ciclos nas condi¢cdes de 95°C por 30s, 60°C por 30s e 72°C 2 min. O

sequenciador utilizado foi o0 automatico ALF Il da empresa Amersham Biosciences.

Analise computacional dos resultados - Os resultados dos seqlienciamentos foram
editados no programa DNAstar (versdo 3.85): EDitseq para edigdo das sequéncias,
Mapdraw para edicdo dos mapas e o Megaline para alinhamento das sequéncias
obtidas a cada sequenciamento. A caracterizac&o foi feita por analise de homologia
com sequéncias disponiveis em bancos de dados, através do programa “BLAST”

(Basic Local Alignment Search Tool) do NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov) para

comparagdo com todas as sequéncias contidas neste banco e do SangerCenter

(http://www.sanger.ac.uk) e genedb (http://www.genedb.org) para a comparacéo das

sequéncias obtidas com as sequéncias de L. major.

RESULTADOS

Com a digestao dos plasmideos e a liberagdo dos fragmentos foi possivel estimar
os tamanhos dos mesmos (Fig. 1). O clone LC 9 liberou uma banda de
aproximadamente 1,2 Kb, o LC 12 de 2,0 Kb. O clone LC 14 liberou dois fragmentos
préoximos de 1,25 e 1,0 Kb sendo entdo estimado em aproximadamente 2,25 Kb, ja o

LC 16 liberou duas bandas de 1,0 Kb cada. O clone LC 18 foi estimado em 2,2 Kb e o



LC 30 em 5 Kb (Tabela 1). Diferentes estratégias para o seqienciamento de cada um
desses clones foram elaboradas e estdo descritas a seguir. Vale salientar que os
clones que codificam a mesma proteina, identificados no inicio da etapa de

sequenciamento, estdo descritos em conjunto.

Seqiienciamento dos clones LC 9 e LC 12 — No sequenciamento dos clones LC9 e
LC12, foram obtidas trés e seis sequéncias, respectivamente, com os “primers” M13
universal e reverso além dos internos, desenhados especificamente para esse fim. A
estratégia de sequenciamento é mostrada na Fig. 2. Apos o alinhamento dessas
sequéncias descobriu-se que ambos sdo originados de um mesmo mMRNA e codificam
para a mesma proteina. O clone LC9 possui 1213 nucleotideos que codificam uma
proteina de 30 kDa com 296 aminoacidos, ja a sequéncia do LC 12 &€ composta por
1902 nucleotideos e a proteina de aproximadamente 52 kDa possui 524 aminoacidos.
Essa proteina € composta basicamente por segmentos repetitivos de 39 aminoacidos
(cinco no LC 9 e 11 no LC 12) e uma regido nao repetitiva de 76 aminoacidos na sua
extremidade C-terminal (Fig. 3). A diferenga entre esses dois clones é a presencga de
um maior numero de repeti¢cdes no clone LC 12 e uma diminuicdo no LC 9 da regiédo
3’ ndo traduzivel que nao interfere na sequéncia da proteina. A submissao dos
resultados a uma analise de homologia, com sequéncias de proteinas disponiveis na
rede, mostrou que a proteina codificada pelos clones LC 9 e LC 12 é homodloga a uma
presente em varias espécies de Leishmania, inclusive em L. chagasi. Contudo a
sequéncia consenso para os dominios repetitivos na proteina dos clones LC 9/LC 12
¢ ligeiramente diferente daquele ja descrito no homologo de L. chagasi, sugerindo que

este parasita possua mais de um homélogo para essa proteina.



Clones LC 14 e LC 16 — O sequenciamento do clone LC 14 foi feito utilizando seis
oligonucleotideos diferentes (Fig. 4), os tamanhos dos fragmentos construidos, a partir
de cada “primer”, podem ser observados na Fig. 4. A sequéncia obtida possui 2250
nucleotideos e codifica uma proteina de 541 aminoacidos, com peso molecular de 54
kDa. O clone LC 16 precisou de cinco “primers” para ser sequenciado (Fig. 4), com a
sequéncia final possuindo 1890 nucleotideos. Quando esse clone foi digerido com as
enzimas Xho | e Eco RI liberou apenas um fragmento (Fig. 1). Porém na analise dos
primeiros sequenciamentos foi verificado que ele possuia um sitio interno de Xho |,
que o cortava em dois fragmentos de aproximadamente 1,0 Kb, que no gel séo
interpretados como uma sé banda, o que justifica o tamanho de aproximadamente 2,0
Kb do clone LC 16.

Como no caso do LC 9 / LC12, as sequéncias dos clones LC 14 e LC 16
mostraram que estes cDNAs resultaram de um mesmo mRNA e codificam a mesma
proteina, que no caso do LC 16 € composta por 449 aminoacidos com 45 kDa. Essa
proteina € constituida de uma regido nado repetitiva de 230 aminoacidos na
extremidade carboxi-terminal e uma regido repetitiva composta por 22 ou 15
repeticdes de 14 aminoacidos, no caso das LC 14 e LC 16, respectivamente (Fig. 5).
No resultado do BLAST, com sequéncias de proteinas disponiveis no NCBI, nao foi
encontrado nenhum homologo dessa proteina descrito em Leishmania. Porém no
SangerCenter, com os resultados do genoma parcial de L. major, foi possivel
encontrar uma alta homologia com um fragmento de um cromossomo parcialmente
sequenciado. Esse fragmento consiste basicamente em uma sequéncia de 14
aminoacidos repetidos pelo menos 125 vezes, seguida de uma extremidade Carboxi—
terminal n&o repetida, com cerca de 240 aminoacidos. Avaliando essa sequéncia de L.

major com a ferramenta BLAST no NCBI, foi identificado um homodlogo em um



cromossomo de Trypanosoma cruzi, 0 qual aparentemente faz parte de um grupo de
antigenos repetitivos, ja caracterizados parcialmente, mas que parecem ter fungdes e
localizagbes distintas.

Clone LC 18 - A sequéncia do LC 18 ainda ndo esta terminada, apesar de terem
sido usados quatro “primers” que resultaram em fragmentos compostos por duas
repeticbes de 74 aminoacidos (Fig. 6). Esses fragmentos sdo homologos de uma
proteina altamente conservada em eucariotos. Como a sequéncia é parcial, ndo foi
possivel saber se a proteina codificada ja foi descrita em L. chagasi, mas ja se sabe
que, em algumas outras espécies de Leishmania, essa proteina esta presente em
mais de um numero de copias e € altamente conservada.

Clone LC 30 — Tendo em vista o alto peso molecular do fragmento LC 30 e a
dificuldade de desenhar e produzir o elevado numero de “primers” para o0 seu
sequenciamento partiu-se para a identificacdo de sitios internos de restricdo que
permitissem a redugédo do tamanho do fragmento. As enzimas Kpn | e Bam HI foram
escolhidas para as novas construgdes (Fig. 7). Os clones LC 30 selvagem, LC 30—
Kpn, LC 30-Bam e LC 30— KPN- BAM foram sequenciados com um total de sete
diferentes oligonucleotideos, que resultaram em nove diferentes sequéncias (Fig. 8).
Essas sequéncias parciais foram agrupadas em trés conjuntos maiores, separados
por trechos nao sequenciados. Nao foi encontrado nenhum homologo dessa proteina
no NCBI. Porém na busca realizada no genoma de L. major, nos bancos de dados do
“SangerCenter”’ e “Genedb”, foi identificada uma homologia com duas regides distintas
do cromossomo L 16 (sequéncia parcial em andamento) de L. major, no qual uma
delas possui uma regido de 3376 nucleotideos completa e uma repeticao parcial
desses nucleotideos, indicando um possivel motivo repetitivo de 1125 aminoacidos

(Fig. 9).



DISCUSSAO

Muitos antigenos de Leishmania descritos possuem motivos repetitivos. Em um
trabalho de Bhatia et al. (1999) foram descritos dois antigenos hidrofilicos de L.
chagasi, o K9 e o K26, que possuem peso molecular de ~9 e ~26 KDa
respectivamente, onde a diferenca basica entre os dois € a presenca de 11 copias de
14 aminoacidos repetitivos na ORF do K26. Esses antigenos sao especificos para a
deteccdo de anticorpos em soros infectados com L. chagasi. No T. cruzi, os antigenos
CRA e FRA tém uma alta sensibilidade e especificidade para o diagnostico da Doenga
de Chagas. O antigeno FRA esta localizado no flagelo e possui repeticbes de 68
aminoacidos, enquanto que o CRA esta localizado no citoplasma e suas repeticdes
consistem em 14 aminoacidos (Krieger et al. 1992, Muller & Felleisen 1995). A alta
frequéncia de antigenos isolados com dominios repetitivos no T. cruzi pode ser
explicada pela elevada concentracdo de anticorpos especificos contra esses
antigenos no soro de pacientes chagasicos (Silveira et al. 2001).

Os resultados desse trabalho mostram que os seis clones sequenciados codificam
para pelo menos quatro proteinas diferentes. O fato dos clones LC9/LC 12e LC 14/
LC 16 codificarem a mesma proteina deve-se ao fato de que a sintese do cDNA a
partir do mRNA durante a construgédo da biblioteca ndo prossegue até o fim, gerando
copias de tamanhos distintos, pelo abandono prematuro da transcriptase reversa da
fita de mRNA, ou ainda pela presenga de mRNAs que tiveram a regido 5 degradada.

A grande quantidade de antigenos com motivos repetitivos encontrada na
biblioteca pode ser explicada, pela alta imunogenicidade que esses apresentam por
serem compostos por regides que se repetem. Pelo numero de aminoacidos e vezes
que esses motivos repetitivos ocorrem, os antigenos podem ser divididos em dois

grupos. O grupo um & composto pelos clones LC 9 /LC 12, LC 14 /LC 16 e LC 18



que possuem repeticdes de 14 a 74 aminoacidos. Esses numeros sao compativeis
com antigenos compostos por motivos repetitivos descritos, tanto nas espécies de
Leishmania, como no caso dos antigenos K9 e K26 e o gene ppg? de 2300
aminoacidos, que possui cerca de 100 repeticdes de 15 aminoacidos e € um
homologo da glicoproteina de superficie do complexo psa2/gp46 (llg et al. 1999),
como também dos antigenos CRA e FRA de T. cruzi.

No grupo dois esta presente o clone LC 30, onde a repeticdo do seu homélogo é
composta por pelo menos 1125 aminoacidos, um numero bastante elevado, o que pde
em duvida se essa sequéncia codifica mesmo uma proteina. Se isso ocorrer, esse
antigeno pode vir a ser um 6timo candidato para um sistema de diagndstico contra as
leishmanioses, uma vez que, por ndo possuir homologia com nenhuma proteina
descrita em outro género, pode ser bem especifica para deteccdo de anticorpos
contra as espécies de Leishmania.

As proteinas codificadas pelos clones LC 14/ LC 16, LC 9/ LC 12 e LC 18, por
apresentarem um maior numero de repeticées, podem vir a constituir antigenos que
poderdo ser usados em testes de diagnostico, altamente sensiveis para a L. chagasi.
Por outro lado, a especificidade desses antigenos esta comprometida, uma vez que o
homologo do LC 14 / LC 16 em L. major, apresenta uma alta homologia com uma
proteina de T. cruzi. Os clones LC 9 / LC 12 e LC 18 sdo homodlogos de proteinas
descritas em varias espécies. Apesar disso alguns trabalhos, como o de Bhatia et al.
(1999), mostram que proteinas compostas por motivos repetitivos podem ser usadas
em conjunto com outros antigenos em testes sorolégicos mais especificos contra as
espécies de Leishmania.

Além dos fragmentos descritos nesse trabalho, foi identificado ainda, neste mesmo

rastreamento, um outro clone, o LC13. A caracterizagdo do seu fragmento final mostra



que ele codifica uma proteina homdloga de varias espécies de Leishmania que,
entretanto n&o possui repeticbes, mas também apresenta uma alta imunogenicidade.
Isso mostra que além de motivos repetitivos, outras caracteristicas, talvez como a
localizagéo e fungdo das proteinas, interfiram no grau de respostas dos antigenos a
anticorpos contra os parasitas causadores das leishmanioses.

Concluimos entdo que as proteinas descritas parecem ser potentes candidatas
para a elaboragdo de sistemas de diagnostico contra a leishmaniose. Isso ocorre
porque essas proteinas apresentam regides de dominios repetitivos, o que aumenta a
sensibilidade em testes sorologicos. Para uma melhor especificidade, entretanto estes
sistemas podem ser elaborados usando essas proteinas em conjunto com outros

antigenos que apresentam também alta imunogenicidade.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Ausubel FM, Brent R, Kingston RE, Moore DD, Seidman JG, Smith J,
Struhl K 1992. Short Protocols in Molecular Biology. A Compendium
of Methods from Current Protocols in Molecular Biology. 2nd ed.,
New York.

Beetham JK, Myung KS, McCoy J, Wilson ME, Donelson JE 1997.
Glycoprotein 46 mRNA abundance is post-transcriptionally
regulated during development of Leishmania chagasi promastigotes
to an infectious form. J Biol Chem 272: 17360-17366.

Bhatia A, Daifalla NS, Jen S, Badaro R, Reed ST, Skeiky YAW 1999.
Cloning, characterization and serological evaluation of K9 e K26:
two related hydrophilic antigens of Leishmania chagasi. Mol

Biochem Parasitol 102: 249-261.



Buates S, Matlashewski G 1999. Treatment of experimental
leishmaniasis with the immunomodulators Imiquimod and S-28463:
efficacy and mode of action. J Infect Dis 179: 1485-1494.

Burns Jr JM, Shreffler WG, Benson DR, Ghalib HW, Badaro R, Reed SG
1993. Molecular characterization of a kinesin-related antigen of
Leishmania chagasi that detects specific antibody in African and
American visceral leishmaniasis. Proc Natl Acad Sci USA 90: 775-
779.

Button L. L, Reiner NE, McMaster R 1991. Modification of GP63 genes
from diverse species of Leishmania for expression of recombinant
protein at high levels in Escherichia coli. Mol Biochem Parasitol 44:
213-224.

Champsi J, McMahon-Pratt D 1988. Membrane glycoprotein M-2 protects
against Leishmania amazonensis infection. Infect and Immun 52: 3272-
3279.

Engers HD, Bergquist R, Modabber F 1996. Progress on vaccines
against parasites. Dev Biol Stand 87:73-84.

Etges R, Bouvier J, Bordier C 1986. The major surface protein of
Leishmania promastigotes is a protease. J Biol Chem 261: 9098-
9101.

Follador I, Araujo C, Orge G, Cheng LH, Carvalho L, Bacellar O, Almeida
RP, Carvalho EM 2002. Immune response to an inactive vaccine
against American cutaneous leishmaniasis together with granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor. Vaccine 20: 1365-1368.



Frankenburg S, Axelrod O, Kutner S, Greenblatt CL, Klaus SN, Pirak EA,
McMaster R, Lowell GH 1996. Effective immunization of mice
against cutaneous leishmaniasis using an intrisically adjuvanted
synthetic lipopeptide vaccine. Vaccine 14: 923-929.

Frommel D, Ogunkolade BW, Vouldoukis, Monjour L 1988. Infect Immun
56: 843-848.

Gradoni L 2001. An update on antileishmanial vaccine candidates and
prospects for a canine Leishmania vaccine. Vet Parasitol 100: 87-
103.

Herwaldt BL 1999. Leishmaniasis. Lancet 354: 1191-1199.

llg T, Montgomery J, Stierhof YD and Handman E 1999. Molecular cloning
and characterization of a novel repeat-containing Leishmania major
gene, ppgl, that encodes a membrane-associated form of
roteophosphoglycan with a putative glycosylphosphatidylinositol
anchor. J Biol Chem. 29: 31410-31420.

Joshi PB, Kelly BL, Kamhawi S, Sacks DL, McMaster WR 2002. Target
gene deletion in Leishmania major identifies leishmanolysin (GP63)
as a virulence factor. Mol Biochem Parasitol 120: 33-40.

Krieger MA, Almeida E, Oelemann W, Lafaille JJ, Pereira JB, Krieger H,
Carvalho MR, Golgenberg S 1992. Use of recombinant antigens for
the accurate immunodiagnosis of Chagas'diseases. Am J Trop Med
Hyg 46: 427-434

Kull FJ, Sablin EP, Lau R, Fletterick RJ, Vale RD 1996. Crystal structure of
the kinesin motor domain reveals a structural similarity to myosin.

Nature 380: 550-555.



Liu X, Chang K-P 1992. Extrachromosomal genetic complementation of
surface metalloproteinase (gp63)-deficient Leishmania increases their
binding to macrophages. Proc Natl Acad Sci USA 89: 4991-4995.

McMaster WR, Morrison CJ, Macdonald MH, Joshi PB 1994. Mutational and
functional analysis of the Leishmania surface metalloproteinase GPG63:
similarities to matrix metalloproteinases. Parasitology Cambridge 108:
S29-S36.

Monjour L, Neogy AB, Vouldoukis |, Silva AO, Boisnic S, Brito MEF, Lesot A,
Vignot N, Martins JS, Jardim ML 1994. Exploitation of parasite derived
antigen in therapeutic success of human cutaneous leishmaniasis in
Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz 89: 479-483.

Monroy—Ostria A, Hernandez-Montes O and Barker B 2000. Aetology of
visceral leishmaniasis in Mexico. Acta Trop 75: 155-161.

Muller N, Felleisen R 1995. Bacterial expression systems are tools for
the production of immunodiagnostic parasite antigens. Parasito
Today 11: 476-480.

Myung KS, Beetham JK, Wilson ME, Donelson JE 2002. Comparison of the
post-transcriptonal for the surface proteins PSA (GP46) and MSP
(GP63) of Leishmania chagasi. J Biolog Chem 277: 16489-16497.

Reed S 1996. Diagnosis of Leishmania. Clin Dermatol 14: 471-478

Salotra P, Chauhan D, Ralhan R, Bhatnagar R 1995. Tumor necrosis
factor-alpha induces preferential expression of stress proteins in
virulent promastigotes of Leishmania donovani. Immunology Lett

44:1-5.



Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T 1989. Molecular cloning — A laboratory
manual. 2nd. ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York.

Schallig HDFH, Canto-Cavalheiro M, da Silva ES 2002. Evalution of the
direct agglutination test and the rK39 dipstick test for the sero-
diagnosis of visceral leishmaniasis. Mem Inst Oswaldo Cruz 97:
1015-1018.

Silveira JF, Umezawa ES, Luquetti AO 2001. Chagas disease:
recombinant Trypanosoma cruzi antigens for serological diagnosis.
Trends Parasitology 17: 286-291

Soussi N, Milon G, Colle J-H, Mougneau E, Glaichenhaus N, Goossens P
2000. Listeria monocytogenes as a short-lived delivery system for the
induction of type 1 cell-mediated immunity against the p36/LACK
antigen in Leishmania major. Infect Immun 68: 1498-1506.

Steinkraus HB, Langer PJ 1992. The protein sequence predicted from a
Leishmania guyanensis gp63 major surface glycoprotein gene is
divergent as compared with other Leishmania species. Mol Biochem

Parasitol 52: 141-144.

Ulrich HD 2002. Degradation or maintenance: actions of the ubiquitin system
on eukaryotic chromatin. Eukaryotic Cell 1: 1-10.

VanDemark AP, Hill CP 2002. structural basis of ubiquitylation. Curr Opin
Struct Biol 12: 822-830.

Xu D, McSorley SJ, Chatfield SN, Dougan G, Liew FY 1995. Protection
against Leishmania major infection in genetically susceptible BALB/c
mice by gp63 delivered orally in attenuated Salmonella typhimurium

(AroA-AroD-). Immunology 85: 1-7.



Yao C, Leidal KGL, Brittingham A, Tarr DE, Donelson JE, Wilson ME 2002.
Biosynthesis of the major surface protease GP63 of Leishmania
chagasi. Mol Biochem Parasitol 121: 119-128.

Zilberstein D, Shapira M 1994. The role of pH and temperature in the

development of Leishmania parasites. Annu Rev Microbiol 48: 449-470.



TCOTC1I2TCHATCI6ATCIRTICIN M M LC 18

12000
5000

4000
3000
2000

1650 3000

1000 2000
850

1A 1B

Fig 1. Digestbes dos clones. A figura 1A mostra a digestdo simultédnea dos clones com as
enzimas Eco Rl e Xho |, que estima os tamanhos dos clones LC 9 em 1,2 Kb, LC 12 em 2,0
Kb, LC 14 em 2,25 Kb, LC 16 em 2,0 Kb (duas bandas de quase mesmo tamanho) e o LC 30
em 5,0Kb. O clone LC 18 é apenas linearizado com essa digestdo. A figura 1B mostra a
digestdo do LC 18 com a enzima Hinc Il presente também no plasmideo, estimando seu

tamanho em 2,2 Kb.
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Fig 2. Esquema e resultado do sequenciamento dos clones LC 9 e LC12. As seqtiéncias finais dos
dois clones foram obtidas a partir de trés oligonucleotideos para o LC9 e seis o0 LC12. O primer LC 9
R1 interno foi usado nos dois clones. Essas sequéncias sdo mostradas com suas enzimas de
restricdo. Regides seqlienciadas apenas em um sentido, possuem boa qualidade e sdo confiaveis.
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Fig 3. Esquema da proteina codificada pelos clones LC 9 e LC12. As proteinas
codificadas por esses clones possuem 296 e 524 aminoacidos respectivamente e
sdo compostas por uma regido de 11 repeticbes no LC12 e cinco repeticdées no LC 9

de 39 aminoacidos, a regido nao repetitiva tem 76 aminoacidos.
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Fig 4. Esquema e resultado do sequenciamento dos clones LC 14 e LC 16. O clone LC 14 foi seqlienciado com

seis oligonucleotideos e o clone LC 16 com cinco. Alguns primers foram utilizados nos dois clones. As seqiiéncias

finais sdo mostradas com seus sitios restricdo inclusive o sitio de Xho | interno. RegiGes seqlienciadas apenas
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Fig 5. Esquema da proteina codificada pelos clones LC 14 e LC 16. As proteinas
codificadas por esses clones possuem 296 e 524 aminoacidos respectivamente,
sendo compostas por uma regiao de 22 repeticdes no LC 14 e de 15 repeticdes no

LC 16. A regido nao repetitiva possui 76 aminoacidos.
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Fig 6. Esquema do sequénciamento parcial do clone LC18. As quatro sequéncias do LC 18
foram obtidas com quatro oligonucleotideos diferentes. O fragmento total tem um tamanho
estimado de 2,2 Kb e é composto por duas repeticdes de 222 nucleotideos.

Bg |- Byl | Bg — Bg! Il Pl—Pwul A-Avall  Af—AflI



M LC30 LC30
Bam HI Kpn|

12000
5000
3000
2000
1650

1000
850

Fig 7. Digestédo do clone LC 30. O plasmideo LC 30 foi digerido com as enzimas Bam HI e Kpn
|. O produto da reacao foi corrido em gel de agarose 0,8 %. Os clone LC 30 — KPN, LC 30 Bam
Hl e o LC 30 — Kpn — Bam HI foram construidos a partir dessa digestdo. O marcador usado € o

Ladder 1Kb plus da Life Technologies.
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Fig 9. Esquema da sequéncia da regido do cromossomo LC 16 de L. major que tem homologia com o
clone LC 30. Essa sequéncia possui 5703 nucleotideos e €& composta por uma regido de
aproximadamente 3376 nucleotideos com duas repeticdes parciais.
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