Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Mestrado em Biologia Celular e Molecular

Papel biolégico da tripanotiona redutase na viruléncia de

Leishmania infantum

MYSLENE SOARES DA FONSECA

Dissertacdo apresentada ao Instituto
Oswaldo Cruz como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre em Biologia Celular e
Molecular

RIO DE JANEIRO
2021



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacado Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
P6s-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

Myslene Soares da Fonseca

PAPEL BIOLOGICO DA TRIPANOTIONA REDUTASE NA VIRULENCIA DE
LEISHMANIA INFANTUM

Orientador: Dr. EImo Eduardo de Almeida Amaral

Dissertacdo apresentada ao Instituto
Oswaldo Cruz como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre em Biologia Celular e
Molecular

RIO DE JANEIRO
2021



Ficha catalografica elaborada pela
Biblioteca de Ciéncias Biomédicas / ICICT/ FIOCRUZ — RJ

Soares da Fonseca, Myslene.

Papel biologico da tripanotiona redutase na viruléncia de Leishmania
infantum / Myslene Soares da Fonseca. - Rio de Janeiro, 2021.
86 f.

Dissertacao (Mestrado) - Instituto Oswaldo Cruz, Pés-Graduacao em
Biologia Celular e Molecular, 2021.

Orientador: Elmo Eduardo de Almeida Amaral.
Bibliografia: f. 62-66

1. leishmaniose. 2. leishmania. 3. tripanotiona redutase. 4.
superexpressao. 5. viruléncia. I. Titulo.

Elaborado pelo Sistema de Geracao Automatica de Ficha Catalografica da Biblioteca de Manguinhos/Icict/Fiocruz com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a), sob a responsabilidade de Igor Falce Dias de Lima - CRB-7/6930.



MYSLENE SOARES DA FONSECA

Papel bioldgico da tripanotiona redutase na viruléncia de Leishmania infantum

Orientador:
Dr. EImo Eduardo de Almeida Amaral

Aprovada em: 30/04/2021

EXAMINADORES:

Dra. Ana Carolina Ramos Guimaraes
FIOCRUZ

Dra. Patricia Maria Lourenco Dutra
UERJ

Dra. Mariana Cortes Boité
FIOCRUZ

SUPLENTES:
Dra. Silvia Amaral Gongalves da Silva
Dra. Tania Zaverucha do Valle

Rio de Janeiro
2021



Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Bioquimica de Tripanosomatideos
do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, sob a orientacdo do Dr. EImo Eduardo de
Almeida Amaral.



DEDICATORIA

Aos meus familiares,
orientador e amigos do
laboratorio.

Vi



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer primeiramente a Deus por estar sempre abengcoando a

mim e a minha familia, sempre olhando por nés e nos protegendo.

Aos meus pais, Robson e Marta, por todo apoio e incentivo durante toda a
minha vida. Obrigada por todo amor e carinho, que eu sempre recebi, e que foi
demonstrado de diversas formas. Eu amo vocés, de todo o meu coragédo. Eu sou
muito grata a vocés por tudo. Agradeco a Deus por ter me dado pais téao
maravilhosos.

Ao meu irmdo Michel, por me incentivar a fazer faculdade de Farmacia junto
com ele e no final das contas, me deixar fazer a matricula sozinha hahaha. Apesar
de tudo, foi através desse curso que descobri o meu amor pela pesquisa e pela
ciéncia. Entdo, muito obrigada irméo, também te amo.

A minha cunhada Dani, por estar sempre com a gente em todos os
momentos, e por ser a parte comica da familia. Obrigada por tudo Dani, sou muito
grata a Deus por ter vocé na nossa familia.

Ao Rodrigo, por todo carinho e apoio que tem me dado. Muito obrigada por
estar sempre comigo. Também agradeco a Deus por ter te colocado na minha vida.

A todos os meus familiares, por todo o apoio. Sou extremamente feliz por ter
uma familia tdo unida e que esta sempre pronta para ajudar em qualquer
circunstancia.

Ao meu orientador, Dr. EImo. Muito obrigada pela oportunidade de entrar no
laborat6rio. Sou muito grata por todos 0s ensinamentos, paciéncia, confianca e
puxdes de orelha. O senhor me ajudou muito no meu desenvolvimento e a minha
admiracao pelo senhor cresce cada vez mais.

Ao Jobim, Jbéber, Jobinho, Job In&cio. Muito obrigada por tudo, por me
entrevistar la em 2014 para entrar no laboratorio como IC, mesmo eu apresentando
um curriculo de técnico em informatica hahaha. Também te agradeco muito pelos
ensinamentos Jobinho, por toda paciéncia comigo e por estar sempre me ajudando
em todos os momentos. Eu aprendi muito com vocé e sou muito grata.

Ao Cla do Elmo (Luiza, Gabizinha, Taiana, Nathy, Yago, Gabizona, Jobinho,
aos antigos e novos membros), sou muito feliz por estar em um grupo tdo unido.

Vocés sdo como uma segunda familia para mim e eu me diverti muito com vocés

vii



durante todos esses anos. Muito obrigada por todas as parddias que vocés fizeram,

principalmente a Lu hahaha, e muito obrigada por todo o apoio.

Aos membros do LBqT, também agradeco por todo apoio. Sou muito grata

por ter trabalhado em um ambiente tdo agradavel e com pessoas tdo acolhedoras.
Ao Programa de Pés-Graduacgédo em Biologia Celular e Molecular.
Aos oOrgaos financiadores do projeto: CAPES, CNPg e FAPERJ.

Aos membros da banca avaliadora.

viii



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacado Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Papel bioldgico da tripanotiona redutase na viruléncia de Leishmania infantum
Dissertacdo de mestrado

Myslene Soares da Fonseca

RESUMO

A leishmaniose € uma doenca tropical negligenciada causada por parasitos
protozoarios do género Leishmania. Parte do ciclo biolégico da Leishmania ocorre
no interior dos vacuolos parasitéforos das células mononucleadas de defesa do
sistema imunolégico do hospedeiro vertebrado. No interior desses vacuolos, 0s
parasitos sobrevivem ao estresse oxidativo devido a um eficiente sistema de
controle do balanco redox baseado principalmente na fungdo da tripanotiona
redutase (TR). Além do papel da TR no controle do balanco redox, estudos
anteriores jA demonstraram a importancia desta enzima em processos relacionados
a viabilidade celular e viruléncia em tripanossomatideos. Porém, o papel da TR na
viruléncia de espécies do Novo Mundo ainda néo foi estudado. Nesse contexto, 0o
objetivo desse trabalho foi investigar o papel da TR de L. infantum na viruléncia,
comparando a atividade desta enzima com uma espécie de Leishmania nao
virulenta ao mamifero, L. tarentolae. Inicialmente, avaliamos a atividade da TR,
através do método de Ellman, em parasitos patogénicos e nao patogénicos a
mamiferos, L. infantum e L. tarentolae, respectivamente. Nossos resultados
revelaram que a atividade enzimética da TR de L. infantum foi superior a de L.
tarentolae. Também, observamos diferencas nas sequéncias nucleotidicas e de
aminoacidos da TR de L. infantum e L. tarentolae. Adicionalmente, construimos um
modelo tridimensional da TR de L. tarentolae por modelagem comparativa. Este
modelo foi comparado com a estrutura cristalizada da TR de L. infantum, onde
observou-se que as estruturas sdo altamente conservadas e possuem diferencas na
superficie eletrostatica, principalmente no sitio catalitico. Além disso, também foram
observadas diferencas nas interacdes intermoleculares entre a tripanotiona redutase
e a tripanotiona reduzida tanto de L. infantum quanto de L. tarentolae. Para avaliar
o papel da TR na infectividade de L. infantum, realizamos a superexpressao dessa
enzima atravées da transfeccdo dos parasitos de L. infantum com o vetor
recombinante construido (pSP72aNEOa + TR de L. infantum). A superexpressao foi
caracterizada através do método de Ellman, onde foi constatado um aumento
significativo da atividade da TR das promastigotas de L. infantum que
superexpressam a TR em relacdo as promastigotas selvagens. Em seguida,
analisamos a infectividade da cepa de L. infantum mutante e verificamos que os
parasitos de L. infantum que superexpressam a TR tiveram um aumento significativo
no indice de infeccdo em macrofagos murinos nos tempos de 24 e 48 horas quando
comparados aos parasitos selvagens. A populacdo de promastigotas metaciclicas e
a atividade da TR dos parasitos metaciclicos da cepa mutante foi avaliada. Os
parasitos de L. infantum que superexpressam a TR obtiveram um aumento da
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populacdo de promastigotas metaciclicas em relacdo aos parasitos selvagens.
Ademais, os parasitos metaciclicos que superexpressam a TR mantiveram o
aumento da atividade enzimatica. Também expressamos a TR de L. infantum em L.
tarentolae, onde constatou-se que os parasitos de L. tarentolae que expressam a TR
de L. infantum tiveram um aumento significativo da atividade da TR. Por fim, a
infectividade desses parasitos foi analisada e verificou-se um aumento no indice de
infeccdo em macrofagos murinos em 24 horas em relacdo aos parasitos selvagens.
Estes dados revelam que a enzima tripanotiona redutase, além de controlar o
balanco redox em tripanossomatideos, também pode ter um papel relevante na
infectividade de Leishmania.
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ABSTRACT

Leishmaniasis are neglected tropical diseases caused by protozoan parasites of the
Leishmania genus. Part of the Leishmania's biological cycle occurs inside the
parasitophorous vacuoles of the mononucleated cells of the vertebrate host's
immune system. Inside these vacuoles, the parasites survive the oxidative stress due
to an efficient redox balance control system, based mainly on the trypanothione
reductase (TR) function. In addition to the role of TR in controlling the redox balance,
previous studies have demonstrated the significance of this enzyme in processes
related to cell viability and virulence in trypanosomatids. However, the role of TR in
the virulence of New World Leishmania species have not yet been studied. In this
context, the aim of this work was to investigate the role of L. infantum TR in virulence,
comparing the activity of this enzyme with a species of mammal non-virulent
Leishmania, L. tarentolae. We evaluated the activity of TR through Ellman’s method
in mammal’s pathogenic and non-pathogenic parasites, L. infantum and L.
tarentolae, respectively. Our results demonstrated that the TR activity observed in L.
infantum was higher than observed in L. tarentolae. Furthermore, we observed
differences in the nucleotide and amino acid sequences of the TR of L. infantum and
L. tarentolae. Additionally, a three-dimensional model of the L. tarentolae TR has
been constructed using comparative modeling. The L. tarentolae TR model was
compared with a 3D structure of the L. infantum TR, where it was observed that the
structures are highly conserved. However, differences in the electrostatic surface,
mainly in the catalytic site were observed. In addition, differences in intermolecular
interactions between trypanothione reductase and reduced trypanothione of both L.
infantum and L. tarentolae were observed. In order to assess the role of TR in the
infectivity of L. infantum, we overexpressed this enzyme by transfecting the parasites
of L. infantum with the recombinant vector (pSP72aNEOa + TR of L. infantum). The
overexpression was confirmed using the Ellman’s method, where it was verified a
significant increase in the TR activity of L. infantum parasites that overexpress the TR
in relation to wild-type parasites. Next, we analyzed the infectivity of L. infantum
mutant strain, demonstrating that these parasites had a significative increase in the
infection index in murine macrophages by 24 and 48 hours when compared with wild-
type parasite strains. The metacyclic promastigote population and the TR activity of
metacyclic parasites were evaluated. The L. infantum parasites that overexpress the
TR obtained an increase in the population of metacyclic promastigotes in comparison
to wild-type parasite strains. Additionally, metacyclic parasites that overexpress TR
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maintained an increase in enzyme activity. We also expressed the TR of L. infantum
in L. tarentolae, where it was noted that L. tarentolae parasites express the L.
infantum TR, having a significant increase in TR activity. Lastly, the infectivity of
these parasites was analyzed and there was an increase in the infection index in
murine macrophages by 24 hours in comparison to wild-type parasite strains. These
data reveal that the trypanothione reductase enzyme, that is responsible to the redox
balance in trypanosomatids, may also be important in Leishmania infectivity.
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1 INTRODUCAO
1.1 Doencas Tropicais Negligenciadas

As Doencgas Tropicais Negligenciadas (DTNs) sdo um grupo de doencas que
ndo recebem apoio de industrias farmacéuticas em relacdo a pesquisa e
desenvolvimento de estratégias para o controle, prevencado e tratamento. Esse fato
se justifica pelo baixo potencial de retorno lucrativo para a industria farmacéutica,
pois as DTNs acometem a populacdo de baixa renda que reside, em grande parte,
nos paises em desenvolvimento (MACKEY et al., 2014; TROUILLER et al., 2002).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, had 20 doencas tropicais
negligenciadas: dengue, raiva, tracoma, Uulcera de buruli, treponematoses
endémicas, hanseniase, doenca de Chagas, tripanossomiase humana africana,
leishmanioses, teniase/cisticercose, dracunculiase, equinococose, trematodiases de
origem alimentar, filariose linfatica, oncocercose, esquistossomose, helmintiases
transmitidas pelo solo, escabiose, envenenamento por picada de cobra, além de
micetoma, cromoblastomicose e outras micoses profundas. As DTNs sdo compostas
principalmente por infecgBes causadas por virus, protozodrios, helmintos e bactérias
(MACKEY et al., 2014; WHO, c2021a).

As DTNs prevalecem em 149 paises em condicdes tropicais e subtropicais,
afetando mais de um bilhdo de pessoas e custando anualmente, bilh6es de doélares
as economias dos paises em desenvolvimento. As pessoas mais afetadas vivem em
condicdes de extrema pobreza, sem saneamento basico adequado e préximas a
vetores destas doencas, animais domésticos e gado (OPAS, 2019a).

A Organizacdo Mundial da Saude coordena e apoia estratégias para ajudar
na prevencao, controle, eliminacdo e erradicacdo de doencas tropicais
negligenciadas. Dentre essas estratégias esta um roteiro para doencas tropicais
negligenciadas intitulado “Acabando com a negligéncia para atingir os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel: Um roteiro para doencas tropicais negligenciadas
2021-2030”, que tem como objetivo fortalecer a resposta programatica as doengas
tropicais negligenciadas através de objetivos compartilhados e metas especificas de
doencas apoiadas por investimentos mais inteligentes. Os alvos abrangentes desse
roteiro sao: reduzir em 90% a porcentagem de pessoas que requerem intervencdes
contra doencas tropicais negligenciadas, reducdo percentual de 75% em anos de

vida ajustados por incapacidade relacionada a doencas tropicais negligenciadas,



eliminar pelo menos 1 doenca tropical negligenciada em 100 paises e erradicar 2

doencas tropicais negligenciadas (WHO, 2020a).

1.2 Leishmanioses

As leishmanioses estdo classificadas no grupo de Doencas Tropicais
Negligenciadas e afetam as pessoas que vivem em condi¢cdes de extrema pobreza.
E uma doenca que esta relacionada com o deslocamento da populacéo,
desnutricdo, moradias precarias, sistema imunoldgico debilitado e auséncia de
recursos financeiros (WHO, 2020b).

As leishmanioses estéo distribuidas em 98 paises ou territérios (Figura 1 e 2),
onde 350 milhdes de pessoas vivem em local de risco de infeccdo. E responséavel
por aproximadamente 1,6 milhdo de novos casos por ano, podendo levar a
aproximadamente 30 mil ébitos (OPAS, 2017, WHO, c2021b).

Numeros de novos casos de LC reportados, 2018
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Figura 2 - Distribuicdo da leishmaniose cutanea ao redor do mundo. Fonte: Adaptado de WHO
(2018).
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Figura 1 - Distribuicdo da leishmaniose visceral ao redor do mundo. Fonte: Adaptado de WHO 2
(2018).


https://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/

E uma doenca que possui ampla distribuicdo pelo mundo e é causada por
espécies de protozoarios parasitos intracelulares da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, do género Leishmania (PACE, 2014). Segundo a Organizacéo
Mundial da Saude, a leishmaniose possui uma diversidade de manifestacdes
clinicas que podem ser divididas em 2 formas principais da doenca. A leishmaniose
tegumentar ou cutanea, manifestacdo clinica mais comum da doenca, é
caracterizada pela presenca de lesbes que acometem a pele e as mucosas. A
leishmaniose visceral ou calazar, manifestagdo clinica mais grave, afeta 6rgaos
internos como baco, figado e medula 6ssea, podendo ser fatal se ndo tratada ou se
nao houver diagnostico adequado (PACE, 2014; WHO, 2020b).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, em 2019, mais de 90% dos casos
de leishmaniose visceral foram relatados em 8 paises: Brasil, Etiopia, Eritreia, india,
Quénia, Somalia, Sudao do Sul e Sudao. Além disso, 12 paises reportaram mais de
5000 casos de leishmaniose tegumentar: Afeganistdo, Argélia, Bolivia, Brasil,
Colémbia, Republica Islamica do Ird, Iraque, Libia, Marrocos, Paquistdo, Peru,
RepUblica Arabe Siria e Tunisia (WHO, c2021b).

Os dados epidemiolégicos das leishmanioses no Brasil sdo alarmantes. A
leishmaniose tegumentar € endémica em 1488 municipios com 97 milhdes de
pessoas em risco de infeccéo e, dentre os paises da América do Sul, o Brasil relata
0 maior numero de casos de leishmaniose tegumentar. Devido a grande extensao
geografica, o Brasil é responsavel por 96% dos casos de leishmaniose visceral nas
Américas, no entanto, outros paises da América do Sul, como Argentina, Colémbia,
Paraguai e Venezuela também estdo entre os paises com maiores numeros de
casos registrados (Figura 3) (OPAS, 2019b; WHO, 2016).
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Figura 3 - Casos de leishmaniose visceral no Brasil e Américas, 2001-2017. Fonte: OPAS
(2019b).



1.2.1 Vetores da leishmaniose

Os responsaveis pela transmissdo das leishmanioses sé@o os flebotomineos
(ordem Diptera, familia Psychodidea, subfamilia Phlebotominae), insetos de
pequeno porte que medem de 2 a 3 mm (Figura 4). Aproximadamente 166 espécies
de flebotomineos foram relatadas como vetores potenciais ou comprovados de
diversas espécies de Leishmania no Novo e no Velho Mundo. Dentre essas
espécies, 78 sao vetores comprovados de Leishmania. No Velho Mundo, os
flebotomineos transmissores de Leishmania pertencem ao género Phlebotomus, que
€ constituido de 49 espécies, sendo 31 relatadas como transmissores comprovados.
No Novo Mundo, as espécies de Leishmania, Viannia e Endotrypanum séo
transmitidas por flebotomineos pertencentes ao género Lutzomyia, que € constituido
de 118 espécies, sendo 47 relatadas como transmissores comprovados. No Velho
Mundo, a totalidade das transmissdes de Leishmania ocorre peridomesticamente em
areas semiaridas modificadas por humanos. A transmissédo dos parasitos do Novo
Mundo ocorre frequentemente em habitats silvestres, no entanto, hd espécies que
possuem transmissdo predominantemente peridoméstica (AKHOUNDI et al., 2016;
PACE, 2014).

Figura 4 - Fémea de flebotomineo Lutzomyia longipalpis. Fonte: MINISTERIO DA SAUDE
(2006).

Somente as fémeas dos flebotomineos sédo hematofagas, pois precisam de
sangue para o0 desenvolvimento dos seus ovos. As fémeas desses insetos
depositam seus ovos em locais que disponibilizem calor, umidade e matéria

organica para o desenvolvimento das larvas, como: tocas de roedores, cascas de



arvores velhas, rachaduras de paredes, lixo doméstico, dentre outros (WHO,
c2021c).

Geralmente, estes insetos fazem o repasto sanguineo no hospedeiro
vertebrado ao anoitecer, quando se infectam com o0s parasitos do género
Leishmania. Durante um periodo entre 4 e 25 dias, os parasitos desenvolvem-se no
flebotomineo (OPAS, 2017; WHO, c2021c).

1.2.2 Agente etioldgico

A familia Trypanosomatidae € constituida de uma diversidade de protozoarios
parasitos que sdo predominantemente monoxénicos (ciclo de vida apenas em um
hospedeiro), como Strigomonas, Wallaceina e Zelonia. No entanto, alguns parasitos
possuem um ciclo heteroxénico (ciclo de vida em vertebrados ou plantas e
invertebrados) e sao divididos em trés géneros -
Trypanosoma, Phytomonas e Leishmania (AKHOUNDI et al., 2016).

Os agentes etiolégicos da leishmaniose sdo protozodrios parasitos
pertencentes ao reino Protista, classe Kinetoplastea, subclasse Metakinetoplastina,
ordem Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae, subfamilia Leishmaniinae e
género Leishmania (Figura 5). Parasitos flagelados de Leishmania evoluiram de uma
vida monoxénica ancestral em insetos para um ciclo de vida heteroxénico,
necessitando assim de dois hospedeiros: um vertebrado, representado por caes,
roedores e humanos, e um invertebrado, representado pelo inseto vetor. Ha,
aproximadamente, 53 espécies de Leishmania descritas, destas, 31 espécies sdo
conhecidas por ser parasitas de mamiferos e 20 espécies sdo patogénicas para
humanos, como Leishmania infantum, Leishmania amazonensis e Leishmania
braziliensis (AKHOUNDI et al., 2016; DE PABLOS; FERREIRA; WALRAD, 2016;
PACE, 2014).

Além das espécies de Leishmania patogénicas para humanos, também
existem espécies que nao séo infectivas ao homem, como Leishmania tarentolae,
protozodrio parasito de lagarto que nunca foi associado a nenhuma manifestacéo
clinica de leishmaniose em humanos, sendo considerado ndo patogénico para
humanos (AZIZI et al., 2009). Essas espécies sdo pertencentes ao subgénero
Sauroleishmania (Figura 5) e transmitidas através da picada de flebotomineos do
género Sergentomyia (KLATT et al., 2019).
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No interior da Leishmania, estdo presentes o ndcleo e diversas organelas,
como a mitocondria e o aparelho de Golgi. A mitocondria € Unica e contém uma
regido conhecida como cinetoplasto, que € localizada na posicéo anterior ao nucleo
e que abriga o DNA mitocondrial. Na base do flagelo existe uma invaginacéo de
membrana celular denominada bolsa flagelar, estrutura de suma importancia, pois é
0 Unico local onde ocorre a endocitose e a exocitose (SUNTER; GULL, 2017).

A Leishmania transita por diferentes ambientes intra e extracelulares, sendo
expostas a diversas condigcbes ambientais, como: variagdo na disponibilidade de
nutrientes, temperatura, pH e disponibilidade de oxigénio. Devido a necessidade
desses parasitos sobreviverem nessas diferentes condi¢des, eles desenvolveram
diferentes formas morfoldgicas, altamente especializadas e adaptadas (BESTEIRO
et al., 2007).

Flagelo

Cinetoplasto
Mitocdndria

Corpos
multivesiculares, Mitocdndria

Bolsa flagelar
Flagelo

Cinetoplasto

Autofagossoma

Multivesicular

Figura 6 - Morfologia das formas evolutivas de Leishmania. Figura esquematica mostrando as
organelas da forma promastigota e amastigota. Fonte: Adaptado de BESTEIRO et al. (2007).

Os parasitos possuem duas formas evolutivas bem definidas durante o seu
ciclo biolégico: a forma promastigota e a forma amastigota, entretanto, a arquitetura
celular basica é conservada entre as duas formas evolutivas e é definida por uma
rede de microtubulos subpeliculares rigida (SUNTER; GULL, 2017). As formas
promastigotas sdo encontradas no tubo digestivo dos flebotomineos, séo
caracterizadas por um corpo celular ovoide alongado e possuem um flagelo mével

longo que se estende para fora da bolsa flagelar, fornecendo forga propulsora que

7



facilita a motilidade do parasito. As formas amastigotas sao encontradas nas células
do sistema fagocitico mononuclear, dentro de vacuolos parasitoforos. Como sao
formas adaptadas para sobreviverem em ambientes intracelulares, ndo sdo moveis,
apresentam-se tipicamente ovéides ou esféricas e ndo possuem flagelo livre, apenas
um rudimento que esti presente na bolsa flagelar (Figura 6) (BESTEIRO et al.,
2007; PACE, 2014; SUNTER; GULL, 2017).

As formas promastigotas podem ser divididas em quatro formas principais
(Figura 7). As promastigotas prociclicas, presentes no intestino médio do vetor (na
figura 8 estdo representadas as regides anatbmicas de um flebotomineo), possuem
altas taxas de multiplicacdo, no entanto, ndo sao infectivas para o hospedeiro
vertebrado. Possuem como caracteristicas um corpo celular pequeno e volumoso
com comprimento entre 6,5 e 11,5 um, e um flagelo mais curto que o corpo celular.
As promastigotas nectomonas sdo observadas no inseto vetor a medida que a
matriz peritréfica (pelicula que reveste o intestino médio do inseto) se rompe e se
movem em direcdo ao intestino anterior. Possuem como caracteristica um corpo

celular maior que 12 pum.

Prociclica

Leptomona

Metaciclica

-
/%' Nectomona
ﬂg’
\\[\f

Figura 7 - Desenho esquematico de formas promastigotas prociclicas, nectonomas,
leptomonas e metaciclicas. Fonte: Adaptado de SUNTER, GULL (2017)

As promastigotas leptomonas podem ser encontradas no intestino anterior do
inseto vetor. Se caracterizam por ter um corpo celular com comprimento entre 6,5 e
11,5 wum com o flagelo mais longo que o corpo celular. As promastigotas
metaciclicas, habitantes do intestino anterior e na probéscide do vetor, ndo se
multiplicam, possuem uma alta mobilidade e sdo extremamente infectivas para o

hospedeiro vertebrado. Apresentam como caracteristicas um corpo celular com



menos de 8 um de comprimento e 1 um de largura, e um grande flagelo com,
aproximadamente, duas vezes o tamanho do seu corpo celular (DE PABLOS;
FERREIRA; WALRAD, 2016; SUNTER; GULL, 2017).

Tubulos de

Intestino médio Intestino médio Malpighian
toracico abdominal

Intestino Intestino Intestino
anterior médio posterio

Figura 8 - Representagdo do intestino de um flebotomineo. Fonte: (PIMENTA; FREITAS;
SECUNDINO, 2012).

1.2.3 Ciclo biolégico

Parasitos do género Leishmania alternam entre hospedeiros vertebrados e
invertebrados no decorrer dos seus ciclos de vida (Figura 9). Esses protozodrios
passam por diferentes estagios de desenvolvimento tanto no hospedeiro vertebrado
como no inseto vetor (SANTOS, 2014).

O ciclo biolégico de espécies de Leishmania patogénicas ao homem é bem
estabelecido. Quando os flebotomineos fazem o repasto sanguineo no hospedeiro
vertebrado infectado, ingerem formas amastigotas presentes nos macrofagos
teciduais, no fluido intersticial ou no sangue. No intestino do vetor, as amastigotas se
diferenciam em promastigotas prociclicas, que se multiplicam rapidamente para
entrar em um processo de diferenciacdo denominado metaciclogénese. Nesse
processo, as promastigotas se transformam de um morfotipo nado infectivo
(promastigotas prociclicas) a um infectivo (promastigotas metaciclicas). Dessa
forma, as promastigotas passam por alteracdes morfologicas, como mudangas no

seu tamanho, forma e comprimento do flagelo. Além disso, essas mudancas na
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morfologia sdo acompanhadas pelo aumento da expressdo de moléculas de
superficie, como a protease gp63 e o LPG (lipofosfoglicano) (BATES, 2018;
MUSKUS; MARIN VILLA, 2002; NEUBER, 2008; SANTOS, 2014).

Quando o vetor infectado faz um novo repasto sanguineo, ele inocula formas

promastigotas metaciclicas a um hospedeiro vertebrado suscetivel. As

promastigotas metaciclicas séo fagocitadas por células fagociticas mononucleares e
se diferenciam em amastigotas, que se multiplicam por divisdo binaria dentro do
fagolisossoma da célula infectada. Esta célula se rompe e libera as amastigotas que
podem infectar novas células. Dependendo da espécie de Leishmania ou do estado
imunologico do hospedeiro, o parasito pode permanecer no local de inoculacédo ou
se disseminar para as visceras. Isto produz a forma tegumentar ou visceral da
manifestacéo clinica (CDC, 2020; NEUBER, 2008; PACE, 2014).
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Figura 9 - Ciclo bioldgico da Leishmania. Fonte: Adaptado de IBICT (2015).

O ciclo biolégico de espécies de Leishmania ndo patogénicas ao homem,
como Leishmania tarentolae (Sauroleishmania), ainda ndo é bem estabelecido. No
entanto, sabe-se que esses parasitos alternam entre o hospedeiro vertebrado
(lagarto) e o invertebrado (flebotomineos do género Sergentomyia) (KLATT et al.,
2019; RAYMOND et al., 2012).
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Em lagartos, parasitos de Leishmania tarentolae habitam predominantemente
como promastigotas na corrente sanguinea ou no limen da cloaca e intestino. A
presenca de amastigotas livres ou dentro de mondcitos ou eritrécitos € rara.
Acredita-se que a transmissdo de Leishmania tarentolae ao seu vetor ocorra por
meio de um mecanismo de alimentacdo semelhante para vetores de mamiferos
(KLATT et al., 2019).

Os flebotomineos (Sergentomyia) se alimentam do sangue de um lagarto
infectado, ingerindo formas promastigotas e algumas amastigotas de Leishmania
tarentolae. No intestino do flebotomineo, as células do sistema imunoldgico se
rompem e os parasitos fagocitados séo liberados. E possivel que promastigotas e
amastigotas de L. tarentolae sofram varias transformagfes dentro do flebotomineo,
com estagios de prociclicos, nectomonas, leptomonas, haptomonas e promastigotas
metaciclicas. As promastigotas metaciclicas seriam o0 estagio infeccioso e
transferidas de volta para um lagarto durante um novo repasto sanguineo. No
lagarto, as promastigotas vivem principalmente livres na corrente sanguinea. Uma
pequena parte provavelmente é fagocitada por células do sistema imunoldgico
(monécitos e macrofagos). As promastigotas fagocitadas podem voltar a se
transformar em amastigotas e o ciclo de vida se repete (Figura 9.1) (KLATT et al.,
2019).

Promastigotas na
corrente sanguinea

7@
/ . Promastigotas na
. - corrente sanguinea e em

.‘ células do sistema imune

/
.
o®

Promastigotas

Promastigotas metaciclicas

haptomonadas

\\

g |
Promastigotas y N
leptomonadas ',“"

/\
@™ Flebotomineo

?

Lagarto

Promastigotas

nectomonadas
(O
Promastigotas \/
prociclicas \
Promastigotas e

Amastigotas . .

Figura 9.1 - Ciclo biolégico sugerido de Leishmania tarentolae. Fonte: Adaptado de KLATT et al.
(2019).
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1.2.4 Manifestagdes clinicas da leishmaniose

A leishmaniose apresenta diversas manifestacfes clinicas associadas que
vao desde o acometimento da pele e mucosas, até a forma clinica mais grave que é
a leishmaniose visceral. I1sso ocorre devido a grande variedade de espécies de
Leishmania que provocam a doenca e depende do estado imunolégico do
hospedeiro vertebrado (PACE, 2014).

Aproximadamente 20 espécies de Leishmania s&o transmitidas para o0s
humanos através do repasto sanguineo de flebotomineos dos géneros Phlebotomus
ou Lutzomyia. Essas espécies de Leishmania s&do divididas nos subgéneros
Leishmania e Viannia e sdo responsaveis por diferentes manifestacfes clinicas
(AKHOUNDI et al., 2016; SANTOS, 2014).

Portanto, a leishmaniose pode ser classificada em: leishmaniose tegumentar
(LT) e leishmaniose visceral (LV). A leishmaniose tegumentar pode ser subdividida
em: leishmaniose cutédnea localizada (LCL), leishmaniose recidiva cutis (LRC),
leishmaniose cutanea disseminada (LD), leishmaniose mucocutanea (LM),
leishmaniose cutaneo-difusa (LCD) e leishmaniose dérmica pés-calazar (LDPC)
(BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; NEUBER, 2008)

1.2.4.1 Leishmaniose cutanea localizada

A leishmaniose cutanea localizada (LCL) é caracterizada pelo acometimento
primério da pele e é a manifestacéo clinica mais comum da doenca. Apés o periodo
de incubacédo da LCL, que pode variar de uma a quatro semanas ou até anos, uma
lesdo ulcerada, indolor e com borda delimitada (Figura 10) aparece no sitio de
infeccdo. As lesdes da LCL predominam em segmentos corporais como: orelhas,

nariz, labio superior, bochechas, pernas, maos, antebracos e tornozelos.

Figura 10 - Leishmaniose cutanea localizada. Fonte: MINISTERIO DA SAUDE (2017).
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Essas lesbes possuem tendéncia a uma cura espontanea, que pode levar de
trés meses a anos para ser alcancada. As lesdes podem ser Unicas ou multiplas,
com até vinte lesbes no mesmo segmento corporal. Essa forma clinica pode ser
acompanhada de linfadenopatia regional e linfangite nodular (ARENAS et al., 2017,
MINISTERIO DA SAUDE, 2017; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).

1.2.4.2 Leishmaniose recidiva cutis

A leishmaniose recidiva cutis (LRC) € caracterizada pela ativagdo da leséo,
nas bordas, provocada pela leishmaniose cutanea localizada e pode ser confundida
com tuberculose cutanea. Lesbes, que podem expandir progressivamente,
aparecem nas bordas da lesdo original cicatrizada, mantendo o fundo com aspecto
cicatricial (Figura 11). Se ndo tratada, a leishmaniose recidiva cutis pode ser
destrutiva e desfigurante (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

Figura 11 - Leishmaniose recidiva cltis. Fonte: MINISTERIO DA SAUDE (2017).

1.2.4.3 Leishmaniose cutanea disseminada

A leishmaniose cutanea disseminada (LCD) é uma manifestacdo clinica rara
que pode ser observada em até 2% dos casos. Tem como caracteristica o
aparecimento de lesGes papulares com aspecto acneiforme (Figura 12) em varias
partes do corpo, inclusive na face e no tronco (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A disseminacdo das lesGes ocorre ap0s o desenvolvimento de lesbes
primérias, possivelmente por disseminacdo dos parasitos por via linfatica ou
hematica. As lesbes dessa forma clinica podem chegar as centenas. Os pacientes
podem apresentar sintomas, como: emagrecimento, anorexia, febre, dores
musculares, mal-estar, dentre outros (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).
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Figura 12 - Leishmaniose cutanea disseminada. Fonte: MACHADO (2004).

1.2.4.4 Leishmaniose mucocutanea

A leishmaniose mucocutanea (LM) provoca lesdes desfigurantes e é
caracterizada por destruicdo das mucosas das vias aéreas superiores (Figura 13),
provocando sangramentos nasais e prejudicando a ventilagdo nasal. A mucosa
nasal é frequentemente afetada pela doenca, mas podem aparecer lesdes nos
labios, lingua, palato, orofaringe e, com menos frequéncia, na traqueia. Essa
manifestacdo clinica pode se desenvolver por conta da evolugcdo crbnica da
leishmaniose cutédnea que foi curada com tratamento inadequado ou sem
tratamento. As lesbes da LM podem se desenvolver em meses ou até anos apos o
surgimento das lesbes de leishmaniose cutanea (MINISTERIO DA SAUDE, 2017;
NEUBER, 2008).

Figura 13 - Leishmaniose mucocutanea. Fonte: ELFAITURI et al. (2015).
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1.2.4.5 Leishmaniose cutaneo-difusa

A leishmaniose cutaneo-difusa (LCD) € uma manifestacéo clinica grave e rara
gue acomete pacientes com anergia e deficiéncia na resposta imune celular a
antigenos de Leishmania. Isso permite a disseminacdo pelas vias teciduais,
linfaticas e sanguineas, provocando o aparecimento de multiplas lesées que podem
se unir e formar placas em grandes segmentos corporais (Figura 14). As lesGes sao
nodulares ou papulares e podem se manifestar primeiro na face e acometer de
forma progressiva as extremidades, nadegas e mucosas, podendo envolver toda a
superficie da pele. Os pacientes com LCD podem apresentar linfadenopatia, mal-
estar geral e febre (ARENAS et al., 2017; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).

Figura 14 - Leishmaniose cutaneo-difusa. Fonte: ARENAS et al. (2017).

1.2.4.6 Leishmaniose dérmica pés-calazar

A leishmaniose dérmica poés-calazar (LDPC) é uma manifestacao clinica que
ocorre meses ou anos apés o tratamento da leishmaniose visceral. Os pacientes
com LDPC desenvolvem uma proliferacdo fulminante e exacerbada de parasitos na
pele que provoca maculas cutaneas, papulas, Ulceras, nodulos ou placas
espalhadas pela face, tronco e membros (Figura 15) (KORDOFANI et al., 2001;
MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

As lesbes geralmente comegam ao redor da boca, de onde se espalham para
outros segmentos corporais. A patogénese dessa manifestagéo clinica ainda ndo é

totalmente compreendida, mas acredita-se que ela esta relacionada com uma
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resposta imunologica agressiva do hospedeiro gerada contra parasitos dérmicos
persistentes (KORDOFANI et al., 2001; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

Figura 15 - Leishmaniose dérmica pos-calazar. Fonte: TRIPATHY et al. (2010).

1.2.4.7 Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, é a forma
clinica mais grave das leishmanioses e pode levar a morte se ndo tratada. A
proliferacdo de parasitos em macrofagos do baco, figado e medula éssea provoca
hepatoesplenomegalia progressiva (Figura 16) e supressdo da medula éssea. Caso
nao haja o tratamento dessa manifestacao clinica, os pacientes podem desenvolver
pancitopenia e imunossupressdo, o0 que pode permitir infecgcbes por outros
patégenos. A leishmaniose visceral tem como principais sintomas clinicos: febre
irregular persistente; desnutricdo aguda, principalmente em criangas pequenas;
hepatoesplenomegalia e pancitopenia (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018;
MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; WILHELM, 2019).

Figura 16 - Leishmaniose visceral. Fonte: MINISTERIO DA SAUDE (2006).
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas das principais espécies de Leishmania. Fonte: Traduzido e adaptado de BURZA; CROFT; BOELAERT (2018).

Espécies

Leishmania donovani

Leishmania tropica

Leishmania aethiopica

Leishmania major

Leishmania infantum

Leishmania mexicana

Leishmania amazonensis

Leishmania braziliensis

Manifestacoes clinicas

Leishmaniose visceral e leishmaniose
dérmica pos-calazar

Leishmaniose cutdnea localizada,
leishmaniose recidiva cutis e, raramente,
leishmaniose visceral

Leishmaniose cutanea localizada,
leishmaniose cutaneo-difusa e
leishmaniose cutanea disseminada

Leishmaniose cutanea

Leishmaniose visceral e leishmaniose
cutanea localizada

Leishmaniose cutanea localizada,
leishmaniose cutaneo-difusa e
leishmaniose cutdnea disseminada

Leishmaniose cutanea localizada,
leishmaniose cutaneo-difusa e
leishmaniose cutanea disseminada

Leishmaniose cutanea localizada,
leishmaniose mucocutanea, leishmaniose
cutdneo-difusa e leishmaniose recidiva
cutis

Principais caracteristicas clinicas

Febre persistente, esplenomegalia, perda
de peso e anemia na LV; multiplas lesGes
maculares, papulares ou nodulares
indolores na LDPC

LesOes secas ulcerativas, indolores e
frequentemente multiplas

Lesdes nodulares cutaneas localizadas;
ocasionalmente oronasal; raramente
ulceradas

Necrose rapida, multiplas feridas umidas
e inflamacao grave

Febre persistente e esplenomegalia na
LV; nodulos unicos e inflamagao minima
ha LC

LesOes ulcerativas, Unicas ou multiplas

Lesdes ulcerativas, Unicas ou multiplas

LesOes ulcerativas podem progredir para
a forma mucocutanea; os nodulos
linfaticos locais sdo palpaveis antes e no
inicio das lesoes
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As leishmanioses possuem uma diversidade de manifestacBes clinicas
associadas (Tabela 1). As diferentes formas e a gravidade da doenca sé&o
provocadas pela espécie de Leishmania infectante juntamente com a genética do
hospedeiro e as consequentes respostas inflamatorias e imunolégicas. Uma
caracteristica marcante de parasitos do género Leishmania é a diversidade de
tropismo e das doencas provocadas por esse protozoario (COLMENARES et al.,
2002).

Desde o sequenciamento do genoma de parasitos do género Leishmania nas
Ultimas décadas, estudos vém sendo desenvolvidos no ambito de buscar um melhor
entendimento de fatores que possam ser determinantes nos processos biologicos do
parasito, incluindo os mecanismos envolvidos na patogenicidade e na viruléncia
desses microrganismos (IVENS et al., 2005; OLIVIER et al., 2012; PEACOCK et al.,
2007).

A Leishmania possui diversos fatores de viruléncia que sdo extremamente
importantes para a infectividade dos parasitos, pois ajudam tanto na interacdo do
parasito com o vetor como com as células fagociticas mononucleares do hospedeiro
vertebrado. Alguns exemplos de fatores de viruléncia de Leishmania sdo: as
moléculas de superficie LPG, a protease gp63 e a proteina A2 (AZIZI et al., 2009;
CHANG; CHAUDHURI, 1990; MUSKUS; MARIN VILLA, 2002; SCHLEIN; SCHNUR;
JACOBSON, 1990).

Além dos fatores mencionados acima, ja foi demonstrado que a tripanotiona
redutase (TR) é essencial para a sobrevivéncia no interior da célula hospedeira,
sendo considerada um importante fator de viabilidade e viruléncia em Trypanosoma
brucei, Leishmania donovani e Leishmania major (DUMAS et al., 1997; JAEGER;
FLOHE, 2006; KRIEGER et al., 2000; TOVAR et al., 1998a). Entretanto, a literatura
nao relata o papel da tripanotiona redutase na viruléncia de Leishmania infantum,

espécie do Novo Mundo.

1.2.5 Tripanotiona redutase

No hospedeiro vertebrado, as amastigotas sobrevivem em um ambiente
completamente hostil, uma vez que as células do sistema imune utilizam diversos
mecanismos na tentativa de eliminar esses parasitos (BURZA; CROFT; BOELAERT,
2018; PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015).
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O estresse oxidativo representa um papel importante nessa batalha do
sistema imunolégico contra a infeccdo. No processo de fagocitose de
microrganismos ocorre a ativacdo da NADPH oxidase, um complexo enzimatico que
converte oxigénio em radical anion superéxido (O2). A partir dai, a superoxido
dismutase converte o anion superéxido em peroxido de hidrogénio e ocorrem outras
séries de reacbes que geram outros oxidantes antimicrobianos, como o acido
hipocloroso (HOCI) (Figura 17) (BLOS et al., 2003; KALYANARAMAN, 2013).

NADPH

Vacuolo do fagécito
NADPH . .
oxidase ~ -9 Microrganismo

Figura 17 - Representacao esquemaética do processo de fagocitose. Representacdo esquematica
de um fagdcito envolvendo um microrganismo em um vacuolo do fagécito. A NADPH oxidase é
ativada na parede do vacuolo e converte oxigénio em radical anion superéxido (Oz2’). A superéxido
dismutase converte o &nion superéxido em peréxido de hidrogénio. A mieloperoxidase oxida o anion
cloreto na presenca de H:202, formando o acido hipocloroso (HOCI). Traduzido e adaptado de
KALYANARAMAN (2013).

Um dos mecanismos de sobrevivéncia dos parasitos no interior das células
fagociticas depende da capacidade deles de resistir ao estresse oxidativo provocado
por essas células. Os tripanossomatideos ndo possuem catalase ou outros
mecanismos convencionais para a homeostase redox, baseando a sua defesa na
tripanotiona redutase (BATTISTA et al., 2020).

A tripanotiona redutase € um homodimero e cada subunidade dessa enzima
possui 491 aminoacidos compreendendo 3 diferentes dominios: um dominio de
ligacdo FAD (residuos 1-160; 289-360), um dominio de ligagdo NADPH (residuos
161-288) e um dominio de interface (residuos 361-488) (Figura 18) (BATTISTA et
al., 2020).
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Figura 18 - Estrutura tridimensional da tripanotiona redutase. A estrutura da TR utilizada foi a
pdb 2JK6. Cada dominio da enzima esta representado pelas cores salmdo (dominio de ligacédo
FAD), cinza (dominio de interface) e laranja (dominio de ligacdo NADPH). A imagem foi gerada no
programa PyMOL verséao 2.4.1.

A tripanotiona redutase é a principal enzima do sistema de defesa contra o
estresse oxidativo em tripanossomatideos e encontra-se ausente em células de
mamiferos. Esse sistema se baseia na reducdo dos niveis de espécies reativas de
oxigénio, contribuindo para a manutencdo de um ambiente intracelular redutor. A
homeostase redox € mantida através da conversao da tripanotiona oxidada (T(S)2)
em tripanotiona reduzida (T(SH)2) pela enzima tripanotiona redutase, tendo como
cofator o NADPH (Figura 19) (FAIRLAMB; CERAMI, 1992; RICHARDSON et al.,
2009). O mecanismo de reagdo se baseia na transferéncia de dois elétrons do
NADPH para duas cisteinas cataliticas (Cys52 e Cys57), via FAD. Uma vez que as
cisteinas sdo reduzidas, a tripanotiona oxidada liga-se a tripanotiona redutase e a
Cys52, desprotonada pelo par His461’-Glu466’, ataca a ponte dissulfeto da
tripanotiona oxidada, resultando na formagcdo de um dissulfeto misto. Por fim, o
ataque de Cys57 em Cys52 possibilita a liberacdo da T(SH)2 (BATTISTA et al.,
2020).

NH, H (0] NH, H 0
N O )\/\WN (0]
S SH
TryR
NADPH

—_— HN

o) B HN/\j o) SH N
HO,C NN HO,C N
2 MN O 2 \(\)L” O
NH, 1 0 0

Figura 19 - Reacédo da tripanotiona redutase. TryR: tripanotiona redutase. Fonte: RICHARDSON et
al. (2009).
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No hospedeiro mamifero também h& a manutencdo de um ambiente
intracelular redutor nas células, no entanto, a tripanotiona redutase esta ausente, e
esse controle da homeostase de espécies reativas de oxigénio é realizado pela
glutationa redutase (GR). Vale ressaltar que a TR e a GR sdo proteinas muito
semelhantes, apresentando aproximadamente 40% de similaridade estrutural, no
entanto, cada proteina é altamente especifica para seu respectivo substrato. Essa
especificidade é justificada pela diferenca na superficie eletrostatica de cada enzima.
Enquanto o sitio ativo da TR é carregado negativamente, o sitio ativo da GR é
carregado positivamente (HENDERSON, Graeme B et al., 1987; RICHARDSON et
al., 2009).

Além do papel da TR no controle do balanco redox em tripanossomatideos, ja
foi demonstrado que essa enzima pode ser um importante fator de viabilidade e
viruléncia em Leishmania donovani. Dumas e colaboradores demonstraram que o
knockout da tripanotiona redutase de Leishmania donovani diminuiu,
significativamente, a infectividade desses parasitos e a capacidade deles
sobreviverem no interior de macrofagos (DUMAS et al., 1997).

Da mesma forma, Tovar e colaboradores demonstraram que a substituicdo da
sequéncia codificante da tripanotiona redutase afetou, drasticamente, a capacidade
dos parasitos de Leishmania donovani sobreviverem dentro de macrofagos ativados
por citocinas, mostrando que a TR € uma enzima essencial para a sobrevivéncia
desses parasitos (TOVAR et al., 1998b).

Similarmente, Krieger e colaboradores observaram que parasitos mutantes de
Trypanosoma brucei com baixa atividade da tripanotiona redutase ndo foram
capazes de sobreviver em meio de cultura, foram mais sensiveis ao peroxido de
hidrogénio e incapazes de causar uma infeccdo em camundongos, mostrando assim
a importancia dessa enzima para a viabilidade e infectividade de Trypanosoma
brucei (KRIEGER et al., 2000).

Nesse contexto, a hipotese desse trabalho é que a enzima tripanotiona
redutase ndo participa somente no processo de manutencao do balanco redox, mas

também atua na viruléncia da Leishmania infantum.

21



2 OBJETIVOS/METAS

2.1 Objetivo geral

Investigar o papel da tripanotiona redutase de Leishmania infantum no
processo de viruléncia, comparando a atividade, sequéncias nucleotidicas e de
aminoécidos, e a estrutura terciaria desta enzima com uma espécie de Leishmania

nao virulenta ao mamifero, Leishmania tarentolae.

2.2 Objetivos especificos

1. Comparar a atividade, sequéncias nucleotidicas e de aminoéacidos, e a
estrutura terciaria da enzima tripanotiona redutase (TR) presente em
Leishmania infantum e Leishmania tarentolae.

Realizar a superexpressdo da TR em promastigotas de Leishmania infantum;
Expressar a TR de Leishmania infantum em Leishmania tarentolae.

4. Comparar a atividade da TR em promastigotas de Leishmania infantum e
Leishmania tarentolae selvagens e mutantes;

5. Avaliar a infectividade dos parasitos de Leishmania infantum e Leishmania
tarentolae selvagens e mutantes em macréfagos murinos;

6. Avaliar a metaciclogénese de promastigotas de L. infantum selvagens e

mutantes.
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3 METODOLOGIA
3.1 Consideragdes éticas

A utilizagio de animais nesse estudo foi aprovada pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais do Instituto Oswaldo Cruz (CEUA/IOC) através da licenca (CEUA L-
011/2017).

3.2 Manutencéo do parasito

Promastigotas de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae foram
cultivadas em meio Schneider pH 6.9, acrescido de 100 pg/mL de estreptomicina,
100 U/mL de penicilina e 20% ou 10% de soro fetal bovino (SFB) para Leishmania
infantum e Leishmania tarentolae, respectivamente. As células utilizadas neste
trabalho foram cultivadas no Laboratério de Bioquimica de Tripanosomatideos e
crescidas em estufa BOD a 26°C. As células transfectadas foram crescidas na

presenca de 30 pg/mL do antibiotico Geneticina.

3.3 Modelagem comparativa e analise estrutural

A sequéncia-alvo da tripanotiona redutase de Leishmania tarentolae
(LtaP05.0360) foi usada na busca de moldes estruturais utilizando-se a ferramenta
BLASTP (ALTSCHUL et al., 1997), definindo o Protein Data Bank (PDB) como um
conjunto de pesquisa. A estrutura da tripanotiona redutase de Leishmania infantum
em complexo com NADPH, FAD e tripanotiona (PDB ID: 4ADW (BAIOCCO et al.,
2013)) foi selecionada como molde da sequéncia-alvo.

As sequéncias do molde e do alvo foram alinhadas usando o modo PSI-
Coffee do programa T-Coffee (TOMMASO et al., 2011). Quinhentos modelos foram
criados usando a rotina padréo ‘auto model’ do Modeller versdo 9.23 (WEBB,; SALI,
2014), com heteroatomos. Cada modelo foi otimizado por ‘Variable Target Function
Method’ (VTFM) até que 300 iteracbes fossem alcancadas. A otimizacdo por
dindmica molecular foi conduzida no modo ‘slow-level’. O ciclo completo foi repetido
duas vezes para produzir uma conformacdo otimizada do modelo. As estruturas
modeladas resultantes foram selecionadas de acordo com o valor minimo da fungéo
‘Discrete Optimized Protein Energy’ (DOPE), um potencial estatistico que busca
representar a estrutura tridimensional mais provavel (nativa) de uma proteina. Os
modelos foram avaliados segundo os critérios das ferramentas QMEAN (BENKERT
et al.,, 2009) e MolProbity (CHEN et al., 2010), acessadas na pagina Structural
Assessment da plataforma online SWISS-MODEL.
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Os mapas de interacédo 2D entre a tripanotiona e a tripanotiona redutase de
Leishmania infantum e Leishmania tarentolae foram gerados usando o Discovery
Studio Visualizer 2017 (Dassault Systemes BIOVIA 2017). A figura do alinhamento
de sequéncia foi gerada através do software ALINE (BOND; SCHUTTELKOPF,
2009). As figuras tridimensionais foram geradas através do UCSF Chimera
(PETTERSEN et al., 2004) e ChimeraX software (GODDARD et al., 2018). A andlise
do potencial eletrostatico foi conduzida com o programa APBS (BAKER et al., 2001)
. A carga AmberFF e os parametros de raio foram atribuidos usando o servidor
PDB2PQR (DOLINSKY et al., 2004) considerando o pH de 7,0.

3.4 Reagdo em cadeia da polimerase

Parasitos de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae foram crescidos
durante trés dias em meio de cultura. No terceiro dia foram centrifugados a 1200g a
4° C por 10 minutos. A extracdo de DNA desses parasitos foi realizada com o kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega). O DNA obtido foi dissolvido em H20
livre de RNAse e estocado a 20°C. A pureza e a concentracdo do DNA extraido
foram determinadas através de leitura em aparelho Nanodrop. A PCR foi realizada
com o kit TagDNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e primers
especificos para tripanotiona redutase contendo sitios de restricdo no inicio da
sequéncia para as enzimas BamHI (ggatcc) e Hindlll (aagctt) ou primers especificos
para o gene de resisténcia ao antibiético Neomicina. A observacao do resultante foi
através de eletroforese em gel de agarose 1% em cuba horizontal a 80V por 90

minutos.

SEQUENCIA
FORWARD (5’ - 3’) REVERSE (5’ - 3’)
TRIPANOTIONA CCGGATCCATGTCCCGCGCGT
REDUTASE-BamHI | ACGACCT

PRIMER

TRIPANOTIONA CCAAGCTTTCAGAGGTTGCTGCTG
REDUTASE-Hindlll AGCT
NEOMICINA ATGATTGAACAAGATGGATTG | TCAGAAGAACTCGTCAAGAAG

3.5 Construcado molecular de insertos para expressao das enzimas em estudo

Clones da tripanotiona redutase foram amplificados através da reacdo em

cadeia da polimerase com primers especificos para tripanotiona redutase contendo
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sitios de restricdo no inicio da sequéncia para as enzimas BamHI (ggatcc) e Hindlll
(aagctt).

Os fragmentos de DNA amplificados foram cortados do gel de agarose e
purificados com o kit Pure Link Quick Gel Extraction (Invitrogen). Os fragmentos de
DNA purificado e o vetor pSP72aNEOa foram digeridos, separadamente, por
enzimas de restricdo BamHI e Hindlll (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA)
overnight & 37°C. Os produtos da digestdo foram purificados com o kit Pure Link
Quick Gel Extraction (Invitrogen) e, em seguida, incubados com T4 DNA ligase, com
a reacao de ligagdo obedecendo a proporcdo de 3:1 de inserto para vetor com
volume final de 10uL, overnigth a 16° C. Apdés a reacdo de ligacdo, bactérias
competentes E. coli (DH5a) foram transformadas com o vetor recombinante
(tripanotiona redutase de Leishmania infantum + pSP72aNEOa) por choque térmico.
Apos a transformacéo, as col6nias foram selecionadas com 100ug/mL do antibiotico
ampicilina e o vetor recombinante foi purificado com o kit Plasmid Miniprep
Purification (Sigma-Aldrich, EUA).

A insercdo do gene da tripanotiona redutase no vetor foi confirmada por
digestdo com as enzimas endonucleases de restricao BamHI e Hindlll.

3.6 Sequenciamento

Para confirmar a clonagem do gene da tripanotiona redutase de Leishmania
infantum no vetor pSP72aNEOQOa foi realizado o sequenciamento pelo método de
Sanger na plataforma de sequenciamento de DNA da Fiocruz (RPTO1A/FIOCRUZ).
A sequéncia obtida foi comparada com a sequéncia depositada no banco de dados
TriTrypDB (LINF_050008500) através do programa de alinhamento de sequéncias

Clustal.

3.7 Alinhamento das sequéncias nucleotidicas e de aminoéacidos

As sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos da tripanotiona redutase de
Leishmania infantum (LINF_050008500) e Leishmania tarentolae (LtaP05.0360)
foram obtidas através do banco de dados TriTrypDB e foi realizado um alinhamento
através do programa de alinhamento de sequéncias Clustal ou através do servidor
web PROMALS3D.

3.8 Geracao de linhagens geneticamente modificadas

Para a geracdo dos parasitos modificados geneticamente foi feita
transformacao por eletroporagcéo. Promastigotas selvagens de Leishmania infantum

e Leishmania tarentolae na fase logaritmica foram centrifugadas, lavadas e
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ressuspendidas em tampao de eletroporacdo (21 mM HEPES, 137 mM NaCl)
juntamente com 5ug do vetor recombinante (tripanotiona redutase de Leishmania
infantum + pSP72aNEOa) ou somente o vetor de expressdo (pSP72aNEOaq) em
cubetas (cuvtte) contendo o tampao de eletroporagdo. Os parasitos foram entéo
submetidos a eletroporacdo a 450V e 550uF de capacitéancia por 10 segundos,
originando as cepas LiTR (promastigotas de Leishmania infantum com o gene da
tripanotiona redutase de Leishmania infantum + pSP72aNEOa), LiPSP
(promastigotas de Leishmania infantum somente com o vetor pSP72aNEQOaq) e
LtTRinf (promastigotas de Leishmania tarentolae com o0 gene da tripanotiona
redutase de Leishmania infantum + pSP72aNEOa). Em seguida, as células foram
diluidas em 5mL de meio Schneider acrescido de 20% de soro fetal bovino. O
antibiético Geneticina foi adicionado ao meio para selecdo dos clones depois de 48
horas (12,5ug/mL), e apos 96h (25ug/mL). As células sobreviventes foram mantidas

em meio de cultura com 30ug/mL do antibiético Geneticina.

3.9 Preparo da fracdo soluvel e atividade da enzima tripanotiona redutase

Para a obtencdo da fracdo soluvel, promastigotas de Leishmania infantum e
tarentolae selvagens e mutantes com quatro dias de cultura, foram centrifugadas a
1.000g por 10 minutos, logo apés o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido em coquetel inibidor de proteases contendo Tampé&o Tris-Hepes 40
mM pH 7,5, EDTA 1mM pH 8, sacarose 250mM, KCI 10mM, PMSF 1mM e E-64
10uM. Apds a ressuspensdo, a solugao foi submetida a choque térmico com
nitrogénio liquido, centrifugada a 17.500g e o sobrenadante foi considerado como a
fracdo solavel. A concentracdo de proteina foi quantificada usando o
espectrofotometro NanoDrop 1000. A atividade da tripanotiona redutase (TR) foi
avaliada pela reacédo de Ellman (HAMILTON et al., 2003). O meio de reacao para
avaliar a atividade enzimatica foi composto por: Tampao Tris-Hepes 40 mM pH 7,5;
EDTA 1 mM; NADPH 0,1mM; tripanotiona oxidada (T[S]z) 1uM e DTNB 0,1mM. A
reacdo foi iniciada com a adicdo da fragdo soluvel na concentracdo final de
0,4mg/mL e a atividade da TR (formacao do 2TNB-) foi avaliada colorimetricamente
com comprimento de onda de 410nm (Spectra Max GENINI XPS — Molecular
Devices, Silicon Valley, EUA) no tempo de 25 minutos de reacgéao.

3.10 Comparacéao da infectividade dos parasitos selvagens e mutantes

Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c foram coletados em meio

RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de glutamina e 1% piruvato,
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plagueados em camara Lab-Tek de 16 pocos e incubados em estufa de 37°C com
atmosfera de 5% de CO2 por 1 hora. ApOs esse tempo, macrofagos ndo aderentes
foram retirados através de lavagem com meio RPMI aquecido a 37°C. Os
macrofagos aderidos foram infectados com promastigotas de Leishmania infantum
selvagens ou mutantes com uma proporcéo de 3:1 parasitos/macrofago por 5 horas.
ApoOs esse periodo, os pocos foram lavados com meio RPMI para a remocgao dos
parasitos ndo aderentes e foi adicionado 7% de soro equino inativado. As placas
foram incubadas em estufa de 37°C com atmosfera de 5% de CO2por 24 e 48 horas.
Em seguida, as laminas foram coradas com o corante hematologico InstantProv
(Newprov, Curitiba, Brasil) e analisadas através da contagem de pelo menos 150
macrofagos por amostra em microscopio oOptico. A porcentagem de macréfagos
infectados foi utilizada para a determinacdo do indice de infeccdo (IF) através da

formula:

IF = %omacrdéfagos infectados x nimero de amastigotas/macrofagos totais.

3.11 Avaliacdo da metaciclogénese de parasitos selvagens e mutantes

Para avaliar a metaciclogénese, promastigotas de Leishmania infantum foram
cultivadas em meio Schneider, pH 6.9, suplementadas com 20% de SFB. A
separacao das promastigotas metaciclicas foi realizada através de gradiente de ficoll
(SPATH; BEVERLEY, 2001).

27



4 Resultados

4.1 Atividade da tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania
tarentolae

Estudos comparativos entre espécies de Leishmania ndo patogénicas e
patogénicas para mamiferos podem ser de importancia critica para o entendimento
da patogenicidade desses parasitos e suas relacdes com o hospedeiro (AZIZI et al.,
2009). Nesse contexto, a fim de investigar a possivel participagdo da tripanotiona
redutase na viruléncia de parasitos do género Leishmania, o primeiro passo do
trabalho foi avaliar a atividade enzimatica da tripanotiona redutase através do
meétodo de Ellman em parasitos patogénicos e ndo patogénicos para mamiferos. A
atividade dessa enzima foi analisada em Leishmania infantum e Leishmania
tarentolae. E possivel observar na figura 20 que a atividade da tripanotiona redutase
em parasitos de Leishmania infantum é 6 vezes maior que em parasitos de
Leishmania tarentolae (1,8 nmol 2TNB x mint x mg? e 0,3 nmol 2TNB x mint x mg?,

respectivamente).

-1

mg
g
T

o A A N
o o o o

0.0-

nmoles 2TNB x min ' x

L. infantum L. tarentolae

Figura 20 - Atividade da Tripanotiona Redutase (TR) em Leishmania infantum e Leishmania
tarentolae: A atividade da TR foi analisada pela reacdo de Ellman na fracdo sollivel de Leishmania
infantum e Leishmania tarentolae. Dados expressos através da média + erro padrao da taxa de
formacdo de 2TNB expresso na forma de nmoles 2TNB x min! x mg? de 3 experimentos
independentes (n=3). (teste t >0,0001). * Diferenca significativa em relagdo a fragdo soluvel de
Leishmania infantum.

28



4.2 Alinhamento do gene da tripanotiona redutase de Leishmania infantum e
Leishmania tarentolae

Uma vez que foi observada diferenca da atividade enzimética da tripanotiona

redutase de parasitos patogénicos e ndo patogénicos a mamiferos, o proximo passo

foi comparar as sequéncias nucleotidicas da tripanotiona redutase de Leishmania
infantum (LINF_050008500) e Leishmania tarentolae (LtaP05.0360). As sequéncias
nucleotidicas das duas espécies de Leishmania foram obtidas através do banco de

dados TriTrypDB e foi realizado um alinhamento através do programa de

alinhamento de sequéncias Clustal. Na figura 21, observamos o alinhamento obtido,

demonstrando uma porcentagem de similaridade de 87,26%. Dessa forma, verifica-

se que h& uma diferenca na atividade da TR e nas sequéncias nucleotidicas da

tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae.
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TRLinfantum AATGAGGACGGCTCGAATCACGTTCACTTCAACGATGGCACGGAGGAGGACTACGATCAG 840
TRLtarentolae AACGAAGACGGCTCGAAGCACGTTTGCTTTGACAACGGCACAGCGGCCGACTACGATGAA 840
Kk kk kkkkkkkhkhkhkhkk Kkkhkhkhkk KKKk Kkk Kk Kkkkk Kk kk  Kkkkhkrkkxkk K
TRLinfantum GTCATGCTCGCGATCGGTCGCGTGCCGCGCTCGCAGGCACTACAGCTCGACAAGGCCGGC 900
TRLtarentolae GTCATGCTGGCGATTGGTCGCGTGCCGCGCTCGCAGACGCTGCAGCTCGACACGGTCGGC 900
KAk hkkhhhkk, K hkhkk k *hkA*AAdkhAAdhkk kA hkhkkhkrkhkk Ak, * *k ),k *khkkkhkkhkkhk* |k **x*%k%
TRLinfantum GTCCGAACAGGAAAGAACGGTGCCGTGCAGGTCGACGCGTATTCGAAGACATCGGTGGAC 960
TRLtarentolae ATCAAAACCAGGAAAGACGGTTCCGTGGAGGTGGACGCGTACTCGAAGACGTCAGTGGAC 960
* % * k x * k% khkkhkkk Khkhkkk Khhkkk Khhkhkkhkhkkkhk khkkhkrkkhkkhkkk Kk Kkkkkkhkkk
TRLinfantum AACATCTACGCCATCGGCGACGTGACGAACCGCGTGATGTTGACGCCGGTGGCCATCAAC 1020
TRLtarentolae AACATCTACGCCATTGGCGACGTGACGAACCGCGTGATGTTGACACCAGTGGCCATCAAC 1020
KAKRAKAIAKAAKNAIAAKXN AAAXAAAAA IR AR AR A A XA AN A A A A AR, K kk Ah kA Kk kA kA kh k%
TRLinfantum GAAGGCGCCGCCTTCGTTGAAACCGTCTTCGGTGGCAAGCCCCGCGCCACCGACCACACG 1080
TRLtarentolae GAAGGTGCCGCTTTCGCCGACACCGTCTTTGGTGGAAAGCCCCGCGCCACCGACCACACG 1080
Kkkkkk kkkKkKk hhkhkk KKk khkhkhkAAKK Kkhhhk Ak kkkhhhk kA Ak kkhhhk k& & KKK
TRLinfantum AAGGTCGCGTGCGCCGTGTTCTCCATACCGCCGATCGGCACGTGCGGCATGACGGAGGAG 1140
TRLtarentolae AAGGTCGCGTGTGCCGTGTTCTCAATACCGCCGATCGGCACGTGTGGCGTGACAGAGGAG 1140
KAk AkAAAAkhhKk AAAAAAXAAAAkx KA *AAhhAAdAAAkhkkhhkhkkdkhrkkhkhhk, ** k*x *k*,*x *hxk,**k%
TRLinfantum GAGGCGGCGAAGAACTACGAAACCGTCGCCGTGTACGCGAGCTCCTTCACGCCCCTTATG 1200
TRLtarentolae GAGGCGGCGAAGAATTACAGCACTGTCGCCGTGTACGAGAGCTCCTTCACCCCCCTCATG 1200
khkkhkkhkkhkkkhkkkkhkkhkkk Kk (k%K Ak KKKk AkAkhhkAhkhkkhAkhkhkk KAk hkhkk Akhkkhkkhkk  *khkkk*x *k%k
TRLinfantum CACAACATCAGCGGCAGCAAGCACAAGGAATTCATGATCCGCATCATCACGAACGAATCC 1260
TRLtarentolae CACAACATCAGTGGCAGCACGTACAAGAAGTTTATGATTCGCATCGTCACGGATCATTCG 1260
kkkhkhkhkkkkkk Khhhkhkxkk Kk Khhkhkxkkx Kk Kkk khkrkkk Khkkkkk Kkkkk Kk  *x K%
TRLinfantum AACGGCGAGGTTCTGGGTGTTCACATGCTCGGCGACAGTGCGCCTGAGATCATCCAGAGC 1320
TRLtarentolae AGTGGGGAGGTGCTTGGTGTTCACATGCTGGGCGACAGTGCGCCCGAGATCATCCAGAGC 1320
* Kk KAk khkk Ak AKAkAAAIAAAKAAK KK, KA AAhAArhAAhAkhAkhhk, Kkkhhkhrkk khkhkhkhkkhxk%
TRLinfantum GTCGGCATTTGCATGAAGATGGGTGCCAAGATCAGCGACTTCCACAGCACCATCGGAGTC 1380
TRLtarentolae GTCGGCATTTGTATGAAGATGGGCGCCAAGATCAGCGACTTTCACGACACTATTGGAGTC 1380
kokkhkhkhkkkk Kk Khhhkhkrkhkkhhkhk *krxrkkkkhkhhhkhkhkrxkkkhkhk *xkx  Kk* *k *kKkkKkkk
TRLinfantum CACCCGACGAGCGCCGAGGAGCTCTGCTCCATGCGCACCCCAGCGTACTTCTACGAGAGT 1440
TRLtarentolae CACCCGACGAGCGCCGAGGAGCTCTGCTCCATGCGCACTCCAGCGTACTTCTACGAGAAC 1440
KA KK A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A R AR A AR AR A, kA dA Ak A Ak A Ak A A Ak Ak kK
TRLinfantum GGCAAGCGCGTCGAAAAGCTCAGCAGCAACCTCTGA 1476
TRLtarentolae GGGAAGCGCGTCGATAAGCTAAGCAGCAACCTCTGA 1476
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Figura 21 - Alinhamento da tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania
tarentolae. O alinhamento obtido demonstrou diferenca entre as bases nucleotidicas de Leishmania
infantum e Leishmania tarentolae, com porcentagem de similaridade de 87,26% e discrepancia de
12,74%. Os asteriscos representam similaridades encontradas. TRLinfantum: sequéncia depositada
da tripanotiona redutase de Leishmania infantum no banco de dados TriTrypDB (LINF_050008500).
TRLtarentolae: sequéncia depositada da tripanotiona redutase de Leishmania tarentolae no banco de
dados TriTrypDB (LtaP05.0360).

4.3 Alinhamento das sequéncias de amino&cidos da tripanotiona redutase de
Leishmania infantum e Leishmania tarentolae

A estrutura primaria de uma proteina determina como sera seu enovelamento
em sua estrutura tridimensional, e isso, por sua vez, pode definir a atividade desta.
Nesse contexto, realizamos o alinhamento das sequéncias de aminoacidos da
tripanotiona redutase de Leishmania infantum (LINF_050008500) e Leishmania
tarentolae (LtaP05.0360). As sequéncias de aminoacidos das duas espécies de
Leishmania foram obtidas através do banco de dados TriTrypDB e foi realizado um
alinhamento através do servidor web PROMALS3D. Assim como observado no

resultado anterior, o alinhamento obtido demonstrou uma porcentagem de
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similaridade de, aproximadamente, 87% (Figura 22). Através das sequéncias de

aminoacidos, o servidor PROMALS3D também realizou a predicdo das estruturas

secundarias. Apesar dos polimorfismos encontrados nas sequéncias de aminoacidos

das duas espécies de Leishmania, ndo foi observada diferenga nas estruturas

secundarias.
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Figura 22 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da tripanotiona redutase de Leishmania
infantum e Leishmania tarentolae. O alinhamento obtido demonstrou diferenga entre as sequéncias
de aminoé&cidos de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae, com porcentagem de similaridade
de 87%. Os aminoacidos Cisteina 52, Cisteina 57 e Histidina 461 que fazem parte da triade catalitica
estdo em destaque (barra vermelha) e sdo conservados tanto em Leishmania infantum quanto na
Leishmania tarentolae. O ndmero 9 representa as similaridades encontradas. Simbolos de estrutura
secundaria: alfa-hélice: h; folha beta: e. TR_L_TARENTOLAE: sequéncia depositada da tripanotiona
redutase de Leishmania tarentolae no banco de dados TriTrypDB (LtaP05.0360). TR_L_INFANTUM:
sequéncia depositada da tripanotiona redutase de Leishmania infantum no banco de dados
TriTrypDB (LINF_050008500).
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4.4 Analise comparativa da estrutura 3D da tripanotiona redutase de
Leishmania infantum e Leishmania tarentolae

No resultado anterior, observou-se que ha diferencas nas sequéncias de
aminoacidos entre a TR de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae. O
proximo passo foi verificar se haveria diferencas na estrutura tridimensional
entre a TR dos parasitos patogénicos e ndo patogénicos a mamiferos,
Leishmania infantum e Leishmania tarentolae, respectivamente. Ndo h&a um
modelo tridimensional da TR de Leishmania tarentolae, entéo a estrutura 3D da
TR de Leishmania tarentolae foi construida através de modelagem
comparativa, onde utilizou-se a estrutura tridimensional da TR de Leishmania
infantum (PDB ID: 4ADW) como molde. As estruturas da TR de Leishmania
infantum e Leishmania tarentolae sédo altamente conservadas, com um valor de
RMSD de raiz do desvio quadratico médio (RMSD) de 0,25 A. Na figura 23, as
estruturas da TR estdo representadas em cartoon e ribbon, e complexadas
com a tripanotiona (rosa), NADPH (verde) e FAD (azul). Além disso, o
alinhamento da TR de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae foi
realizado, onde é possivel observal o alto grau de conservacdo da enzima

entre as duas espécies de Leishmania (Figura 23).

Tripanotiona redutase: Leishmania infantum
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Tripanotiona redutase: Leishmania tarentolae

[ Tripanotiona
[ NADPH

[l FAD

Tripanotiona redutase: Alinhamento

[ | L. infantum
|:| L. tarentolae

Figura 23 - Analise comparativa da estrutura 3D da tripanotiona redutase de Leishmania
infantum e Leishmania tarentolae. Comparacdo do modelo tridimensional da tripanotiona
redutase (TR) de Leishmania tarentolae construida por modelagem comparativa e seu molde
tripanotiona redutase de Leishmania infantum (PDB ID: 4ADW). As estruturas apresentam alta
conservacao estrutural com raiz do desvio quadratico médio (RMSD) de 0,25 A. A qualidade
estrutural do modelo e do molde foi avaliada de acordo com as pontuacdes do MolProbity (3,3
e 2,9 para TR de Leishmania tarentolae e Leishmania infantum, respectivamente) e QMean (-
2,0 e -2,3 para TR de Leishmania tarentolae e Leishmania infantum, respectivamente).
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4.5 Andlise comparativa da superficie eletrostatica da tripanotiona
redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae

Com o intuito de verificar se haveria diferencas na superficie
eletrostatica da estrutura tridimensional da TR de Leishmania infantum e
Leishmania tarentolae, foi realizada uma analise do potencial eletrostatico da
enzima através do programa APBS (BAKER et al. 2001), observada na figura
24. Foram visualizadas diferencas na superficie de potencial eletrostatico da
tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae em um
raio de 15 A da tripanotiona (Figura 25), onde a superficie eletrostatica do sitio
catalitico da TR de Leishmania tarentolae apresenta-se mais positiva quando
comparada com a superficie eletrostatica do sitio catalitico da TR de
Leishmania infantum. Além disso 0s aminoacidos pertencentes ao sitio
catalitico da tripanotiona redutase das duas espécies de Leishmania foram
analisados e foi constatado que alguns residuos em um raio de 15 A da
tripanotiona séo diferentes entre as enzimas (Figura 25). Em Leishmania
infantum, é possivel observar a presenca do aminoacido ASP-116 e LYS-240,
ja em L. tarentolae, eles ndo estdo presentes. Em Leishmania tarentolae, o
aminoécido ALA-102 esta presente, jA em Leishmania infantum, ele ndo esta
interagindo (Figura 25).
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Tripanotiona redutase: Leishmania infantum

-10 kTe 10

Figura 24 - Superficie de potencial eletrostatico da tripanotiona redutase de Leishmania
infantum e Leishmania tarentolae. Comparagdo da superficie eletrostatica da estrutura
tridimensional da tripanotiona redutase (TR) de Leishmania tarentolae e tripanotiona redutase
de Leishmania infantum (PDB ID: 4ADW). A andlise do potencial eletrostatico foi realizada
através do programa APBS. A superficie eletrostatica do sitio catalitico da TR de Leishmania
tarentolae apresenta-se mais positiva quando comparada com a superficie eletrostéatica do sitio
catalitico da TR de Leishmania infantum.
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Tripanotiona redutase: Leishmania infantum
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Figura 25 - Superficie de potencial eletrostatico da tripanotiona redutase de Leishmania
infantum e Leishmania tarentolae. Destaque na diferenca da superficie de potencial
eletrostatico da tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae em um
raio de 15 A da tripanotiona. Apenas estdo destacados os residuos que séo diferentes entre as

espécies de Leishmania.
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Além da analise da superficie eletrostética na estrutura tridimensional da
tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae, também
foi realizado um alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos da TR das
duas espécies de Leishmania colorido de acordo com o potencial eletrostético.
Na figura 26, € possivel observar os residuos que séo diferentes entre as
espécies de Leishmania e que estdo em um raio de 15 A da tripanotiona
destacados pelos triangulos pretos. Além disso, os aminoacidos representados
em vermelho, branco e azul correspondem aos potenciais acido, neutro e

bésico, respectivamente.

1 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48
TR: L. tarentolae Y Y Q FF
A A
51 54 57 60 63 66 69 72 75 78 81 84 8 90 93 9%
TR: L. tarentolae Qy F

99 102 105 108 YHT 1;4 117 120 F123 126 1290 132 135 138 141 144 147

TR: L. infantum F 147
TR: L. tarentolae Y F F F Q 147
A AA AA A
150 153 156 159 162 165 168 171 174 177 180 183 186 189 192 195
TR: L. infanfum Y F FY 196
TR: L. tarentolae Y FY 196

198 201 204 207 210 213 216 219 222 225 228 231 234 237 240 243
e, BVl e Rl Bty ¢
TR: L. tarentolae F Y Y F QVRAQ QQ 245
A A A

246 249 252 255 D258 D261 264 267 270 273 276 279 282 285 288 291 294
TR: L. infantum F YDQ Q 294
TR: L. tarentolae F Y Q 294

297 300 303 306 309 312 315 318 321 324 327 330 333 336 339 342
TR: L. infantum Q Q Y Y 343
TR: L. tarentolae Q Y Y 343

345 348 351 354 357 360 363 366 369 372 375 378 381 384 387 390
TR: L. infantum F F F Y Y 392
TR: L. tarentolae |AF F F Y Y 392

393 396 399 402 405 408 411 414 417 420 423 426 429 432 435 438 441
TR: L. tarentolae F Y F Q 441
A AA A

444 447 450 453 456 459 462 465 468 471 474 477 480 483 486
TR: L. infantum F YFY 488
TR: L. tarentolae F YFY 488

Figura 26 - Alinhamento sequencial entre a tripanotiona redutase de Leishmania
infantum e Leishmania tarentolae colorido de acordo com o potencial eletrostatico.
Vermelho, branco e azul correspondem aos potenciais &cido, neutro e basico, respectivamente.
Tridngulos pretos representam os residuos que sdo diferentes entre as espécies de Leishmania
e que estdo em um raio de 15 A da tripanotiona.
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4.6 Comparacdo entre o mapa de interacdo intermolecular entre a tripanotiona
e tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae

Nos resultados anteriores, constatou-se que ha diferencas na superficie
eletrostatica da TR de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae,
principalmente no sitio catalitico. Além disso, foi observado que alguns
aminoacidos em um raio de 15 A da tripanotiona s&o diferentes. Dessa forma, o
préximo passo foi verificar as interacdes intermoleculares entre a tripanotiona e
a tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae, que
podem ser observadas na figura 27. Na interacao entre a tripanotiona redutase
e a tripanotiona de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae, é possivel
observar que alguns aminoacidos sao diferentes. Em Leishmania infantum,
verifica-se a presenca dos aminoacidos GLU-466 e LYS-240, jA em L.
tarentolae, eles ndo estdo presentes. Em Leishmania tarentolae, os
aminoacidos LYS-410 e TYR-110 estdo presentes, ja em Leishmania infantum,

eles ndo estdo interagindo.

Além disso, a Lys-240 de Leishmania infantum possui uma interacao do
tipo carga atrativa pela tripanotiona, contudo, esta interacdo nao foi observada

na tripanotiona redutase de Leishmania tarentolae.
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Tripanotiona redutase: Leishmania infantum
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Figura 27 - Comparacdo entre o mapa de interacdo intermolecular entre a tripanotiona e
tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae. Os mapas de
interacdo 2D foram gerados usando o Discovery Studio Visualizer 2017. Destaque para Lys-
240 de Leishmania infantum que possui uma interacdo do tipo carga atrativa pela tripanotiona.
Em Leishmania tarentolae o residuo na posi¢cao 240 é uma glutamina.
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4.7 Amplificagcdo do gene tripanotiona redutase

A fim de determinar a possivel participacdo da tripanotiona redutase na
infectividade de parasitos de Leishmania infectivos ao homem, uma vez que houve
uma diferenca na sua atividade enzimética, nas sequéncias nucleotidicas e de
aminoacidos e na estrutura tridimensional da TR de parasitos patogénicos e nao
patogénicos a mamiferos, o proximo passo do trabalho foi superexpressar esta
enzima em Leishmania infantum. Foi realizada a amplificacdo do gene da
tripanotiona redutase (TR) de Leishmania infantum através da reacdo em cadeia da
polimerase (Polymerase Chain Reaction; PCR).

Os iniciadores desenhados apresentaram o produto da amplificacdo com uma
banda em gel de agarose com tamanho proximo ao descrito na literatura para a
tripanotiona redutase, 1476 pb. Os produtos da amplificacdo estdo demonstrados na
figura 28. A expresséao da tripanotiona redutase foi analisada através de eletroforese

em gel de agarose 1%, em cuba horizontal a 80V por 90 minutos.
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Figura 28 - Eletroforese dos produtos de amplificagcdo em gel de agarose. Eletroforese em gel de
agarose 1% revelando os produtos de amplificacdo do gene da TR obtidos por PCR. 1: Marcador de
peso molecular (50-10000pb). 2: Produto de amplificacdo do gene da TR de Leishmania infantum.

4.8 Construgcdo molecular de insertos para expressao das enzimas em estudo

Os clones do gene alvo (tripanotiona redutase) de Leishmania infantum
gerados através de amplificagdo por reagcdo em cadeia da polimerase e o vetor
pSP72aNEOa foram incubados com enzimas de restricdo BamHI e Hindlll overnight
a37°C.
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Foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1%, em cuba horizontal a
80V por 90 minutos para analise dos fragmentos da digestdo. O fragmento de DNA
gerado pode ser observado na figura 29. Os fragmentos de DNA referentes a
tripanotiona redutase de Leishmania infantum e ao vetor pSP72aNEOa apresentam
tamanhos de 1476pb e 5021pb, respectivamente.
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Figura 29 - Eletroforese dos fragmentos de DNA gerados apds digestdo enzimética.
Eletroforese em gel de agarose 1% revelando os fragmentos gerados apés digestdo com enzimas de
restricdo BamHI e Hindlll. 1: Marcador de peso molecular (50-10000pb). 2: digestdo da TR de
Leishmania infantum. 3 e 4: digestdo do vetor pSP72aNEOa.

4.9 Clonagem do gene tripanotiona redutase

ApoOs a digestdo com o uso das enzimas de restricdo BamHI e Hindlll, o
fragmento gerado referente a tripanotiona redutase de Leishmania infantum foi
cortado do gel de agarose, purificado com o kit Pure Link Quick Gel Extraction
(Invitrogen) e, posteriormente, clonado no vetor pSP72aNEOQa.

Em seguida, bactérias competentes DH5a (E. coli) foram transformadas com o
vetor recombinante (pSP72aNEOa + TR de Leishmania infantum) por choque
térmico. Logo depois da transformacao, foi realizada a selecdo das coldnias com
100ug/mL do antibiotico ampicilina e purificagcdo do plasmideo recombinante com o
kit Plasmid Miniprep Purification (Sigma-Aldrich, EUA).

A insercdo do gene de interesse no vetor foi verificada através de analise por
restricdo, que é uma analise a nivel macroscopico para verificar se houve sucesso
na construcdo do vetor recombinante. O vetor recombinante foi incubado com as
enzimas de restricdo BamHI e HindlIl overnight a 37°C.
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Com os produtos da digestdo, foi realizada uma eletroforese em gel de
agarose, onde observou-se, na figura 30, dois fragmentos de DNA referentes ao
vetor pSP72aNEOa (5021pb) e ao inserto tripanotiona redutase (1476pb),

confirmando o sucesso na construgcéo do vetor recombinante.
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Figura 30 - Produtos de digestdo dos clones obtidos a partir de eletroforese em gel de agarose
1%. 1: Marcador de peso molecular (50-10000pb). 2 e 3: Produto da digestdo enzimatica do vetor
recombinante pSP72aNEQOa + TR de Leishmania infantum.

4.10 Sequenciamento da tripanotiona redutase

Para verificar se a sequéncia nucleotidica da tripanotiona redutase foi clonada
corretamente no vetor pSP72aNEOaq, o proximo passo foi analisar essa sequéncia
através do método de Sanger para confirmacédo da clonagem do gene em estudo.

O sequenciamento do gene da tripanotiona redutase de Leishmania infantum
clonado no vetor pSP72aNEQa foi realizado com primers especificos e a sequéncia
obtida foi comparada com a sequéncia da tripanotiona redutase de Leishmania
infantum depositada no banco de dados TritrypDB através de alinhamento com o
programa de alinhamento de sequéncias Clustal.

A figura 31 demonstra o alinhamento obtido com elevado grau de
conservacdo da enzima, demonstrando que a clonagem do gene foi eficiente. Apds
analise, encontrou-se 97% de similaridade entre a sequéncia clonada no plasmideo

e a anotada no banco de dados TriTrypDB.
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TR_LINFANTUM_ _TRITRYP TGGGAGATGGACCGCGAATCGCTCTGCCCCAACTGGAAGACGCTCATCGCCGCGAAGAAC 300
TR_TINFANTUM VETOR TCCGAGTGAGGACGC -GATCGCTCTGCCCCAACTGGAAGACGCTCATCGCCGCGAAGAALC 66
ES X**: _*‘.**x R KE R R R R KRR R R KRR NN R N RN RN R R KRR R EERR
TR_LIMNFANTUM_ _TRITRYP AAGGTGGTGAACAGCAT CAACGAGAGCTACAAGAGCATGTTCGCTGATACGGAGGGCCTC 360
TR_TINFANTUM_ _VETOR AAGGTGGCGTATACCAT CAACGAGAGCTACAAGAGCATGTTCGCTGATACGGAGGGCCTC 126
- - EEEEEEER *:* HOREREKER KRR R R RN KRN RN E R KRR NN R N RN R R R KRR EERR
TR_LIMNFANTUM_ _TRITRYP AGCTTTCACATGGGCTTCGGTGCCCTTCAAGACGCTCACACGGTGGTGGTGCGCAAGTCG 420
TR_INFANTUM VETOR AGCTTTCACATGGGCTTCGGTGCCCT TCAAGACGCTCACACGGTGGTGGTGCGCAAGTCG 186
- - B e R kb R R R R Rt R e R R
TR_LINFANTUM_ _TRITRYP GAAGACCCACACAGCGACGTGCTGGAGACCCTCGACACGGAGTACATCCTCATTGCCACC 486
TR_INFANTUM_VETOR GAAGACCCACACAGCGACGTGCTGGAGACCCTCGACACGGAGTACATCCTCATTGCCACC 246
538 S SR SRR SR SR SR R K SR K SR SRR R SR SR SO R SR K R S SR O SRR R S SR K R R R RO R RO R RO R R R R
TR_LINFANTUM_TRITRYP GECTCCTGECCGACGCGCCTCGEAGTCCCCGGOGACGAGTTCTGCATCACGAGCAACGAG 540
TR_INFANTUM_VETOR GGCTCCTGGCCGACGCGCCTCGGAGTCCCCOGGUGACGAGT TCTGCATCACGAGCAACGAG 3226
S5 S SR K R R SRR KR S KRR SR SRR R K SRR SR R KRR OR S RO KRR ROK SOR SKOROR R R R R R R OR R K
TR_LINFANTUM_TRITRYP GCCTTCTACCTCGAGGATGCCCCCAAGCGGATGCTGTGCGTCGGCGGIGGCTACATCGCC 600
TR_INFANTUM_VETOR GCCTTCTACCTCGAGGATGCCCCCAAGCGGATGCTGTGCGTCGGCGGCGGCTACATCGCC 266
S SR SR SR SRR S SR R SR SR S SRR SRR SR SRR SR SRR SR SR SR SR SR R R SRR SRR SR SR R SRS SRR R SR SR e S R SRR R R
TR_LIMNFANTUM_TRITRYP GTTGAGTTTGCCGGCATCTTCAACGGCTACAAGCCCTGCGGTGGCTATGTCGACCTGTGE 660
TR_INFANTUM_VETOR GTTGAGTTTGCCGGCATCTTCAACGGCTACAAGCCCTGCAGTGGCTATGTCGACCTGTGC 426
sk sk s R R R SR S SR R S R R s R R R R R R R R R R o R R R
TR_LINFANTUM_TRITRYP TACCGCGGCGATCTTATTTTGCGCGGC T TCGATACAGAGGTGCGCAAGAGCCTGACGAAG 720
TR_INFANTUM_VETOR TACCGCGGCGATCTTATTTTGCGCGGC T TCGATACAGAGGTGCGCAAGAGCCTGACGAAG 486
s e o she R Sk R R s o R SRR R s R R SR R o 3R R o R g s R ok s R e o ok sl R s R ok sl R e o sk o ol e sl R e o i e o o R o e
TR_LINFANTUM_ _TRITRYP CAGCTGGGEGEGECEAACGGAATAAGAGTGCGTACAAACTTGAACCCGACGAAGATCACGAAG 78O
TR_TINFANTUM VETOR CAGCTGGEGGCGAACGEGAATAAGAGTGCGTACAAACTTGAACCCGACGAAGATCACGAAG 546
B e R kb R R R R Rt R e R R
TR_LIMNFANTUM_ _TRITRYP AATGAGGACGGCTCGAATCACGT TCACTTCAACGATGGCACGGAGGAGGACTACGATCAG 840
TR_TINFANTUM VETOR AATGAGGACGGCTCGAATCACGTTCACTTCAACGATGGCACGGAGGAGGACTACGATCAG 686
B e R kb R R R R Rt R e R R
TR_LIMNFANTUM_ _TRITRYP GTCATGCTCGCGATCGGTCGCGTGCCGCGCTCGCAGGCACTACAGCTCGACAAGGCCGGC 90
TR_TINFANTUM_ _VETOR GTCATGCTCGCGATCGEGTCGCGTGCCGCGCTCGCAGGCACTACAGCTCGACAAGGCCGGC 666
- - B e R kb R R R R Rt R e R R
TR_LINFANTUM_ _TRITRYP GTCCGAACAGGAAAGAACGGTGCCGTGCAGGTCGACGCGTATTCGAAGACATCGGTGGAC 966
TR_INFAMNTUM_VETOR GTCCGAACAGGAAAGAACGGTGCCGTGCAGGTCGACGCGTAT TCGAAGACATCGGTGGAC 726
538 S SR SRR SR SR SR R K SR K SR SRR R SR SR SO R SR K R S SR O SRR R S SR K R R R RO R RO R RO R R R R
TR_LINFANTUM_TRITRYP AACATCTACGCCATCGGCGACGTGACGAACCGCGTGATGTTGACGCCGGTGGCCATCAAC 128
TR_INFANTUM_VETOR AACATCTACGCCATCGGCGACGTGACGAACCGCOTGATGT TGACGCCGGTGGCCATCAAC 786
S5 S SR K R R SRR KR S KRR SR SRR R K SRR SR R KRR OR S RO KRR ROK SOR SKOROR R R R R R R OR R K
TR_LINFANTUM_TRITRYP GA-AGGCGCCGCCTTCATTGAAACCGTCTTCGGTGGCAAGCCCOCGUGCCACCGACCACAC 1879
TR_INFANTUM_VETOR GAAAGGCGCCGCCTTCATTGAAACCGTCTTCGGTGGCAAGCCCCGUGCCACCGACCACAC 846
SO SR SR SR R SR R SR R S SRR SR SR SRR SR SRR SR SR R SR SR R R SR SRR SRR SR SR SRR SRR SR SR e S R SRR R R R
TR_LIMNFANTUM_TRITRYP GA-AGGTCGCGTGCGCCGTGTTCTCCATACCGCCGATCGGCACGTGCGGCATGACGGAGG 1128
TR_INFANTUM_VETOR GAAAGGTCGCGTGCGCCGTGTTCTCCATACCGCCGATCGGCACGTGLGGCATGACGGAGG 226
o shoR kR R R R SR R s R R SR F R 3R R iR g s e ok s R o R ok sl R R s oR ke sl R e s sk ool e sl R e o i o o R ol e
TR_LIMNFANTUM_TRITRYP AGGAGGCGECGAAGAACTACGAAACCGTCGCCGTGTACGCGAGCTCCTTCACGCCCCTTA 1198
TR_INFANTUM_VETOR AGGAGGCGGECGAAGAACTACGAAACCGTCGCCGTGTACGCGAGCTCCTTCACGCCCCTTA 966
s e o she R Sk R R s o R SRR R s R R SR R o 3R R o R g s R ok s R e o ok sl R s R ok sl R e o sk o ol e sl R e o i e o o R o e
TR_LINFANTUM_ _TRITRYP TGCACAACATCAGCGGCAGCAAGCACAAGGAATTCATGATCCGCATCATCACGAACGAAT 1258
TR_TINFANTUM VETOR TGCACA-CATCAGCGGCAGCAAGCACA -GGAATTCATGATCCGCATCATCACGAACGAT - 1le23
EEEEEE EHEEREER RN KRR R R x**x*x***%*x**x**x****x**x**x*:
TR_LIMNFANTUM_ _TRITRYP CCAACGGCGAGGTTCTGGGTGTTCACATGCTCGGCGACAGTGCGCCTGAGATCATCCAGA 1318
TR_TINFANTUM VETOR -CCACGGCGAGGTTCTGGGTGTTCACATGCTCGGCGACAGTGGOGCTGAGATCATCCAGA 182
= . R R R R RN R KR KR R R RN R RN R KRR R R KRR EER EEEEEEEEEEREERR R
TR_LIMNFANTUM_ _TRITRYP GCGTCOGCATTTGCATGAAGATGGETGCCAAGAT -CA-GCGACTTCCACAGCACCATCGG 1376
TR_INFANTUM VETOR GCGTCOGCATTTGCATGA - GATGGGETGCCAAGAATCAGCCGACCTCCACAGCACATTCGG 1141
- - HEEER KRR E R R KRR R ******X**X****: HE HOE K K *X*******X. :X**X
TR_LINFANTUM_TRITRYP AGT - - -CCACCC - -GACGAGCGCCGAGGAGCTCTGCTCCATGCGCACCCCAGCGTACTTC 1421
TR_INFANTUM_VETOR GAGTTCCCACCCGGACCGAGCGCCGAGGAGCTTGGTTCCATGCA-ACCCAGGCGTACTTC 1200
.. R KRR K L EEECEECESUEEHREEEKE R RERKREK | CKEER | RRER RN
TR_LINFANTUM_TRITRYP TACGAGAGTGGCAAGCGCG - - -TCGAAA - AGCTCAGCAGCAACCTCTGA 1476
TR_INFANTUM_VETOR TACGAGAGTGGCAAGCGGCGG T TCGAAAGAGCTA- - - - -~ -~ - - - - - -~ 1234

SN O S R RN R HEECEEE MR

Figura 31 - Sequenciamento da tripanotiona redutase de Leishmania infantum. O alinhamento
obtido através do programa Clustal demonstrou elevado grau de conservacdo da TR, apresentando
97% de similaridade. TR_L_INFANTUM_TRITRYP: sequéncia depositada da tripanotiona redutase de
Leishmania infantum no banco de dados TriTrypDB. TR_INFANTUM_VETOR: sequéncia da
tripanotiona redutase clonada no vetor pSP72aNEQOa.
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4.11 Geracgéo de linhagens geneticamente modificadas

Uma vez que a clonagem da tripanotiona redutase de Leishmania infantum no
vetor foi confirmada e o sequenciamento demonstrou elevado grau de conservacéo
do gene de interesse, promastigotas de Leishmania infantum foram transfectadas
por eletroporagao, recebendo 5ug do vetor recombinante (pSP72aNEOa + TR de
Leishmania infantum) ou somente o vetor (pSP72aNEQOq).

A confirmacdo da insergdo do vetor recombinante nas promastigotas de
Leishmania infantum foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase, utilizando o
primer forward especifico para neomicina (gene de resisténcia do vetor) e reverse

especifico para tripanotiona redutase de Leishmania infantum.

Na figura 32, observa-se a confirmacao da insercdo do vetor recombinante em
Leishmania infantum. No poco 1, podemos observar o produto de amplificacdo do
vetor recombinante (pSP72aNEOa + TR de Leishmania infantum) e no poco 2 o
produto de amplificacdo do DNA extraido de promastigotas de Leishmania infantum

transfectadas com o vetor recombinante.

Figura 32 - Confirmagéo da insercéo do vetor recombinante em Leishmania infantum. Eletroforese
em gel de agarose 1% revelando os produtos de amplificacdo da PCR. 1: Produto de amplificacdo do
vetor recombinante (controle positivo). 2: Produto de amplificacdo do vetor recombinante inserido em
promastigotas de Leishmania infantum.
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4.12 Atividade da enzima tripanotiona redutase em parasitos selvagens e

mutantes

A superexpressdo da TR em promastigotas de Leishmania infantum foi
confirmada através do método de Ellman, onde foi possivel observar a atividade da
TR de promastigotas de Leishmania infantum selvagens (LIWT), transfectadas com o
plasmideo pSP72aNEOa vazio (LiPSP) e transfectadas com o vetor recombinante
pSP72aNEOa + TR de Leishmania infantum (LiTR).

Conforme demonstrado na figura 33, houve um aumento significativo da
atividade da TR nas células que superexpressam o gene da TR, 6 vezes maior em
relacdo aos parasitos LIWT e 13 vezes maior em relacdo ao grupo LIPSP. Os grupos

LIWT e LIPSP ndo apresentaram diferenca significativa na atividade da TR.

N
o
]

-
(42}
1

—
o
1

(41
1

o
1

nmoles 2TNB x min™' x mg™’

LIWT LiPSP LiTR

Figura 33 - Atividade da TR em promastigotas de Leishmania infantum selvagens e mutantes.
A atividade da TR foi avaliada pelo método de Ellman. Fra¢cBes solUveis foram obtidas dos diferentes
grupos. Dados expressos através da média * erro padréo da taxa de formagéo de 2TNB expresso na
forma de nmoles 2TNB x mint x mg* de 2 experimentos independentes (n=2). Diferenca significativa
em relagdo aos demais grupos * p<0,005. LIWT = promastigotas de Leishmania infantum selvagens.
LiPSP = transfectadas com o plasmideo pSP72aNEOa vazio. LiTR = transfectadas com o vetor
recombinante.

4.13 Avaliacao do papel da tripanotiona redutase na infectividade in vitro.

O papel biologico da tripanotiona redutase foi investigado analisando a
infectividade das promastigotas transfectadas com o vetor recombinante da TR
(LITR) e comparando com os demais grupos (LIWT = promastigotas de Leishmania
infantum selvagens, LIPSP = transfectadas com o plasmideo pSP72aNEOa vazio).
Macrofagos peritoneais murinos foram plagueados e infectados com promastigotas

de LiWT, LiPSP ou LiTR por 24 ou 48 horas. Em seguida, o indice de infecgéo foi
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determinado pela contagem de pelo menos 150 macréfagos em cada grupo. Em 24
horas (Figura 34A) notou-se entre os grupos LIWT e LiTR um aumento de 5 vezes e,
em 48 horas (Figura 34B), um aumento de 6 vezes no indice de infeccdo. E
importante ressaltar que essa diferenca foi mantida em relagédo aos grupos LiTR e
LiPSP e ndo houve diferenca estatistica entre os grupos LIWT e LiPSP.
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Figura 34 - Avaliacdo do efeito da superexpressdo da TR na infectividade de Leishmania
infantum. Macréfagos murinos foram infectados com promastigotas de LIWT, LiTR ou LiPSP por 5
horas (3:1 promastigota:macréfago) e em seguida incubados por 24 (A) e 48 horas (B) a 37°C e 5%
CO2. Os dados expressam os valores normalizados para o indice de infec¢cdo de 2 experimentos
independentes (n=2). ANOVA <0,0001. * diferenca significativa em relagdo ao grupo LIWT. #
diferenca significativa em relacdo ao grupo LiPSP. LIWT = promastigotas de Leishmania infantum
selvagens. LiPSP = transfectadas com o plasmideo pSP72aNEOa vazio. LiTR = transfectadas com o
vetor recombinante.
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4.14 Avaliacdo da metaciclogénese de parasitos selvagens e mutantes de

Leishmania infantum e atividade da TR

Para avaliar se o aumento na infectividade (Figura 34) poderia ter sido
proporcionado por um aumento na populacdo de promastigotas metaciclicas de
Leishmania infantum, a porcentagem de promastigotas metaciclicas foi avaliada nos
grupos selvagens ou mutantes.

Parasitos de Leishmania infantum selvagens ou mutantes foram cultivados por
um periodo de 96 horas. Apds esse tempo, parasitos prociclicos e metaciclicos
foram separados através do gradiente de Ficoll e foi observado que os parasitos
superexpressos com a tripanotiona redutase obtiveram um aumento de 2,7 vezes de
promastigotas metaciclicas comparado com os parasitos selvagens LIWT e 3,6
vezes em relacao aos parasitos LIPSP (Figura 35). Além disso, também avaliamos a
atividade da tripanotiona redutase dos parasitos selvagens e mutantes metaciclicos.
Foi observado que os parasitos LITR metaciclicos obtiveram um aumento da
atividade enzimatica de aproximadamente 5,7 vezes em relacdo aos parasitos LIWT

metaciclicos e 10 vezes em relagdo aos parasitos LiPSP metaciclicos (Figura 36).
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Figura 35 — Metaciclogénese de promastigotas de Leishmania infantum selvagens e mutantes.
Promastigotas de Leishmania infantum selvagens ou mutantes foram cultivadas em meio Schneider
suplementado com 20% de soro fetal bovino por 96 horas em estufa BOD a 26°C. Os parasitos foram
separados por gradiente de Ficoll e as promastigotas metaciclicas foram contadas em camara de
Neubauer. Os dados expressam os valores de 1 experimento independente (n=1). LIWT =
promastigotas de Leishmania infantum selvagens. LiTR = promastigotas de Leishmania infantum
transfectadas com o vetor recombinante. LiIPSP = promastigotas de Leishmania infantum
transfectadas com o plasmideo pSP72aNEOQOa vazio.
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Figura 36 - Atividade da TR em promastigotas de Leishmania infantum selvagens e mutantes
metaciclicas. A atividade da TR foi analisada pelo método de Ellman. Para isso, foi obtido a fracdo
solavel dos diferentes grupos. Dados expressos através da média + desvio padrdo da taxa de
formacado de 2TNB expresso na forma de nmoles 2TNB x mint x mg1 de 1 experimento independente
(n=1). LIWT = promastigotas de Leishmania infantum selvagens. LiTR = promastigotas de Leishmania
infantum transfectadas com o vetor recombinante. LIPSP = promastigotas de Leishmania infantum
transfectadas com o plasmideo pSP72aNEOQa vazio.

4.15 Geracéo de linhagens geneticamente modificadas

Para explorar a participacdo da tripanotiona redutase de Leishmania infantum
na infectividade, o proximo passo do trabalho foi expressar a tripanotiona redutase
de Leishmania infantum, um parasito patogénico a mamiferos, em Leishmania
tarentolae, um parasito ndo patogénico a mamiferos a fim de verificar se os
parasitos transfectados de Leishmania tarentolae se tornardo capazes de infectar
células de mamiferos. Promastigotas de Leishmania tarentolae foram transfectadas
por eletroporagdo com 5ug do vetor recombinante construido com a tripanotiona
redutase de Leishmania infantum (pSP72aNEOa + TR de Leishmania infantum) ou
somente com o vetor (pSP72aNEOaq). A confirmagdo da insercdao do vetor
recombinante nas promastigotas de Leishmania tarentolae foi realizada por reacao
em cadeia da polimerase, utilizando o primer forward especifico para neomicina
(gene de resisténcia do vetor) e reverse especifico para tripanotiona redutase de
Leishmania infantum. Na figura 37, observa-se a confirmacéo da insercado do vetor

recombinante em Leishmania tarentolae.
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Figura 37 - Confirmacédo da insergcdo do vetor recombinante em Leishmania tarentolae.
Eletroforese em gel de agarose 1% revelando os produtos de amplificacdo da PCR. 1: Marcador de
peso molecular (50-10000pb). 2: Produto de amplificacdo de promastigotas de Leishmania tarentolae
selvagens (controle negativo). 3: Produto de amplificacdo do vetor inserido em promastigotas de
Leishmania tarentolae. 4. Produto de amplificagdo do gene de resisténcia a neomicina de
promastigotas de Leishmania tarentolae transfectadas apenas com o vetor pSP72aNEQa.

4.16 Atividade da enzima tripanotiona redutase em parasitos selvagens e
mutantes

A expressao da TR de Leishmania infantum em promastigotas de Leishmania
tarentolae foi confirmada pela atividade da TR de promastigotas de Leishmania
tarentolae selvagens (LtWT) e transfectadas com o vetor recombinante

pSP72aNEOa + TR de Leishmania infantum (LtTRinf).
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Figura 38 - Atividade da TR em promastigotas de Leishmania tarentolae selvagens e mutantes.
A atividade da TR foi avaliada pelo método de Ellman. Para isso, foi obtido a fracdo soltvel dos
diferentes grupos. Dados expressos através da média + erro padrdo da taxa de formagédo de 2TNB
expresso na forma de nmoles 2TNB x min't x mg?* de 1 experimento independente (n=1). LtWT =
promastigotas de Leishmania tarentolae selvagens. LtTRinf = promastigotas de Leishmania tarentolae
transfectadas com o vetor recombinante.
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Foi possivel observar um aumento significativo da atividade da TR nos
parasitos de Leishmania tarentolae que expressam a TR de Leishmania infantum de

aproximadamente 4 vezes em relacédo aos parasitos LtWT (Figura 38).

4.17 Avaliacao do papel da tripanotiona redutase na infectividade in vitro.

O papel biolégico da tripanotiona redutase foi investigado analisando a
infectividade dos parasitos LtTRinf e comparando com os parasitos LtWT.
Macrofagos peritoneais murinos foram plagueados e infectados com promastigotas
de LtWT e LtTRinf na proporcdo de 3:1 parasitos por macréfago, por 24 horas. Em
seguida, o indice de infeccdo foi determinado pela contagem de pelo menos 150
macréfagos em cada grupo. Notamos que houve um aumento de aproximadamente
7 vezes no indice de infeccdo dos parasitos LtTRinf quando comparados com os
parasitos LtWT (Figura 39). O aumento na infectividade desses parasitos pode ser

em funcdo do aumento da atividade da TR de Leishmania infantum (Figura 38).

0.0154

o
o
=
i

0.005- EEEEEEEEEEEN

Indice de infeccao

0.000

& K
QO
\’S (\Q“\
A2

Figura 39 - Avaliacdo do papel da TR de Leishmania infantum na infectividade de Leishmania
tarentolae. Macréfagos murinos foram infectados com promastigotas de LtWT e LtTRinf por 5 horas
(3:1 promastigota:macrofago) e em seguida incubados por 24 horas a 37°C e 5% CO2. Os dados
expressam os valores do indice de infeccdo de 1 experimento independente (n=1). LIWT =
promastigotas de Leishmania tarentolae selvagens. LtTRinf = promastigotas de Leishmania tarentolae
transfectadas com o vetor recombinante.

4.18 Amplificagdo do gene tripanotiona redutase de Leishmania tarentolae

Ja foi demonstrado que superexpressar a TR de parasitos de Leishmania
infantum os torna mais infectivos (Figura 34). Dessa forma, a etapa em andamento
do trabalho estda sendo superexpressar a TR de Leishmania tarentolae, a fim de
verificar se 0 aumento da atividade da enzima de um parasito ndo patogénico a

mamiferos também poderia torna-lo infectivo. Foi realizada a amplificacdo do gene
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da tripanotiona redutase (TR) de Leishmania tarentolae através da reagdo em cadeia
da polimerase (Polymerase Chain Reaction; PCR). Os iniciadores desenhados
apresentaram o produto da amplificacdo com uma banda em gel de agarose com
tamanho proximo ao descrito na literatura para a tripanotiona redutase, 1476 pb. Os
produtos da amplificacdo estdo demonstrados na figura 40. A expressdo da
tripanotiona redutase foi analisada através de eletroforese em gel de agarose 1%,

em cuba horizontal a 80V por 90 minutos.
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Figura 40 - Eletroforese dos produtos de amplificacdo em gel de agarose (1%). Eletroforese em
gel de agarose 1% revelando os produtos de amplificacdo do gene da TR obtidos por PCR. 1:
Marcador de peso molecular (50-10000pb). 2: Produto de amplificacdo do gene da TR de Leishmania
tarentolae.

4.19 Construcdo molecular de insertos para expressao das enzimas em estudo

Os clones do gene alvo (tripanotiona redutase) de Leishmania tarentolae foram
gerados através de amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase e flanqueados
por enzimas de restricdo BamHI e Hindlll.

Foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1%, em cuba horizontal a
80V por 90 minutos para analise dos fragmentos da digestdo. O fragmento de DNA

gerado pode ser observado na figura 41.
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Figura 41 - Eletroforese dos fragmentos de DNA gerados. Eletroforese em gel de agarose 1%
revelando os fragmentos gerados apds digestdo com enzimas de restricdo BamHI e Hindlll. 1:
digestao do vetor pSP72aNEOa. 2: Marcador de peso molecular (50-10000pb). 3: digestdo da TR de

Leishmania tarentolae.
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5 DISCUSSAO

Protozoarios parasitos do género Leishmania possuem um ciclo heteroxénico,
ou seja, alternam seu ciclo de vida entre um hospedeiro invertebrado e um
vertebrado. No hospedeiro vertebrado, esses parasitos sobrevivem em células
fagociticas mononucleares, principalmente em macrofagos. Na tentativa de debelar
a infeccdo, os fagoécitos infectados com Leishmania produzem intermediarios de
oxigénio toxicos, como: anion superoxido (Oz27), peroxido de hidrogénio (H202) e o
radical hidroxila (OH"). Para sobreviver nesse ambiente intracelular completamente
hostil, os parasitos dependem de um sistema de defesa antioxidante que é
constituido de um tiol, a tripanotiona redutase (CASTRO-PINTO; FABRINO; LEON,
2014; FAIRLAMB; CERAMI, 1992).

A tripanotiona redutase (TR) € uma enzima essencial para a sobrevivéncia de
tripanossomatideos, que mantém a tripanotiona oxidada em sua forma reduzida,
levando a reducdo dos niveis de radicais livres de oxigénio (ROS) e contribuindo
para a manutencdo de um ambiente intracelular redutor. A tripanotiona redutase € o
principal mecanismo de defesa dos tripanossomatideos contra o estresse oxidativo e
encontra-se ausente em células de mamiferos (FAIRLAMB; CERAMI, 1992).

Jé& foi elucidado que a atividade da tripanotiona redutase pode ser associada
com a capacidade infectiva de Leishmania amazonensis. A atividade da tripanotiona
redutase foi avaliada na fracdo soluvel de promastigotas infectantes, ndo infectantes
e amastigotas de Leishmania amazonensis. A atividade da TR de promastigotas néo
infectantes foi significativamente menor quando comparada com promastigotas
infectantes e amastigotas (CASTRO-PINTO et al., 2004).

Também ja foi demonstrado que a tripanotiona redutase € um importante fator
de viabilidade e viruléncia em Leishmania donovani. Promastigotas mutantes de
Leishmania donovani knockout para tripanotiona redutase foram incubadas em
macrofagos de humanos, por diferentes tempos e demonstraram uma infectividade
reduzida, com uma diminui¢cdo da capacidade de sobreviver ao estresse oxidativo no
interior de macréfagos (DUMAS et al., 1997).

Em Trypanosoma brucei, parasitos mutantes contendo apenas um alelo da
TR e com menos de 10 porcento da atividade da enzima foram incapazes de crescer
em meio de cultura e se mostraram sensiveis ao peroxido de hidrogénio.

Camundongos foram infectados com esses parasitos mutantes e a parasitemia foi
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completamente suprimida. Esses dados revelam que a tripanotiona redutase é
essencial para infectividade de Trypanosoma brucei (KRIEGER et al., 2000).

Em Leishmania donovani, parasitos mutantes com a sequéncia codificante da
tripanotiona redutase substituida tiveram capacidade prejudicada de sobreviverem
no interior de macréfagos ativados por citocinas, mostrando a importancia da
tripanotiona redutase para a sobrevivéncia desses parasitos (TOVAR et al., 1998b).

Além do papel da tripanotiona redutase no controle do balanco redox em
tripanossomatideos, ja foi demonstrado que esta enzima possui uma funcéo
moonlighting, ou seja, participa de outros processos celulares que nao sejam
relacionados com a sua funcdo principal. Angiulli e colaboradores (2015)
demonstraram que a tripanotiona redutase, na auséncia do seu substrato fisioldgico,
pode catalisar a reacdo de transferéncia de elétrons do NADPH ao oxigénio
molecular, levando a formacao de agua.

Ja foi demonstrado que outras enzimas que participam do sistema
antioxidante também podem ter um papel na infectividade de Leishmania donovani.
Parasitos de Leishmania donovani superexpressos com triparedoxina peroxidase
tiveram uma capacidade melhorada de resistir a exposicdo de peréxido de
hidrogénio combinado com 6xido nitrico. Além disso, demonstraram um aumento da
viruléncia, provocando uma carga parasitaria mais elevada em macrofagos em
comparacdo com Leishmania donovani transfectada apenas com o vetor (IYER et
al., 2008).

Em Trypanosoma brucei, ja foi demonstrado que o duplo knockout condicional
dependente de tetraciclina da tripanotiona sintetase-amidase (enzima responsavel
pela sintese e degradacao da tripanotiona reduzida) torna os parasitos incapazes de
infectar camundongos na auséncia do indutor tetraciclina, mostrando que essa
enzima é essencial para a viruléncia in vivo de Trypanosoma brucei (WYLLIE et al.,
2009).

Nesse contexto, para pesquisar o possivel papel da tripanotiona redutase na
infectividade de Leishmania infantum, o primeiro passo do trabalho foi avaliar a
atividade da tripanotiona redutase de parasitos patogénicos e ndo patogénicos a
mamiferos. Na andlise da atividade da tripanotiona redutase de Leishmania
infantum, espécie patogénica a mamiferos, foi observado que esta enzima possui
uma atividade enzimatica superior a Leishmania tarentolae, espécie ndo patogénica
a mamiferos (Figura 20). A atividade reduzida da enzima nos parasitos nao

patogénicos a mamiferos pode ser um indicio do possivel papel da tripanotiona
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redutase na viruléncia de parasitos do género Leishmania. Estudos anteriores ja
demonstraram que promastigotas de Leishmania tarentolae possuem maior
sensibilidade ao peréxido de hidrogénio em comparacdo com parasitos patogénicos
para mamiferos, Leishmania infantum e Leishmania major (RAYMOND et al., 2012).
Esta sensibilidade ao perdxido de hidrogénio e a atividade da tripanotiona redutase
reduzida (Figura 20) podem ser uma justificativa para a incapacidade de parasitos
de Leishmania tarentolae estabelecerem uma infeccdo em macréfagos de humanos,
uma vez que ndo seriam capazes sobreviver ao estresse oxidativo provocado pelas
células do sistema imune do hospedeiro para debelar a infeccao.

Visto que houve uma diferenca na atividade enzimatica da tripanotiona
redutase entre Leishmania infantum e Leishmania tarentolae, o proximo passo foi
verificar se haveria uma diferenca das sequéncias nucleotidicas da tripanotiona
redutase desses parasitos. No alinhamento obtido (Figura 21), foi possivel observar
uma discrepancia de 12,74%, onde os polimorfismos foram vizualizados ao longo
dos 1476 pares de bases da tripanotiona redutase de Leishmania infantum e
Leishmania tarentolae. A diversidade genética observada na tripanotiona redutase
das espécies de Leishmania em estudo pode justificar as diferencas na atividade
enzimatica observadas (Figura 20), contudo falta analisar a expressdo de mRNA da
tripanotiona redutase destes parasitos.

Uma vez que foram observadas diferencas nas sequéncias nucleotidicas da
tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae, também
verificamos se haveria diferenca nas sequéncias de aminoacidos e na estrutura
secundaria dessas duas espécies de Leishmania (Figura 22). As sequéncias
apresentaram uma porcentagem de simildaridade de 87%. Os aminoéacidos
pertencentes a triade catalitica cisteina 52 (Cys52), cisteina 57 (Cys57) e histidina
461 (His461) sédo conservados entre as duas espécies de Leishmania e ndo foram
observadas alteracbes na estrutura secundaria, com as alfa-hélices e folhas-beta
conservadas.

A estrutura primaria de uma proteina determinard como sera seu
enovelamento em sua estrutura tridimensional (NELSON; COX, 2014). Dessa forma,
visto que foram observadas diferencas nas sequéncias nucleotidicas e de
aminoacidos da tripanotiona redutase de Leishmania infantum e Leishmania
tarentolae, o proximo passo do trabalho foi verificar possiveis diferencas na estrutura

tridimensional de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae.
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Para isto, construimos um modelo tridimensional da tripanotiona redutase de
Leishmania tarentolae (Figura 23) através de modelagem comparativa, onde foi
utilizado a tripanotiona redutase de Leishmania infantum (PDB ID: 4ADW) como
molde. A estrutura tridimensional (estrutura 3D) da tripanotiona redutase de
Leishmania tarentolae obtida demonstrou elevado grau de conservacdo quando
comparada com Leishmania infantum, com um valor de RMSD de raiz do desvio
quadratico médio (RMSD) de 0,25 A. Quando as duas proteinas s&o sobrepostas, é
possivel calcular o valor do rmsd, que indica diferengas na estrutura tridimensional
das proteinas atravées da distncia meédia entre os atomos das proteinas
sobrepostas. O valor do rmsd é 0 A para estruturas iguais e aumenta ao passo que
as diferencas das duas estruturas se elevam (CARUGO; PONGOR, 2008).

Apés a analise estrutural da tripanotiona redutase de Leishmania infantum e
Leishmania tarentolae (Figura 23), verificamos a superficie eletrostatica da TR das
duas espécies de Leishmania. Analisar o potencial eletrostatico de uma proteina é
de suma importancia para a visualizacdo da distribuicdo das cargas na sua
superficie e para o entendimento das suas interagfes. Outrossim, as interacdes
eletrostaticas sdo importantes no enovelamento, estabilidade, flexibilidade e funcao
de proteinas (KUMAR; NUSSINOV, 2002; ZHOU; PANG, 2019). Deste modo, o
potencial eletrostatico da tripanotiona redutase de Leishmania infantum e
Leishmania tarentolae foi verificado (Figura 24) através do programa APBS, onde
observamos diferencas na superficie de potencial eletrostatico da tripanotiona
redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae. Ademais, constatou-se
gue a superficie eletrostatica do sitio catalitico da TR de Leishmania tarentolae
apresenta-se mais positiva quando comparada com a superficie eletrostatica do sitio
catalitico da TR de Leishmania infantum. Também foram observadas diferengas nos
residuos de aminoacidos, entre a tripanotiona redutase de Leishmania infantum e
Leishmania tarentolae, que estdo em um raio de 15 A da tripanotiona (Figura 25).
Vale ressaltar a presenca do residuo ASP-116 e LYS-240 em Leishmania infantum,
gue podem ser importantes para o reconhecimento do substrato pela TR. Segundo
Henderson e colaboradores (1991), o aminoacido ASP-116 pode contribuir para o
reconhecimento do substrato T(S)2 pela TR em Trypanosoma congolense
(HENDERSON, G. B. et al.,, 1991). Também foi realizado um alinhamento dos
aminoacidos da tripanotiona redutase das duas espécies de Leishmania, que foi

colorido de acordo com o potencial eletrostatico, onde € possivel visualizar os
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residuos que sado diferentes entre as espécies de Leishmania e que estdo em um

raio de 15 A da tripanotiona (Figura 26).

Nos resultados anteriores verificamos as diferencas na estrutura
tridimensional e na superficie de potencial eletrostatico da tripanotiona redutase de
Leishmania infantum e Leishmania tarentolae. Além disso, também estudou-se as
interagbes intermoleculares entre a tripanotiona e a tripanotiona redutase de
Leishmania infantum e Leishmania tarentolae, onde observou-se que a tripanotiona
redutase de Leishmania infantum possui uma Lys-240 que possui uma interacao do
tipo carga atrativa pela tripanotiona. Vale destacar que a tripanotiona redutase de
Leishmania tarentolae n&o possui essa interacdo (Figura 27). Baiocco e
colaboradores (2013), demonstraram a presenca da Lys-240 na entrada da fenda
catalitica da tripanotiona redutase de Leishmania infantum, formando uma interacéo
eletrostatica com a tripanotiona, podendo desempenhar um papel na conducéo da
tripanotiona aos dois residuos de cisteina do sitio catalitico (BAIOCCO et al., 2013).
A auséncia dessa Lys-240 na tripanotiona redutase de Leishmania tarentolae, além
das outras diferencas na estrutura vistas anteriormente podem ser uma justificativa

para baixa atividade enziméatica da TR desse parasito.

Além da importancia da tripanotiona redutase no controle do balanco redox,
fomos investigar o papel desta enzima na viruléncia de Leishmania. Dessa forma,
superexpressamos essa enzima em Leishmania infantum. Para realizar a
superexpressao da enzima, o primeiro passo foi construir o vetor recombinante com
0 gene de interesse. Logo, realizamos a clonagem da tripanotiona redutase através
da construcdo do vetor pSP72aNEOa com o gene da tripanotiona redutase de
Leishmania infantum. Para avaliar se houve sucesso na constru¢cdo do vetor
recombinante, foi realizada digestdo por enzimas de restricdo e sequenciamento
(Figura 30 e 31). Na figura 30, observamos dois fragmentos de DNA referentes ao
vetor pSP72aNEOa (5021pb) e ao inserto tripanotiona redutase (1476pb),
mostrando que a ligagdao do inserto com o vetor foi efetiva. Na figura 31, o
alinhamento da sequéncia da tripanotiona redutase clonada no vetor pSP72aNEOa
com a sequéncia da tripanotiona redutase depositada no banco de dados TriTrypDB
demonstrou elevado grau de conservagao da enzima, mostrando que a sequéncia
da TR clonada no vetor esté correta.

A superexpresséo foi realizada através da transfec¢éo do vetor recombinante
(pSP72aNEOa + TR de Leishmania infantum) em promastigotas de Leishmania

infantum. O sucesso da transfeccdo dos parasitos de Leishmania infantum foi
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confirmada por gel de agarose revelando os produtos de amplificacdo do gene da
neomicina e da TR obtidos por PCR (Figura 32). Também analisamos a atividade da
TR em Leishmania infantum com a superexpressdo da TR e observamos um
aumento da atividade em 6 vezes quando comparados com o0s parasitos LIWT e um
aumento de 13 vezes em relacao aos parasitos LIPSP (Figura 33).

O papel biolégico da tripanotiona redutase de Leishmania infantum na
infectividade foi investigado e observamos que os parasitos de Leishmania infantum
que superexpressam a TR tiveram um aumento significativo no indice de infecgcéo
quando estes parasitos foram infectados em macréfagos murinos. Em 24 horas de
infeccdo (Figura 34A), observamos um aumento no indice de infeccdo de
aproximadamente 5 vezes entre os grupos LIWT e LiTR. Em 48 horas de infeccao
(Figura 34B), foi observado um aumento de aproximadamente 6 vezes no indice de
infecgao entre os grupos LIWT e LiTR. Esta diferenca foi mantida em relagdo aos
grupos LIiTR e LiPSP e nado houve diferenca estatistica entre os grupos LIWT e
LIiPSP. Vale evidenciar que o0s parasitos superexpressos com a tripanotiona
redutase quando comparados com o grupo LIWT tiveram um aumento de 6 vezes na
atividade da TR (Figura 33) e um aumento de 6 vezes no indice de infeccdo em 48
horas (Figura 34B), mostranto que o aumento da atividade da TR é proporcional ao
aumento da infectividade desses parasitos.

A progressdao de promastigotas da fase logaritmica, que sao
predominantemente  prociclicas, para a fase estacionaria, que séao
predominantemente metaciclicas, € acompanhada por um aumento na resisténcia
ao estresse oxidativo provocado pela exposicdo ao peréxido de hidrogénio (MITTRA;
ANDREWS, 2013). Dessa forma, para avaliar se o aumento na infectividade (Figura
34) poderia ter sido proporcionado por um aumento na populagédo de promastigotas
metaciclicas de L. infantum, uma vez que 0s parasitos superexpressos com a
tripanotiona redutase podem ter um possivel aumento na resisténcia ao estresse
oxidativo em comparacdo com 0s parasitos selvagens, a porcentagem de
promastigotas metaciclicas foi avaliada nos grupos selvagens ou mutantes, e
observamos que houve um aumento de 2,7 vezes de promastigotas metaciclicas
comparado com os parasitos selvagens LIWT e 3,6 vezes em relagcdo aos parasitos
LiPSP (Figura 35). Além disso, a atividade da TR dessas promastigotas metaciclicas
foi mensurada e foi visto que os parasitos metaciclicos LiTR tiveram um aumento da
atividade enzimatica de 5,7 vezes em relagdo aos parasitos LIWT e 10 vezes em

relacdo aos parasitos LIPSP (Figura 36). Tomados em conjunto, os resultados
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sugerem que a enzima tripanotiona redutase pode ter um papel importante na
viruléncia de parasitos de L. infantum.

Ja foi demonstrado que parasitos de Leishmania tarentolae tem a expresséo
diminuida ou auséncia de genes reportados por desempenhar um papel na defesa
antioxidante, além de serem mais sensiveis ao peréxido de hidrogénio comparados
com parasitos patogénicos a mamiferos, como Leishmania infantum e Leishmania
major (RAYMOND et al., 2011), o que pode justificar a incapacidade desses
parasitos de sobreviverem no interior de macréfagos de mamiferos. Dessa forma,
avaliamos a infectividade de parasitos de L. tarentolae expressos com a TR de L.
infantum para verificar se estes se tornam capazes de manter uma infeccdo em
células de mamiferos. Os parasitos mutantes de L. tarentolae que expressam a TR
de L. infantum foram gerados (Figura 37) e a expresséo desta enzima foi confirmada
através da reacao de Ellman, onde foi observado um aumento na atividade da TR de
4 vezes nos parasitos LtTRinf em relacdo aos parasitos LtWT (Figura 38). Além
disso, observamos que os parasitos de Leishmania tarentolae que expressam a TR
de Leishmania infantum tiveram um aumento no indice de infeccdo quando estes
parasitos foram infectados em macréfagos murinos. Observamos que houve um
aumento de aproximadamente 7 vezes no indice de infeccdo dos parasitos LtTRinf
guando comparados com os parasitos LtWT (Figura 39). O aumento na infectividade
observado pode ser em fungdo do aumento da protecdo antioxidante desses
parasitos desencadeado pela expressdo da TR de Leishmania infantum em

Leishmania tarentolae.

O aumento da infectividade dos parasitos superexressos com a tripanotiona
redutase corroboram com os dados demonstrados anteriormente da possivel
participacdo da tripanotiona redutase na infectividade de tripanossomatideos
(DUMAS et al., 1997; KRIEGER et al., 2000; TOVAR et al., 1998b).

Para investigar se o aumento na infectividade é devido ao aumento da
atividade enzimatica da TR de parasitos de L. infantum ou se € por conta do
aumento da atividade da enzima, seja ela de parasitos patogénicos ou nao
patogénicos a mamiferos, o passo em andamento do trabalho estd sendo
superexpressar a TR dos parasitos ndo patogénicos a mamiferos (L. tarentolae) em
promastigotas de L. tarentolae. O vetor recombinante (pSP72aNEOa + TR de L.
tarentolae) esta sendo construido. O gene da TR de L. tarentolae foi amplificado

(Figura 40) e a digestao do gene e do vetor pSP72aNEOa foi realizada (Figura 41)
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para posterior ligacdo do inserto com o vetor e transfec¢cdo do vetor recombinante
em parasitos de L. tarentolae.

Tomados em conjunto, estes dados revelam que a enzima tripanotiona
redutase, além de controlar o balango redox em tripanossomatideos, também pode
ter um papel importante na infectividade dos parasitos de Leishmania infantum e
Leishmania tarentolae, contudo, alguns experimentos sé foram realizados 1 vez

devido a necessidade de quarentena provocada pela pandemia da COVID-19 .
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6 Consideragdes finais

O objetivo do trabalho foi investigar o papel da TR na infectividade de
Leishmania infantum, comparando a atividade desta enzima com uma espécie de

Leishmania ndo patogénica a mamiferos, Leishmania tarentolae.

Foram observadas pequenas diferencas na atividade, nas sequéncias
nucleotidicas e de aminoacidos e na estrutura tridimensional da tripanotiona
redutase de Leishmania infantum e Leishmania tarentolae. Além disso, os parasitos
de Leishmania infantum superexpressos com a tripanotiona redutase obtiveram um
aumento significativo no indice de infeccdo em macrofagos murinos em 24 e 48
horas, mostrando a possivel participacdo da TR na infectividade desses parasitos.

Alguns experimentos foram realizados apenas uma vez, entretanto, tivemos
indicios da participacdo da tripanotiona redutase de Leishmania infantum no
aumento da populacdo de promastigotas metaciclicas de Leismania infantum
superexpressas com a TR e na infectividade de Leishmania tarentolae.

Tomados em conjunto, esses dados sugerem que a tripanotiona redutase,
além de controlar a homeostase redox, pode ter um papel importante na

infectividade de parasitos do género Leishmania.
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