Ministério da Saude
Fundagao Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias da Saude

CARACTERIZAGAO MOLECULAR DO GENE QUE CODIFICA A ENZIMA
TRIPAREDOXINA PEROXIDASE EM POPULAGOES DE Leishmania spp.
SENSIVEIS E RESISTENTES AO ANTIMONIAL TRIVALENTE

por

Juvana Moreira Andrade

Belo Horizonte
Fevereiro/2012

DISSERTACAO MBCM-CPgRR J.M.ANDRADE 2012



Ministério da Saude
Fundagao Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias da Saude

CARACTERIZAGAO MOLECULAR DO GENE QUE CODIFICA A ENZIMA
TRIPAREDOXINA PEROXIDASE EM POPULAGOES DE Leishmania spp.
SENSIVEIS E RESISTENTES AO ANTIMONIAL TRIVALENTE

por

Juvana Moreira Andrade

Dissertacdao apresentada com vistas a
obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias
na area de concentracdo Biologia Celular e
Molecular.

Orientacdo: Dra Silvane Maria Fonseca Murta

Belo Horizonte
Fevereiro/2012

i



Catalogacao-na-fonte

Rede de Bibliotecas da FIOCRUZ
Biblioteca do CPqRR

Segemar Oliveira Magalhdes CRB/6 1975

A553c
2012

Andrade, Juvana Moreira.

Caracterizacao Molecular do Gene que Codifica a Enzima
Triparedoxina Peroxidase em Populagdes de Leishmania spp.
Sensiveis e Resistentes ao Antimonial Trivalente / Juvana
Moreira Andrade. — Belo Horizonte, 2012.

xxiv, 89 f.:il.; 210 x 297mm.

Bibliografia: f.: 92 - 113

Dissertacdo (Mestrado) — Dissertagao para obtencao do
titulo de Mestre em Ciéncias pelo Programa de Pds -
Graduacao em Ciéncias da Saude do Centro de Pesquisas
René Rachou. Area de concentragdo: Biologia Celular e
Molecular.

1. Leishmaniose/quimioterapia 2. Leishmanialefeitos de
drogas 3. Atiménio/administracdo & dosagem |I. Titulo. Il.
Murta, Silvane Maria Fonseca (Orientagao).

CDD - 22. ed. - 616.936 4

i1



Ministério da Saude
Fundagado Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias da Saude

CARACTERIZAGAO MOLECULAR DO GENE QUE CODIFICA A ENZIMA
TRIPAREDOXINA PEROXIDASE EM POPULAGOES DE Leishmania spp.
SENSIVEIS E RESISTENTES AO ANTIMONIAL TRIVALENTE

por

Juvana Moreira Andrade

Foi avaliada pela banca examinadora composta pelos seguintes membros:
Dra. Silvane Maria Fonseca Murta (Presidente)

Dra. Laila Alves Nahum

Dr. Evanguedes Kalapothakis

Suplente: Dr. Flavio Marcos Gomes Araujo

Dissertacado defendida e aprovada em: 28/02/2012

Belo Horizonte
Fevereiro/2012

v



"O talento precisa ser trabalhado.

A vocagao nao sobrevive sem que nossas cabecgas se curvem sobre o0s livros.
A coragem tem que encher o peito.

A vontade tem que pulsar na veia.

A cabeca precisa estar aberta ao aprendizado.

Por mais que estudemos, sabemos pouco perto do que saberemos e jamais
saberemos tudo.

Tudo e todos a nossa volta sdo passiveis de nos ensinar algo.

Estar formado € um grande contentamento, mas ndo encerra a busca
profissional, muito menos o ideal da profissao: fazer o maximo ao préximo.”

(Autor desconhecido)



Dedico esta conquista..........
Ao meu marido, Danri, por sonhar os meus sonhos junto comigo.
Nés dois juntos podemos o0 que quisermos.

Nao tenha duvida de que o nosso casamento € 0 meu maior projeto.

vi



Agradecimentos

Agradeco primeiramente a Deus, por permitir que eu fosse muito mais longe do
que eu imaginava que pudesse ir. Por se fazer presente em todos os momentos da
minha vida.

A Dra. Silvane Maria Fonseca Murta, por me confiar a sua linha de pesquisa
mesmo sem ainda me conhecer. Obrigada pelos ensinamentos, confianga, amizade e
por ser exemplo de formagao profissional e humanizada.

Aos membros da banca examinadora: Dr. Evanguedes Kalapothakis, Dra. Laila
Nahum e Dr. Flavio Araujo por aceitarem prontamente nosso convite, mesmo tendo
inumeras outras atribuicdes.

Ao meu pai Reinaldo e minha mae Nélia, por me concederem a vida.

Aos meus irmaos Juan, Juarle e Julie por me darem a oportunidade de ser
exemplo na vida de alguém e torcerem sempre por mim.

Ao meu marido, por se fazer presente em todos os momentos. Por nunca ter
medido esforgcos para me ajudar a atingir minhas metas e realizar os meus sonhos.
Obrigada pelo amor, carinho, admiragcdo e respeito. E saiba que estaremos sempre
juntos para o que der e vier.

Ao Centro de Pesquisas René Rachou- FIOCRUZMG, na pessoa do Dr. Rodrigo
Correa Oliveira, por manter a exceléncia nos trabalhos cientificos.

Ao Laboratério de Parasitologia Celular e Molecular, na pessoa do Dr. Guilherme
Correa Oliveira pela excelente infraestrutura de trabalho oferecida.

A coordenagdo do programa de Pdés- graduagdo do CPgRR, na pessoa do Dr.
Paulo Pimenta, pelo empenho em manter as melhores condi¢gbes para 0 n0oSso curso e
pela disponibilizagado de bolsas de estudo.

A Plataforma de PCR em Tempo Real, através da Dra. Isabela Ceravolo e da Dra.
Fernanda Nogueira, pelos excelentes servigos prestados. Agradeco ainda por toda
amizade, incentivo, ajuda e carinho.

A Biblioteca do CPgRR em prover acesso gratuito local e remoto & informacéo
técnico-cientifica em saude custeada com recursos publicos federais, integrante do rol
de referéncias desta dissertagao, também pela catalogagao e normalizagdo da mesma.

Aos amigos do LPCM por toda ajuda e convivéncia agradabilissima durante todo
este tempo. Nao colocarei o nome de todos para ndo cometer a injustica de esquecer

algum. Vocés foram essenciais ao desenvolvimento deste trabalho.

vil



Aos amigos do nosso grupo de pesquisa: Laila, Melina, Joyce, Mariana, Nayara,
Tati, Ana Paula, Fabiana, Douglas, Antonio e Rafael por toda ajuda, amizade,
companheirismo, convivéncia, troca de conhecimento e experiéncia e risadas (muitas
risadas!!!). Vocés se tornaram a minha familia aqui em BH.

A Nayara, pela grande amizade em tdo pouco tempo de convivéncia, me fazendo
companhia no lab em pleno domingo as 11h da noite. Conte sempre comigo.

Aos meus amigos do quarteto fantastico: Douglas, Antonio e Rafael pelos
maravilhosos momentos compartilhados, cumplicidade e amizade.

Ao Douglas, em especial, por ser uma excelente dupla de trabalho, sempre
solicito e prestativo. Vocé se tornou o irmao que o meu coracgao escolheu.

As grandes amizades que fiz no decorrer das disciplinas e aos amigos da pds nos
outros laboratorios e instituigdes.

Agradeco, por fim, ao apoio financeiro concedido pela FIOCRUZ e TDR.

viil



AGRADECIMENTO AS INSTITUICOES FINANCIADORAS
Agradeco ao apoio financeiro das instituicbes CNPq, FAPEMIG, CPgRR,

PDTIS/CPgRR, UNICEF/UNDP/World Bank/WHO/TDR, que foram fundamentais

para a execugao deste projeto.

X



SUMARIO

LISTADE FIGURAS ........ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnnnnnnnn xiii
LISTADE TABELAS......... s XV
LISTA DE ABREVIATURAS ... ssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnnns XVi
RESUMO....... s s nnan XXi
S 1S 1 2 X O N xxiii
1 INTRODUGAOQ ......cceecieererereseesessessessessessessessesassssssessesssssssssssessesssesssssssssasssssnnns 25
1.1 EPIdemiolOgia.....ccceiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 26
1.2 Biologia do parasito LeiSAMANIa ..............ccceuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 28
1.2.1 Agente etioldgico, Vetor e Ciclo de vida do parasito............cccoevvvvvieieiieeeinnnnn, 28
1.2.2 Espécies de Leishmania e manifestagdes clinicas.............ccooovvvviiiiiieieeeeeennns 31
1.2.3 Perfil molecular do parasito Leishmania.................ccccccceeeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 34
1.3 TriparedoXina PErOXIAASE .....cccuuuuieeeiiiee et e et e e e e e e e e et e e e e e e e eeanas 36
1.4 Quimioterapia das LeishmanioSes ...........couvvviiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 40
1.5 Resisténcia aos antimoNiaiS ...........ciiiiiiiiiiiiicee e e 43
A U LS I | (0 Y 45
B0 1= 1 i I Y0 1P 48
3.1 ODbJELVO GEIAI ....eeneeeeeeeeee e 49
3.2 Objetivos €SPECITICOS ....ovvuiiiiie e 49
4 METODOLOGIA ......cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesssessssssssssesssssssnsssssssssssssssnssnsssnsnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn 50
4.1 Populagdes de Leishmania spp. e condi¢gdes de cultivo.. ........ccooevvvviiiiiineiennnnnn, 51
4.2 Extracdo de DNA gendmico de Leishmania SPP. ......ccueeeeeeeuiiieeeiiiiie e, 51
4.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ... 52



4.4 Eletroforese de DNA em gel de poliacrilamida...............cccooeeiiiiiiiiiciiee, 53

4.5 Purificagdo do produto de PCR .......cooo oo 53
4.6 Extracio de RNATOIAl ......ccooiieeiie e e e 53
4.7 Sintese de DNA complementar (CDNA)..........oiiiiii i, 54
4.8 Preparacao de bactérias competentes............coouiiiiiiiiiiiiiii e, 54
4.9 Clonagem dos genes triparedoxina peroxidase € SSU ...........ccoeevvvviiiineieeeeeennns 55
4.10 PCR quantitativo em tempo real (RT- qPCR) ......ccooiiiiiiiiiiieeeeceee e, 56
4.11 Extragéo de proteinas totais de Leishmania Spp..........ceeeeeeeeeieeeiiiiiiiieeeeeeeeeennns 57

4.12 Western blotting e eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

.................................................................................................................................. .58
4.13 SOULNEIN BDIOTEING ...ttt e e e e e e e eaaans 58
4.14 NOItRErn BIOTHNG...........cooeeeeee et 59
4.15 Preparacao das sondas e ensaio de hibridizagao ...........cccccooevvviiiiiiiiiiiieeeennn. 59
S IS T=To [ T=T g o =T =T o | (o LSRR 59

4.17 Sub- clonagem do gene triparedoxina peroxidase no vetor de expressédo plR1-BSD

(o LR =T K] o 1= T - 60
4.18 Transfeccao estavel em LeiShmania SPP......ccuueeeeeeeeeiiiiiee e 61
4.19 Confirmagao do experimento de transfeccdo por PCR .........cooviiiiiiiiiiiieiiieeeee 62
4.20 Teste de susceptibilidade dos parasitos ao antimonial trivalente ...................... 62
4.21 Analise densSitOMELIICaA. ........couuuuuiiie et eeeeeees 62
4.22 Analise eStatiStiCa........coeiiiieeeiiii e 63
B RESULTADOS ... s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s e e s s e e e e e e e e e e e e e e e e e e s s e e e nnnnas 64
5.1 Gene triparedoXina PEroXidase ............uuuiiieeeeeiiiiiiicie e 65
5.2 Nivel de MRNA dO gene TXP ... 65
5.3 Organizagédo genémica do gene TXP .......coooiiiiiiiiiiiii 68
5.4 Nivel de expressao da proteina TXP .......ccoooiiiiiiiiii e 70
5.5 Superexpressao da proteinaTXP ..........uuuiiiiiiiiiieece e 74

5.6 Teste de susceptibilidade dos parasitos transfectados ao antimonial trivalente

.................................................................................................................................. 79
(331 0T =T 0 U L7V o T 83
7 CONCLUSOES. ...ttt rasas e sas e sa e se s sas e sa e sas e eas et st en s nesne s 90



8 REFERENCIAS........cocuecieieereectrerss e eesesasae e e sssasse e e sesassesesssesasssnssssssasssssnses senses

ANEXO I.

ANEXO Il

Xii



Figura 1:

LISTA DE FIGURAS

Distribuicdo das Leishmanioses cutanea e visceral no Velho Mundo e Novo

118 o T o U . 27
Figura 2: Formas promastigotas e amastigotas de Leishmania ......................ccceeee. 28
Figura 3: Flebotomineo vetor das Leishmanioses...........ccccooviiiiiiiiiiiiiiii e, 29
Figura 4: Ciclo de vida de LeiSAMania SPP.......cccceeeeeeeeeeuiiieeeeeeeeeeeeeees e 30
Figura 5: Formas clinicas das Leishmanioses............ccoouoiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 32
Figura 6: Glutationa e tripanotiona ..................uuuiiiiiiiiiii e 37
Figura 7: Via de defesa antioxidante dos tripanosomatideos ..............cccccceeeiiiiiinnnnnnnn. 39
Figura 8: Drogas usadas no tratamento das Leishmanioses..............ccccccuveeiiiniinnnnnnn. 42
Figura 9: Vetor PCRE2.1-TOPO®: ..ottt ettt 55
Figura 10: Vetor PGEM® T @aSY ........coueuieieeeeeeeeeeeee e ee e, 56
Figura 11: Vetor pIR1-BSD ........ooeii et 61

Figura 12: Niveis de mRNA do gene TxP em populagdes de Leishmania spp. sensiveis e

FESISIENTES G0 SO ..o e e 66

Figura 13: Quantificagdo do nivel de mRNA do gene TxP em populagbes de Leishmania

spp. sensiveis e resistentes ao Sblll por RT- qPCR........cooiiiiiiiiiiic e, 67

Figura 14: Nivel de expressdo do gene TxP nas populacdes sensiveis e resistentes ao

Sl de LEISAMANIA SPP .....ceeeeeeeeee ettt et e e e e e e e e e e e e aaeas 68

Xiil



Figura 15: Analise de Southern blotting do gene TxP nas populagbes de Leishmania

spp. sensiveis e resistentes ao Sl ... 70

Figura 16: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da TxP de T. cruzi em relagao

AS ESPECIES A€ LEISAMANIA. ...........oeveeeeeeeeie ettt e 72

Figura 17: Analise da expressdo do gene TxP por Western blotting em populagdes

sensiveis e resistentes ao Sblll das quatro espécies de Leishmania do Novo Mundo

Figura 19: Esquema representativo da correta diregdo da clonagem do gene TxP no

vetor de transfecGao PIRIBSD. ..o 76

Figura 20: Confirmacdo por PCR da presenca do gene que confere resisténcia a

blasticidina nas linhagens de Leishmania spp. transfectadas com pIR1-BSDTxP ........ 77

Figura 21: Anadlise por Western blotting de populagbes de L.eishmania spp.

transfectadas cOmM 0 geNE TXP ... 78

Figura 22: Teste de susceptibilidade in vitro de popula¢des de L. braziliensis sensiveis
LbWTS e resistentes Lb SbR ao Sblll e transfectadas com o vetor pIR1-BSD-TxP .....

Figura 23: Teste de susceptibilidade in vitro de populagdes de L. chagasi sensiveis
LcWTS e resistentes Lc SbR ao Sblll e transfectadas com o vetor pIR1-BSD-TxP...... 82

Xiv



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Agente etiolégico, sindrome clinica e distribuicdo geografica das

YIS o] g F= T a1 (o 1ST= T PSPPSR 33
TABELA 2- Sindromes clinicas e tipos de lesdes causadas pelas Leishmanioses..........

...................................................................................................................................... 34
TABELA 3 — Espécies e cepas de Leishmania utilizadas neste estudo........................ 51

TABELA 4 — Sequéncia dos iniciadores utilizados para amplificacdo das regides alvo do

gene triparedoXing PErOXIAASE .......ccoeuuuuuiiie e e e e e e e e e e e e et e e e e e e eeeeeeees 52

XV



LISTA DE ABREVIATURAS E SiMBOLOS

MF — Microfarad- Unidade de capacitancia

Mg — Micrograma

ML — Microlitro

A - Adenina

ABC - ATP-binding cassette

ABI3130 — Modelo de sequenciador capilar de DNA
AP - Fosfatase alcalina

APS - Persulfato de aménio

AQP1 - Aquagliceroporina

ATP - Adenosina trifosfato

BamHI — Endonuclease de restricdo

BCIP - Substratos 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato
Bglll — Endonuclease de restricao

BLAST - Algoritmo utilizado para alinhamento de sequéncias
BSA - Albumina de soro bovino

BSD - Blasticidina

°C - Grau Celsius

CaCl; — Cloreto de calcio

cDNA — DNA complementar

Ct — Cycle threshold

cTxP — Triparedoxina peroxidase citosolica

Cys — Cisteina

DMSO - Dimetilsulféxido

DNA - Acido desoxirribonucleico

dNTP - Deoxinucleotideo trifosfato

DTT - Ditiotreitol

EcoRI — Endonuclease de restricao

EDTA - Acido etilenodiaminotetracético

EMBOSS - Ferramenta de bioinformatica para analise de estrutura proteica
EROs - Espécies reativas de oxigénio

ERN - Espécies reativas de nitrogénio

Xvi



F — Forward (senso)

FAD - dinucleotideo de flavina e adenina

FeSOD - Ferro Superéxido dismutase

Fig. — Figura

Fiocruz — Fundagao Osvaldo Cruz

GeneDB - Bancos de dados do genoma

GSH - Glutationa

h — Hora

HCI - Acido cloridrico

HIV — Virus da imunodeficiéncia humana

H,0; — Perdxido de hidrogénio

IC50 - Concentragao inibitoria de 50%

ICB- Instituto de Ciéncias Bioldgicas

IgG - Imunoglobulina G

IPTG - Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo

Kb — Kilobases

KCI - Cloreto de potassio

KDa - Kilodaltons

kDNA — DNA do cinetoplasto

Kg - Kilograma

(L.) — Subgénero Leishmania

LaSbR - Leishmania (Leishmania) amazonensis resistente ao antimonial
LaWTS - Leishmania (Leishmania) amazonensis sensivel ao antimonial
LB — Luria Bertani

LbSbR - Leishmania (Viannia) braziliensis resistente ao antimonial
LbTxP — Triparedoxina peroxidase de Leishmania (Viannia) braziliensis
LbWTS — Leishmania (Viannia) braziliensis sensivel ao antimonial

LC - Leishmaniose cuténea

LCD - Leishmaniose cutaneo- difusa

LcSbR - Leishmania (Leishmania) infantum chagasi resistente ao antimonial
LcWTS - Leishmania (Leishmania) infantum chagasi sensivel ao antimonial
LDPK - Leishmaniose Dermal Pés- Kalazar

LgSbR — Leishmania (Viannia) guyanensis resistente ao antimonial
LgWTS — Leishmania (Viannia) guyanensis sensivel ao antimonial

LMC - Leishmaniose mucocutanea

xvil



LR — Leishmaniose recidiva

LV - Leishmaniose visceral

M — Molar

M13 F e R — Iniciadores universais senso e antisenso para sequenciamento
M199 — Meio de cultura para Leishmania

Mb - Megabase

MDR - Gene de resisténcia a multiplas drogas
mg — Miligrama

MgClI, — Cloreto de magnésio

min — Minutos

ml — Mililitros

mM - Milimolar

MOCK- Célula eletroporada sem vetor

MOPS - Acido 3-(N- morfolino)- propanossulfénico
mRNA - RNA mensageiro

N> — Nitrogénio

NADPH - Dinucleotideo de nicotinamida-adenina
NaCl - Cloreto de sodio

NaH,PO, - Fosfato de sédio monobasico

NaOH - Hidroxido de sddio

NBT - Nitro blue tetrazolium

NCBI - National Center for Biotechnology Information- base de dados publica
ND - Nanodrop

ng — Nanograma

nm — NanOémetro

0, — Anion superoéxido

OD - Densidade 6ptica

OH" — Radical hidroxila

OMS - Organizagao Mundial da Saude

pb — Pares de bases

PBS - Salina tamponada com fosfato

PBS-T - Salina tamponada com Tween 20

PCR - Reacado em cadeia da polimerase

Pgp — Fosfoglicoproteina de membrana

pH — Potencial hidrogenidnico

xXviil



Phred — Algoritmo que atribui valores qualitativos para cada base sequenciada

pmoles — Picomoles

PMSF - Fenilmetil-Sulfonil Fluorido

Pol Il - DNA polimerase I

gPCR - PCR quantitativo em tempo real
R - Reverse (anti-senso)

RNA - Acido ribonucléico

RNAi — RNA de interferéncia

rRNA - RNA ribossomal

mRNA- RNA mensageiro

rpm — Rotagdo por minuto

RT-PCR - Reacdo em cadeia da polimerase conjugada com a transcriptase reversa

Sb — Antiménio

Sblll — Antimonial trivalente
SbV - Antimonial pentavalente
Seg- Segundo

SDS - Dodecil sulfato de sédio

SDS-PAGE - Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida

SL — Spliced leader (sequéncia lider ou miniexon)
Slope - Indicador de eficiéncia da reagdao de PCR
Spp. — Espécie

SSC - Tampao citrato de sddio

SSU - Sub-unidade menor do RNA ribossomal
Swal- Endonuclease de restri¢a

SYBR green- Corante fluorescente

TBE - Tampao tris-borato EDTA, pH 8,0

TDR1 — Redutase dependente de tiol

TE — Tampao tris-HCl e EDTA

TEMED - N,N,N’,N’-tetrametil-etilenodiamina
TLCK - Tosil-lisina clorometil cetona
Tripanotiona - (T[SH]Z)

TR - Tripanotiona redutase
Tris — Tri-hidroximetil amino metano

TSA — Enzima antioxidante

Xix



TSH — Tripanotiona

TxN- Triparedoxina

TxP- Triparedoxina peroxidase

TcTxP — Triparedoxina peroxidase de T. cruzi.

TOP 10F’ - Linhagem da bactéria E. coli

TPCK - Tosil-amido-2-feniletil clorometil cetona

U - Unidade

UFMG - Universidade Federal de Minas Gerais

V - Voltagem

V 3.2 - Versao

(V.) = Subgénero Viannia

WHO - Organizag¢ao Mundial da Saude (World Health Organization)
xg — Gravidade

X-Gal - 5-bromo-4-cloro-indolil-B-D-galactopiranosideo

o — Alfa

a[*?P]dCTP - Deoxicitidina trifosfato marcado com fésforo radioativo
B — Beta

% — Porcentagem

°C- Grau Celsius, unidade de temperatura



RESUMO

Triparedoxina peroxidase (TxP) é uma enzima que pertence a familia das
peroxiredoxinas e participa da defesa antioxidante, por metabolizar peréxido de
hidrogénio em moléculas de agua. Dados da literatura tém mostrado que parasitos
resistentes a droga podem aumentar os niveis de TxP junto com outras enzimas,
protegendo-os contra o estresse oxidativo. Inicialmente neste trabalho, avaliamos os
niveis de mMRNA do gene TxP e a expressao da enzima Triparedoxina peroxidase em
populacbes de L. amazonensis, L. braziliensis, L. infantum chagasi e L. guyanensis
sensiveis e resistentes ao antimonial trivalente (Sblll). Estas populagdes apresentam
resisténcia a concentracdo de Sblll de 4 a 20 vezes maior comparada aos seus
respectivos pares sensiveis. O nivel de mRNA do gene TxP, determinado por northern
blot e RT-PCR quantitativo em tempo real, foi maior nas populagdes resistentes de L.
amazonensis e L. braziliensis, enquanto que o Northern blotting mostrou maior
expressao do gene TxP na populagao resistente de L. guyanensis. Por outro lado,
nenhuma diferenca foi observada no nivel do mRNA do gene TxP nas populacdes
sensiveis e resistentes de L. infantum chagasi. Analises de southern blot mostraram que
0 gene cTxP nao esta amplificado no genoma das populagdes resistentes de Leishmania
spp. analisadas. A expresséao proteica foi determinada por ensaios de Western blotting
utilizando anticorpo policlonal contra a proteina recombinante TxP de T. cruzi. Analises
do alinhamento de aminoacido da proteina TxP de T. cruzi e Leishmania spp. mostraram
um alto grau de identidade entre estas sequéncias. O anticorpo anti-TcTxP reconheceu
um polipeptidio de 25 kDa em todas as populacdes de Leishmania spp. analisadas.
Anadlises de densitometria mostraram que a proteina cTxP esta 2 a 4 vezes mais
expressa em todas as populagdes resistentes de Leishmania spp. analisadas. Na
segunda parte deste estudo, ensaios funcionais da TxP foram realizados para determinar
se a superexpressao da LbTxP nas populagdes sensiveis e resistentes de L. braziliensis
e L. infantum chagasi iria alterar o fendtipo de resisténcia dos parasitos transfectados ao
antimonial Sblll. Analises por Western blotting mostraram que o nivel de expressao da
proteina TxP foi de 2 a 4 vezes maior nos parasitos transfectados quando comparado
aos parasitos nao-transfectados. Analises de ICsg destes parasitos mostraram que a
superexpressao do gene TxP na populagao de L. braziliensis sensivel aumentou 2 vezes
a resisténcia ao Sblll, quando comparado a populagdo parental. Por outro lado, a
superexpressao de TxP na populagao resistente de L. braziliensis reverteu o fendtipo de

resisténcia. Os parasitos antes resistentes, apds a transfeccdo se tornaram muito

xx1



sensiveis ao Sblll. Além disto, a superexpressdo da TxP em populagdes sensiveis e
resistentes de L. infantum chagasi nao alterou o fendtipo de resisténcia ao Sblll.
Concluindo, nossos resultados de analise funcional mostraram que a enzima
triparedoxina peroxidase esta envolvida no fendtipo de resisténcia de L. braziliensis ao

antimonial.
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ABSTRACT

Tryparedoxin peroxidase (TxP) is an enzyme that belongs to family of peroxiredoxins and
participates in the antioxidant defense by metabolizing hydrogen peroxide in water
molecules. Literature data have reported that drug-resistant parasites may increase the
levels of TxP along with other enzymes, protecting them against oxidative stress. Initially
in this study, we analyzed the TxP mRNA levels and protein expression levels in
populations of L. amazonensis, L. braziliensis, L. infantum chagasi and L. guyanensis
susceptible and resistant to Sblll. These populations exhibit index of resistance to Sblll 4
to 20-fold higher compared to their respective counterparts susceptible. The level of cTxP
MRNA determined by northern blot and quantitative real time RT-PCR was higher in the
L. amazonensis and L. braziliensis resistant populations while that Northern blot showed
increased expression this gene in the L. guyanensis resistant population. Moreover, no
difference was observed in the level of cTXP mMRNA between susceptible and resistant L.
infantum chagasi populations. Southern blot analyzes showed that the TxP gene is not
amplified in the genome of Sblll-resistant Leishmania spp. populations analyzed.
Analysis of protein expression was determined by Western blotting assays using
polyclonal antibody against the TxP recombinant protein from T. cruzi. Amino acid
alignment of TxP sequence of T. cruzi and Leishmania spp. showed a high degree of
identity among these sequences. The anti-TcTxP antibody recognized a 25 kDa
polypeptide in all Leishmania spp. populations analyzed. Densitometry analysis showed
that TxP protein is 2 to 4-fold more expressed in all Sblll-resistant Leishmania spp.
populations analyzed. In the second part this study, functional analysis of TxP was
performed to determine whether overexpression of LbTxP in the susceptible and resistant
L. braziliensis and L. infantum chagasi populations would change the resistance
phenotype of transfected parasites to antimony Sblll. Western blotting analysis showed
that the level of TxP protein expression was 2 to 4-fold higher in transfected parasites
than in the non-transfected ones. IC 50 analysis showed that susceptible L. braziliensis
population that overexpress of TxP protein are 2-fold more resistant to Sblll compared to
its parental non-transfected population. On the other hand, overexpression of TxP in the
resistant L. braziliensis population caused inversion of resistance phenotype. The
resistant parasites after TxP transfection became very susceptible to Sblll. In addition,
overexpression of TxP enzyme in the susceptible and resistant L. infantum chagasi

populations did not alter the resistance phenotype to Sblll. In conclusion, our functional
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analysis results showed that the enzyme Tryparedoxin peroxidase is involved in the

antimony-resistance phenotype in L. braziliensis.
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1.1 Epidemiologia

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, seis doengas sao consideradas
como principais ameagas em paises em desenvolvimento: Leishmanioses, Hanseniase,
Malaria, Filariose, Esquistossomose e Doenga de Chagas. Estas doencas
negligenciadas estdo entre as chamadas doencgas tropicais endémicas especialmente
entre as populacdes pobres da Africa, Asia e América Latina (WHO, [s.d.a]).

As Leishmanioses sdao um grupo de doengas crénicas, ndo contagiosas, causadas
por pelo menos 20 espécies diferentes de protozoarios parasitas do género Leishmania
(Rey, 2001; Almeida & Santos, 2011; Seifert, 2011). Elas possuem uma ampla
distribuicdo mundial, com importante foco de infeccdo nas Américas Central e do Sul, sul
da Europa, norte e leste da Africa, Oriente Médio e india (Bora et al., 1999; WHO, WHO,
[s.d.b]). Esta doencga afeta cerca de 12 milhdes de pessoas tanto no Velho quanto no
Novo Mundo, sendo endémica em 88 paises, principalmente em areas tropical e
subtropical, sendo 72 destes, paises em desenvolvimento. A incidéncia anual é de
aproximadamente 2 milhdes de novos casos; sendo 0.5 milhdo de casos
correspondentes a forma visceral da doencga e 1.5 milhdo de casos referentes a forma
cutanea, causando extensiva mortalidade e morbidade (WHO,[s.d.b]). O numero de
mortes a cada ano chega a 70000 e estima-se que 350 milhées de pessoas estejam em
risco de infeccdo vivendo em areas endémicas; revelando assim a importancia dos
estudos acerca desta doenca.

A Leishmaniose Cutanea (LC) é endémica em mais de 70 paises em todo o mundo e
90% dos casos ocorrem no Afeganistdo, Argélia, Brasil, Paquistdo, Peru, Arabia Saudita
e Siria. Ja a Leishmaniose Visceral (LV) ocorre em 65 paises. A maioria (90%) dos casos
ocorre em areas rurais e suburbanas de Bangladesh, india, Nepal, Sudao e Brasil
(Ashford et al., 1992; Desjeux, 2004; WHO, [s.d.b]) (Fig. 1). A LC é um grave problema
de saude no Brasil, com 388.155 casos relatados nos ultimos 15 anos (Santos et al.,
2008; Almeida & Santos, 2011; Chawla et al., 2010; Seifert, 2011), sendo que o numero
de casos vem aumentando globalmente em taxas alarmantes em quase todos os
estados brasileiros e surtos epidémicos vém ocorrendo no Sudeste, Centro-Oeste,
Nordeste, e mais recentemente, na regido Amazdnica devido ao processo de
colonizagdo (Gontijo & Melo, 2004; Santos et al., 2008); entretanto, devido a sub-
notificagdo e erros de diagndstico, acredita- se que o numero de casos reais seja ainda

mais alto.
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Historicamente, a Leishmaniose cutanea tem sido uma doenca rural, afetando
fazendeiros, grupos militares e outras pessoas de areas rurais. Entretanto, este perfil
epidémico tem mudado, e a transmissdo desta doencga tem sido relatada em ambientes

urbanos, entre pessoas de todos os sexos e idades (Santos et al., 2008).

Distributlon of cutanecus leishmanlasis, worldwide, 2009
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Figura 1: Distribuicdo geografica das Leishmanioses (A) Cutanea e (B) Visceral, no
Velho e Novo Mundo mostrando a média do numero de casos notificados entre 2005-
2009. Fonte: WHO, [s.d.b].

Em relacao a Leishmaniose Visceral (LV) ou Calazar, esta afeta cerca de 500 mil
pessoas por ano; principalmente na india, Suddo e paises da América Latina (Bora et al.,
1999; Gontijo & Melo, 2004; Santos et al., 2008).

O caos ecologico causado pelos humanos tem permitido a expansdo das
Leishmanioses além do seu ecoétopo natural; e este, por sua vez, afeta o nivel de

exposicao humana ao flebotomineo vetor. Diante disso, 0 aumento significativo de casos
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de co-infecgéo por Leishmania e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) passou a ser
considerado de alta gravidade, ja que ocorre em mais de 35 paises. Dos 200 casos de
coinfeccao Leishmania/HIV relatados no Brasil, 71,5% apresentam a forma cutanea e
25,5% a forma mucosa (Ministério da Saude, 2008; Tiuman et al., 2011). Na literatura
esta sendo descrito ainda um aumento do numero de casos de LV em paises onde a
ocorréncia da doencga era esporadica, como Franga, Italia, Espanha e Portugal (Desjeux
& Avar, 2003; Santos et al., 2008).

Portanto, as Leishmanioses caracterizam um importante problema de saude publica
devido nao s6 a fatores de risco ambiental, como migragdes em massa, urbanizagao,
desmatamento e novos projetos de irrigagdo, mas também a fatores de risco individuais,

como HIV e desnutrigéo.

1.2 Biologia do parasito Leishmania

1.2.1 Agente etioldgico, vetor e ciclo de vida do parasito

As Leishmanioses sdo doengas causadas por protozodrios parasitas do género
Leishmania, pertencente a ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. A
caracteristica principal dos kinetoplastideos € a presengca do cinetoplasto, organela
proxima a base do flagelo que contém sequéncias repetidas de DNA (kDNA) (Balana-
Fouce et al., 1998).

1

Figura 2: Formas (A) promastigotas e (B) amastigotas de Leishmania spp.
Fonte: WHO, [s.d.a].

As Leishmanias sdo organismos dimorficos, apresentando duas formas no seu

ciclo de vida: as promastigotas, que sao longas, flageladas e extracelulares, que se
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desenvolvem no tubo digestivo do flebotomineo e as amastigotas, que séo esféricas,
intracelulares, sem flagelo aparente e sdo encontradas no macrofago do hospedeiro
mamifero, causando diversas doengas em animais e humanos (Fig. 2) (Lin et al., 2005;
Rey, 2001; Eslami et al., 2010; Tiuman et al., 2011).

A transmissdo das Leishmanioses ocorre através da picada de vetores
hematéfagos fémeas, da ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae,
do género Phlebotomus no Velho Mundo (Africa, Europa e Asia) e Lutzomyia no Novo
Mundo (Américas Central e do Sul) (Fig. 3). Na literatura esta descrito que 30 espécies
de flebotomineos sado consideradas competentes para a transmissdo da doenca
(Desjeux, 2004).

Figura 3: Flebotomineo vetor das Leishmanioses. Fonte: WHO, [s.d.b].

Seu ciclo pode ser denominado zoondtico, quando inclui o animal como hospedeiro
reservatorio no ciclo de transmissédo e antropondético, em que o homem € a unica fonte
de infecgao para o vetor; podendo ser considerado ainda o ciclo antropozoonético. Em
termos de controle, a prioridade tem sido dada a focos antroponéticos, sendo que a
viabilidade do controle do tratamento destes pacientes infectados é alta, devido a
conhecidos sucessos anteriores, e estes focos sao a fonte de epidemias de LV graves e
mortais, como no Sudao (Guerin et al., 2002; Desjeux em 2004).

O parasito Leishmania possui um ciclo de vida digenético, alternando entre os
hospedeiros invertebrados e vertebrados para completar seu desenvolvimento (Fig. 4).

O ciclo de transmissao da doenga se inicia com a multiplicagcdo do parasito
Leishmania no trato digestivo do vetor e estes parasitos s&o transmitidos para o
hospedeiro mamifero durante o repasto sanguineo, onde sdo entdo internalizados
através de macrofagos no figado, bagco e medula éssea (Tiuman et al., 2011), ocorrendo
a diferenciacdo para formas amastigotas que se multiplicam dentro dos vacuolos
parasitéforos dos macrofagos.
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Figura 4: Ciclo de vida de Leishmania spp. Fonte: WHO, [s.d.b].

Estes organismos se multiplicam por divisdo binaria simples, e inicialmente ocorre
a divisdo do cinetoplasto (um deles conserva o flagelo antigo e o outro produz nova
estrutura flagelar); seguida pela divisdo do nucleo e, por fim, a do citossomo. Ainda que
as divisbes sejam sempre binarias e completas, os parasitos permanecem
frequentemente agrupados, formando aglomerados com aspectos de rosaceas. Deste
modo, o numero de parasitos vai crescendo no interior do macréfago parasitado, e
devido a grande quantidade de parasitos ocorre a destruicdo citoplasmatica, através da
qual a membrana da célula hospedeira se rompe liberando os parasitos que serao
fagocitados por outros macrofagos (Bates, 2007; Rey, 2001). Através de um novo
repasto sanguineo em um animal infectado, a fémea do flebotomineo vetor ingere
macrofagos contendo as formas amastigotas do parasito. Ao longo do trato digestivo do
vetor ocorre o rompimento dos macréfagos e liberagao dos parasitos que se diferenciam
em formas promastigotas que também se reproduzem por divisdo binaria. As formas
promastigotas transformam-se em paramastigotas. No subgénero Viannia, estas formas
aderem ao epitélio do intestino posterior do inseto vetor por meio de desmossomos. Ja
no subgénero Leishmania, as formas paramastigotas estdo aderidas ao epitélio do
intestino anterior dos flebotomineos. Posteriormente, estes parasitos se diferenciam nas
formas infectantes promastigotas metaciclicas que migram para a porgao anterior do
intestino. Durante novo repasto em um hospedeiro vertebrado, fémeas infectadas
liberam as formas promastigotas metaciclicas juntamente com a saliva. Na epiderme do

hospedeiro estas formas sdo fagocitadas por células do sistema mononuclear
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fagocitario, principalmente os macréfagos, em um processo mediado por receptores,

completando o ciclo heteroxénico do parasito (Fig. 4) (WHO, [s.d.b]; Rey, 2001).

1.2.2 Espécies de Leishmania e manifestagoes clinicas

Na literatura esta descrito que mais de 30 espécies de Leishmania infectam
mamiferos. Destas, 20 espécies sao patogénicas para os humanos (Desjeux, 2004),
sendo divididas em dois subgéneros: L. (Leishmania) e L. (Viannia), incluindo um conjunto
de doencas com caracteristicas clinico-patoldgicas representadas pelas formas: visceral,
cutdnea e mucocutanea. Cupolillo et al. (2000) demonstraram que parasitos do género
Leishmania podem infectar répteis e diversas ordens de mamiferos, mostrando uma
distribuicdo mundial nas regides tropical e subtropical.

Embora a variabilidade genética do hospedeiro, a resposta imune e fatores
ambientais possam influenciar o resultado das infecgdes, o principal fator para a
apresentacao clinica das Leishmanioses € a espécie do parasito infectante (Tabela 1)
(Lipoldova & Demant, 2006; Almeida & Santos, 2011). A forma mais comum ¢é a
Leishmaniose Cutanea (LC) que é frequentemente causada por L. major e L. tropica no
Velho Mundo e por L. braziliensis e L. mexicana no Novo Mundo.

O espectro clinico da LC inclui a Leishmaniose Mucocutanea (LMC) (Ahluwalia et al.,
2004) e Leishmaniose Cutaneo Difusa (Fig. 5 A, B e E) (Almeida & Santos, 2011). A LC,
também popularmente conhecida como ulcera de Bauru, nariz de tapir ou botdo do
Oriente, € um grupo de doengas cuja manifestacéo clinica é caracterizada por uma unica
ou multiplas papulas eritematosas, geralmente localizadas na regido exposta do
tegumento e que se desenvolvem em ulceras com bordas elevadas, contornos regulares
e uma camada de tecido de granulagdo grossa coberta ou n&o por secregao purulenta.
Ja o envolvimento da mucosa nasal, palato, faringe, laringe e cordas vocais acometem
cerca de 5% dos pacientes (Rey, 2001; Santos et al., 2008; Tiuman et al., 2011).

A Leishmaniose Visceral (LV) (Fig. 5 C) é a forma mais grave da doenga, na qual os
parasitos migram para os 6rgdos vitais, como o figado e o baco. E uma doenca
debilitante, caracterizada por febre prolongada, esplenomegalia, hipergamaglobulinemia
e pancitopenia, hepatomegalia e consequente perda de suas fung¢des, entre outras
diversas alteragdes, podendo ser fatal se um tratamento eficiente néo for estabelecido
(Tabela 2) (Croft et al., 2006; Santos et al., 2008; Ministério da Saude, 2008; Tiuman et
al., 2011).
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E

Figura 5: Formas clinicas das Leishmanioses. A) Leishmaniose cuténea. B)
Leishmaniose mucocutanea. C) Leishmaniose visceral. D) Leishmaniose dermal poés-

calazar. E) Leishmaniose cutaneo difusa. Fonte: Chappuis, 2007; WHO, [s.d.a].

A situagcédo da doenga torna-se ainda mais critica em pacientes imunodeprimidos
quando a Leishmania aparece como um agente oportunista importante (Desjeux & Avar,
2003; Santos et al., 2008). Neste caso, leva a formas clinicas incomuns e os parasitos
apresentam resisténcia aos tratamentos atuais.

Além das duas principais formas da doenca LV e LC, sendo esta ultima incluindo
LMC e Leishmaniose Cutaneo-difusa (LCD), esta descrito ainda a Leishmaniose recidiva
(LR) e Leishmaniose dermal pos-Kalazar (LDPK) (Fig. 5 D) (Santos et al., 2008), que
estdo frequentemente ligadas ao estado imune do hospedeiro (pela geragdo de uma
resposta Th1 ou Th2), a variagbes genéticas e condi¢cao nutricional (Romao et al., 2008).

L. (L.) amazonensis, membro do subgénero Leishmania, € encontrado nas
regides do Brasil causando Leishmaniose Cuténea (Castro-Pinto et al., 2007). Nas
Américas Central e do Sul, os protozoarios parasitos do subgénero Viannia (incluindo L.
(V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.) panamensis) constituem uma crescente
ameaca a saude, com mais de 39 milhdes de pessoas em risco de infec¢cdo e pelo
menos 60000 novos casos ao ano. Estas espécies causam Leishmaniose Cutanea, mas

também sao capazes de disseminar, predominantemente através do sistema linfatico do
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hospedeiro, da lesdo cutanea original, para gerar uma lesao secundaria debilitante na
mucosa nasofaringea.
Tabela 1- Agente etioldgico, sindrome clinica e distribuicdo geografica das

Leishmanioses que acometem seres humanos

Espécies de Leishmania Sindrome clinica Distribuicao geografica
Leishmania (Viannia) braziliensis Cutanea e mucosa Ameérica do Sul

Leishmania (Viannia) guyanensis Cutanea Ameérica do Sul

Leishmania (Viannia) naiffi Cutanea Amazbnia (Brasil)

Leishmania (Viannia) shawi Cutanea Amazbnia (Brasil)

Leishmania (Viannia) lainsoni Cutanea Para (Brasil)

Leishmania (Leishmania) amazonensis Cutanea e cutaneo- difusa América Central e Brasil
Leishmania (Leishmania) mexicana Cutanea e cutaneo- difusa México e América Central
Leishmania (Viannia) panamensis Cutanea América do Sul

Leishmania (Leishmania) pifanoi. Cutanea e cutaneo- difusa Venezuela

Leishmania (Leishmania) infantum chagasi  Visceral Ameérica Central e do Sul
Leishmania (Leishmania) venezuelensis Cutanea Venezuela

Leishmania (Viannia) peruviana Cutanea Peru

Leishmania (Leishmania) donovani Visceral india, Mediterraneo

Leishmania (Leishmania) major Cutanea Asia, Africa, India e Oriente Médio
Leishmania (Leishmania) tropica Cutanea Asia, Africa, India e Oriente Médio

Fonte: Marzochi et al., 1994; Aliaga et al., 2003; Murray et al., 2005; Shaw, 2006;
Castro-Pinto, 2007; Rey, 2001; Santos et al., 2008; Almeida & Santos, 2011.

Este tipo de disseminagdo, conhecida como metastase, pode ocorrer diversos
anos apos a cura da lesdo cutanea original; sendo o principal fator que contribui para a
morbidade associada com Leishmaniose Mucocutanea (Walker et al., 2005). A patologia
desta forma da doenca é pouco entendida a nivel molecular, embora parametros gerais,
como o estado imune do hospedeiro, sejam conhecidos por influenciar o resultado clinico
da infecg¢ao por Leishmania (Travi et al., 1996).

A viruléncia do parasito € um pardmetro extremamante importante no estudo das
Leishmanioses. Estudos prévios envolvendo a manipulagado e analises de expressdo de genes
especificos tém identificado diversos fatores potencialmente ligados a infectividade e
sobrevivéncia intracelular da Leishmania, incluindo, por exemplo, o estudo do gene Tripanotiona

redutase. Dados da literatura mostram que a interrupcdo da atividade da enzima Tripanotiona
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redutase em Leishmania diminui a habilidade deste parasito em sobreviver ao estresse oxidativo

nos macrofagos (Dumas et al., 1997).

Tabela 2- Sindromes clinicas e tipos de lesdes causadas pelas Leishmanioses

Sindrome clinica Tipos de Lesdes

Leishmaniose cutanea Produz lesbes cutaneas, ulcerosas ou
nao, porém limitadas
Leishmaniose mucocutédnea ou  Produz lesdes destrutivas nas mucosas
Leishmaniose cutaneo- mucosa do nariz, boca e faringe
Leishmaniose cutaneo- difusa Produz lesbes cutédneas disseminadas em
individuos anérgicos ou, tardiamente, em
pacientes tratados de Calazar
Leishmaniose visceral Parasitos apresentam acentuado
tropismo pelo Sistema  Fagocitico
Mononuclear (SFM) do bago, figado,

medula dssea e tecidos linfoides.

Fonte: Ministério da Saude, 2008; Rey, 2001

A vacinagdo continua sendo uma grande esperanga para o controle de todas as
formas da doenga e o desenvolvimento de uma vacina segura, eficaz e acessivel € uma
prioridade da saude publica global. Porém, até o momento nenhuma vacina esta

disponivel, apesar dos esforgos de muitos pesquisadores (Kedzierski, 2011).

1.2.3 Perfil molecular do parasito Leishmania

Os avangos na tecnologia molecular sdo facilitadores no que diz respeito a
ecologia de populagcbes de Leishmania, por fornecerem informagdes sobre a infecgao,
padroes de transmissdo, resposta ao tratamento e a importancia da imunidade na
prevencdo da infeccdo. Baseado nesta importdncia tornou-se entdo necessario o
conhecimento do perfil molecular do parasito (Read et al. 2003).

As Leishmania spp. sdo organismos eucariotos, com as seguintes pecularidades
comuns a outros Tripanosomatideos: auséncia de introns, regulagdo da expressao
génica realizada a nivel pos-transcricional, agrupamento policistréonico dos genes e o
processamento do mRNA ocorrendo principalmente via trans-splicing (Teixeira, 1998;

Ivens et al., 2005; Smith et al., 2007; Depledge et al., 2009). Além disso, estas espécies
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apresentam o cinetoplasto, uma organela caracteristica da ordem kinetoplastida, sendo
que sua parede representa uma parte da unica mitocdndria existente na célula. Na
matriz que preenche seu interior se encontra uma estrutura filamentosa formada por
DNA: o nucledide. O DNA do cinetoplasto é conhecido como kDNA (extracromossdmico)
e constitui 20 a 25% do DNA celular (Rey, 2001).

L. major foi a primeira espécie de Leishmania a ter seu genoma sequenciado
sequenciada e forneceu o modelo para subsequentes analises gendmicas. O tamanho
do seu genoma haploide nuclear € de aproximadamente 34 Mb, composto por 36
cromossomos, variando de 0.3 Mb a 2.5 Mb (Wincker et al.,1996). Cerca de treze anos
mais tarde foram sequenciados trés genomas completos de Leishmania (L. major, L.
infantum, L. braziliensis) (Peacock et al., 2007), mostrando que a espécie mais
divergente, L. braziliensis, possui 47 genes que estdo ausentes nas outras duas
espécies. Em comparacéo, L. infantum tem 27 genes espécie-especificos, enquanto L.
major tem apenas cinco (Peacock et al., 2007).

Através da analise de diversas espécies de Leishmania, foi indicada a auséncia
de retro-elementos ativos, sendo a organizagao dos telémeros distinta das espécies do
Velho Mundo. Ja a maquinaria de RNAI foi identificada em T. brucei, mas nao foi
demonstrada em L. major e T. cruzi (Robinson & Beverley, 2003; El- Sayed et al., 2005).
Entretanto, uma das mais inesperadas diferencas entre os genomas de Leishmania foi a
presencga de genes envolvidos no mecanismo de RNAi em L. braziliensis. Recentemente,
foi descrito na literatura que a via do RNAI é funcional em espécies de Leishmania do
sub-género Viannia (Peacock et al., 2007; Lye et al., 2010).

Quando comparados os genomas das espécies L. infantum (do subgénero
Leishmania) e L. braziliensis (do subgénero Viannia) com o genoma de L. major, foram
encontrados somente 78 genes espécie-especificos. Estes dados sugerem que poucos
genes sao importantes na patogenicidade e na determinagdo clinica da doenga.
Segundo os autores, o pequeno numero de genes diferentes entre as trés espécies pode
ser compensado por um maior controle pos-transcricional (Peacock et al., 2007).

Quanto as sequéncias de DNA repetitivo, estas compreendem 9-10% do genoma
das trés espécies de Leishmania, sendo que L. braziliensis tem o maior numero destas
repeticdes e a sintenia apresentada foi de 99% entre os trés genomas. Em relagdo a
arquitetura, L. major e L. infantum possuem 36 cromossomos, enquanto L. braziliensis
apresenta 35, devido a fusdo dos cromossomos 20 e 34. Além disso, a conservacao das

sequéncias codificantes entre as espécies foi alta, sendo a identidade da sequéncia de
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aminoacidos e nucleotideos de 77% e 81%, respectivamente, entre L. infantum chagasi

e L. braziliensis.
1.3 Triparedoxina peroxidase

Os organismos da ordem Kinetoplastida, como Crithidia, Trypanosoma e Leishmania
sdo desprovidos de catalase e glutationa peroxidase. Desta forma, a remocéo de
peroxidos nestes parasitos é realizada pela via da triparedoxina para regular o estresse
oxidativo (Lin et al., 2005).

A glutationa (GSH) possui a funcéo de proteger proteinas e membranas celulares do
ataque de peréxidos e outros radicais livres (Fig. 6). Diferente dos mamiferos, os

tripanosomatideos possuem a tripanotiona (T[SH]2), que é formada por duas moléculas

de glutationa ligadas por uma unidade de espermidina (Fig. 6). Sua principal funcao é
fornecer equivalentes reduzidos para regular o balango intracelular de tiol e facilitar a
defesa do parasito contra o estresse quimico e oxidativo (Fairlamb et al., 1992; Flohé et
al., 1999; Castro-Pinto et al., 2007; Wyllie et al., 2008).

Durante seu ciclo de vida, o parasito Leishmania € exposto constantemente a
espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como o anion superoxido (O™ ), peroxido de
hidrogénio (H20,) e radical hidroxila (OH"), formados durante a reacdo de defesa do
hospedeiro (Nogoceke et al., 1997; Barr et al., 2003), pela acdo de drogas ou pelo
metabolismo do proprio parasito; seja pela explosdo oxidativa apds a fagocitose dos
parasitos, ou como produto do metabolismo aerdbico, cuja fonte mais importante é a
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial.

Quando comparados aos mamiferos em relacdo a habilidade em lidar com o
estresse oxidativo, os tripanosomatideos se mostram deficientes. No entanto, a defesa
antioxidante dos tripanosomatideos é baseada no sistema da tripanotiona redutase que
utiliza a tripanotiona como o principal transportador de elétrons que mantém o ambiente
intracelular reduzido. Devido a estas diferengcas em relagdo ao hospedeiro mamifero, o
sistema de defesa antioxidante dos tripanosomatideos € um potencial alvo para
quimioterapia (Fairlamb & Cerami, 1992; Temperton et al., 1996). Estas fontes oxidantes
podem causar danos aos componentes celulares, como lipideos de membrana e acidos
nucléicos. Portanto, a sobrevivéncia do parasito depende de enzimas antioxidantes
estrategicamente localizadas na mitocondria, glicossomo, reticulo endoplasmatico e

citosol e que sejam capazes de eliminar rapidamente as espécies reativas de oxigénio e
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nitrogénio em seus respectivos compartimentos (Flohé et al., 1999; Turrens, 2004;
Pifeyro et al., 2005; Harder et al., 2006).

O metabolismo do tiol de Leishmania tem se mostrado fundamental no estudo do
mecanismo de acdo e de resisténcia as drogas antimoniais. A evasao eficiente de
moléculas toxicas (EROS), produzidas em cada estagio da infecgao, € crucial para a
sobrevivéncia e replicagao da Leishmania no hospedeiro mamifero (Eslami et al., 2010).
Quanto a infecgdo, os macrofagos produzem espécies reativas de oxigénio (ERO) e
espécies reativas de nitrogénio (ERN) como parte de um mecanismo dependente de
oxigénio para criar um ambiente desfavoravel, na tentativa de destruir os parasitos
invasores (Lin et al., 2005). Diversos estudos tém demonstrado que os parasitos
Leishmania sao susceptiveis a morte mediada por EROs e ERNs. ERNs tém se
mostrado necessarias e suficientes para controlar a infecgdo por L. donovani em
camundongos e que EROs e ERNs produzidas juntas pela agdo dos macréfagos podem

controlar infecgdes por L. chagasi e L. donovani (Lin et al., 2005).
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Figura 6: Glutationa e Tripanotiona. Fonte: Scielo, 2009.

As peroxirredoxinas representam uma familia de enzimas de numerosos membros,
estando presentes desde em bactérias a organismos complexos como os mamiferos
(Chae et al., 1994; Rhee et al., 1999). A maioria das peroxirredoxinas sao peroxidases. O
primeiro exemplo deste tipo de peroxidase descrito na literatura foi a proteina antioxidante
especifica de tiol de levedura (Kim et al., 1988) que foi mais tarde re-classificada como
tiorredoxina peroxidase (Chae et al., 1994). Sua fungdo molecular é catalisar a reducao de
peréxido de hidrogénio, alquil hidroperoxido e peroxinitrito, todos importantes produtos do
metabolismo oxidativo e nitrosativo. Pesquisas recentes tém mostrado a presencga destas
proteinas na regulagao de cascatas de sinalizagdo em diversos organismos, podendo ser

importantes nos processos de proliferagao celular, diferenciagao e apoptose (Chen et al.

37



1998, Bryk et al. 2000). As Peroxirredoxinas sao classificadas com base nas cisteinas que
esta familia possui em dois motivos conservados nas extremidades C e N terminais. A
cisteina da extremidade N- terminal é altamente conservada, porém ha algumas variagdes
na extremidade C- terminal desta familia.

A triparedoxina e triparedoxina peroxidase foram identificadas pela primeira vez no
tripanosomatideo C. fasciculata por Nogoceke et al. (2007). Estes autores identificaram
um sistema de detoxificagdo de hidroperdxidos contendo além da tripanotiona e da
tripanotiona redutase, duas novas proteinas: Cf16 e Cf21. A primeira, homodloga as
tioredoxinas foi nomeada como triparedoxina (TXN) e a segunda, do grupo das
peroxiredoxinas, homdéloga a TSA (enzima antioxidante), foi denominada triparedoxina
peroxidase (TxP).

Castro e colaboradores (2002) descreveram duas peroxirredoxinas em L. infantum,
sendo uma citoplasmatica e outra mitocondrial, que apresenta uma sequéncia lle-Pro-
Cys, ao invés da sequéncia comum Val-Cys-Pro no motivo C-terminal. Os autores ainda
mostraram posteriormente que esta peroxirredoxina € uma triparedoxina peroxidase
(TxP). Ambas as enzimas sao expressas nas formas promastigotas e amastigotas e se
complementam na protecdo dos parasitos contra danos causados por peréxidos. Estudos
in vitro realizados por Nogoceke e colaboradores (1997) em C. fasciculata demonstraram
que triparedoxina e triparedoxina peroxidase (TxP) agem juntamente com a tripanotiona e

tripanotiona redutase para metabolizar HZO2 e outros peroxidos. A triparedoxina

peroxidase € um potencial alvo para a quimioterapia anti-tripanosomatideo, devido ao fato
de ser o unico sistema antioxidante destes organismos (Nogoceke et al. 1997), sendo
essencial para a sobrevivéncia destes parasitos em um ambiente oxidativo desfavoravel.
Além disso, outras fung¢des tém sido atribuidas a TxP, como a protegdo do genoma
mitocondrial dos danos causados por peroxidos (Harder et al. 2006; Eslami et al., 2008).

A triparedoxina peroxidase (TxP) € uma enzima do sistema de defesa antioxidante
do parasito e pertence ao grupo das peroxirredoxinas, que sdo as peroxidases que fazem
a reducdo de perodxidos a partir de seus grupamentos tidis por ndo possuirem nenhum
grupo prostético. Tem peso molecular que varia entre 20 e 25 KDa e normalmente
formam dimeros estaveis em torno de 50 KDa. Pertence a superfamilia das
tioredoxinasmediando o fluxo de equivalentes reduzidos da tripanotiona a triparedoxina
peroxidase, que reduz perdxido de hidrogénio e alquilhidroperéxidos. E considerada um
aceptor de ditidis, ou seja, de tripanotiona monomérica, com massa molecular de 16 KDa.
(Nogoceke et al., 1997; Turrens, 2004).
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Os tripanosomatideos apresentam variantes de TxP mitocondrial e citosélica,
sendo esta ultima codificada por uma familia multigénica, compreendendo cerca de 13
copias (Walker et al., 2005). Em T. cruzi, pelo menos 3 copias do gene cTxP estao
localizados em arranjos em série. L. major apresenta entre 8 e 13 cdpias de TxP no
genoma, sendo organizados em tandem, em arranjos de unidades repetidas, incluindo
genes e sequéncias polimorficas intergénicas. TxP € um gene de multiplas cépias
dispostos em um complexo arranjo em série localizados no cromossomo 15 (Levick et al.,
1998).

Como anteriormente mencionado, as proteinas da familia das peroxirredoxinas
(McGonigle et al.), incluindo a TxP, foram identificadas como essenciais para a
sobrevivéncia do parasito na presenga de agentes antioxidantes nas células do
hospedeiro. Outras fungdes também tem sido atribuidas a TxP, como a protecéo do
genoma mitocondrial contra danos diretos ou indiretos gerados por peroxidos (Eslami et
al., 2010). A tripanotiona redutase (TR), por sua vez, € uma flavoproteina oxidorredutase
dependente de NADPH essencial para a manutencdo da concentracao intracelular de

T[SH]2 reduzida, desempenhando um papel central no metabolismo do tiol em todos os

tripanosomatideos (Castro-Pinto et al., 2007; Swenerton et al. 2010), sendo também
essencial no processo de detoxificacdo. A TR catalisa a transferéncia de elétrons de
NADPH para o substrato especifico através do grupo prostético FAD e um redox ativo
cisteina dissulfito. A via de defesa antioxidante dos tripanosomatideos, descrita por

Turrens em 2004, esta representada na figura 7.
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Figura 7: Via de defesa antioxidante dos Tripanosomatideos. Fonte: Turrens, 2004
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Estudos tém relacionado a superexpressdo da TxP com a resisténcia tanto ao
arsénico quanto ao antimonial em linhagens de Leishmania resistentes geradas em
laboratdrio, indicando que a defesa antioxidante, através da superexpressdo da TxP,
pode ser um indicio da resisténcia aos antimoniais nos isolados clinicos (Lin et al., 2005;
Whyllie et al., 2010).

De acordo com Wyllie et al., 2004, o mecanismo de agao dos antimoniais nos
parasitos ocorre pela indugcédo do efluxo tripanotiona (T[SH]2) e inibicdo da atividade da
enzima tripanotiona redutase (TR). O Sblll interfere no metabolismo do tiol, diminuindo
sua capacidade protetora em L. donovani sensivel a droga por indugéo rapida do efluxo

de tripanotiona intracelular.
1.4 Quimioterapia das Leishmanioses

Na maioria dos paises, o tratamento de primeira escolha para todas as formas de
Leishmanioses € a administracdo de compostos contendo antimdénio pentavalente:
Estibogluconato de sédio (Pentostam®) e Antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®)
(Murray et al., 2005); seguido pelo uso da Anfotericina B. Esta ultima atua nas formas
promastigotas e amastigotas do parasito in vivo e in vitro, agindo através da ligacao
preferencial com ésteres (ergosterol ou episterol) na membrana plasmatica do parasito
(Berman et al., 1992; Ministério da Saude, 2008). Outras drogas também tém sido
usadas no tratamento das Leishmanioses como as Pentamidinas (isotionato e mesilato),
Paramomicina e Miltefosina (Fig. 8) (Murray et al., 2005).

No Brasil, os compostos antimoniais, sob a forma de sais trivalentes, foram utilizados
pela primeira vez no tratamento da Leishmaniose Tegumentar em 1913 por Gaspar
Vianna. Mas o seu uso foi descontinuado devido aos diversos efeitos colaterais. O
tratamento com os antimoniais pentavalentes foi inserido na década de 40 e permanece
até os dias de hoje como o tratamento de primeira escolha para Leishmanioses Visceral
e Cutanea (Amato et al., 2008).

Estas drogas utilizadas no tratamento das Leishmanioses apresentam diversas
limitagdes, incluindo uma alta toxicidade com a ocorréncia de graves efeitos colaterais;
sendo o principal deles a sua agdo sobre o aparelho cardiovascular, além de
apresentarem alto custo (Berhe et al., 2001; Murray et al., 2005; Santos et al., 2008).
Apos mais de meio século como a principal quimioterapia, o valor clinico do antimonial

estda ameacado ainda pelo surgimento de parasitos resistentes a esta droga.
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Quanto ao mecanismo de acado do antimonial, este também nao esta totalmente
elucidado, porém sabe-se que o efeito leishmanicida é exercido pela forma trivalente do
antimonial (Sblll). Esta droga inibe enzimas da via glicolitica e a p-oxidacdo de acidos
graxos e que o Sblll causa disturbios no potencial tiol-redox do parasito (Herwaldt, 1999;
Wyllie et al., 2004). De acordo com Sereno et al., (2001) e Sudhandiran et al., (2003),
estas alteragcbes no potencial redox fazem com que as células entrem em estado
apoptético em resposta ao Sblll, mostrando que a geragao excessiva de espécies reativas
de oxigénio constitui em um enorme dano para o parasito. Dados da literatura mostraram
que o Sblll inibe a enzima tripanotiona redutase in vitro, sugerindo que a inibigdo desta
enzima essencial € de grande interesse, devido ao fato de ser intermediaria na regulagéo
do equilibrio de tiol, bem como na defesa contra o estresse quimico e oxidativo (Wyllie et
al., 2004). Mukhopadhyay e colaboradores (1996) observaram um aumento nos niveis de
tripanotiona em parasitos resistentes ao Sblll.

Estudos tém mostrado que o SbV é uma pré-droga, ndo sendo tdxico para a
Leishmania, precisando portanto, ser enzimaticamente reduzido a forma Sblll para se
tornar biologicamente ativo, se tornando altamente toxico para o parasito (Shaked-
Mishan et al., 2001; Natera et al., 2007 ). Além disso, o sitio de redugédo ainda é
desconhecido, podendo ocorrer no fagocito do hospedeiro, no citoplasma do parasito ou
em um sistema extracelular (Shaked-Mishan et al., 2001; Brochu et al., 2003).

Na busca pelo entendimento dos mecanismos de resisténcia a droga em
Leishmania, dados da literatura mostraram que o SbV se apresentou téxico para
amastigotas axénicos, mas nao foi ativo para as formas promastigotas. Este resultado
sugere que algumas reducdes estagio-especificas ocorrem na forma amastigota do ciclo
de vida do parasito. Entretanto ha relatos de que o SbV pode ser convertido em Sblll em
células humanas e modelos animais, assim ambos 0s mecanismos podem estar atuando.
Estes dados mostram que o parasito reduz SbV a Sblll intracelularmente, e ainda que o

Sblll é téxico para amastigotas e promastigotas.
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Figura 8: Drogas usadas no tratamento das Leishmanioses. Fonte: Croft, 2006.

Porém o fato de ambos os estados de oxidacao do antimdnio serem ativos contra a
forma amastigota, reforga o indicio de que o mecanismo de agédo ainda permanece sem
elucidacgéo conclusiva (Ouellette et al., 2004; Croft et al., 2006; Ashutosh et al., 2007).

Quanto as variagdes, estas também ocorrem na resposta clinica aos antimoniais
pentavalentes em LV, LC e LMC e tém sido um problema persistente no tratamento da
doenca nos ultimos 50 anos (Croft et al., 2006). Uma explicagéo para este fendbmeno é a
diferenga intrinseca na sensibilidade das espécies de Leishmania a esta droga. Porém,
alguns estudos clinicos sugerem que tanto o uso de doses de 5 mg/Kg/dia de SbV, por
via sistémica, como a terapia intralesional com N-metil-glucamina podem ser eficazes,
com menor toxicidade e menor custo (Rey, 2001).

Nos ultimos 15 anos, a ma administragdo clinica dos antimoniais e outros fatores
como a transmissdo antropozoondtica do parasito permitiu o desenvolvimento de
resisténcia generalizada destes compostos na india. Neste pais ocorre metade dos
casos de Leishmaniose Visceral no mundo, sendo que a maior parte dos pacientes nao
responde ao tratamento devido a resisténcia do parasito a droga (Sundar, 2001). Porém
a falha terapéutica ndo se deve apenas a ocorréncia de resisténcia aos antimoniais, mas
a fatores ligados ao hospedeiro, como imunossupressao devido ao HIV e ma nutricéo; a
prépria droga, como problemas relacionados ao lote e falsificacdo; as espécies de

Leishmania ou a pratica do tratamento incompleto (Croft, 2001).
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Além disso, o tratamento dos caes infectados constitui um problema para a
quimioterapia, ja que este promove a melhora clinica, mas ndo parasitologica, elevando
o risco de ocorréncia de parasitos resistentes a droga, levando a proibicdo do tratamento
de caes pela OMS (Portaria Interministerial Namero 1426 de 11 de julho de 2008).

1.5 Resisténcia aos antimoniais

Os mecanismos de resisténcia as drogas nos tripanosomatideos nao estao
totalmente elucidados. Em Leishmania, a grande maioria dos estudos foi realizada com
espéecies do parasito do Velho Mundo e pouco se sabe a respeito desses mecanismos de
resisténcia nas espécies predominantes no Novo Mundo. Alguns mecanismos de
resisténcia em Leishmania incluem a inibicdo da captagao da droga, eliminagao da droga,
bloqueio da ativagao da droga e aumento da defesa antioxidante (Borst & Ouellette, 1995;
Uliman, 1995; Pradines et al., 2005).

Uma rota promissora para o desenvolvimento de compostos contra patégenos
humanos, tal como Leishmania, é a identificacdo de diferencas entre o metabolismo do
parasito e do hospedeiro, e 0 desenvolvimento de inibidores de enzimas especificas do
parasito (Castro-Pinto et al., 2007).

Os dados alarmantes de resisténcia aos antimoniais foram descritos em Bihar,
norte da India, onde cerca de 60% dos 250.000 casos anuais de LV ndo apresentam
resposta ao tratamento com SbV  (Decuypere, 2005). Ja no Brasil, insucessos
terapéuticos tém sido observados em 10 a 25% dos casos (Rocha et al., 1980; Marsden
et al., 1985; Sundar et al., 2000; Ministério da Saude, 2006). A complexidade dos estudos
de resisténcia a droga se deve ao fato de que existem diversos mecanismos de
resisténcia e a resisténcia a uma droga pode envolver varios mecanismos. Alguns destes
mecanismos descritos na literatura em espécies de Leishmania do Velho Mundo estao
listados abaixo:

1- Diminuicdo da entrada da droga na célula, em que estudos mostraram que a
Aquagliceroporina 1 (AQP1), responsavel pelo influxo de droga na célula, apresenta
expressao diminuida em amostras resistentes de Leishmania (Gourbal et al., 2004) ;

2- Eliminagdo da droga pela célula, devido a superexpressao das
fosfoglicoproteinas de membrana (PGP) e/ou outras proteinas transportadoras
dependentes de ATP (MDR) (Zhou et al., 2004; Haimeur et al., 2000) em linhagens de L.
infantum resistentes ao Sblll (El Fadili et al., 2005) ;
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3- Diminui¢ao da ativagao da droga, quando o SbV nao € totalmente reduzido a
Sblll devido a diminuicdo da expressdo de uma redutase dependente de tiol (TDR1)
(Borst & Ouellette, 1995; Denton et al., 2004; Pradines et al., 2005);

4- Defesa antioxidante, através do aumento da expressdo da enzima TxP, em
populacdes de Leishmania resistentes ao Sblll (Wyllie et al., 2004). Além destes, Ubeda
et al. (2008) descreveram alguns mecanismos de resisténcia frequentes em Leishmania,
como delecdo de genes, aneuploidia e formagdo de amplicons extracromossémicos
circulares ou lineares.

Inicialmente, os estudos acerca dos mecanismos de resisténcia de Leishmania
spp. ao antimonial se restringiam as linhagens resistentes obtidas no laboratério apds
inducao de resisténcia in vitro. Recentemente, as falhas relacionadas a resisténcia ao
SbV tém sido confirmadas em isolados clinicos resistentes a esta droga (Wyllie et al.,
2010). Além disto, os autores demonstram que os elevados niveis de tiol sozinhos nao
resultam na resisténcia ao Sblll. Entretanto, a modulagdo dos niveis de tripanotiona
através do uso de inibidores da biossintese de tiol revertem a resisténcia, indicando que
a resisténci