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RESUMO 

A gp63, metalopeptidase altamente abundante na superfície de Leishmania, contribui 

para uma infinidade de funções bem estabelecidas na interação deste parasito com o 

hospedeiro mamífero. No entanto, apesar desta molécula ser abundantemente expressa 

na superfície das formas promastigotas, encontradas no inseto vetor, pouco é conhecido 

sobre as funções desempenhadas por essa metalopeptidase no flebotomíneo. Nosso 

grupo de pesquisa, utilizando abordagens bioquímicas, tem demonstrado que moléculas 

de gp63 de vários tripanosomatídeos não patogênicos ao homem estão implicadas na 

adesão ao intestino de insetos hospedeiros. Aqui, nós analisamos o papel da gp63 na 

interação de Leishmania braziliensis e Leishmania infantum, com os seus respectivos 

insetos hospedeiros, Lutzomyia intermedia e Lu. longipalpis e com a linhagem celular 

derivada de Lu. longipalpis (LL5). Os intestinos dissecados de insetos foram pré-

tratados ou não com o fosfoglicano (PG) puro derivado do lipofosfoglicano e colocados 

para interagir com os parasitos. Em paralelo, promastigotas de L. braziliensis e L. 

infantum foram pré-tratados com anticorpo anti-gp63 ou com inibidores da 

metalopeptidase. Depois disso, os parasitos foram colocados para interagir com os 

intestinos dissecados de insetos ou com as células LL5. Como esperado, o PG 

praticamente elimina a capacidade dos parasitos de se ligarem ao intestino dos insetos. 

Todos os tratamentos relacionados com a gp63 também provocaram uma diminuição 

acentuada nestes ensaios de ligação. Além disso, o sobrenadante de cultura de L. 

braziliensis foi concentrado por precipitação com sulfato de amônio e analisado por 

SDS-PAGE e SDS-PAGE-gelatina. Observamos uma degradação proteolítica, por volta 

de 63 kDa, que corresponde à enzima gp63 já identificada e caracterizada em várias 

espécies de Leishmania. Esses resultados em conjunto demonstram uma possível 

participação da gp63 na interação com o inseto vetor e nos estimulam a continuar 

estudando o papel dessa metalopeptidase no ciclo de vida de Leishmania. 
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ABSTRACT 

The highly abundant surface metallopeptidase of Leishmania, gp63, contributes to a 

myriad of well-established functions in the interaction of this parasite with the 

mammalian host. However, despite this molecule being abundantly expressed on the 

surface of promastigote forms, found in the insect vector, little is known about the 

functions performed by this metallopeptidase in the phlebotomine. Our research group, 

using biochemical approaches, has demonstrated that gp63 molecules from several not 

pathogenic trypanosomatids to man are implicated in the adhesion to guts of insect 

hosts. Here, we analyzed the role of gp63 in the interaction of Leishmania braziliensis 

and Leishmania infantum with their respective insect hosts, Lutzomyia intermedia and 

Lu. longipalpis and with the cell line derived from Lu. longipalpis (LL5). The dissected 

insect guts were pretreated or not with purified phosphoglycan (PG) derived from the 

lipophosphoglycan and placed to bind with the parasites. In parallel, promastigotes of L. 

braziliensis and L. infantum were pretreated with anti-gp63 antibodies or with 

metallopeptidase inhibitors. Thereafter, the parasites were placed to interact with 

dissected insect guts or with the LL5 cells. As expected, PG virtually eliminates 

parasites ability of bind to the insect guts. All treatments related to gp63 also provoked 

a pronounced decrease in these binding assays. Moreover, the culture supernatant of L. 

braziliensis was concentrated by precipitation with ammonium sulfate and analyzed by 

SDS-PAGE and SDS-PAGE-gelatin. We observed a proteolytic degradation around 63 

kDa, which corresponds to the gp63 enzyme already identified and characterized in 

several Leishmania species. These results together demonstrate a possible role of gp63 

in the interaction with the insect vector and stimulate us to continue studying the role of 

this metallopeptidase in the life cycle of Leishmania. 
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I.  INTRODUÇÃO 
 

1.1 – Considerações gerais sobre a leishmaniose 
 

A leishmaniose é uma doença com ampla distribuição geográfica, 

principalmente nas regiões de clima tropical e subtropical (Ashford, 2000; Murray et 

al., 2005). Os parasitos causadores da leishmaniose são protozoários flagelados 

heteroxênicos pertencentes ao gênero Leishmania, família Trypanosomatidae, ordem 

Kinetoplastida. As formas clínicas observadas são divididas em dois grandes grupos: 

leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV) (Desjeux, 2004). No 

continente americano, as formas clínicas da doença são conhecidas como leishmaniose 

tegumentar americana (LTA) e leishmaniose visceral americana (LVA). 

Atualmente, existem cerca de 15 milhões de indivíduos infectados e uma 

estimativa de 2 milhões de novos casos ao ano, espalhados por 98 países (Figura 1.1). 

Estima-se que mais de 500 milhões de pessoas encontram-se em áreas de risco nesses 

países. No Novo Mundo, diversas ordens de mamíferos silvestres (reservatórios 

naturais) e várias espécies de flebotomíneos (vetores) estão envolvidas na transmissão 

da leishmaniose ao homem. A maioria dos casos de infecções humanas está relacionada 

com hábitos, atividades primárias ou secundárias de indivíduos que exploram ou 

habitam florestas. Recentemente tem ocorrido um aumento significativo nos casos de 

leishmanioses em áreas peri-urbanas de grandes cidades, particularmente no Brasil 

(WHO, 2013). Este aumento é resultado principalmente das drásticas mudanças no meio 

ambiente que estão associadas com o desenvolvimento econômico e são causadas 

principalmente por movimentos migratórios ocorridos nas últimas décadas, como 

projetos de colonização, construção de hidrelétricas e construção de rodovias, que têm 

resultado, na maioria das vezes, em modelos de ocupação desordenados aliados à 

destruição da cobertura vegetal (WHO, 2013). 
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Figura 1.1. Distribuição geográfica das leishmanioses. As áreas com casos de infecções em 
humanos são mostradas em vermelho (adaptado de Lopes et al., 2010).  

 

A adaptação do flebotomíneo ao ambiente peri-domiciliar (as regiões ao redor 

das casas, como jardins, parques, bosques, hortas, árvores frutíferas ou quintais), ou até 

mesmo domiciliar, facilita a transmissão do parasito a animais domésticos, assim como 

ao homem, tornando a probabilidade de transmissão semelhante em toda a população 

que se encontra sob risco, não importando a faixa etária, sexo ou atividade profissional 

(Guerra et al., 2007; Campbell-Lendrum et al., 2001). 

Considerando essas mudanças e correlacionando com a transmissão das 

leishmanioses, podemos classificar três padrões epidemiológicos: 

 

1. Silvestre – Neste padrão, a transmissão que ocorre em área de vegetação 

primária, é fundamentalmente uma zoonose de animais silvestres, que pode 

acometer o ser humano quando este entra em contato com o ambiente silvestre, 

onde esteja ocorrendo epizootia. 

2. Ocupacional e Lazer – Este padrão de transmissão esta associado à exploração 

desordenada da floresta e derrubada de matas para construção de estradas, usinas 
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hidrelétricas, instalação de povoados, extração de madeira, desenvolvimento de 

atividades agropecuárias, de treinamentos militares e ecoturismo. 

3. Rural e peri-urbano em áreas de colonização – Este padrão está relacionado ao 

processo migratório, ocupação de encostas e aglomerados em centros urbanos 

associados a matas secundárias ou residuais (Ministério da Saúde, 2007). 

 

Em face destes aspectos, várias regiões do Brasil vêm registrando mudanças no 

seu quadro epidemiológico (Lainson, 1983, 1988, 1994; Walsh et al., 1993). Estes 

novos perfis epidemiológicos vêm sendo observados no Nordeste, Centro-Oeste, 

Sudeste e Sul do país, devendo-se considerar, nesses casos, a existência de transmissão 

peri-domiciliar. É possível observar nas regiões Sudeste e Nordeste a doença ao redor 

de áreas metropolitanas, onde a Mata Atlântica tem sido devastada ao longo dos anos 

(Rangel, 1995). 

Estudos epidemiológicos recentes demonstram a ocorrência de transmissão tanto 

em áreas rurais desmatadas quanto em regiões peri-urbanas, sugerindo a coexistência de 

um duplo perfil epidemiológico (FUNASA, 2013). Outras formas de transmissão raras 

já foram relatadas, são elas: através da placenta (Meinecke et al., 1999), pelo sêmen 

(Symmers, 1960), agulhas infectadas (Amela et al., 1996) e através da transfusão de 

sangue (Cohen et al., 1991; Luz et al., 1997; Dey & Singh, 2006). 

Existem diferentes métodos para o diagnóstico das leishmanioses, sendo que 

nenhum apresenta 100% de especificidade e sensibilidade. Em seres humanos os 

exames podem ser realizados com base em parâmetros clínicos e epidemiológicos. A 

doença acomete o sistema linfomonocitário de forma sistêmica. A demonstração do 

parasito pode ser feita em material de biópsia ou punção aspirativa do baço, fígado, 

medula óssea ou linfonodos. 

O diagnóstico laboratorial baseia-se principalmente na pesquisa de parasitas em 

esfregaço das lesões após a coloração de Giemsa. Pode-se realizar o diagnóstico de 

forma indireta, através da mensuração da resposta imune celular com a injeção 

intradérmica de antígenos do parasita (intradermorreação de Montenegro – IDRM). Em 

laboratórios de maior complexidade, podem ser realizados outros exames, tais como 

histopatológico (coloração pela hematoxilina-eosina e uso de anticorpos marcados com 

imunoperoxidase para detecção do parasito), cultivo in vitro (meio NNN bifásico), in 
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vivo (hamster dourado), sorologia, testes de aglutinação direta (DAT), Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI) e Ensaio Imunoenzimático (ELISA), que utilizam 

antígenos brutos e são limitados em termos de especificidade e reprodutibilidade 

(Gontijo & Melo, 2004; Basano & Camargo, 2004). Além desses, também é usado o 

método molecular da Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR), sendo este mais 

utilizado para fins de pesquisa devido a seu elevado custo, mas acrescenta sensibilidade 

e especificidade ao diagnóstico (Ministério da Saúde, 2006, 2007). 

Nos casos humanos, as primeiras escolhas para o tratamento da leishmaniose são 

os antimoniais pentavalentes (Sb+5). Alguns cuidados devem ser observados como 

avaliação e estabilização das condições clínicas, e tratamento das infecções. Não 

havendo resposta ao tratamento com antimoniais, as drogas de segunda escolha são a 

anfotericina B e as pentamidinas (sulfato de pentamidina e mesilato de pentamidina) 

(Ministério da Saúde, 2007). No entanto, existem alguns problemas enfrentrados na 

quimioterapia como o fato de algumas drogas serem extremamente tóxicas e algumas 

cepas possuírem resistência natural a essas drogas. 

O controle da doença é responsabilidade do Sistema Único de Saúde, onde as 

Secretarias Municipais de Saúde, apoiadas pelas Secretarias Estaduais de Saúde 

deverão, segundo a orientação do Programa Nacional das Leishmanioses, da Secretaria 

de Vigilância em Saúde, ser responsáveis por organizar a rede básica para atendimento 

ao paciente e por instituir ações de combate ao vetor (Gouveia, 2008). 

O programa brasileiro de controle da leishmaniose baseia sua estratégia em três 

principais medidas, sendo que a primeira delas tem caráter eminentemente curativo: 

 
1) detecção e tratamento de casos humanos; 

 
2) controle dos reservatórios domésticos; 

 
3) controle de vetores. 

 

Dirigido ao caso humano algumas ações são tomadas em assistência ao paciente, 

com diagnóstico e tratamento precoce visando diminuir as taxas de letalidade e o grau 

de morbidade. Controle de reservatórios domésticos tem como foco principal o cão, 

utilizando como medida profilática as coleiras impregnadas com deltametrina, que 
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protege os cães das picadas dos flebótomos. O controle também é feito através da 

remoção e sacrifício dos cães soropositivos (Ministério da Saúde, 2006, 2007). 

O controle de vetores da LV tem sido baseado no uso de inseticida direcionado 

para as formas adultas. O inseticida de ação residual é aplicado no interior das casas e 

abrigos de animais sendo esta medida considerada eficaz para reduzir a população de 

flebotomíneos e, consequentemente os níveis de transmissão (Gontijo & Melo, 2004; 

Ministério da Saúde, 2006). 

Entretanto, o controle da LTA se mostra como um desafio para o Programa 

Nacional de Leishmanioses, pois há diversidade de ciclos de transmissão com grande 

variedade de parasitos, vetores e hospedeiros (Rangel & Lainson, 2003) ocorrendo em 

nichos ecológicos restritos (Gouveia, 2008), além das mudanças ambientais decorrentes 

das ações humanas. Isso porque o animal silvestre contaminado, origem da 

contaminação, passou a conviver com os seres humanos depois do desmatamento e 

construção de cidades. 

Outra medida de controle do Programa Nacional de Leishmanioses, que tem sido 

muito divulgada, é o desenvolvimento de atividades de educação em saúde, que devem 

estar presentes nos serviços de vigilância e controle da leishmaniose. No que diz 

respeito à educação popular, esse programa recomenda a divulgação para a população 

sobre a ocorrência da doença, sua clínica, diagnóstico e tratamento. O programa 

recomenda ainda a implantação de programas de educação em saúde que desenvolvam 

atividades de informação, educação e comunicação nos níveis local, regional e 

municipal (Ministério da Saúde, 2007). Portanto, conhecer a identidade da população 

afetada pela leishmaniose no Brasil é de fundamental importância para o 

estabelecimento de medidas eficazes de controle da doença (Gontijo & Carvalho, 2003). 
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1.2 – Manifestações Clínicas 
 
1.2.1 - Leishmaniose Visceral  
 

  A leishmaniose visceral, conhecida popularmente como calazar ou barriga 

d’água, é uma doença crônica de ampla distribuição no mundo, sendo grave e 

potencialmente fatal para o homem se não tratada (Ministério da Saúde, 2006). 

   O agente etiológico da LV do Novo Mundo, conhecido como L. chagasi, parece 

ter sido introduzido recentemente no continente americano através dos colonizadores 

europeus (Momen et al., 1993; Mauricio et al., 2000; Kuhls et al., 2011). Alguns 

estudos como observando variações de microsátelites, mostram que cepas de L. chagasi, 

também conhecidas como L. infantum da América do Sul, são muito similares à 

população de L. infantum européia e que estas chegaram ao Novo Mundo há 

aproximadamente 500 anos (Leblois et al., 2011; Kuhls et al., 2011). Assim, neste 

trabalho, o nome L. infantum será também usado como sinônimo do agente etiológico 

da LV no Novo Mundo. 

Essa doença caracteriza-se por atingir principalmente órgãos como o baço, 

fígado, medula óssea e linfonodos (Musa et al., 2007). A sintomatologia pode variar 

muito de acordo com o paciente, caracterizando-se por febres irregulares e de longa 

duração, hepatoesplenomegalia, emagrecimento, leucopenia, anemia, 

hipergamaglobulinemia, tosse, dor abdominal, diarréia, perda de peso, caquexia, e 

finalmente, o óbito se o paciente não receber tratamento adequado (Chappuis et al., 

2007).  Porém, muitas vezes a análise clínica é complexa, pois a doença pode apresentar 

sinais e sintomas comuns a outras patologias presentes como, por exemplo, a doença de 

Chagas, esquistossomose, malária e outras. A partir dessa forma clínica, o paciente pode 

evoluir para o quadro de leishmaniose dermal pós-kalazar (LDPK), porém casos de 

LDPK foram descritos predominantemente no Velho Mundo (Ramesh & Mukherjee, 

1995; Zijlstra et al., 2003; Ramesh et al., 2007). 

No Brasil, a LVA inicialmente tinha um caráter eminentemente rural e, mais 

recentemente, vem se expandindo para as áreas urbanas de médio e grande porte. Duas 

características do processo de transmissão contribuem para essa disseminação da 

leishmaniose visceral. O primeiro é o seu principal reservatório (cão) que é um animal 

doméstico completamente adaptado à vida junto ao homem, enquanto que o segundo é o 
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inseto responsável por maior parte das infecções (Lutzomyia longipalpis) que 

sobrevivem ao que pesquisadores denominam de peridomicílio. No entanto, em 

Corumbá e Ladário (MS), Lutzomyia cruzi é suspeita como transmissora de LVA, com 

base em estudos que registraram a alta densidade e a infecção natural na espécie (Galati 

et al., 1997; Santos et al., 1998; Ministério da Saúde, 2006).  

 

1.2.2 - Leishmaniose Tegumentar  

 

A LT, de acordo com o trabalho de Basano e Camargo (2004), acompanha o 

homem desde a antiguidade existindo relatos encontrados desde o século I d.C. , na Ásia 

Central, onde a enfermidade era referida como "úlcera de Balkh" (Lainson, 1997). Nas 

Américas foram encontradas cerâmicas pré-colombianas, datadas de 400 a 900 anos 

d.C., feitas pelos índios do Peru (Figura 1.2). Essas figuras apresentam mutilações de 

lábios e narizes, características da espúndia, hoje conhecida como leishmaniose 

mucocutânea. Posteriormente, através de estudos de paleomedicina, foram descobertas 

múmias com lesões de pele e mucosas características da leishmaniose (Santos, 1994).  

 

 

Figura 1.2. Imagem de uma cerâmica pré-Inca exibindo mutilização do nariz e lábio 
superior, lesões típicas de leishmaniose cutânea-mucosa (Altamirano-Enciso et al., 2003). 

 
A LT é uma doença não contagiosa, de evolução crônica, que acomete as 

estruturas da pele e cartilaginosas da nasofaringe, de forma localizada ou difusa. 
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Causam primariamente infecções de caráter zoonótico, acometendo o homem e seus 

animais domesticados de maneira secundária. Ela divide-se em três formas clínicas: 

 
1) A leishmaniose cutânea (LC) é caracterizada por úlceras rasas ou profundas, 

geralmente uma única lesão com bordas salientes, endurecidas e bastantes 

delineadas (Marzochi, 1992; Berman, 1996) encontradas em partes do corpo como a 

face, braços e pernas. Ocasionalmente pode ser notado exsudato amarelo devido 

a infecções bacterianas concomitantes (Da-Cruz, 2001). A densidade de parasitos 

nas bordas da úlcera é relativamente alta nas fases iniciais da lesão enquanto que 

em úlceras crônicas a carga parasitária é baixa, o que dificulta bastante o 

diagnóstico parasitológico da doença (Murray et al., 2005).  

2) A leishmaniose mucocutânea (LMC), também conhecida como espúndia, 

caracteriza-se por lesões que acometem a mucosa orofaríngea a partir de uma 

úlcera cutânea. No Novo Mundo está geralmente associada à infecção por L. 

braziliensis, na maioria dos casos ocorrendo em um intervalo de tempo variável 

após a instalação da lesão cutânea inicial. Os fatores que contribuem para que a 

doença inicialmente cutânea evolua para essa forma tardia não são todos 

conhecidos, mas sabe-se que a demora na cicatrização da lesão primária e 

tratamento inicial inadequado podem estar associados (Marsden, 1986; Carvalho 

et al., 1995). A infecção do tecido mucoso se dá provavelmente pela via 

hematogênica, diferente da forma cutânea onde a lesão ocorre no local da picada 

do inseto vetor. O acometimento das mucosas do nariz, faringe, boca e laringe 

podem surgir a partir da lesão cutânea ainda em atividade, ou anos após a sua 

cicatrização (Schubach et al., 1998, Da-Cruz & Azevedo-Coutinho, 2001). O 

processo é bastante agressivo ao hospedeiro, chegando a ocorrer completa 

destruição de toda estrutura cartilaginosa nasal, comprometendo nos casos mais 

severos a respiração, a fala e alimentação levando o indivíduo à morte (Marsden 

& Nonata, 1975; Marsden, 1984).  

3) A leishmaniose cutânea-difusa (LCD) é uma doença com longa duração devido a 

uma resposta imune celular deficiente, e que tem como características múltiplas 

lesões difusas, papulares e não ulceradas por extensas áreas da pele. Os nódulos 

são ricos em amastigotas, o que a diferencia das formas cutânea e mucocutânea, 
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onde há uma escassez de parasitos. É a única forma tegumentar da doença que 

não responde ao tratamento medicamentoso habitual (Convit & Kerdel-Vegas, 

1965; Costa et al., 1992).  

 

A leishmaniose no Brasil varia de acordo com diversos fatores, entre eles estão: 

as características ecológicas de cada região; a infectividade das espécies de leishmânias; 

os hábitos e a biologia dos insetos flebotomíneos do gênero Lutzomyia (de importância 

na transmissão da doença); a diversidade dos ciclos biológicos dos parasitos; e, ainda, a 

proporção de indivíduos suscetíveis existente em cada área (WHO, 2013). Foram 

identificadas as principais espécies de leishmânias dermotrópicas responsáveis por 

infecções humanas no Brasil, cujos ciclos de transmissão estão associados a algumas 

espécies de flebotomíneos, como Lutzomyia whitmani e Lutzomyia intermedia (Tabela 

1.1). Outra espécie de flebotomíneo é sugerida como transmissora de L. braziliensis: 

Lutzomyia neivai (Pinto, 1926). A espécie foi revalidada por Marcondes, em 1996, e 

segundo estudos de Casanova et al., (1995) e Andrade-Filho (2003), poderia participar 

do ciclo de transmissão de LTA no Sul e no Sudeste do Brasil. 
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Tabela 1.1.Combinações naturais de parasito-vetor (adaptada de Souza, 2003). 

Vetor Parasito Manifestação 

Lutzomyia whitmani, Lutzomyia 
wellcomei, Lutzomyia intermedia, 

Lutzomyia migonei, Lutzomyia 
complexa, Lutzomyia neivae, 

Lutzomyia davisi   

Leishmania 
braziliensis 

tegumentar 

Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia 
anduzei 

Leishmania 
guyanensis 

tegumentar 

Lutzomyia whitmani Leishmania 
shawi 

tegumentar 

Lutzomyia hartmanni, Lutzomyia 
gomezi,  Lutzomyia panamensis  

Leishmania 
colombiensis  

tegumentar 

Lutzomyia  ubiquitalis Leishmania 
laisoni 

tegumentar 

Lutzomyia ayrozai, Lutzomyia 
paraenses, Lutzomyia squamiventris 

Leishmania 
naiffi 

tegumentar 

Lutzomyia antunesi 
Leishmania 
lindenberg 

tegumentar 

Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia 
olmeca nociva 

Leishmania 
amazonensis 

tegumentar 

Lutzomyia trapidoi, Lutzomyia 
ylephiletor, Lutzomyia gomez,  

Lutzomyia panamensis 

Leishmania 
panamensis 

tegumentar 

Lutzomyia peruensis, Lutzomyia 
verrucarum 

Leishmania 
peruviana 

tegumentar 

Phlebotomus papatasi, 
Phlebotomus duboscqi 

Leishmania 
major 

tegumentar 

Phlebotomus sergenti 
 

Leishmania 
tropica 

tegumentar 

Lutzomya longipalpis 
Leishmania 

infantum 
visceral 

Phlebotomus perniciosus 
Leishmania 
infantum 

visceral 

Phlebotomus argentipes 
Leishmania 
donovani 

visceral 
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A LTA foi relatada pela primeira vez no Brasil em 1909 por Lindenberg, que 

encontrou formas de leishmânia idênticas a Leishmania tropica do velho mundo. 

Atualmente essa doença apresenta ampla distribuição no país, com registro de casos em 

todas as regiões brasileiras (Ministério da Saúde, 2007, 2006). Foram observados picos 

de transmissão a cada cinco anos a partir de 1985, quando se solidifica a implantação 

das ações de vigilância e controle da LTA no país (Ministério da Saúde, 2007). Entre o 

ano de 2001 a 2009 foram registrados 237.259 casos de LTA (SINANWEB, 2010). 

Analisando os dados pertinentes a 2003, verificou-se que a região Norte notificou 45% 

dos casos, predominantemente nos estados do Pára, Amazonas e Rondônia; a região 

Nordeste, 26% dos casos, principalmente no Maranhão, Bahia e Ceará; a região Centro-

Oeste, 15% dos casos, com mais frequência no Mato Grosso; a região Sudeste, 11% dos 

casos, predominantemente em Minas Gerais; e a região Sul, 3,0%, destacando-se o 

Paraná (Ministério da Saúde, 2006). 

De acordo com a OMS, a LTA está entre as seis mais importantes doenças 

infecciosas, pelo seu alto coeficiente de detecção e capacidade de produção de 

deformidades. Além disso, novos aspectos complicadores da enfermidade surgiram a 

partir da coinfecção com a Síndrome de Imunodeficiência Adquirida (AIDS), o que 

aumentou seu grau de impacto nas populações (WHO, 2013). 

 

1.3 - O parasito 

 
As diversas espécies do gênero Leishmania são classificadas em dois 

subgêneros, de acordo com a localização do parasito no tubo digestivo do hospedeiro 

invertebrado: subgênero Viannia, seus representantes são unicamente encontrados no 

Novo Mundo, esses parasitos estabelecem uma infecção inicial na região posterior do 

trato digestivo, na região pilórica e no intestino médio abdominal, migrando para as 

porções mais anteriores durante o seu desenvolvimento (peripilárico) e subgênero 

Leishmania, seu desenvolvimento é restrito à porção do trato digestivo anterior ao 

piloro, sobretudo nas regiões abdominais e torácicas do intestino médio (suprapilárico) 

(Lainson & Shaw, 1987; Lainson, 1972; 1987a; 2010; Saf'janova, 1982; Correa et al., 

2005). Outra forma de desenvolvimento que também é encontrado é o hipopilárico, 

sendo restrito ao intestino posterior e ocorre em espécies de Leishmania que infectam 
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répteis. Esse grupo tem sido classificado tanto dentro do gênero Leishmania quanto 

como um gênero separado chamado Sauroleishmania (Saf'janova 1982; Lainson & 

Shaw, 1987; Croan et al., 1997; Dujardin et al., 2000; Momen & Cupollilo, 2000; 

Orlando et al., 2002; Zelazny et al., 2005; Fraga et al., 2010; Pimenta et al., 2012) 

(Figura 1.3).  

 

 
 
Figura 1.3. Esquema da localização dos subgêneros de Leishmania de acordo com seu 
padrão de desenvolvimento e seu ciclo de vida dentro do flebotomíneo (Figura adaptada 
de Pimenta et al., 2012). 
 

Dependendo do ambiente, os parasitos diferenciam-se em formas altamente 

especializadas que se distinguem quanto ao seu requerimento nutricional, taxa de 

crescimento e habilidade de se dividirem, regulação da expressão de moléculas de 

superfície e também em sua morfologia (revisado por Sacks & Kamhawi, 2001; 

McConville & Handman, 2007; Besteiro et al., 2007).  
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A interação parasito-vetor melhor caracterizada ainda hoje foca nos parasitos 

com desenvolvimento suprapilárico, assim, as características descritas aqui do ciclo 

biológico de Leishmania dentro do flebotomíneo são do subgênero Leishmania 

(Kamhawi, 2006). 

Existem diversas denominações para os morfotipos encontrados no vetor 

(Walters, 1993; Nieves & Pimenta, 2000, 2002; Rogers et al., 2002; Gossage et al., 

2003; Bates & Rogers, 2004; Freitas et al., 2012). A nomenclatura aceita 

universalmente é a proposta por Lawyer e colaboradores em 1990. Os parasitos do 

gênero Leishmania dentro do vetor apresentam as seguintes formas de promastigotas: 

procíclicas, nectomonas, leptomonas, paramastigotas, haptomonas e metacíclicas 

(Figura 1.4). E no sistema fagocítico mononuclear dos hospedeiros vertebrados, como 

por exemplo, homem, roedores e canídeos, encontra-se a forma amastigota, que tem 

formato esférico a ovóide com um flagelo pequeno e interno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4. Os morfotipos de Leishmania encontrados dentro dos vetores flebotomíneos. 
Observa-se da esquerda para direita: promastigota procíclica, promastigota nectomona, 
promastigota haptomona, promastigota paramastigota e promastigota metacíclica 
(Lawyer et al., 1990; Pimenta et al., 2012).  
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1.3.1 – O ciclo de vida de Leishmania spp.  

 
O modo mais comum de transmissão da leishmaniose ao hospedeiro vertebrado 

ocorre quando um micro-organismo do gênero Leishmania é transmitido na forma de 

promastigota metacíclica através da picada de flebotomíneos (fêmeas hematófagas 

infectadas) durante seu repasto sanguíneo (ato do inseto de se alimentar de sangue) em 

representantes da classe Mammalia susceptíveis à infecção. Os promastigotas são 

fagocitados por macrófagos teciduais e transformam-se em amastigotas. Estes se 

reproduzem por divisão binária, até que a célula hospedeira fique repleta de parasitos e 

se rompa. Com a destruição da célula, inúmeras amastigotas são liberadas e fagocitadas 

por outros macrófagos, dando continuidade aos ciclos de reprodução assexuada. Um 

flebotomíneo não infectado, ao fazer o repasto sanguíneo em um hospedeiro vertebrado 

previamente infectado, ingere juntamente com o sangue, macrófagos contendo as 

formas amastigotas e/ou as formas amastigotas livres. Durante o trajeto pelo trato 

digestório do hospedeiro invertebrado macrófagos se rompem liberando as formas 

amastigotas. Dentro do intestino do inseto é formada uma rede fibrosa, composta por 

quitina e diversas proteínas associadas à membrana peritrófica, onde ocorre a 

diferenciação de amastigota para promastigotas procíclicos que são ovóides com flagelo 

curto e pouco móveis (Pimenta et al., 1997; Sacks, 2001; Soares et al., 2005). Essas 

formas se multiplicam intensamente e ocorre o aparecimento das nectomonas, formas 

mais alongadas, que preenchem o intestino abdominal anterior. Depois, entre 60-72 

horas iniciam-se a evasão da membrana peritrófica, e adesão às microvilosidades das 

células epiteliais da porção anterior do intestino médio (Walters et al., 1992). De 4 -7 

dias após a infecção todo o bolo alimentar já foi eliminado e os promastigotas 

nectomonas se diferenciam em promastigotas leptomonas, que se dividem, resultando 

numa infecção massiva do intestino médio anterior (Kamhawi, 2006). Leptomonas 

diferenciam-se em promastigotas metacíclicos (Sacks, 1989). 

O processo de transformação para a forma promastigota metacíclica é conhecido 

como metaciclogênese. Os promastigotas metacíclicos, que são a forma infectante, são 

pequenos e delgados com flagelos longos, muito ativos e não se multiplicam (Saraiva et 

al., 2005). Nesse período do desenvolvimento também são encontradas formas curtas e 

largas denominadas haptomonas e formas de pequeno corpo classificadas como 
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paramastigotas. Os promastigotas metacíclicos migram então para o esôfago, faringe e 

se alojam na probóscide do vetor, bloqueando a entrada de sangue quando um novo 

repasto sanguíneo ocorre. Uma contração do músculo da probóscide faz com que o 

flebotomíneo regurgite o sangue recém-ingerido contendo promastigotas metacíclicos 

(Kamhawi, 2006) (Figura 1.3 e 1.5). 

 

 
Figura 1.5. Ciclo biológico da Leishmania. No ciclo peri-urbano e urbano, as fêmeas 
infectadas podem transmitir as formas metacíclicas ao homem e animais domésticos (1). 
As formas flageladas infectam as células do sistema fagocíticomonuclear (2), e dentro 
dessas células sofrem diferenciação, transformando-se em amastigotas (3). As formas 
amastigotas se multiplicam intensamente e induzem rompimento das células infectadas 
(4), ficando livres na corrente sanguínea podendo infectar novas células. Quando um 
díptero não infectado faz repasto sanguíneo no hospedeiro vertebrado infectado (5) ele 
ingere juntamente com o sangue células contendo formas amastigotas (6) estas, ao 
chegarem ao intestino médio ou estômago do vetor sofrem um primeiro ciclo replicativo 
transformando-se em formas promastigotas procíclicas que irão se multiplicar no trato 
digestório do díptero e sofrer metaciclogênese, transformando-se em promastigotas 
metacíclicas (7), migrando posteriormente para a probóscide do vetor (adaptado de 
Rebello, 2008). 
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1.4 - Vetores da Leishmania 
 
Os vetores da Leishmania são dípteros nematóceros, de pequeno porte, da 

família Psychodidae, sub-família Phlebotominae, dos gêneros Lutzomyia (Novo Mundo) 

e Phlebotomus (Velho Mundo) (Young & Duncan, 1994). No Brasil, de acordo com a 

região geográfica, os flebotomíneos, são popularmente conhecidos como birigui, 

mosquito palha, cangalinha, anjinho, arrupiado e tatuquira.  

São insetos holometábolos, isto é, o seu desenvolvimento ocorre a partir dos 

ovos que originam as larvas, pupas e adultos. Diferente dos mosquitos, a sua fêmea põe 

seus ovos no solo das florestas ou em ambientes modificados pela ação humana. Os 

ovos são pequenos e uma vez eclodidos, geram larvas, que são de difícil visualização a 

olho nu. As larvas alimentam-se da matéria orgânica vegetal presente no solo e passam 

por quatro fases, que no decorrer do desenvolvimento aumentam seu metabolismo e seu 

tamanho. Após isso, elas se transformam em pupas, que se fixam no substrato e não se 

alimentam. Esses insetos na fase adulta apresentam uma cabeça pequena, alongada e 

voltada para baixo, um aparelho bucal do tipo sugador-picador, asas estreitas e de forma 

lanceolada, ou seja, sempre levantadas quando estão pousados, corpo com coloração 

castanho-escura e totalmente revestido por cerdas (Pimenta et al., 2012; Sangiorgi et al., 

2012). Além disso, os adultos, criptozoários, possuem delgado exoesqueleto quitinoso, 

o que os torna bastante sensíveis às variações do meio ambiente (Forattini, 1973). Em 

flebotomíneos, ambos os sexos alimentam-se de sucos vegetais ou da secreção de 

afídeos (“honeydew”), substância rica em carboidratos (Forattini, 1973, Killick-

Kendrick, 1979, Souza et al., 1995). A hematofagia em flebotomíneos está restrita às 

fêmeas, desempenhando um papel importante na ovogênese. Algumas espécies de 

flebotomíneos possuem hábitos antropofílicos, o que lhes confere um importante papel 

na veiculação de patógenos humanos (Forattini, 1973). 

De acordo com Young e Duncan (1994), no Novo Mundo três gêneros de 

flebotomíneos são reconhecidos: Lutzomyia (França & Parrot, 1924), Brumptomyia 

(França & Parrot, 1921) e Warileyia (Hertig, 1940); entretanto, no gênero Lutzomyia é 

que são encontradas as espécies responsáveis pela transmissão da doença ao homem. Já 

no Velho Mundo existem três gêneros: Phlebotomus (Rondani & Berté, 1840), 
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Sergentomyia (França & Parrot, 1920) e Chinius (Leng, 1987), destacando-se 

importância para o gênero Phlebotomus. 

Atualmente podemos estimar em cerca de 800 espécies conhecidas, das quais o 

Brasil apresenta-se como o país com a maior diversidade (Lainson & Rangel, 2003; 

Young & Duncan, 1994) (Tabela 1.1). 

 

1.5 – Principais moléculas envolvidas na interação parasito-vetor 

 

Alguns antígenos presentes em Leishmania spp. vêm sendo intensamente 

estudados como possíveis fatores essenciais para seu ciclo de vida, virulência e 

patogenicidade. 

O Lipofosfoglicano (LPG) é um gliconjugado presente principalmente na 

superfície de promastigotas procíclicos e praticamente ausente em amastigotas de todas 

as espécies de Leishmania até hoje analisadas (Mcconville et al., 1987; 1991; Muskus, 

et al., 1997; Soares et al., 2005; Turco, 1992; Soares et al., 2002; revisto por de Assis et 

al., 2011). É ancorado à superfície celular via âncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) e 

uma de suas funções é atuar como uma molécula de adesão que participa de processos 

de interação com o epitélio intestinal do inseto vetor (Soares et al., 2002). Importantes 

evidências sobre o papel do LPG durante esse processo de interação foram 

demonstradas através do uso de parasitos mutantes deficientes em LPG que não são 

capazes de aderir e sustentar a infecção no intestino (Butcher et al., 1996; Sacks et al., 

2000).  

Soares e colaboradores em 2002 purificaram o fosfoglicano (PG) derivado do 

LPG extraído de formas procíclicas e metacíclicas de L. infantum. Após isso, incubaram 

o intestino dissecado de Lu. longipalpis com estes PGs, lavaram os intestinos e 

prosseguiram com a interação com formas procíclicas de L. infantum. Eles observaram 

que o índice de adesão dos parasitos procíclicos ao intestino pré-incubado com PG de 

formas procílicas foi muito menor do que quando a pré-incubação foi com PG de 

metacíclicos ou quando a interação foi realizada com intestinos sem pré-tratamento, 

mostrando assim a participação do PG no processo de interação parasito-vetor e que 

essa ligação é estágio-específica. O mesmo ensaio foi realizado anos mais tarde pelo 

mesmo grupo (Soares et al., 2005; 2010) usando o PG derivado do LPG extraído de L. 
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braziliensis, onde os intestinos dissecados de Lu. whitmani e Lu. intermedia foram pré-

tratados com o PG de formas procíclicas e metacíclicas de L. braziliensis e após isso 

incubados com as formas procíclicas deste parasito. Porém, neste ensaio, foi visto que 

ambos os tratamentos com PGs diminuem a adesão dos parasitos procíclicos aos 

intestinos dissecados dos insetos vetores, no entanto, a inibição foi muito maior quando 

PG de procíclico foi utilizada. 

Além do envolvimento desta molécula na interação com o hospedeiro 

invertebrado, o LPG também está envolvido na conferência de imunidade protetora no 

hospedeiro vertebrado contra o parasito, como mostrado por McConville e 

colaboradores em 1987, que verificaram que imunizando camundongos suscetíveis com 

LPG de L. major, obtinha-se uma proteção desses animais contra leishmaniose cutânea. 

Posteriormente, Russel e Alexander (1988) também conseguiram induzir proteção em 

camundongos suscetíveis com LPG de L. mexicana.  

Outro glicoconjugado abundante, ancorado via GPI, mas expresso nas duas formas 

do desenvolvimento do parasito (promastigotas e amastigotas) são os pequenos 

glicosilinositolfosfolipídeos (GIPLs) (Mcconville et al., 1991). Os GIPLs auxiliam o 

parasito L. major na sobrevivência dentro de macrófagos inibindo a síntese de óxido nítrico 

(Proudfoot et al., 1995; Zufferey et al., 2003). Amastigotas mutantes de L. amazonensis 

e L. mexicana, que perderam alguns ou todos GIPLs de superfície, também têm sua 

habilidade diminuída de sobreviver em macrófagos (Mensa-Wilmot et al., 1999; Ilgoutz 

et al., 1999; Garami et al., 2001; Ralton et al., 2003). Além disso, GIPLs extraídas de L. 

infantum e L. braziliensis também inibem a produção de óxido nítrico (NO) por 

macrófagos de camundongo estimulados com IFN-γ e LPS, os dois principais indutores 

da produção de NO, mas não inibem a produção de TNF-α (Assis et al., 2012). Neste 

mesmo trabalho, foi visto que esta inibição é dependente da estrutura intacta de GIPLs, 

pois com o pré-tratamento de GIPLs por 16 h com fosfolipase C (PLC), que cliva a 

âncora de GPI, restaura a produção de NO em macrófagos estimulados com IFN-γ. 

Os proteofosfoglicanos (PPG) são proteínas, que através de O-glicosilação, 

apresentam ligação de fosfossacarídeos na cadeia peptídica. Em promastigotas, um PPG 

secretado e filamentoso (fPPG), forma um agregado viscoso estabelecendo uma rede de 

filamentos fibrosos como um gel. O fPPG é secretado pela bolsa flagelar (Stierhof et al., 

1994) com 95% de sua composição de fosfoglicanos e a porção peptídica com 
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abundância de serina, alanina e prolina. Promastigotas leptomonas são as principais 

formas produtoras de fPPG no flebotomíneo (Rogers et al., 2002). Os fPPGs são 

detectados no intestino de Lu. longipalpis infectado com L. mexicana e L. infantum em 

cerca de 2 a 3 dias após infecção, com um pico de produção dentro de 5 a 7 dias (Rogers 

et al., 2002; Gossage et al., 2003; Rogers & Bates, 2007). Usando uma cepa de L. major 

mutante, deficiente na produção de LPG (lpg1) ou deficiente na expressão de todas as 

moléculas fosfoglicanas (PG) de superfície e secretada (lpg2), observou-se uma possível 

função dos PPGs secretados na sobrevivência de promastigotas durante a digestão do 

sangue no inseto (Sacks et al., 2000; Svárovská et al., 2010).  Corroborando com estes 

resultados, experimentos in vitro usando promastigotas incubados com lisado de 

intestino de flebotomíneo preparado após diferentes tempos de alimentação sanguínea, 

mostra que o PPG secretado confere proteção contra a ação enzimática do intestino do 

inseto (Secundino et al., 2010). Neste mesmo trabalho, os autores mostram que o PPG 

purificado, mas não o LPG, pode passivamente aderir à superfície de parasitos lpg2 para 

conferir tal proteção. Além disso, a participação dessa molécula de PPG parece ser 

importante no bloqueio do intestino anterior do inseto vetor, detendo a ingestão de 

alimento e levando o inseto a sucessivos repastos sanguíneos, aumentando as chances 

de disseminação da Leishmania spp. (Walters et al., 1989; Lawyer et al., 1990; Ilg, 

2000).  

Quando os PPGs são encontrados na membrana celular do parasito, sendo 

ancoradas por GPI, são chamadas de mPPG (Ilg et al., 1999b). A função do mPPG 

ainda não está totalmente clara, porém especula-se que esta molécula seja importante 

como ligante de receptores em macrófagos e em células intestinais do inseto vetor por 

apresentar uma estrutura bastante peculiar, com uma porção peptídica rica em repetições 

de serina extendida acima da membrana plasmática de Leishmania (Ilg, 2000). 

Outra função estabelecida para o PPG, na forma de gel secretado por 

promastigotas (PSG), é a habilidade de modificar o comportamento da alimentação 

sanguínea do inseto para a transmissão do parasito. Desde a descoberta dos 

flebotomíneos como vetores da Leishmania, vários trabalhos têm mostrado as diferentes 

mudanças no comportamento de flebotomíneos infectados. Estes vetores quando 

infectados exploram a fonte de alimentação (exemplo o homem) mais frequentemente, 

sendo mais propensos a se alimentar de forma incompleta em relação aos insetos não 



 

20 

 

 

infectados (Shortt et al., 1931; Killick-Kendrick et al., 1977; Beach et al., 1985; Rogers 

et al., 2002; Rogers & Bates, 2007; Maia et al., 2011; Rogers, 2012). Em 2002, uma 

clara relação entre a intensidade de infecção por Leishmania e a habilidade de 

alimentação de flebotomíneos foi estabelecida (Rogers et al., 2002). Neste trabalho, os 

autores mostram que a maior parte (87%) dos insetos muito infectados foi somente 

capaz de pegar uma parte do sangue disponível e isto foi associado com acúmulo de 

PSG, resultando em um aumento de 3 vezes no volume do intestino anterior e 

significante expansão da válvula do estomodeu. Em busca para a sua transmissão, a 

Leishmania também pode causar um dano na válvula do estomodeu revestido por 

quitina, quando se adere nela, através de modificações do seu flagelo e secreção de 

quitinase (Schlein et al., 1992; Volfetal, 2004; Rogers et al., 2008). A combinação 

destes dois eventos resulta na obstrução do intestino médio anterior com um plug de 

promastigotas de Leishmania e junto com seu gel, que distende e mantém 

permanentemente aberta a válvula danificada. Esta é a hipótese da adaptação do 

febotomíneo para a transmissão eficiente, promovendo o refluxo de parasitos durante a 

alimentação sanguínea e deposição de um grande número de formas infectantes (Shortt 

& Swaminath, 1928).  

Foi sugerido que a adesão de Leishmania spp. ao intestino anterior pode 

interferir com a função de mecanoreceptores que detectam o fluxo sanguíneo, podendo 

explicar assim, a reduzida habilidade destes insetos em se alimentar de sangue (Jenni et 

al., 1980; Molyneux & Jefferies, 1986). No entanto, tendo em vista estes resultados, foi 

proposto que o funcionamento destes mecanoreceptors é prejudicada por fPPG, que 

desempenha o papel de molécula manipuladora. Isso, por sua vez pode promover o 

estado de fome e a persistência do inseto, ou alternativamente, aumentar o ponto limite 

no qual o inseto tem sua procura por sangue inibida (Rogers, 2012). 

Além disso, foi proposto que, como a produção de PSG depende da 

metaciclogênse, a quantidade de PSG liberada pode também está correlacionado com o 

grau de infecção do inseto. Foram usados capilares para alimentação para analisar a 

transmissão de L. mexicana de Lu. longipalpis. Esta combinação de parasito-vetor, 

gerou grande quantidade de PSG (acima de 1 µg/inseto) e alta transmissão para 

camundongos (Rogers et al., 2006, 2008; Rogers & Bates, 2007). Esses resultados 

revelam que alta quantidade de PSG liberada está relacionada com grande quantidade de 
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parasitos transmitidos. Assim, reforçam a idéia de que o fPPG do parasito pode 

influenciar bastante o número de parasitos transmitidos e a proporção de gel co-

regurgitado (Rogers, 2012). 

Durante os primeiros dias de infecção, o parasito é mais vulnerável ao potente 

sistema imune do hospedeiro. Rogers e colaboradores em 2009 mostraram que a 

presença de PSG com macrófagos in vitro ou in vivo, beneficia a infecção, independente 

do estado de ativação da célula. Isto pode permitir a sobrevivência do parasito em um 

ambiente hostil tal como a pele inflamada devido às picadas do vetor ou imunizada com 

a saliva. Dentro dos macrófagos, as formas amastigotas secretam aPPG, que 

estruturalmente são definidas como uma cadeia polipeptídica modificada com 

fosfoglicanos ligados a resíduos de serina (Ilg et al., 1998). A secreção de aPPG dentro 

de macrófagos parece contribuir para manutenção do vacúolo parisitóforo (Peters et al., 

1997b). Além disso,  aPPG é capaz de ativar o complemento via proteína ligadora de 

manose. Em lesões ativas causadas por L. mexicana, a liberação de aPPG por células do 

hospedeiro rompidas ou devido ao tráfego vesicular, pode esgotar localmente o 

componente C3 e assim, pode prevenir a lise dos parasitos mediada pelo complemento. 

Isto foi demonstrado quando amastigotas de L. mexicana isoladas de lesões de um 

camundongo, não apresentaram fragmentos de C3 em sua superfície, enquanto que 

amastigotas de L. major deficientes em aPPG foram opsonizadas por C3b/C3bi (Peters 

et al., 1997a). 

Em 1989, Ismach e colaboradores, conseguiram identificar, através da produção 

de anticorpos monoclonais a partir de frações enriquecidas do flagelo de L. braziliensis, 

uma proteína de 13,2 kDa que se distribuía ao longo de todo o flagelo e que a pré-

incubação de L. major com o anticorpo que reconheceu essa proteína, promoveu uma 

redução em 42% na taxa de adesão ao tubo digestivo dissecado de P. papatasi. Essa 

proteína flagelar foi denominada como FLAG (Rojas, 1997) faz parte da família das 

pequenas proteínas miristiladas (SMP’s) (Tull et al., 2004). Em 2012, Di Blasi mostrou 

através da análise da transcrição gênica do gene FLAG em L. pifanoi, a maior expressão 

de FLAG na forma promastigota do que na amastigota. Além disso, neste mesmo 

trabalho foram feitos ensaios de inibição de adesão ao tubo digestivo realizando a pré-

incubação de três espécies de Leishmania do Novo Mundo com o anticorpo anti-FLAG. 

Os pares foram L. infantum x Lu. longipalpis, L. amazonensis x Lu. longipalpis e L. 
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major x Phlebotomus papatasi. Nos dois primeiros pares citados acima, não houve 

redução significativa na taxa de adesão. Porém, usando o par natural do Velho Mundo, 

L. major x P. papatasi, foi possível observar uma queda bastante acentuada, em 

aproximadamente 60%, na taxa de adesão dos parasitos ao tubo digestivo deste inseto. 

Outra molécula que parece ter papel fundamental durante a interação parasito-

vetor, é a glicoproteína de 63 kDa, gp63. Esta molécula pertence à família das metalo-

peptidases, é expressa em abundância na superfície celular das formas promastigotas de 

Leishmania (Yao et al., 2003), apresenta uma expressão aumentada nas formas 

promastigotas metacíclicas, que são as formas infectivas (fase estacionária de 

crescimento) e possui um baixo, porém detectável, nível de expressão intracelular em 

amastigotas (Medina-Acosta et al., 1989; Muskus & Marin Villa, 2002; McGwire et al., 

2002). Mesmo sendo expressa predominantemente na superfície de promastigotas de 

Leishmania, em vez de em amastigotas, sua função na interação com o hospedeiro 

invertebrado tem sido pouco investigada. Além disso, existem alguns dados conflitantes 

sobre o papel da gp63 nesta etapa do ciclo de vida desses tripanossomatídeos. Foi 

observado que a deleção dos genes codificantes da gp63, em Leishmania major, não 

altera seu desenvolvimento no interior do inseto Phlebotomus dubosqui (Joshi et al., 

2002). Já em L. amazonensis, cuja expressão dessa peptidase foi diminuída usando um 

vetor contendo o gene da gp63 em orientação reversa, foi demonstrada uma baixa 

colonização em Lu. longipalpis (Hajmová et al., 2004).  

Esses resultados contraditórios devem ser interpretados com cautela, pois existe 

a possibilidade da gp63 funcionar de forma diferente durante a interação dessas duas 

espécies de Leishmania com essas distintas espécies de vetores invertebrados, que pode 

ser correlacionado com competência vetorial (Santos et al., 2006). Além disso, estudos 

utilizando parasitos com alterações genéticas (nocaute, down-regulação ou 

silenciamento de RNA, por exemplo) podem levar a uma super expressão de outras 

moléculas para superar a função interrompida do gene alvo. O próprio LPG pode ser 

uma dessas moléculas, que além de ser a molécula mais abundante na superfície da 

forma promastigota deste parasito, também possui funções que se sobrepõe às da gp63, 

como a resistência à lise mediada pelo complemento e facilitação da fagocitose por 

macrófagos. Uma das funções melhor caracterizadas do LPG é justamente na interação 

com o inseto vetor, sendo responsável pela ligação do parasito e sua liberação do 
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intestino médio dos flebotomíneos, respondendo pela migração retrógrada dos 

promastigotas metacíclicos para a probóscide dos flebotomíneos (de Assis et al., 2011). 

Ainda é possível que a gp63 e o LPG, ou mesmo outras moléculas, podem atuar 

sinergisticamente ou redundantemente, com a falha de uma sendo compensada por outra 

(Yao, 2010). 

 

1.6 – Peptidases  
 
As peptidases, proteases ou peptídeo-hidrolases (E.C. 3.4), são enzimas de 

ocorrência geral capazes de clivar ligações peptídicas. Tradicionalmente, as peptidases 

são classificadas baseadas no tipo de reação catalisada e na natureza química do sítio 

catalítico (Bond & Butler, 1987), sendo divididas em exopeptidases e endopetidases. As 

exopeptidases atuam somente nos finais das cadeias polipeptídicas na região N ou C 

terminal. Aquelas que atuam na região amino terminal livre liberam um único resíduo 

de aminoácido (aminopeptidases), um dipeptídeo (dipeptidil-peptidases) ou um 

tripeptídeo (tripeptidil-peptidases). As exopeptidases que atuam na região carboxi 

terminal livre liberam um único aminoácido (carboxipeptidases) ou um dipeptídeo 

(peptidil-dipeptidases) (Beynon & Bond 1989, 2001). 

Algumas exopeptidases são específicas para dipeptídeos (dipeptidases) ou 

removem resíduos terminais que são substituídos, ciclizados ou ligados por ligações 

isopeptídicas. Ligações isopeptídicas são ligações peptídicas diferentes daquelas entre 

uma a-carboxila e um a-amino grupo, e estes tipos de enzimas são denominados omega 

peptidases. Já as endopeptidases atuam preferencialmente nas regiões internas da cadeia 

polipeptídica, entre as regiões N e C terminal (Beynon & Bond 1989, 2001). 

De acordo com o tipo de reação catalisada e o aminoácido crítico para a catálise, 

as peptidases podem ser divididas em subclasses do tipo serina-, cisteína-, aspártico-, 

metalo-, treonina- e glutâmico-peptidases. Algumas peptidases não se encaixam nestas 

subclasses e formam a subclasse 3.4.99, de mecanismo catalítico desconhecido (Barret, 

Rawlings & O’Brien, 2001). Em 2012, outro método de classificação foi apresentado e 

pode ser facilmente acessado no servidor de banco de dados MEROPS. Neste sistema, 

peptidases das diferentes classes podem ser ainda agrupadas em famílias com base nas 

semelhanças estatisticamente significativas na sequência de aminoácidos. Para 
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nomenclatura, cada família é identificada por uma letra que representa o domínio 

catalítico, onde A é utilizado para aspártico, C para cisteína, M para metalo, S para 

serina, T para treonina, L para glutâmico, N para o tipo de asparagina e U para um tipo 

desconhecido; seguido por um número característico. Famílias com homologia, que 

surgiram a partir de um único ancestral comum, são agrupadas em um clã. Ele 

representa uma ou mais famílias que mostram evidências sobre a relação evolutiva 

através de semelhantes estruturas terciárias, da ordem de resíduos no sítio catalítico na 

cadeia polipeptidica e seus motivos de sequências comuns ao redor do sítio catalítico. 

Para a representação do clã, duas letras são usadas, sendo a primeira relacionada com a 

família (MEROPS, 2012; Barret et al., 2003). 

Peptidases, entre muitas outras moléculas, têm sido avaliadas 

no que diz respeito ao seu potencial como novos alvos terapêuticos. Funções centrais 

em processos fisiológicos são realizadas por peptidases, que podem 

ser encontradas em organismos representantes de diversos domínios da vida como 

Eukarya, Bacteria e Archaea, assim como em Vírus (Lopez-Otín & Bond 2008). A 

importância das peptidases em sistemas biológicos é facilmente reconhecida, uma vez 

que todas as proteínas de uma célula precisam ser proteoliticamente processadas e ou 

degradadas, em algum momento do desenvolvimento celular. A regulação da 

localização de proteínas; a mobilidade e a atividade; a modulação de interações 

proteína-proteína; a geração, transdução e amplificação de sinais moleculares podem ser 

todos influenciados por atividade de peptidases (Lopez-Otín & Bond 2008). 

 

1.7 – Peptidases em Leishmania spp. 

 

Em Leishmania spp. e outros tripanossomatideos as peptidases desempenham 

um papel fundamental na interação parasito-hospedeiro, uma vez que estão envolvidas 

com a invasão pela degradação de tecido conjuntivo; com a degradação de proteínas do 

citoesqueleto do hospedeiro durante invasão ou ruptura das células do hospedeiro; com 

o escape ou modulação do sistema imunológico por degradação ou ativação de 

moléculas do sistema imune e com a invasão de células hospedeiras. Além de sua 

importância para a patogenicidade desses parasitas, as peptidases também estão 

envolvidas em eventos cruciais do ciclo de vida destes micro-organismos, tais como 
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remodelação do parasito durante a transição de um estágio de vida para outro e ativação 

ou degradação de enzimas ou proteínas regulatórias do parasito, além de participarem 

no processamento de proteínas para fins nutricionais (Sajid & McKerrow, 2002). 

Quatro classes de peptidases foram descritas em Leishmania spp. : aspártico-

peptidases, serina-peptidases, cisteína-peptidases e metalo-peptidases (Jaffe & Dwyer, 

2003; Mottram et al., 2004; Guedes et al., 2007; Valdivieso et al., 2007). 

As aspártico-peptidases estão presentes em um amplo grupo de organismos 

como vertebrados, plantas, fungos, protozoários, procariontes e retrovírus (Hill & 

Phylip 1997; James 1998; Dash et al., 2003). Essas endopeptidases têm atraído muito a 

atenção da comunidade científica, por exemplo, devido a sua potencial aplicação da 

indústria alimentícia e como alvo para terapia em doenças humanas importantes, como 

o uso da renina para hipertensão, catepsina D em metástases de diferentes células 

cancerígenas e na terapia antirretroviral altamente ativa (HAART) contra o vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) (Vermelho et al., 2008; Cooper, 2002; Scott et al., 

2006; Coombs et al., 2001; Benes et al., 2008; Vassar, 2002; Dominguez et al., 2004; 

Santos et al., 2013).  

O primeiro indício da presença de aspártico-peptidases em Leishmania foi 

relatado em L. amazonensis durante a diferenciação celular (Alves et al., 2005). A 

identificação destas enzimas foi confirmada em L. mexicana (Valdivieso et al., 2007). 

No entanto, devido a grande abundância de cisteína e metalo-peptidases nesse gênero, 

poucos estudos foram realizados a fim de buscar mais informações sobre as aspártico-

peptidases nesses parasitos. Em L. amazonensis a atividade proteolítica do extrato bruto 

foi inibida por inibidores de aspártico-peptidases, como a pepstatina A e inibidores de 

peptidases do HIV (IPs HIV) (Alves et al., 2005; Santos et al., 2009). A atividade 

proteolítica do extrato bruto de L. mexicana também foi parcialmente inibida por 

pepstatina A e por éster metílico de DL-diazoacetil-norleucina (DAN). O DAN também 

provocou em promastigotas desse parasito um efeito anti-proliferativo e induziu 

significativas alterações morfológicas como uma forma mais esférica e pelo menos dois 

núcleos por parasito, indicativo de bloqueio de divisão celular (Valdivieso et al., 2007).  

Atualmente, é conhecido que existem três genes de aspártico-peptidases 

descritos no genoma de Leishmania e que essas peptidases participam de vários 

processos responsáveis pela manutenção do metabolismo básico desses 
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tripanossomatídeos como proliferação, diferenciação e vias de sinalização para morte 

celular. Em adição, elas também participam em diferentes contextos da interação 

parasito-hospedeiro, tais como disseminação, adesão, escape, nutrição e 

imunomodulação das respostas imunes do hospedeiro (Rawlings, Barret & Baterman 

2012; Santos et al., 2013). 

 Outra classe de peptidase descrita em Leishmania é a serina-peptidase. Existem 

aproximadamente 40 famílias de serina-peptidases que são distinguíveis pelas suas 

estruturas primárias, sendo que estas famílias estão agrupadas em seis clãs pela 

comparação de suas estruturas terciárias. A classe serina-peptidase é subdividida em 

duas superfamílias que apresentam mecanismos catalíticos similares que evoluíram de 

forma independente. A superfamília de tripsina inclui tripsina e quimiotripsina, que são 

encontradas abundantemente em animais, enquanto a superfamília de subtilisinas está 

presente nas bactérias e fungos estudados até o momento (Hu & Leger, 2004; Page & 

DiCera, 2008). As serina-peptidases são bem conhecidas por suas funções essenciais em 

vários processos fisiológicos como o desenvolvimento, digestão (tripsina e 

quimiotripsina), coagulação, inflamação e na imunidade.  

A primeira evidência experimental da presença de serina peptidases em 

Leishmania spp. foi demonstrado em 2000 por Almeida-Campos e Horta (Almeida-

Campos & Horta 2000). Os autores correlacionaram o efeito lítico do extrato bruto de L. 

amazonensis para macrófagos devido a uma serina peptidase, com base na inativação 

deste efeito por inibidores específicos dessa peptidase. Uma proteína homóloga à serina 

peptidase foi posteriormente identificada em L. major, cuja atividade de hidrolisar 

substratos foi inibida por inibidores de peptidase específicos (Alphey et al., 2003). Em 

L. amazonensis, estudos de localização subcelular sugerem que em promastigotas uma 

serina peptidase com cerca de 56 kDa é predominantemente localizada na bolsa flagelar 

e em estruturas vesiculares que são morfologicamente semelhantes aos compartimentos 

de vias endocíticas assim como de vias de exocitose. Em amastigotas, a enzima foi 

localizada em estruturas correspondentes aos megassomos, além de em estruturas 

subcelulares como bolsa flagelar e vesículas citoplasmáticas, como também é visto em 

promastigotas (Silva-Lopez et al., 2004a). Além disso, outra enzima, porém com peso 

molecular de 68 kDa (Silva-Lopez & De-Simone 2004b) foi identificada e parece estar 
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presente na superfície da célula, bem como em compartimentos membranosos no 

citoplasma do parasito (Morgado-Díaz  et al., 2005). 

Outra serina peptidase, agora de 110 kDa, que aparece no extrato solúvel em 

detergente de L. amazonenses, é vista como um dímero de 60 e 45 kDa (Silva-Lopez & 

De-Simone 2004c). A enzima liberada de 110 kDa foi também identificada e parece 

ocorrer como um homodímero (Silva-Lopez et al., 2005). Enzimas semelhantes também 

foram identificados em L. braziliensis (Guedes et al., 2007) e L. donovani (Choudhury 

et al., 2009). Uma característica comum destas enzimas é a sua capacidade de digerir 

uma vasta gama de substratos proteicos e várias dessas enzimas são homodiméricas ou 

proteínas heterodiméricas. Em promastigotas de L. infantum, através de abordagens por 

imunocitoquímica, as serina-peptidases foram localizadas na região da bolsa flagelar e 

vesículas citoplasmáticas (da Silva-López et al., 2010). 

A Oligopeptidase B (OPB) é uma serina peptidase de ocorrência restrita, 

aparentemente estando presente em bactérias, plantas e tripanossomatídeos (Coetzer et 

al., 2008). A OPB tem sido descrita em várias espécies de Leishmania (de Matos 

Guedes et al., 2007; Ivens et al., 2005; Peacock et al., 2007; Morty et al., 1999; Bastos 

et al., 2013). Detecção de atividade de OPB no meio de cultura demonstrou a liberação 

de OPB por promastigotas de L. donovani (Silverman et al., 2008). Sua expressão é 

aumentada em amastigotas de L. braziliensis e L. donovani quando comparado com 

promastigotas (Gamboa et al., 2007; Rosenzweig et al., 2008), enquanto seus níveis de 

expressão são similares em todos os estágios de vida de L. major e L. mexicana 

(Ouakad et al., 2007; Holzer et al., 2006).  

Munday e colaboradores em 2011 mostraram, através do uso de cepas de L. 

major mutantes deficientes em OPB (∆opb), a redução no número de promastigotas 

metacíclicos em relação à população de cepas selvagens. Além disso, essa população de 

promastigotas metacíclicos mutantes teve uma capacidade de infectar macrófagos, 

proliferar e hidrolisar substratos bastante reduzidos em comparação com a cepa 

selvagem. 

As cisteína-peptidases são bastante distribuídas na família Trypanosomatidae. 

Têm sido detectadas em vários gêneros como Crithidia, Phytomonas, Herpetomonas, 

Trypanosoma, Leishmania e Endotrypanum. Estas enzimas estão envolvidas na 
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nutrição, ciclo de vida e na diferenciação morfológica destes parasitos (Rawling & 

Barret 1994). 

Em Leishmania, cisteína-peptidases são particularmente importantes para 

sobrevivência, a replicação, desenvolvimento, metabolismo, a infecção da célula 

hospedeira e evasão da resposta imune do hospedeiro. Assim, elas têm atraído 

considerável interesse como alvos para o desenho de novos agentes quimioterápicos e 

vacinas (Mottram et al., 2004). Leishmania spp. contêm três tipos de cisteína peptidases 

do clã CA, a CPA e CPB semelhantes a catepsina L e a CPC semelhante a catepsina B 

(Mottram et al., 2004). Estas CPs são freqüentemente referidas como as únicas CPs em 

Leishmania. No entanto, uma análise detalhada sobre o banco de dados do genoma de L. 

major revela um total de 56 genes que codificam para as CPs putativas, que são 

divididas em quatro clãs e 13 famílias. É possível que estas CPs desempenhem um 

papel crucial para o parasito, embora até agora a função da maioria destas CPs só pode 

ser prevista, com base no conhecimento atual dos homólogos de enzimas (Mottram et 

al., 2004). 

Até agora, as cisteína-peptidases bem caracterizadas funcionalmente são de 

Leishmania mexicana do Novo Mundo. Informações sobre as funções e importância 

dessas enzimas em interações parasito-hospedeiro foram obtidas pela geração de L. 

mexicana deficiente em CPB (∆cpb). Foi mostrado que promastigotas ∆cpb são menos 

capazes de infectar macrófagos que os parasitos do tipo selvagem in vitro e que esses 

promastigotas e amastigotas mutantes são capazes de formar apenas lesões pequenas, de 

crescimento lento em camundongos BALB/c (Mottram et al., 1996; Alexander et al., 

1998; Frame et al., 2000). Além disso, foi mostrado que a ausência dos genes cpb 

resultou numa mudança na resposta imune predominantemente Th2 (do tipo selvagem) 

à resposta Th1, normalmente observado quando as isoenzimas CPBs estão presentes 

(Alexander et al., 1998). Tem sido sugerido que em L. mexicana estas enzimas são 

vitais para a autofagia e diferenciação do parasito (Williams et al., 2006). 

Recentemente, o nosso grupo descreveu que a autofagia de Leishmania induzida por 

drogas é acompanhada por aumento da expressão de cpb (Santos et al., 2009). 

Os membros do complexo L. donovani também possuem múltiplas classes de 

cisteína peptidases, que são reguladas durante seu desenvolvimento (Omara-Opyene & 

Gedamu 1997; Mundodi et al., 2002), e estão envolvidas na sobrevivência do parasita 
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intracelular (Mundodi et al., 2005). Além disso, foi proposto que cisteína peptidases de 

L. donovani e L. infantum ativam o sistema cinina, um grupo de potentes peptídeos 

vasoativos proteoliticamente liberados por cininogênios (pertencem ao grupo das 

cistatinas, inibidores protéicos de cisteína peptidases), que têm sido reconhecidos como 

sinais de alerta do sistema imune inato (Svensjo et al., 2006). 

Em L. braziliensis, apenas cisteína peptidases variando de 20 kDa a 65 kDa têm 

sido relatadas (Alves et al., 1993). Um anticorpo policlonal contra CPB de L. 

amazonensis foi capaz de reconhecer polipeptídeos em L. braziliensis (Rebello et al., 

2009; Lima et al., 2009) e sua expressão parece estar correlacionada com a virulência 

do parasito (Lima et al., 2009). Um gene cpb de L. braziliensis foi clonado e expresso, 

revelando diferenças na utilização de substrato entre CPs de L. mexicana e L. 

braziliensis (Lanfranco et al., 2008). 

Outra cisteína peptidase descrita em Leishmania é a calpaína. Em L. major, um 

total de 27 peptidases como as calpaínas têm sido descritas com base na busca por 

domínios conservados no genoma (Ersfeld et al., 2005). Em L. major, foi demonstrado 

que uma peptidase relacionada à calpaina (LmCALP20.2) é altamente expressa na fase 

de promastigotas e LmCALP20.1, codificada pelo gene adjacente,  muito expressa na 

fase metacíclica subsequente (Saxena et al., 2003). Nosso grupo demonstrou que 

MDL28170, um inibidor potente de calpaina, é capaz de reduzir proliferação de 

promastigota em cultura e induzir a morte celular (d'Avila-Levy et al., 2006c), 

provavelmente através de apoptose (dados não publicados).  

As metalo-peptidases são endopeptidases bem estudadas e caracterizadas no 

gênero Leishmania e já foram descritas em todas as espécies desse gênero. Nos últimos 

anos vem sendo demonstrado que a massa molecular das metalo-peptidases desse 

parasito é muito variada, podendo ser detectadas enzimas entre 59 kDa a 205 kDa (de 

Araujo Soares et al., 2003; Alves et al., 2004; Cuervo et al., 2006). Essas peptidases são 

dependentes de zinco, e a mais estudada é a glicoproteína gp63.  

 
1.8 – A gp63  
 

Em meados da década de 1980, foi identificada e caracterizada uma proteína em 

promastigotas de diferentes espécies do gênero Leishmania (Fong & Chang 1982; 
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Lepay et al., 1983; Bouvier et al., 1985; Etges, Bouvier & Bordier 1986) que 

apresentava reatividade imunológica cruzada com o soro obtido de hospedeiros 

infectados com Leishmania spp. Esta proteína apresenta uma massa molecular com 

cerca de 63 kDa; é uma metalopeptidase dependente de zinco; e é responsável por cerca 

de 1% das proteínas totais em promastigotas (Bouvier et al., 1985). Esta proteína 

também é conhecida como leishmanolisina, glicoproteína de 63 kDa (gp63), peptidase 

ácida de superfície, peptidase de superfície de promastigotas (PSP) e ultimamente como 

principal peptidase de superfície (major surface peptidase, MSP), e pertence a classe 

enzimática EC 3.4.24.36 (clã MA , família M8 de endopeptidases), com várias 

características em comum com metalopeptidases de matriz extracelular de mamíferos 

(Figura 1.6) (Yao et al., 2003; Yao 2010; d’Avila-Levy et al., 2013). 

 

Figura 1.6. Visão geral dos clãs e famílias de metalopeptidases de acordo com o banco de 
dados MEROPS (Rawlings, Barret & Baterman 2012). O clã (caixas pretas) contêm 
enzimas que têm surgido a partir de uma origem evolutiva comum de peptidases e 
representam uma ou mais famílias (círculos cinza escuro) que mostram evidências de sua 
relação evolutiva. Os círculos brancos representam seis famílias com clãs não atribuídos. 
A GP63 pertence ao clã MA, família M8, como destacado. Este clã possui 39 famílias, das 
quais apenas oito são representados (d’Avila-Levy et al., 2013). 
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A gp63 é sintetizada no retículo endoplasmático, onde a sequência sinal é 

clivada após a tradução. Um carboidrato N-ligado é adicionado e o peptídeo C-terminal 

(cerca de 25 aminoácidos)  é subtituído  por uma estrutura de ancoragem à membrana, 

uma âncora de  glicosilfosfatidilinositol (GPI). Processamento proteolítico subsequente 

envolve a clivagem de um pró-peptideo para produzir a cadeia polipeptídica madura. O 

pró-peptideo predito contém um resíduo de cisteína que é conservado em todas as 

moléculas de gp63 através das espécies. Em L. major, este resíduo parece contribuir na 

modulação da ligação de átomos de zinco no local do sítio ativo e regulando assim a 

atividade enzimática. Esse mecanismo pode ser usado pelo parasito para evitar sua 

autodestruição pela enzima gp63 ativa (Macdonald et al., 1995).  

Essa peptidase é principalmente encontrada na sua forma ancorada à membrana 

plasmática por uma âncora de GPI (Bordier et al., 1986), mas através de biotinilação de 

superfície, citofluorimetria e microscopia imunoeletrônica, mostram-se existir também 

as isoformas hidrofílicas (Weise et al., 2000). Além disso, a gp63 associada à 

membrana ou na forma livre, também é liberada por promastigotas para o meio 

extracelular. Capeamento de células vivas induzido por anticorpo demonstrou que a 

peptidase de superfície é livre para se mover no plano da membrana, concentrando 

primeiro nas extremidades das células, e depois sendo liberada para o meio (Fong & 

Chang 1982, Chang et al. 1986). Embora a âncora GPI possa ser clivada com a 

fosfolipase C (PLC), revelando o epítopo determinante de reação cruzada (CRD), 

evidências usando anticorpos contra CRD indicam que a âncora de GPI não é 

enzimaticamente clivada in vivo durante a liberação da gp63 a partir da superfície do 

parasito (McGwire et al., 2002, Yao et al., 2003). Foi demonstrado que a liberação de 

gp63 de L. amazonensis para o meio extracelular foi poderosamente diminuída na 

presença de um quelante de metal, a 1,10 – fenantrolina ou quando havia uma mutação 

no sítio de ligação ao zinco, sugerindo que a liberação da gp63 é dependente de 

autoproteólise (McGwire et al., 2002). 

Várias espécies de Leishmania contêm distintas classes de genes GP63 que são 

diferentemente regulados durante todos os estágios do ciclo de vida, incluindo 

amastigotas, promastigotas procíclicos e metacíclicos (Medina- Acosta et al., 1993). Por 

exemplo, a expressão de gp63 ligada à membrana na foma amastigota é muito reduzida, 

embora uma forma solúvel de gp63 seja localizada no lisossomo do parasito (Medina -
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Acosta et al., 1989, Schneider et al., 1992 , Ilg et al., 1993). Por isso, a proteína gp63 

pode desempenhar um papel vital nas diferentes fases do ciclo de vida de Leishmania 

(Figura 1.7). 

 
 

 
 

Figura 1.7. Subpopulações de gp63 (MSP) e possíveis funções em promastigotas de 
Leishmania no inseto vetor e no hospedeiro mamífero. Círculos sólidos e abertos 
representam as MSPs localizadas na superfície e internamente, respectivamente. As setas 
representam liberação de MSP para o meio extracelular, com suas larguras proporcionais 
às quantidades de MSP liberadas. A liberação de MSP na forma de promastigotas 
procíclicos e metacíclicos dentro do inseto (lado esquerdo) é retratada no diagrama 
superior e no inferior respectivamente. Um promastigota metacíclico é retratado no lado 
direito referente ao hospedeiro mamífero (Adaptado de Yao et al., 2007). 
 
 
 

Homólogos de gp63 também têm sido identificados em T. cruzi, T. brucei e T. 

rangeli (Bangs et al., 1997, El-Sayed & Donelson 1997, Grandgenett et al., 2000, 

Bangs et al., 2001, Cuevas et al., 2003, LaCount et al., 2003, Grandgenett et al., 2007, 

Kulkarni et al., 2009, Ferreira et al., 2010). No genoma de T. cruzi, genes codificando 
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gp63 estão extensivamente amplificados (mais que 420 genes e pseudogenes) quando 

comparado ao genoma de T. brucei e L. infantum. No entanto, existe uma correlação 

indireta entre expansão gênica e atividade proteolítica. Por exemplo, T. cruzi é de longe 

o protozoário com a maior expansão gênica de gp63, enquanto sua atividade de 

metalopeptidase é de difícil detecção por SDS-PAGE-substrato. Já Leishmania spp. 

apresenta atividade de metalopeptidase facilmente detectável por SDS-PAGE-substrato 

mesmo possuindo um baixo número de genes GP63. Interessantemente, em extratos 

celulares do parasito L. tarentolae, que tem sido classificado como subgênero 

Sauroleishmania com bases em critérios biológicos e diferença de genes (Croan et al., 

1997; Zelazny et al., 2005; Asato et al., 2005; Fraga et al., 2010), o gene GP63 é 

altamente expandido, com 49 genes possíveis, em comparação com 29 em L. 

braziliensis, 7 em L. infantum e 5 em L. major (Raymond et al., 2012). Uma vez que 

nenhuma atividade dessa metalopeptidase foi detectada em L. tarentolae, os autores 

hipotetizam que a alta variabilidade na sequência dos genes GP63 nesse parasito pode 

afetar atividade de peptidase da gp63 (Raymond et al., 2012). 

Cuevas et al., (2003) analisaram o genoma de T. cruzi e identificaram vários 

grupos de genes que pertencem à família da gp63, com vários membros em cada um. 

Neste sentido, os genes GP63 foram agrupados em Tcgp63-I e II, que estão presentes 

como genes de alto número de cópias, bem como Tcgp63-III, que são os pseudogenes 

(Cuevas et al., 2003). Pelo menos quatro RNAm de gp63, que pertencem ao Tcgp63-I, 

são regulados ao longo das diferentes fases do desenvolvimento do parasito, sendo mais 

abundante em amastigotas do que em epimastigotas ou tripomastigotas (Grandgenett et 

al., 2000). Embora os genes Tcgp63-II sejam mais abundantes no genoma do T. cruzi 

do que os Tcgp63-I, apenas o último é detectável em nível de proteína e apresenta 

expressivos níveis de RNAm em todas as fases de desenvolvimento da cepa T. cruzi CL 

Brener. Tcgp63-I é uma enzima proteoliticamente ativa ligada à membrana por uma 

âncora de GPI e com um possível papel na infecção de células de hospedeiro, uma vez 

que anticorpos criados contra um peptídeo sintético derivado da sequência de Tcgp63-I 

parcialmente bloqueou a invasão de células Vero por tripomastigotas (Cuevas et al., 

2003). Em 2009, Kulkarni e colaboradores, desenvolveram um anticorpo policlonal 

contra a Tcgp63 recombinante. Eles viram que o tratamento de tripomastigotas com 

esse anticorpo conseguiu reduzir a infecção em mioblastos. 
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Recentemente, Ma e colaboradores (2011) reanalisaram os genes GP63 e 

classificaram peptidases gp63 de T. cruzi em quatro grupos de acordo com 

características de sequência. Os autores também compararam a semelhança entre gp63 

de tripanosomatideos, insetos vetores e hospedeiros (humanos e roedores), e verificaram 

que a gp63 de tripanosomatideos é mais semelhante às dos seus vetores (Ma et al.,  

2011). O possível papel da Tcgp63 na interação do T. cruzi com o intestino médio de 

triatomíneos ainda não foi avaliado, mas é uma possibilidade em aberto, devido à sua 

localização superficial e expressão em epimastigotas, bem como em tripomastigotas 

metacíclicos. Neste sentido, o nosso grupo de pesquisa analisou os efeitos de inibidores 

de metalopeptidases, bem como o efeito do anticorpo produzido por Cuevas et al., 

(2003), e ambos os tratamentos reduziram significativamente a adesão de T. cruzi ao 

intestino médio explantado de Rhodnius prolixus (Uehara L.A., dados não publicados). 

Outro parasito que abriga genes GP63 é o T. brucei, o agente causador da 

doença Africana do sono em seres humanos, que é transmitida pela picada da mosca tsé-

tsé infectada. A superfície das formas sanguíneas desse parasito é coberta por uma 

abundante proteína de superfície variante ancorada por GPI (VSG). Durante a 

diferenciação das formas sanguíneas para as formas procíclicas, a VSG é substituída por 

outra glicoproteína, designada como proteína ácida repetitiva em procíclicos (PARP) ou 

prociclina (Gruszynski et al., 2006).  

Em 1993, Ziegelbauer e colaboradores, pela primeira vez, mostraram a 

participação de uma peptidase no processo de liberação da VSG em T. brucei durante 

essa transformação das formas sanguíneas para as formas procíclicas. Mais tarde, foi 

demonstrado que esta peptidase é uma metalopeptidase dependente de zinco (Bangs et 

al., 1997), que está presente em toda a fase procíclica. No mesmo ano, El-Sayed & 

Donelson mostram pela primeira vez a presença em T. brucei de genes homólogos aos 

genes GP63 de Leishmania (El-Sayed & Donelson 1997). 

Em 2003, homólogos de GP63 em T. brucei foram bem caracterizados. Eles 

pertencem a pelo menos três famílias de genes (TbMSP-A,-B e-C) com base em suas 

diferentes regiões não traduzidas (UTRs) e sua expressão diferencial durante o ciclo de 

vida de T. brucei. Todas as famílias de genes contêm aproximadamente 30% de 

identidade de aminoácidos com a gp63 de Leishmania. RNA de interferência de 

TbMSP-B revelou que esta molécula pode funcionar para liberar o VSG transgênico a 
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partir da superfície de tripanossomas procíclicos. Assim, TbMSP-B confere uma função 

de processamento de proteínas para a superfície de tripanossomas africanos (LaCount et 

al., 2003). Nenhum efeito sobre a cinética de crescimento de tripanossomas em cultura 

quer em formas procíclicas ou sanguíneas, foi observado (LaCount et al., 2003). VSGs 

são ativamente liberadas por duas maneiras: hidrólise de GPI e proteólise. TbMSP-B 

está presente nas formas sanguíneas e procíclicas e, juntamente com a fosfolipase C 

(GPI-PLC) atua na remoção (60%) da VSG durante a diferenciação da forma sanguínea 

para a forma procíclica, assim como demonstrado por análises através de deleção gênica 

(Grandgenett et al., 2007).  

Em T. rangeli, 13 sequências foram identificadas correspondentes aos genes 

GP63 de outros tripanosomatideos descritos (Ferreira et al., 2010). Algumas das gp63 

de T. rangeli identificadas apresentam o motivo HEXXH, que é característica do sítio 

catalítico de metalopeptidases; a presença de duas histidinas e um resíduo de ácido 

glutâmico é conservada entre todas as sequências de gp63 dos tripanossomatídeos 

estudados e são essenciais para a atividade proteolítica (McGwire & Chang 1996). 

Transcritos de GP63 foram detectados nas formas epimastigotas de T. rangeli, 

que mostra novas possibilidades para estudar a função dessa família de genes em um 

tripanossoma não patogênico (Ferreira et al., 2010), incluindo na interação de T. rangeli 

com o inseto hospedeiro. 

Desde a sua descoberta, devido a suas potenciais funções relevantes ao longo do 

ciclo de vida de Leishmania e outros parasitos, além de seu potencial terapêutico, a 

gp63 tem sido extensivamente investigada e uma grande quantidade de funções têm 

sido descritas para essa peptidase de Leishmania spp. durante a interação com o 

hospedeiro vertebrado. Ela está implicada na evasão da lise pelo sistema complemento, 

através da clivagem do componente C3 (Chaudhuri & Chang 1988), bem como a 

conversão do C3b à sua forma inativa, iC3b (Brittingham et al., 1995); invasão tecidual 

pela degradação do tecido conjuntivo, por exemplo, através da hidrólise de 

componentes da matriz extracelular, como o colágeno tipo IV  (McGwire et al., 2003); 

promoção da fagocitose das formas promastigotas através de receptores dos 

macrófagos, tais como CR3 (Mosser & Edelson 1987; Russell et al., 1989; Brittingham 

et al., 1995); degradação de proteínas citosólicas relacionadas ao substrato para proteína 

quinase C rico em resíduos de alanina miristoladas (MARCKS) (Corradin et al., 1999); 
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ela também contém uma sequência SRYD que é antigenicamente relacionada a 

sequência RGDS de fibronectina, sugerindo uma potencial interação da gp63 com 

receptores de fibronectina dos macrófagos (Soteriadou et al., 1992); é capaz de clivar 

CD4 de superfície, podendo diminuir a resposta de células T (Hey et al., 1994); e 

também pode clivar peptídeos intracelulares apresentados por moléculas MHC de classe 

I (Garcia et al., 1997). 

Curiosamente, a gp63 é expressa predominantemente na superfície de 

promastigotas de Leishmania, em vez de em amastigotas. Apesar disso, pouco se sabe 

sobre as funções desempenhadas por essa molécula durante a fase de vida do parasito no 

inseto vetor, possivelmente em função da clara e inequívoca participação do LPG neste 

processo (Soares et al., 2010). Entretanto, outras moléculas devem participar, ou serem 

igualmente cruciais para esta etapa do ciclo de vida do parasito, como por exemplo, a 

gp63. 

Existe uma enorme quantidade de informação que liga indiretamente a gp63 a 

uma função nesta parte do ciclo de vida dos parasitos. O estudo em tripanossomatídeos 

monoxênicos e tripanosomatídeos de plantas tem contribuído consideravelmente para 

melhorar o conhecimento sobre o papel da gp63 na interação com o inseto. 

Tripanosomatideos monoxênicos desenvolvem o seu ciclo de vida limitado ao 

hospedeiro invertebrado, apresentando formas específicas do desenvolvimento, 

enquanto que tripanosomatideos de plantas, Phytomonas, alternam entre uma planta e 

um inseto hospedeiro. Um trabalho pioneiro publicado por Etges em 1992 mostra, em 

parasitos monoxênicos dos gêneros Crithidia e Herpetomonas, a presença de uma 

metalopeptidase de superfície com características bioquímicas semelhantes a gp63. Um 

ano depois, Inverso et at., (1993) demonstraram que o parasito Crithidia fasciculata 

contém homólogos de genes GP63 de Leishmania, que são transcritos e contêm 

possíveis locais de adição da âncora de GPI. Mais tarde, no mesmo ano, Schneider e 

Glaser também demonstraram semelhanças entre gp63 de Leishmania e uma 

metalopeptidase de superfície de Herpetomonas samuelpessoai, tais como a localização 

na superfície, incluindo uma âncora de GPI, a inibição por 1,10- fenantrolina e clivagem 

de um substrato nonapeptideo demonstrado anteriormente ser hidrolisado somente por 

gp63 de Leishmania (Bouvier et al., 1990). Além disso, atividades proteolíticas com 

propriedades bioquímicas similares as da gp63 e com reatividade cruzada com 
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anticorpos gerados contra a gp63 de Leishmania já foram previamente identificadas nos 

gêneros Crithidia (d’Avila-Levy et al., 2001, 2003), Herpetomonas (Nogueira de Melo 

et al., 2006; Pereira et al., 2010), Blastocrthidia (d’Avila-Levy et al., 2005, esse gênero 

atualmente é conhecido como Strigomonas, Teixeira et al. 2011), Leptomonas (Jaffe & 

Dwyer 2003) e Phytomonas (d’Avila-Levy et al., 2006a, 2006b) (Tabela 1.2). 
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Tabela 1.2. Presença de homólogos da gp63 em tripanossomatídeos monoxênicos e de 
plantas (adaptada de d’Avila-Levy et al., 2013). 

 
Tripanossomatídeos 

Massa molecular 
de proteínas 
homologas à 

gp63* 

Presença de 
uma ancora 

de GPI ╫ 

Atividade (s) de 
metalopeptidase 

associada a 
célula † 

Função na adesão 
no invertebrado 

 
Referência(s) 

Strigomonas culicis 50 (c, s) + 50, 55, 76 Não determinada d’Avila-Levy et al. 2005 

Angomonas deanei 62 (c, s), 67 (c) + 51, 58 
Aedes aegypti 

(intestino) 
d’Avila-Levy et al. 2003, 

2006a, 2008 

Crithidia fasciculata 54 (s) a + a 59, 63 Não determinada 
Etges 1992, Inverso et al. 
1993, Branquinha et al. 

1996 

Crithidia guilhermei 62 (c, s), 67 (c) 
Não 

determinada 
57, 61 

Aedes aegypti 
(intestino) 

Branquinha et al. 1996, 
Nogueira de Melo et al. 

2001, d’Avila-Levy et al. 
2006a 

Crithidia lucilae 
75 (s), 97 (s), 

>100 (s) 
Não 

determinada 
55, 61 Não determinada 

Branquinha et al. 1996, 
Jaffe & Dwyer 2003 

Herpetomonas 
megaseliae 

52 (c, s), 60 (c), 
63 (c) 

 

 
+ 

50, 60, 70 

Aedes aegypti 
(intestino) e  

Megaselia scalaris 
(intestino) 

Nogueira de Melo et al. 
2006 

Herpetomonas 
samuelpessoai 

63 (c, s) 
 

+ 
55–66 

 
Aedes aegypti 

(intestino) 
 

Schneider & Glaser 1993, 
Branquinha et al. 1996, 

Santos et al. 2003, Elias et 
al. 2006, Pereira et al. 

2010b 

Leptomonas colossoma 52 (c, s), 63 (c, s) 
Não 

determinada 
Não detectada 

Aedes albopictus 
(linhagem celular) 

Pereira et al. 2009 

Leptomonas samueli 52 (c, s), 63 (c, s) 
Não 

determinada 
60, 70 

Aedes albopictus 
(linhagem celular) 

Pereira et al. 2009 

Leptomonas wallacei 52 (c, s), 63 (c, s) 
Não 

determinada 
55 

Aedes albopictus 
(linhagem celular) 

Pereira et al. 2009 

Leptomonas seymouri 97 (s) 
Não 

determinada 
65, 70, 78, 80 Não determinada 

Jaffe & Dwyer 2003, 
Santos et al. 2005 

Phytomonas françai 62 (c), 67 (c, s) 
Não 

determinada 
Não determinada 

Aedes aegypti 
(intestino) 

Almeida et al. 2003, 
d’Avila-Levy et al. 2006a 

Phytomonas serpens 
52 (c), 60 (c, s), 

63 (c) 
 

+ 
Não determinada 

Oncopeltus fasciatus 
(glândula salivar) 

Vermelho et al. 2003, 
d’Avila-Levy et al. 2006b, 

Santos et al. 2007 
 
*A massa molecular de homólogos da gp63 (em kDA) foi determinada por comparação com o padrão de proteínas após SDS-PAGE 
e Western blotting utilizando anticorpos policlonais anti-gp63. As letras (c) e (s) referem-se a polipéptideos associados e secretados 
por células, respectivamente. 
╫ Presença de uma âncora de GPI (+) foi avaliada por tratamento de parasitos ou polipeptideos purificados com fosfolipase C e a 
marcação dos polipeptideos com anticorpo com anti-CRD. 
a Gene com elevada homologia com a gp63 foi clonado e sequenciado em C. fasciculata, o gene contém um local potencial para a 
adição de uma âncora de glicosilfosfatidilinositol. 
† Os números indicam as massas moleculares relativas em quilodaltons de metalopeptidases detectadas por SDS-PAGE-gelatina. 
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Após estes trabalhos, foi especulado que gp63 possa realmente executar uma 

função durante a fase de vida no inseto hospedeiro, considerando que esta é a única 

etapa compartilhada do ciclo de vida entre Leishmania e esses tripanosomatídeos 

monoxênicos e Phytomonas. 

Nosso grupo de pesquisa vem procurando avaliar essa possível relevância da 

gp63 na interação parasito-inseto hospedeiro, empregando abordagens bioquímicas, 

tripanossomatídeos monoxênicos e tripanossomatídeos de plantas como modelo. Para 

isso, usamos Aedes aegypti como um modelo experimental para estudos sobre a 

interação tripanossomatídeos-insetos. De fato, Strigomonas culicis (anteriormente 

conhecido como Blastocrithidia culicis, Teixeira et al., 2011) e Herpetomonas 

samuelpessoai podem colonizar com sucesso o  intestino de A. aegypti  (Correa-da-

Silva et al., 2006, Pereira et al., 2010b). Além disso, Herpetomonas sp. é encontrado 

repetidamente na natureza neste inseto (Weinman & Cheong 1978). Nosso grupo de 

pesquisa vem demonstrando também essa adequação de A. aegypti como modelo 

experimental para estudos de interação, através da comparação entre a interação de H. 

megaseliae com seu inseto hospedeiro original Megaselia scalaris e com A. aegypti. 

Interessantemente, a taxa de adesão ao intestino de A. aegypti foi cerca de 6 vezes maior 

do que em Megaselia scalaris (Nogueira de Melo et al., 2006). Esses resultados 

surpreendentes podem ser explicados também, pois não há uma sistemática de estudo da 

prevalência de tripanossomatídeos monoxênicos em populações naturais de insetos, 

apenas observações acidentais (Ebbert et al., 2001). Em conjunto, esses resultados 

validam este hospedeiro invertebrado como um modelo adequado. 

 Um de nossos trabalhos analisou a relevância da gp63 no processo de adesão de 

H. megaseliae ao intestino explantado de A. aegypti. Os ensaios consistiram em: incubar 

os intestinos dos insetos dissecados com a gp63 purificada; e os parasitos foram pre-

tratados com anticorpo anti-gp63 ou com a PLC. Todos os ensaios apresentaram uma 

reduzida adesão desses tripanossomatídeos ao intestino do inseto (Nogueira de Melo et 

al., 2006). 

Outro parasito estudado foi a Phytomonas françai (d’Avila-Levy et al., 2006a). 

Este parasito está asociado com uma doença conhecida como “chocamento das raízes”, 

caracterizada pelo pobre desenvolvimento das raízes e clorose geral da parte áerea da 

planta (Vainstein & Roitman 1986). P. françai, apresenta grande quantidade de 
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moléculas como a gp63 em sua superfície, comparado a outras espécies de 

tripanossomatídeos onde também já foram encontradas moléculas como a gp63 (C. 

guilhermei e a cepa curada de Angomonas deanei, anteriormente conhecida como 

Crithidia deanei, Teixeira et al., 2011). Curiosamente, P. françai interagiu mais 

eficientemente do que as duas espécies de Crithidia com o intestino de A. aegypti 

(d'Avila-Levy et al., 2006a). Similarmente, a cepa de A. deanei contendo um 

endosimbionte apresenta uma maior exposição dessas moléculas semelhantes à gp63 em 

sua superfície (d'Avila-Levy et al., 2008) e as taxas de interação com o intestino do 

inseto e com linhagens celular, foram cerca de 2 vezes maior do que na cepa sem o 

endosimbionte (Fampa et al., 2003, d'Avila-Levy et al., 2005b, d'Avila-Levy et al., 

2008). Essa correlação entre a expressão de proteínas de superfície como a gp63 e 

adesão de tripanossomatídeos ao intestino, corroboram ainda mais com uma possível 

participação dessa molécula neste processo de adesão (Tabela 1.2). 

Cepas selvagens de A. deanei tratadas com PLC reduzem seus níveis de 

moléculas como a gp63 em sua superfície a níveis similares aos das cepas curadas. 

Além disso, foi visto que essas cepas selvagens tratadas com a PLC tiveram taxas de 

adesão ao intestino de A. aegypti semelhantes às da cepa curada (d’Avila-Levy et al., 

2008). 

 A taxa de adesão de P. françai, A. deanei e C. guilhermei ao intestino de A. 

aegypti, também foi reduzida através do pré-tratamento desses parasitos com o 

anticorpo anti-gp63 ou do pré-tratamento do intestino com a enzima semelhante a gp63 

de cada parasito purificada ou ativa proteoliticamente, inativada pela remoção de íons 

do seu sítio ativo (apoenzima) ou inativada por desnaturação (calor) (d’Avila-Levy et 

al., 2006a). Esses resultados sugerem além da existência de um possível receptor para a 

gp63 no intestino desse inseto, a não importância da estrutura terciária da proteína para 

a realização da adesão ao receptor. Assim, foi identificada uma proteína de 50 kDa no 

extrato do intestino de A. aegypti, considerada o possível receptor para moléculas como 

a gp63 (d’Avila-Levy et al., 2006a). 

 Outro processo de adesão analisado foi entre P. serpens e a glândula salivar de 

Oncopeltus fasciatus. O pré-tratamento dos parasitos com anticorpo anti-gp63 reduz 

significativamente a adesão à glândula salivar explantada. Além disso, foi encontrada 
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também uma proteína de 50 kDa no extrato dessa glândula, indicando assim, a presença 

de um possível receptor para a gp63 também (d’Avila-Levy et al., 2006b) (Tabela 1.2). 
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II.  JUSTIFICATIVA 

O papel da gp63 na interação de Leishmania spp. com o hospedeiro vertebrado 

já é bem estabelecido. Essa metalopeptidase é implicada em processos como a evasão 

da lise pelo sistema complemento (Chaudhuri & Chang 1988); invasão tecidual pela 

degradação do tecido conjuntivo (McGwire et al., 2003); e promoção da fagocitose das 

formas promastigotas através de receptores dos macrófagos, tais como o CR3 (Mosser 

& Edelson 1987; Russell et al., 1989; Brittingham et al., 1995). No entanto, a gp63 é 

expressa predominantemente na superfície de promastigotas de Leishmania spp. em vez 

de em amastigotas. Apesar disso, pouco se sabe sobre as funções desempenhadas por 

essa molécula durante a fase de vida do parasito no inseto vetor, possivelmente em 

função da já bem caracterizada participação do LPG neste processo (Soares et al., 

2010). Entretanto, outras moléculas devem participar, ou serem igualmente cruciais para 

esta etapa do ciclo de vida do parasito, como por exemplo, a gp63. 

Nesse contexto, neste projeto, pretendemos através de abordagens bioquímicas, 

analisar o papel dessa metalopeptidase na interação de L. braziliensis e L. infantum com 

seus respectivos insetos hospedeiros. A identificação de moléculas-chave na interação 

dos tripanossomatídeos com seus hospedeiros invertebrados é válida para melhor 

compreensão da bioquímica e fisiologia destes parasitos, para esclarecer alguns aspectos 

da interação parasito-vetor e ampliar as perspectivas para o desenvolvimento de 

estratégias que bloqueiem a transmissão vetorial. 
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III. OBJETIVOS  

1 – Objetivo Geral 

Avaliar o papel da gp63 na interação de L. braziliensis e L. infantum com o 

intestino do hospedeiro invertebrado e com células embrionárias de Lutzomyia 

longipalpis (LL5). 

 
2 -  Objetivos Específicos 

 
PARTE I: ensaios de interação parasito-vetor 
 

•  Analisar o efeito dos inibidores de metalo peptidases sobre a viabilidade de L. 
braziliensis e L. infantum; 

 
• Analisar o efeito dos inibidores de metalo peptidases e do anticorpo anti-gp63 

sobre a interação de L. braziliensis e L. infantum com células embrionárias de 
Lu. longipalpis (LL5); 

 
• Analisar o efeito dos inibidores de metalo peptidases e do anticorpo anti-gp63 

sobre a interação de L. braziliensis e L. infantum com os intestinos dissecados de 
seus respectivos hospedeiros invertebrados (Lu. intermedia e Lu. longipalpis);  

 
• Analisar o efeito do fosfoglicano (PG) puro sobre a interação entre L. 

braziliensis e L. infantum com os intestinos dissecados de seus respectivos 
hospedeiros invertebrados (Lu. intermedia e Lu. longipalpis); 

 
PARTE II: etapas preliminares da purificação da gp63 

 
• Isolar uma fração enriquecida da metalo peptidase gp63 do sobrenadante de 

cultura de L. braziliensis. 
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IV. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
1. Células e cultivo 

A linhagem celular LL5 (células embrionárias de Lu. longipalpis) cedida 

gentilmente pela Dra Yara Maria Traub-Csekö (Laboratório de Biologia Molecular de 

Parasitas e Vetores – FIOCRUZ) foi mantida por passagens semanais em meio L15 

(Sigma) suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB) inativado, 10% Meio Triptose 

Fosfato (TBP) e 1% penicilina/estreptomicina a 28°C. O parasito Leishmania 

braziliensis (cepa MHOM/BR/75/M2903) foi mantido por dois repiques semanais em 

meio 199 (GIBCO) suplementado com 10% SFB inativado, penicilina (100 U/ml), 

estreptomicina (50 µg/ml), glutamina 12,5 mM, adenina 0,1 M, 0.0005% de hemina e 

Hepes 40 mM em pH 7,4 a 26 °C. O parasito Leishmania infantum (cepa 

MHOM/BR/2906) foi mantido por dois repiques semanais em meio Schneider, 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado, penicilina (100 U/ml), 

estreptomicina (50 µg/ml) em pH 7,0 incubados a 26 oC. 

 
2. Insetos 

 
Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia intermedia foram capturados na Gruta da 

Lapinha, Sete Lagoas, MG e cedidos pela Dra. Elizabeth Ferreira Rangel (Laboratório 

de Transmissores de Leishmanioses - FIOCRUZ). As fêmeas são mantidas em jejum de 

sangue com 30% de sucrose. 

 

3.    Efeito de inibidores proteolíticos sobre a viabilidade dos parasitos 
 

Para verificação do efeito dos inibidores de peptidases na viabilidade de L. 

braziliensis e de L. infantum o ensaio foi realizado através da incubação dos parasitos (2 

× 107/ml)  num volume final de 100 µl contendo meio M199 ou meio Schneider, 

respectivamente, na presença de diferentes concentrações (10, 25 e 50 µM) de 1,10-

Fenantrolina, ácido etileno-diamino tetracético (EDTA) e etileno glicol-bis (β-aminoetil 

éter) (EGTA). Os controles consisitiram de parasitos cultivados somente em meio de 

cultura, na presença ou ausência de dimetilsulfóxido (DMSO), usado para solubilizar a 

1,10-Fenantrolina, na concentração máxima presente nas diluições utilizadas do 
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inibidor. As células foram incubadas por 1 h a 26 °C e estimadas após lavagem 2 × em 

tampão PBS por contagem em câmara de Neubauer em triplicata. A viabilidade dos 

parasitos foi avaliada pela sua motilidade (d’Avila-Levy et al., 2003).  

Os inibidores na máxima concentração que não causava efeito na viabilidade 

foram posteriormente utilizados para os ensaios de interação com o intestino dissecado 

do inseto vetor e com as células LL5. 

 
4. Ensaios de Aglutinação 

 
Os parasitos (2 × 107 células) foram incubados em diferentes concentrações 

(1:500, 1:1000, 1:2000, 1:2500, 1:3000 e 1:5000) do anticorpo anti-gp63 e, 

posteriormente observados no microscópio invertido a fim de verificar o título 

aglutinante para cada anticorpo, para a sua posterior utilização nos experimentos de 

interação. O título aglutinante foi definido como a última diluição onde foi possível 

visualizar a aglutinação dos promastigotas.  Ensaios controles foram conduzidos com 

soro normal de coelho (pré-imune). Os experimentos foram realizados em triplicata.  

 
5.   Ensaio de interação entre Leishmania braziliensis e Leishmania infantum 

com linhagem celular de Lutzomyia longipalpis (LL5) 
 

Células LL5 (2 × 105 células por poço) foram incubadas em uma placa com 24 

poços a 26 ºC com 300 µl (quantidade suficiente para cobrir a lamínula em cada poço) 

de meio L15 completo suplementado com 10% SFB. Após 48 h de adesão ao fundo da 

placa, retira-se o meio velho e adiciona-se os parasitos (pré-tratados ou não com 1,10-

Fenantrolina a 25 µM e com o anticorpo anti-gp63 numa diluição de 1:2500) numa 

razão de 10:1 parasitos/célula em meio L15 sem SFB. Após 2 h de incubação, as 

lamínulas foram retiradas uma a uma e lavadas (3×) com PBS. Após isso, as lamínulas 

foram fixadas com metanol e coradas com o kit Panótico Rápido, com posterior 

montagem em lâminas de vidro para contagem em microscópio óptico e obtenção do 

índice de associação (obtido pela multiplicação da porcentagem de células LL5 com 

parasitos aderidos pelo número de parasitos por célula LL5). 
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6. Ensaio de interação entre Leishmania braziliensis e Leishmania infantum com 

o intestino dissecado dos insetos vetores 

Fêmeas de Lu. intermedia e Lu. longipalpis em jejum de sangue e mantidas com 

30% de sucrose, foram dissecados em PBS e os intestinos (6 – 13 por sistema) abertos 

longitudinalmente. Os intestinos individualmente foram incubados num volume final de 

50 µl por 20 minutos em uma placa escavada com promastigotas (2 × 107 cel/ml) pré-

tratados ou não por 1 h com 1,10-Fenantrolina, EDTA, EGTA e anti-gp63. Em paralelo, 

os intestinos foram previamente tratados por 20 min com 10 µg/ml de PG (fosfoglicano) 

puro, derivado do LPG extraído de formas procíclicas de L. braziliensis e L. infantum 

(cedido pelo Dr. Rodrigo Pedro Pinto Soares CPqRR-FIOCRUZ). Os intestinos foram 

lavados (3×) em sucessivas gotas de PBS e incubados por 20 min com o parasito sem 

tratamento. Após a incubação, os intestinos foram novamente lavados (3×) em 

sucessivas gotas de PBS, colocados individualmente em tubos de microcentrífuga 

contendo 30 µl de PBS e homogeneizados. Seis alíquotas de 5 µl foram retiradas e 

aplicadas numa lâmina de vidro. Após secagem, o material foi fixado e corado por 

panótico. O número de parasitos por intestino foi estimado encontrando o valor médio 

das alíquotas retiradas de cada tubo. Para correlacionar o número de parasitos obtidos 

nas médias das alíquotas de 5 µl com o volume inicial do inóculo (2 × 107 cel/ml) 

multiplicou-se o valor encontrado por 6 (que corresponde a uma gota de 5µl de um 

volume de 30µl onde o intestino foi colocado, multiplicado por 33,33, assim obtendo 

aproximadamente o n° de parasitos/ml).  

 

7. Parasito e obtenção do sobrenadante da cultura contendo proteínas 
secretadas por L. braziliensis 

 
Células de L. braziliensis (1×109) foram coletadas em fase exponencial (após 48 

h de cultivo em meio 199 suplementado com 10% SFB) por centrifugação (15 min a 

1500 × g a 4 °C) e lavadas (3×) com solução salina tamponada com fosfato (PBS; 150 

mM NaCl, 20 mM tampão fosfato, pH 7,2). A quantificação do número total de 

parasitos vivos foi realizada por contagem em câmara de Neubauer. O sobrenadante de 

cultura foi coletado após centrifugação da alíquota de células (1×109) obtida na fase 

exponencial da cultura. Em seguida esse sobrenadante foi passado em unidade de 



 

47 

 

 

filtração 0,22 µm (Millipore) e transferido para um novo tubo. O sobrenadante recolhido 

e a massa celular foram armazenadas a –80 ºC para as etapas subsequentes de 

purificação. Após, o sobrenadante foi concentrado por etapas de precipitação fracionada 

com sulfato de amônio. 

 
8.  Precipitação com sulfato de amônio  

 
O sobrenadante obtido conforme descrito acima foi precipitado com 

concentrações crescentes de sulfato de amônio (de 10 a 80%) durante 30 min a 4 °C, 

sob agitação horizontal. As proteínas precipitadas foram separadas por centrifugação 

(16.000 × g / 10 min a 4 °C) e ressolubilizadas em tampão Tris-HCl 20 mM, pH 7,5. 

 

9. Determinação da concentração de proteínas  

As concentrações de proteínas do sobrenadante bruto e das frações precipitadas 

com sulfato de amônio foram determinadas segundo o método de Lowry et al., (1951), 

usando soro albumina bovina como padrão. Duplicatas de alíquotas de cada amostra (5, 

10 µl) foram diluídas em q.s.p. 200 µl de H2O. Posteriormente, em cada tubo foi 

acrescentado 1 ml da mistura reativa (hidróxido de sódio 0,1 M, carbonato de sódio 0,18 

M, tartarato de sódio 0,02% e sulfato de cobre 0,01%). Após 10 min de incubação com 

a mistura reativa, 100 µl de Follin Ciocateus (Merck) diluído 1:3 foi adicionado em 

cada amostra, e seguido de incubação por 30 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente, as absorbâncias foram analisadas a 617 nm em espectrofotômetro 

(Ultrospec 1100–Amersham Biosciences) e a concentração protéica das amostras foi 

determinada com base na densidade óptica (DO) das amostras e da curva padrão obtida 

de BSA (estoque a 1 mg/mL) nas concentrações de 5, 10, 20, 30 e 40 µg/mL. 

 

 10. Análise por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de 

sódio (SDS-PAGE) e zimografia (SDS-PAGE-substrato)  

As frações das etapas de fracionamento com sulfato de amônio do sobrenadante 

de cultura de L. braziliensis foram analisadas através de SDS-PAGE (Laemmli, 1970) e 

SDS-PAGE-Gelatina (Heussen & Dowdle, 1980) para avaliar o perfil de proteínas e de 

atividade proteolítica, respectivamente. Em cada poço do gel de poliacrilamida foi 
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aplicado quantidades iguais de proteínas adicionadas de tampão de amostra (Tris-HCl 

62 mM, pH 6,8, SDS 2%, glicerol 25%, azul de bromofenol 0,01% e β-mercaptoetanol 

1 mM) e aquecidas a 100ºC por 5 min para o gel de proteínas ou com o mesmo tampão 

de amostra sem β-mercaptoetanol e sem o aquecimento para o gel de peptidases, para 

então serem aplicadas em SDS-PAGE ou SDS-PAGE-Gelatina (contendo gelatina a 

0,1% como substrato co-polimerizado ao gel), ambos a 12% de poliacrilamida e 

contendo gel de empacotamento a 3%. 

A corrida eletroforética foi realizada a 80 V por 15 min para empacotamento, 

seguida de 200 V por cerca de 90 min em temperatura ambiente e a 12,5 mA por gel a 4 

ºC, para análise de proteínas e peptidases, respectivamente. O gel para peptidase 

(contendo gelatina) foi incubado por 60 min a temperatura ambiente em solução de 

Triton X-100 2,5% (v/v), seguido de lavagem em água mili-Q. Posteriormente, os géis 

foram incubados por 24 – 48 h a 37°C em tampão ideal (PBS 1× ou a 100 mM pH 6.0 

com DTT 2 mM). O gel para proteínas foi revelado pelo método de impregnação pela 

prata (Gonçalves et al., 1990), já o gel para peptidases foi corado com Coomasie 

Brilliant Blue R-250 0,2% em metanol-ácido acético-água (50:10:40 - v/v/v).  

A descoloração foi realizada utilizando-se a mesma concentração dos reagentes 

sem corante. A atividade proteolítica é detectada através de bandas claras em contraste 

com o fundo azul, que é visualizado pela descoloração gradativa do gel no solvente do 

Coomassie Blue R-250. As massas moleculares das proteínas foram estimadas através 

da comparação da migração destes com a de proteínas padrão. As imagens dos géis 

foram documentadas usando densitômetro GS-800™ (Bio-Rad). 

 

11. Análise estatística 

Os experimentos foram realizados no mínimo em triplicata e repetidos pelo 

menos 2 vezes. Todos os dados obtidos foram analisados pelo teste ANOVA seguidas 

por teste de Tuke’y, utilizando o programa “GraphPad Prisma 5”. Os resultados foram 

expressos como média ± erro padrão (média ± SEM). Valores de P ≤ 0,05 foram 

considerados significativos. 
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V. RESULTADOS 

1) Efeitos de 1,10-fenantrolina, EDTA e EGTA na viabilidade celular de formas 

promastigotas de L. braziliensis e L. infantum 

 
Inicialmente, observamos a influência dos inibidores de metalopeptidases na 

viabilidade celular de L. braziliensis e L. infantum, através da análise da motilidade dos 

parasitos. Este ensaio foi realizado incubando-se 2 × 107 parasitos/ml por 1 h na 

ausência ou presença de 1,10-fenantrolina, EDTA e EGTA nas concentrações de 10, 25 

e 50 µM, além de um controle usando apenas DMSO, solvente utilizado na diluição de 

1,10-fenantrolina. As células não tratadas ou tratadas apenas com DMSO não 

apresentaram alterações na viabilidade (dados não mostrados). Nas concentrações de 10 

e 25 µM, os compostos não tiveram um efeito significante na viabilidade dos parasitos 

(valor de P > 0,05). Já o pré-tratamento dos dois parasitos com todos os três inibidores 

na concentração de 50 µM, mostrou uma redução no número de células viáveis em 

relação ao controle em aproximadamente 45% (valor de P < 0,05) (Fig. 4.1). Nesse 

sentido, selecionamos a maior concentração testada que não alterou a motilidade dos 

parasitos para os ensaios subsequentes de interação. 
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Figura 4.1. Efeito in vitro de 1,10-fenantrolina, EDTA e EGTA sobre a viabilidade de 
Leishmania braziliensis (A) e Leishmania infantum (B). As formas promastigotas (2 × 107) 
foram incubados na ausência (controle) ou na presença dos inibidores de metalopeptidases em 
diferentes concentrações (10, 25 e 50 µM) em meio 199 ou  Schneider, respectivamente, por 1 h 
a 26  oC. O número de células móveis (viáveis) foi avaliado através da contagem em câmara de 
Neubauer. Resultado representativo da média de três experimentos independentes realizados em 
triplicata. Tratamentos que tiveram valores significativamente diferentes ao do controle, usando 
o teste t de student (* P < 0,05), estão marcados com um asterisco.  

  

2) Efeito do inibidor de metalopeptidases sobre o índice de associação de L. 

braziliensis e L. infantum às células LL5  

Com o objetivo de avaliar se os inibidores de metalopeptidases têm efeito sobre 

o índice de associação às células embrionárias de Lu. longipalpis (LL5), o inibidor 1,10-

fenantrolina na concentração final de 25 µM foi adicionado às formas promastigotas de 

L. braziliensis e L. infantum (2 × 106 células) durante 1 h a 26 ºC, condição que não 

altera a viabilidade das células (Fig. 4.1). Em seguida, os parasitos foram lavados e 

colocados para interagir por 2 h com as células LL5 (2 × 105/poço previamente 

incubadas em placa de 24 poços para formação da monocamada). Após este processo, 
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* 
* 

A B 

muitos parasitos foram visualizados aderidos às células embrionárias pelos seus flagelos 

ou pelo corpo celular nos sistemas não tratados (dados não mostrados). Parasitos L. 

braziliensis e L. infantum pré-tratados com o inibidor de metalopeptidase apresentaram 

um índice de associação aproximadamente de 72% e 82%, respectivamente, menor do 

que o controle (Fig. 4.2A e B).  

 
 

 
 
Figura 4.2. Efeito do inibidor de metalopeptidases, 1,10-fenatrolina, sobre o índice de 
associação de L. braziliensis (A) e L. infantum (B) às células LL5. Promastigotas (2 × 106 
células) foram incubadas com o inibidor 1,10-fenantrolina na concentração final de 25 µM por 1 
h a 26 ºC. Em seguida, os parasitos foram lavados e colocados para interagir com as células LL5 
(2 × 105/poço) previamente aderidas ao fundo da placa. Após 2 h de incubação, as lamínulas 
foram retiradas uma a uma e lavadas com PBS, com posterior montagem em lâminas de vidro, 
coradas com Panótico e os parasitos contados em microscópio ótico. Os asteriscos indicam 
valores significativamente diferentes ao do controle, usando o teste t (* P < 0,05). 
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3) Efeito do anticorpo anti-gp63 sobre o índice de associação de L. braziliensis e L. 

infantum às células LL5 

 

Os parasitos L. braziliensis e L. infantum também foram pré-incubados com 

anticorpo anti-gp63, a fim de avaliar a participação de antígenos similares à gp63 no 

processo de interação dos parasitos com seu inseto hospedeiro. Inicialmente, foi 

realizado um teste de aglutinação para saber qual a diluição do anticorpo anti-gp63 seria 

usado no experimento de interação celular. Os parasitos (2 × 107 células) foram 

incubados em diferentes diluições (1:500, 1:1000, 1:2000, 1:2500, 1:3000 e 1:5000) do 

anticorpo anti-gp63 e posteriormente observados no microscópio invertido a fim de 

verificar o título aglutinante, ou seja, última diluição onde foi possível visualizar a 

aglutinação dos promastigotas. Observamos que os parasitos deixaram de aglutinar a 

partir de uma diluição de 1:2500 (dados não mostrados). Assim, os ensaios de interação 

com a as células embrionárias LL5 foram realizados. O anticorpo anti-gp63 na diluição 

de 1:2500 (condição não aglutinante) foi adicionado às formas promastigotas de L. 

braziliensis e L. infantum (2 × 106 células) durante 2 h a 26 ºC. Depois, os parasitos 

foram lavados e colocados para interagir por 2 h com as células LL5 (2 × 105/poço) 

previamente aderidas ao fundo da placa. Após este processo, as lamínulas foram lavadas 

e os parasitos contados. Parasitos L. braziliensis e L. infantum pré-tratados com o 

anticorpo anti-gp63 apresentaram um índice de associação aproximadamente de 87% e 

82%, respectivamente, menor do que o controle (Fig.4.3A e B). 
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Figura 4.3. Efeito do anticorpo anti-gp63 sobre o índice de associação de L. braziliensis (A) 
e L. infantum (B) às células LL5. Promastigotas (2 × 106 células) foram incubadas com o 
anticorpo anti-gp63 (1:2500) por 2 h a 26 ºC. Em seguida, os parasitos foram lavados e 
colocados para interagir com as células LL5 (2 × 105/poço) previamente aderidas ao fundo da 
placa. Após 2 h de incubação, as lamínulas foram retiradas uma a uma e lavadas com PBS, com 
posterior montagem em lâminas de vidro, coradas com Panótico e os parasitos contados em 
microscópio ótico. Os asteriscos indicam valores significativamente diferentes ao do controle, 
usando o teste t (* P < 0,05). 
 
 

 

4) Efeitos dos inibidores de metalopeptidases sobre o índice de adesão de 

Leishmania infantum ao intestino dissecado de Lu. longipalpis 

 

Tendo em vista a redução significativa no índice de associação de L. infantum 

(82%) às células embrionárias (LL5) quando tratados com 1,10-fenantrolina, 

procedemos com os experimentos de interação com intestinos de flebotomíneos. Os 

inibidores de metalopeptidases foram testados a fim de avaliar um possível efeito sobre 

o índice de adesão de L. infantum ao intestino dissecado de Lu. longipalpis. Os 

inibidores 1,10-fenantrolina, EDTA e EGTA na concentração final de 25 µM foram 

adicionados às formas promastigotas de L. infantum (2 × 107 células) durante 1 h a 26 

ºC, condição que não altera a viabilidade das células (Fig. 4.1). Em seguida, os parasitos 

foram lavados e colocados para interagir por 20 min com os intestinos dissecados e 
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abertos longitudinalmente de Lu. longipalpis. Após este processo, os intestinos foram 

lavados um a um em PBS, colocados em tubo de microcentrífuga com PBS e 

homogeneizados e os parasitos liberados foram contados. Os parasitos pré-tratados com 

os inibidores de metalopeptidases (1,10-fenantrolina e EDTA) tiveram uma taxa de 

adesão significativamente diferente de células não tratadas (controle) usando o teste 

Tukey’s (P < 0,05), essa redução foi de aproximadamente 58% e 61%, respectivamente. 

O tratamento com o inibidor EGTA, mesmo não apresentando valores 

significativamente diferentes do controle, também demonstrou promover uma queda 

nessa taxa de adesão ao intestino em relação às células não tratadas, aproximadamente 

em 45,5% (Fig. 4.4). 

 
 

 
 
Figura 4.4. Efeitos dos inibidores de metalopeptidases sobre o número de parasitos L. 
infantum aderidos ao intestino dissecado de Lu. longipalpis. Os parasitos (2,0 × 107 células) 
foram tratados durante 1 h a 26 ºC com 1,10-fenantrolina, EDTA e EGTA a 25 µM. A interação 
com os intestinos dissecados foi realizada por 20 min, os parasitos não aderidos foram 
removidos por lavagem, e os intestinos individualmente transferidos para tubos de 1,5 mL 
contendo 30 µL de PBS, macerados e os parasitos liberados foram contados. Cada ponto no 
resultado representa um intestino de dois experimentos independentes realizados com 5 a 10 
intestinos por tratamento. Parasitos tratados com 1,10-fenantrolina e EDTA tiveram um índice 
de adesão significativamente diferente de células não tratadas (controle) usando o teste Tukey’s 
(P < 0,05).  
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5) Efeito dose-dependente do inibidor de metalopeptidases, 1,10-fenantrolina, 

sobre o número de parasitos L. infantum aderidos ao intestino dissecado de Lu. 

longipalpis 

 

Com o objetivo de avaliar se o inibidor de metalopeptidases, 1,10-fenantrolina, 

tem efeito dose-dependente sobre o índice de adesão ao intestino dissecado de Lu. 

longipalpis, o composto foi adicionado em diferentes concentrações (6,25; 12,5 e 25 

µM) às formas promastigotas de  L. infantum durante 1 h a 26 ºC, condições que não 

alteram a viabilidade das células (Fig. 4.1). Em seguida, os parasitos foram lavados e 

colocados para interagir por 20 min com os intestinos dissecados e abertos 

longitudinalmente de Lu. longipalpis. Após este processo, os intestinos foram lavados 

um a um em PBS, colocados em tubo de microcentrífuga com PBS e homogeneizados e 

os parasitos liberados foram contados. Os parasitos pré-tratados com 1,10-fenantrolina a 

12,5 e 25 µM tiveram uma taxa de adesão significativamente diferente das células não 

tratadas (controle) usando o teste Tukey’s (P < 0,05), essa redução foi de 

aproximadamente 88% e 90%, respectivamente. O tratamento com o inibidor a 6,25 µM 

exibiu uma taxa de adesão semelhante ao controle (Fig. 4.5). 
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Figura 4.5. Efeito dose-dependente do inibidor de metalopeptidases, 1,10-fenantrolina, 
sobre o número de parasitos L. infantum aderidos ao intestino dissecado de Lu. longipalpis. 
Os parasitos (2,0 × 107 células) foram tratados durante 1 h a 26 ºC com 1,10-fenantrolina em 
diferentes concentrações (6,25; 12,5 e 25 µM). A interação com os intestinos dissecados foi 
realizada por 20 min, os parasitos não aderidos foram removidos por lavagem, e os intestinos 
individualmente transferidos para tubos contendo 30 µL de PBS, macerados e os parasitos 
liberados foram contados. Cada ponto no resultado representa um intestino de dois 
experimentos independentes realizados com 5 a 6 intestinos por tratamento. Parasitos tratados 
com 1,10-fenantrolina a 12,5 e 25 µM tiveram um índice de adesão significativamente diferente 
de células não tratadas (controle) usando o teste Tukey’s (P < 0,05). 
 

 

6) Efeito do anticorpo anti-gp63 sobre o índice de adesão de L. braziliensis e L. 

infantum ao intestino dissecado dos insetos vetores, Lu. intermedia e Lu. 

longipalpis, respectivamente 

 

Para corroborar com os resultados obtidos anteriormente, os parasitos L. 

braziliensis e L. infantum também foram pré-incubados com anticorpo anti-gp63 antes 

dos ensaios de interação com o intestino dissecado do seu inseto hospedeiro. Formas 

promastigotas (2 × 107 células) foram incubados por 1 h a 26 ºC numa diluição de 

1:2500 (condição não aglutinante) do anticorpo anti-gp63 e em seguida lavados. Em 

paralelo, os intestinos de Lu. intermedia e Lu. longipalpis, respectivamente, foram 
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previamente tratados por 20 min com o PG puro (10 µg/ml). A interação com os 

intestinos dissecados foi realizada por 20 min, os parasitos não aderidos foram 

removidos por lavagem, e os intestinos individualmente transferidos para tubos de 

microcentrífuga contendo PBS, macerados e os parasitos liberados foram contados. Os 

ensaios de interações de L. braziliensis e L. infantum com os intestinos de Lu. 

intermedia e Lu. longipalpis, respectivamente, tiveram uma redução na taxa de adesão 

dos parasitos aos intestinos em relação ao grupo controle, de aproximadamente 60% e 

78% respectivamente, quando os intestinos foram pré-tratados com o PG e de 80% e 

61% respectivamente, quando os parasitos foram pré-tratados com o anti-gp63 (Fig. 

4.6). 

 
 

 
 
Figura 4.6. Efeito do anticorpo anti-gp63 sobre o índice de adesão de L. braziliensis e L. 
infantum ao intestino dissecado dos insetos vetores. Os parasitos (2,0 × 107 células) foram 
tratados durante 1 h a 26 ºC com o anticorpo anti-gp63 (1:2500). Em paralelo os intestinos 
foram pré-tratados por 20 min com PG puro (10 µg/ml). A interação com os intestinos 
dissecados de Lu. intermedia (A) e Lu. longipalpis (B) foi realizada por 20 min, os parasitos não 
aderidos foram removidos por lavagem, e os intestinos individualmente transferidos para tubos 
de 1,5 mL contendo 30 µL de PBS, macerados e os parasitos liberados foram contados. Cada 
ponto no resultado representa um intestino de dois experimentos independentes realizados com 
4 a 6 intestinos por tratamento. Parasitos tratados com anti-gp63 e com PG tiveram um índice de 
adesão significativamente diferente de células não tratadas (controle) usando o teste Tukey’s (P 
< 0,05). 
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7) Análise das frações enriquecidas do sobrenadante de L. braziliensis através de 

SDS-PAGE e SDS-PAGE-Gelatina 

 

Para tentar isolar uma fração enriquecida da metalopeptidase gp63 secretada por 

L. braziliensis, o sobrenadante de cultura desse parasito (equivalente a 1 × 109 células) 

obtido na fase exponencial após 48 h de cultivo por centrifugação, foi passado em 

unidade de filtração 0,22 µm e concentrado por etapas de precipitação fracionada com 

sulfato de amônio. O perfil de proteínas e peptidases nessas frações foi analisado através 

de gel de poliacrilamida a 12% sem ou com gelatina co-polimerizada como substrato, 

respectivamente. Nossos resultados mostraram que na concentração de 40% de sulfato 

de amônio, conseguimos observar uma banda de proteína consideravelmente 

enriquecida (Fig. 4.7A) e provavelmente com atividade proteolítica (Fig. 4.7B), 

migrando em torno de 63 kDa. 

 

 
 
 
Figura 4.7. Análise das etapas preliminares de purificação da peptidase extracelular 
(gp63) de Leishmania braziliensis por SDS-PAGE corado por prata (A) e SDS-PAGE-
gelatina corado com Coomasie Blue (B). A quantidade de sulfato de amônio empregada em 
cada etapa da precipitação é mostrada em porcentagem acima do gel. O marcador de massa 
molecular está representado à esquerda do gel (em kiloDaltons). A análise do extrato bruto 
também está representada acima do gel. Resultado representativo de dois experimentos 
independentes. 
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VI. DISCUSSÃO  

 

Além de sua importância para a patogenicidade de diversos parasitos, as 

peptidases também estão envolvidas em eventos cruciais do ciclo de vida destes micro-

organismos, tais como remodelação do parasito durante a transição de um estágio de 

vida para outro e ativação ou degradação de enzimas ou proteínas regulatórias do 

parasito, além de participarem no processamento de proteínas para fins nutricionais 

(Sajid & McKerrow, 2002). No entanto, um aspecto muito interessante das peptidases, 

mas que ainda não foi muito estudado é sua possível participação durante o processo de 

interação parasito-vetor. 

Um representante do grupo das peptidases que tem sido analisado durante a 

interação do parasito com seu hospedeiro invertebrado, é a família das calpaínas. São 

cisteína peptidases dependentes de cálcio presentes em diversos organismos como os 

seres humanos, T. brucei, L. major, T. cruzi, A. deanei (previamente classificado como 

Crithidia deanei, Teixeira et al., 2011) e H. samulpessoai (Ersfeld et al., 2005; d’Avila-

Levy et al., 2003; Pereira et al., 2009). Nosso grupo de pesquisa também tem descrito a 

presença de moléculas como as calpaínas nas formas epimastigotas de T. cruzi e nas 

formas promastigotas de L. amazonensis. Além disso, foi visto também que o inibidor 

de calpaínas, MDL28170, afeta o crescimento, viabilidade e infectividade desses 

parasitos (d’Avila-Levy et al., 2006; Sangenito et al., 2009; Ennes-Vidal et al., 2010). 

Como a forma epimastigota de T. cruzi está presente durante as etapas de vida deste 

parasito dentro do hospedeiro invertebrado, nosso grupo (Ennes-Vidal et al., 2011) 

verificou que epimastigotas tratados com  MDL28170 ou com anticorpo anti-calpaína 

tem uma taxa de adesão ao intestino dissecado de R. prolixus bastante reduzida em 

relação ao controle. 

Outro membro do grupo das cisteína peptidases estudado por nosso grupo é a 

cruzipaína. Ela faz parte da superfamília das papaínas e tem sido vista como um 

importante fator de virulência em T. cruzi (Bonaldo et al., 1988;  Souto-Padrón et al., 

1990; Meirelles et al., 1992; Harth et al., 1993; Scharfstein et al., 2000; Aparicio et al., 

2004; Santos et al., 2005; Tomas et al., 1997; Bonaldo et al., 1991). Essa peptidase 

também é abundantemente expressa na forma epimastigota desse parasito e assim, 

nosso grupo conseguiu observar que, através do uso de diferentes inibidores de cisteína 
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peptidases como E-64 e Cistatina, do anticorpo anti-cruzipaína e de linhagem 

transgênica de T. cruzi (super expressando um inibidor endógeno da cruzipaína, a 

chagasina), a adesão ao intestino dissecado de R. prolixus também é significativamente 

menor do que com os ensaios feitos com parasitos não tratados (Uehara et al., 2012). 

Assim, neste trabalho, nós iniciamos a investigação sobre a relevância de outra 

peptidase, metalopeptidase gp63, durante a interação Leishmania-hospedeiro 

intermediário. Como uma primeira abordagem para tentar demonstrar essa possível 

função, nós analisamos a participação da gp63 na viabilidade celular dos parasitos L. 

braziliensis e L. infantum. A incubação por 1 h com inibidores de metalopeptidases, 

1,10-fenantrolina, EDTA e EGTA nas concentrações de 10 e 25 não provocou redução 

na viabilidade desses parasitos, porém na concentração de 50 µM, ocorreu uma redução 

nessa viabilidade com alteração na forma do corpo, que se apresentou arredondada e 

com volume celular alterado. 

A relevância de inibidores de metalopeptidases para o ciclo de vida de alguns 

tripanossomatídeos patogênicos já foi demonstrada por outros autores (Bangs et al., 

2001; Seay et al., 1996; Bonaldo et al., 1991). Em T. cruzi, o inibidor de 

metalopeptidase 1,10-fenantrolina inibe a atividade de uma peptidase de 65 kDa e 

bloqueia a diferenciação celular do parasito de forma dose-dependente (Bonaldo et al., 

1991). Em L. mexicana, a provável inibição da atividade da gp63 dentro de macrófagos 

infectados com Leishmania pela ação de 1,10-fenantrolina eliminou as formas 

amastigotas intracelulares, sugerindo uma possível importância desta peptidase na 

sobrevivência fagolisossomal do parasito (Seay et al.,1996). 

O mecanismo inibitório de 1,10-fenantrolina e de outros inibidores de 

metalopeptidases é geralmente atribuído à sua capacidade como um poderoso agente 

quelante. Esse composto é capaz de sequestrar íons zinco do sítio ativo da gp63, 

resultando na incapacidade da enzima de degradar substratos proteicos, impedindo, 

possivelmente, processos como a captação de nutrientes, interação com possíveis 

receptores presentes em células intestinais do hospedeiro invertebrado, macrófagos e/ou 

moléculas de superfície ligantes dos parasitos. Porém é preciso cuidado na interpretação 

desses resultados, pois esses agentes quelantes de íons, como a 1,10-fenantrolina, 

podem ter uma ação inespecífica sobre processos celulares dependentes de íons. 
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Em um recente estudo (Lima, 2012) foi detectado e caracterizado o perfil 

proteolítico do extrato celular, fração enriquecida de membrana e sobrenadante de 

cultivo de L. braziliensis. Este perfil (migração em torno de 45 a 120 kDa) foi 

totalmente inibido por 1,10-fenantrolina, sugerindo a atividade de metalopeptidases, 

provavelmente zinco-dependentes, sendo a de 66 kDa possivelmente referente a gp63, 

enzima já identificada e caracterizada em várias espécies de Leishmania (Yao et al., 

2003). Além disso, o anticorpo anti-gp63 também foi capaz de reconhecer essa proteína 

de 66 kDa. Compostos derivados da 1,10-fenantrolina (phendio, [Cu(phendio)2], 

[Ag(phendio)2]) também foram testados por esse grupo afim de avaliar aspectos da 

biologia celular e virulência de L. braziliensis. Eles demonstram que 1,10-fenantrolina e 

todos os derivados são capazes de inibir de modo significativo a atividade proteolítica 

associada à membrana e secretada por L. braziliensis, afetando também a viabilidade 

celular de formas promastigotas de L. braziliensis de maneira dose-dependente. 

Outros trabalhos também mostram uma ação similar sobre processos vitais, 

como crescimento e replicação celular, em outros micro-organismos, tais como fungos e 

bactérias (Mccann et al., 2012b; Silva et al., , 2011; Silva, 2009; Santos et al., 2009; 

Soares et al., 2008; Crichton & Ward, 1994; Neilands, 1994). Além disso, o mesmo 

grupo de pesquisa (Lima, 2012) observa também que o pré-tratamento dos parasitos 

com 1,10-fenantrolina e seus derivados é capaz de modular o processo de interação de 

L. braziliensis com macrófagos de hamster, reduzindo o número de amastigotas por 

macrófagos.  

Neste contexto, apesar de somente em concentrações muito altas os inibidores de 

metalopeptidases apresentarem um efeito significante sobre a viabilidade dos parasitos 

(50 µM) e existirem alguns dados conflitantes sobre o papel da gp63 nesta adesão, como 

observado por Joshi e colaboradores em 2002, onde a deleção dos genes codificantes da 

gp63, em L. major, não altera seu desenvolvimento no interior do inseto Phlebotomus 

dubosqui, nosso grupo prosseguiu com a busca da possível participação dessa 

metalopeptidade no ciclo de vida de Leishmania, em particular  na sua adesão ao 

intestino do inseto vetor. 

Um de nossos trabalhos analisou a relevância da gp63 no processo de adesão de 

H. megaseliae ao intestino explantado de A. aegypti. A incubação dos intestinos dos 

insetos dissecados com a gp63 purificada ou do parasito com anticorpo anti-gp63 ou 
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com a PLC, demonstraram uma queda na taxa de adesão desses tripanossomatídeos ao 

intestino do inseto (Nogueira de Melo et al., 2006).  

Outro parasito estudado foi a P. françai (d’Avila-Levy et al., 2006a). Este 

parasito apresenta grande quantidade de moléculas como a gp63 em sua superfície, 

comparado a outras espécies de tripanossomatídeos onde também já foram encontradas 

moléculas como a gp63 (C. guilhermei e a cepa curada de A. deanei). Curiosamente, P. 

françai interagiu mais eficientemente do que as espécies Crithidia e Angomonas com o 

intestino de A. aegypti (d'Avila-Levy et al., 2006a). Similarmente, a cepa de A. deanei 

contendo um endosimbionte apresenta uma maior exposição dessas moléculas 

semelhantes à gp63 em sua superfície (d'Avila-Levy et al., 2008) e as taxas de interação 

com o intestino do inseto e com linhagens celular, foram cerca de 2 vezes maior do que 

na cepa sem o endosimbionte (Fampa et al., 2003; d'Avila-Levy et al. 2005b; d'Avila-

Levy et al., 2008). Além disso, foi visto que essas cepas selvagens de A. deanei tratadas 

com a PLC apresentaram níveis de gp63 na superfície similares à cepa curada, e tiveram 

taxas de adesão ao intestino de A. aegypti semelhantes às da cepa curada também 

(d’Avila-Levy et al., 2008). 

A taxa de adesão de P. françai, A. deanei e C. guilhermei ao intestino de A. 

aegypti, também foi reduzida através do pré-tratamento desses parasitos com o 

anticorpo anti-gp63 ou do pré-tratamento do intestino com a enzima semelhante a gp63 

de cada parasito purificada ou ativa proteoliticamente, inativada pela remoção de íons 

do seu sítio ativo (apoenzima) ou inativada por desnaturação (calor) (d’Avila-Levy et 

al., 2006a). Assim, nós especulamos que gp63 possa realmente executar uma função 

durante a fase de vida no inseto hospedeiro, considerando que esta é a única etapa 

compartilhada do ciclo de vida entre Leishmania e esses tripanosomatídeos 

monoxênicos e Phytomonas. 

Homólogos de gp63 também têm sido identificados em outros organismos 

patogênicos, como o T. cruzi.  Neste parasito, elas são conhecidas como Tcgp63 (Bangs 

et al., 1997; El-Sayed & Donelson 1997; Grandgenett et al., 2000; Bangs et al., 2001; 

Cuevas et al., 2003; LaCount et al., 2003, Grandgenett et al., 2007, Kulkarni et al., 

2009; Ferreira et al., 2010). O possível papel da Tcgp63 na interação do T. cruzi com o 

intestino médio de triatomíneos, devido à sua localização superficial e expressão em 

epimastigotas, bem como em tripomastigotas metacíclicos, tem sido avaliado por nosso 



 

63 

 

 

grupo de pesquisa. Os inibidores de metalopeptidases, assim como o anticorpo 

produzido por Cuevas et al., (2003), reduziram significativamente a adesão de T. cruzi 

ao intestino médio explantado de R. prolixus (Uehara L.A., dados não publicados). 

No gênero Leishmania, existe um trabalho (Hajmová et al., 2004) mostrando 

essa possível participação na interação parasito-vetor. Neste trabalho, foi demonstrado 

que para L. amazonensis, cuja expressão dessa peptidase foi diminuída usando um vetor 

contendo o gene da gp63 em orientação reversa, houve uma baixa colonização em Lu. 

longipalpis.  

Esses resultados em conjunto, assemelham-se aos resultados obtidos neste 

trabalho. Parasitos L. infantum, pre-tratados com os inibidores de metalopeptidases 

1,10-fenantrolina, EDTA, EGTA e anticorpo anti-gp63 tiveram um índice de associação 

às células embrionárias de Lu. longipalpis (LL5) e ao intestino dissecado de Lu. 

longipalpis bastante reduzido quando comparados ao grupo controle. Os parasitos L. 

braziliensis também pré-tratados com o inibidor 1,10-fenantrolina e com o anticorpo 

anti-gp63 também tiveram uma redução bastante significativa na sua taxa de adesão ao 

intestino dissecado do inseto vetor Lu. intermedia e às células LL5.  

Esses resultados são interessantes, pois mostram um perfil de adesão e inibição 

ao intestino do inseto vetor semelhante entre essas duas espécies L. braziliensis e L. 

infantum, as quais são representantes de dois subgêneros de Leishmania, 

respectivamente, o Viannia, na qual os parasitos estabelecem uma infecção inicial na 

região posterior do trato digestivo, na região pilórica e no intestino médio abdominal, 

migrando para as porções mais anteriores durante o seu desenvolvimento (peripilárico) 

e o Leishmania, onde o desenvolvimento do parasito é restrito à porção do trato 

digestivo anterior ao piloro, sobretudo nas regiões abdominais e torácicas do intestino 

médio (suprapilárico) (Fig. 1.3) (Lainson & Shaw, 1987). Esses resultados similares 

sugerem uma ação ubíqua da gp63 que independe dessas diferenças entre esses dois 

subgêneros. 

Já foi visto que no subgênero Leishmania existem fortes evidências bioquímicas 

e genéticas que o LPG é uma molécula fundamental para o processo de fixação ao 

intestino médio de flebótomos. No entanto, para L. braziliensis, que tem menos LPG 

(Soares et al., 2005), esta molécula parece ser necessária, pelo menos, durante a 

passagem transitória do parasito pelo intestino. O termo metacíclico refere-se à fase do 
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parasito infecciosa para o hospedeiro vertebrado, sendo capaz de se destacar do 

intestino, sendo observada em espécies do subgênero Leishmania. No entanto, no 

subgênero Viannia, encontram-se dois padrões de aderência para o estágio metacíclico: 

(1) semelhante ao subgênero Leishmania como observada para Lu. whitmani, um vetor 

muito competente e (2) muito baixa, como observado em Lu. intermedia, onde LPG 

parece ter uma função menos importante (Soares et al., 2010). Assim, o incomum 

padrão de fixação de L. braziliensis no intestino pode ser um resultado de seu 

comportamento peripilárico relacionado com a sensibilidade/especificidade ao vetor. No 

entanto, ainda é necessário ser elucidado como outros glicoconjugados podem ser 

críticos na migração do parasito para região anterior do trato digestivo do vetor. Nas 

espécies do subgênero Viannia, o padrão de glicoconjugados de membrana é diferente 

daqueles do subgênero Leishmania, o que resulta em maior expressão, por exemplo, de 

GIPLs em L. braziliensis e L. panamensis (Zawadzki et al., 1998). No entanto, esse 

estudo reforça que o LPG, gp63, GIPLs e outras moléculas em conjunto, podem 

desempenhar um papel chave na interação com esses vetores. 

A possível participação de gp63 neste processo de interação ao epitélio intestinal 

do vetor pode ser explicada pela presença de um potencial receptor para a gp63 nas 

células deste epitélio. Foi identificada uma proteína de 50 kDa no extrato do intestino de 

A. aegypti, considerada o possível receptor para moléculas como a gp63 (d’Avila-Levy 

et al., 2006a). Outra importante observação, é que este efeito na adesão independe da 

atividade proteolítica na gp63 ou de sua estrutura terciária, pois modelos de inibição 

similar foram observados entre a gp63 proteoliticamente ativa, a enzima inativada pelo 

calor ou pela apoenzima, que mantém as estrutura terciária, mas perde a atividade 

catalítica devido à remoção dos íons do seu sítio ativo (d’Avila-Levy et al., 2006a). 

Adicionalmente, nós avaliamos então a presença dessa metalopeptidase no 

sobrenadante de cultura de L. braziliensis para posterior análise de sua possível 

participação nesse processo de interação. A presença da gp63 no meio extracelular já foi 

detectada em várias espécies de Leishmania, e a secreção desta molécula pode auxiliar 

na disseminação do parasito uma vez que a gp63 é capaz de clivar proteínas de matriz 

extracelular (Yao et al., 2003; Cuervo et al., 2006). Estas proteínas liberadas podem 

desempenhar um importante papel na relação parasito-hospedeiro, visto que elas 

apresentam potencial de agir à distância e, por conseguinte, alterar a fisiologia do 
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hospedeiro sem entrar em contato direto com o parasito. Um dos objetivos do presente 

trabalho consiste em avaliar o envolvimento da peptidase extracelular de L. braziliensis 

na interação com o hospedeiro invertebrado. A gp63 purificada consiste numa 

ferramenta importante para alcançar este objetivo.  

Nesse contexto, o sobrenadante da cultura de L. braziliensis obtido na fase 

exponencial foi concentrado por etapas de precipitação fracionada com sulfato de 

amônio. O perfil de proteínas e peptidases nessas frações foi analisado através de gel de 

poliacrilamida com ou sem gelatina co-polimerizada como substrato, respectivamente. 

Nossos resultados mostraram que na concentração de 40% de sulfato de amônio, 

conseguimos observar uma banda de proteína consideravelmente enriquecida, 

provavelmente com atividade proteolítica, migrando em torno de 63 kDa, massa 

correspondente à massa da enzima gp63 já identificada e caracterizada em várias 

espécies de Leishmania (Yao et al., 2003), e que apresenta homólogos em vários 

tripanossomatídeos, tais como T. cruzi (Cuevas et al., 2003), T. brucei (Lacount et al., 

2003), A. deanei (d’Avila-Levy et al., 2003), C. guilhermei (Nogueira de Melo et al., 

2001) e P. françai (Almeida et al., 2003). 

O mecanismo pelo qual a L. braziliensis secreta a gp63 ainda não é conhecido. A 

gp63 caracterizada em tripanossomatídeos, na sua grande totalidade, está ancorada à 

superfície celular via uma âncora de GPI (Hsiao et al., 2008; Egtes, 1992). Embora a 

âncora de GPI possa ser passível de clivagem por uma fosfolipase C (PLC), foi 

demonstrado em L. amazonensis que a molécula da gp63 presente na superfície é 

liberada da membrana após autoproteólise e não após fosfolipólise (Mcgwire et al., 

2002). Entretanto, não podemos esquecer a hipótese de que a gp63, também presente no 

citosol, possa ser liberada para o meio externo através de processos como exocitose 

(Mcgwire et al., 2002). 

A exposição do parasito a diferentes ambientes em condições adversas (trato 

digestório do inseto vetor e fora e dentro das células do hospedeiro mamífero) 

influencia a expressão de proteínas específicas que auxiliam a sua sobrevivência na 

nova condição a qual é submetido (Smith et al., 2007). Assim, já que no gênero 

Leishmania é visto a maior abundância da gp63 na forma promastigota, presente no 

inseto vetor, é válido considerar que esta peptidase assuma um papel fundamental 

durante essa etapa do ciclo de vida deste parasito, como demonstrado aqui neste estudo. 
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O melhor conhecimento dessas moléculas faz-se cada vez mais necessário para uma 

melhor compreensão do parasito em si, além de gerar possibilidades para futuros alvos 

para controle da leishmaniose, principalmente no que diz respeito ao controle da 

transmissão vetorial. 
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VII. CONCLUSÕES 

 

Com a análise dos resultados obtidos neste trabalho vimos que a metalopeptidase 

gp63 de L. braziliensis e L. infantum parece participar do processo de interação ao 

epitélio intestinal do inseto vetor, pois: 

• o inibidor de metalopeptidases (1,10-fenantrolina) a 25 µM e o anticorpo anti-

gp63 (1:2500) diminuiram significativamente o índice de associação de L. 

braziliensis e L. infantum à linhagem celular embrionária de Lu. longipalpis 

(LL5); 

• o tratamento de L. infantum com 1,10-fenantrolina, EDTA e EGTA a 25 µM, 

significativamente reduziu (58%, 61% e 45,5%, respectivamente) a adesão ao 

intestino dissecado de Lu. longipalpis; 

• no ensaio de dose-dependência com o inibidor 1,10-fenantrolina, já na 

concentração de 12,5 µM, observou-se uma redução bastante acentuada da 

adesão de L. infantum ao intestino dissecado de Lu. longipalpis; 

• o tratamento de L. braziliensis e L. infantum com anticorpo anti-gp63 também 

provocou uma redução (80% e 61%, respectivamente) na adesão aos intestinos 

dissecados dos hospedeiros invertebrados. 

Além disso, com o intuito de iniciar um processo de purificação da 

metalopeptidase gp63 de L. braziliensis para buscar um possível receptor no intestino 

do inseto vetor, conseguimos observar que:  

• na concentração de 40% de sulfato de amônio, observamos uma banda de 

proteína consideravelmente enriquecida e provavelmente com atividade 

proteolítica migrando em torno de 63 kDa. 

 

Esses resultados em conjunto nos estimulam a continuar estudando o papel da 

gp63 na interação com o hospedeiro invertebrado. 
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VIII. PRODUÇÕES CIENTÍFICAS ASSOCIADAS À DISSERTAÇÃ O 

1. Apresentação de pôster na XXIX Reunião Anual da Sociedade Brasileira de 

Protozoologia/XL Reunião Anual sobre Pesquisa Básica em Doença de 

Chagas (2013, Caxambu) 

Involvement of gp63 from Leishmania braziliensis and Leishmania infantum in the 

interaction with the invertebrate host 

Altoé, E.C.F.; Garcia-Gomes, A.S.; Silva, V.C.; Souza, N.A.; Rangel, E.F.; Soares, 
R.P.; & d’Avila-Levy, C.M. 

                                                      Abstract 

The highly abundant surface metallopeptidase of Leishmania, gp63, contributes to a 

myriad of well-established functions for Leishmania in the interaction with the 

mammalian host. However, despite this molecule being abundantly expressed on the 

surface of promastigote forms, found in the insect vector, little is known about the 

functions performed by this molecule in the phlebotomine sandfly. Molecular analysis 

revealed conflicting and inconclusive data about the possible role of this glycoprotein in 

the interaction of Leishmania with the invertebrate host. Our research group, using 

biochemical approaches, has demonstrated that gp63 molecules from several 

trypanosomatids are implicated in the adhesion to the insect epithelial cells. Here, we 

analyzed the role of gp63 in the interaction of L. braziliensis and L. infantum with their 

respective insect hosts, L. intermedia and L. longipalpis. The dissected insect guts, 

opened longitudinally, were pretreated with PG and placed to bind with the parasites. In 

parallel, promastigotes of L. infantum were pretreated with anti-gp63 antibodies or with 

metallopeptidase inhibitors, while promastigotes of L. braziliensis were subjected only 

to the anti-gp63 treatment. Thereafter, the parasites were placed to interact with 

dissected insect guts. As expected, PG virtually abolished Leishmania ability to bind to 

the insect guts. Interestingly, we observed that all treatments related to gp63 also 

provoked a pronounced decrease in this binding assay. Moreover, the culture 

supernatant of L. braziliensis was concentrated by precipitation with ammonium sulfate 

and analyzed by SDS-PAGE. We observed a proteolytic degradation around 63 kDa, 

which corresponds to the gp63 enzyme already identified and characterized in several 
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Leishmania species. The determination of the functions and characterization of gp63 of 

these parasites can contribute to the understanding of the physiological role played by 

this peptidase in Leishmania. 

 

2. Produção de capítulo do livro: Proteins and Proteomics of Leishmania and 

Trypanosoma. Subcellular Biochemistry. 74ed.: Springer Netherlands, 2014, 

p. 253-270.   

Capítulo: GP63 function in the interaction of trypanosomatids with the invertebrate 

host – facts and prospects 

Claudia M. d'Avila-Levy, Ellen C. F. Altoé, Lívia A. Uehara, Marta H. Branquinha, 
André L. S. Santos 

Abstract 

The GP63 of the protozoan parasite Leishmania is a highly abundant zinc 

metallopeptidase, mainly glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored to the parasite 

surface, which contributes to a myriad of well-established functions for Leishmania in 

the interaction with the mammalian host. However, the role of GP63 in the Leishmania-

insect vector interplay is still a matter of controversy. Data from GP63 homologues in 

insect and plant trypanosomatids strongly suggest a participation of GP63 in this 

interface, either through nutrient acquisition or through binding to the insect gut 

receptors. GP63 has also been described in the developmental forms of Trypanosoma 

cruzi, Trypanosoma brucei and Trypanosoma rangeli that deal with the vector. Here, 

the available data from GP63 will be analyzed from the perspective of the interaction of 

trypanosomatids with the invertebrate host. 
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