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RESUMO

A gp63, metalopeptidase altamente abundante nafipele Leishmania contribui
para uma infinidade de funcdes bem estabelecidast@i@cado deste parasito com o
hospedeiro mamifero. No entanto, apesar desta maléer abundantemente expressa
na superficie das formas promastigotas, encontraal@sseto vetor, pouco é conhecido
sobre as funcdes desempenhadas por essa metalapeptio flebotomineo. Nosso
grupo de pesquisa, utilizando abordagens bioquantean demonstrado que moléculas
de gp63 de varios tripanosomatideos nao patogéaidsomem estdo implicadas na
adesdo ao intestino de insetos hospedeiros. AQaianalisamos o papel da gp63 na
interacdo dd_eishmania braziliensig Leishmania infantumcom os seus respectivos
insetos hospedeirokutzomyia intermedia Lu. longipalpise com a linhagem celular
derivada delLu. longipalpis (LL5). Os intestinos dissecados de insetos forag p
tratados ou nao com o fosfoglicano (PG) puro ddowdo lipofosfoglicano e colocados
para interagir com o0s parasitos. Em paralelo, pstigatas del. braziliensise L.
infantum foram pré-tratados com anticorpo anti-gp63 ou cambidores da
metalopeptidase. Depois disso, os parasitos foralecados para interagir com 0s
intestinos dissecados de insetos ou com as celuldas Como esperado, o PG
praticamente elimina a capacidade dos parasitee digarem ao intestino dos insetos.
Todos os tratamentos relacionados com a gp63 tanpbéwocaram uma diminuicdo
acentuada nestes ensaios de ligacdo. Além dissmbrenadante de cultura de
braziliensisfoi concentrado por precipitagdo com sulfato dém@im e analisado por
SDS-PAGE e SDS-PAGE-gelatina. Observamos uma daggiadoroteolitica, por volta
de 63 kDa, que corresponde a enzima gp63 ja itkadd e caracterizada em varias
espécies dd_eishmania Esses resultados em conjunto demonstram umavpbssi
participacdo da gp63 na interacdo com o insetorvetoos estimulam a continuar

estudando o papel dessa metalopeptidase no cidid@eel eishmania



ABSTRACT

The highly abundant surface metallopeptidasd.@hmania gp63, contributes to a
myriad of well-established functions in the intdiae of this parasite with the
mammalian host. However, despite this molecule d@bundantly expressed on the
surface of promastigote forms, found in the insemttor, little is known about the
functions performed by this metallopeptidase ingh&ebotomine. Our research group,
using biochemical approaches, has demonstratedypié& molecules from several not
pathogenic trypanosomatids to man are implicatethé adhesion to guts of insect
hosts. Here, we analyzed the role of gp63 in theraction ofLeishmania braziliensis
and Leishmania infantumvith their respective insect hostsjtzomyia intermediand
Lu. longipalpisand with the cell line derived froi. longipalpis(LL5). The dissected
insect guts were pretreated or not with purifigbsphoglycan (PG) derived from the
lipophosphoglycan and placed to bind with the paessin parallel, promastigotes lof
braziliensis and L. infantum were pretreated with anti-gp63 antibodies or with
metallopeptidase inhibitors. Thereafter, the péeaswere placed to interact with
dissected insect guts or with the LL5 cells. As estpd, PG virtually eliminates
parasites ability of bind to the insect guts. Alatments related to gp63 also provoked
a pronounced decrease in these binding assaysoMatehe culture supernatant laf
braziliensiswas concentrated by precipitation with ammoniunfaseland analyzed by
SDS-PAGE and SDS-PAGE-gelatin. We observed a pytteaegradation around 63
kDa, which corresponds to the gp63 enzyme alreddwntified and characterized in
severalLeishmaniaspecies. These results together demonstrate @élgosse of gp63

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

this metallopeptidase in the life cyclelefishmania

Xi



I. INTRODUCAO
1.1- Consideragdes gerais sobre a leishmaniose

A leishmaniose € wuma doenca com ampla distribuiggeografica,
principalmente nas regides de clima tropical e repital (Ashford, 2000; Murragt
al., 2005). Os parasitos causadores da leishmaniése psotozoéarios flagelados
heteroxénicos pertencentes ao gériegshmania familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida. As formas clinicas observadas s@éimlidas em dois grandes grupos:
leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visclr®) (Desjeux, 2004). No
continente americano, as formas clinicas da dos@igaconhecidas como leishmaniose
tegumentar americana (LTA) e leishmaniose visaararicana (LVA).

Atualmente, existem cerca de 15 milhdes de indosdinfectados e uma
estimativa de 2 milhdes de novos casos ao anolhesios por 98 paises (Figura 1.1).
Estima-se que mais de 500 milhdes de pessoas esnrese em areas de risco nesses
paises. No Novo Mundo, diversas ordens de mamifeiegstres (reservatérios
naturais) e varias espécies de flebotomineos @®t@stdo envolvidas na transmissao
da leishmaniose ao homem. A maioria dos casosfeeciies humanas esta relacionada
com habitos, atividades primarias ou secundariagnd&iduos que exploram ou
habitam florestas. Recentemente tem ocorrido umeatonsignificativo nos casos de
leishmanioses em éareas peri-urbanas de grandedesidparticularmente no Brasil
(WHO, 2013). Este aumento é resultado principalméas drasticas mudangas no meio
ambiente que estdo associadas com o desenvolvineeot@dmico e sdo causadas
principalmente por movimentos migratorios ocorridags Ultimas décadas, como
projetos de colonizacdo, construcdo de hidrelé&recaonstrucado de rodovias, que tém
resultado, na maioria das vezes, em modelos deag@&apdesordenados aliados a
destruicdo da cobertura vegetal (WHO, 2013).



Figura 1.1. Distribuicdo geografica das leishmani@s. As areas com casos de infecgcdes em
humanos séo mostradas em vermelho (adaptado de Layet al., 2010).

A adaptacao do flebotomineo ao ambiente peri-ddéimnidias regides ao redor
das casas, como jardins, parques, bosques, hantases frutiferas ou quintais), ou até
mesmo domiciliar, facilita a transmissdo do pagagiinimais domeésticos, assim como
ao homem, tornando a probabilidade de transmiss@elbante em toda a populagéo
gue se encontra sob risco, ndo importando a faa@esexo ou atividade profissional
(Guerraet al, 2007; Campbell-Lendrumt al, 2001).

Considerando essas mudancas e correlacionando coitnangmissao das
leishmanioses, podemos classificar trés padrdeeldgicos:

1. Silvestre — Neste padrdo, a transmissdo que oa@nrearea de vegetacao
priméria, € fundamentalmente uma zoonose de anisilisstres, que pode
acometer o ser humano quando este entra em caot@t@ ambiente silvestre,
onde esteja ocorrendo epizootia.

2. Ocupacional e Lazer — Este padrdo de transmissdmssociado a exploracdo
desordenada da floresta e derrubada de matas@ataugédo de estradas, usinas



hidrelétricas, instalacdo de povoados, extracamaldeira, desenvolvimento de
atividades agropecuarias, de treinamentos mili@esturismo.

3. Rural e peri-urbano em éareas de colonizacdo —zsteio esta relacionado ao
processo migratdrio, ocupacao de encostas e agldogrem centros urbanos

associados a matas secundarias ou residuais (&finisia Saude, 2007).

Em face destes aspectos, varias regioes do Bésilregistrando mudangas no
seu quadro epidemiolégico (Lainson, 1983, 1988,41%alshet al, 1993). Estes
novos perfis epidemiologicos vém sendo observadmsNordeste, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul do pais, devendo-se considerar snessas, a existéncia de transmissao
peri-domiciliar. E possivel observar nas regidedeSte e Nordeste a doenca ao redor
de areas metropolitanas, onde a Mata Atlanticadielm devastada ao longo dos anos
(Rangel, 1995).

Estudos epidemioldgicos recentes demonstram aéuiar de transmissao tanto
em areas rurais desmatadas quanto em regidesrpanas, sugerindo a coexisténcia de
um duplo perfil epidemiolégico (FUNASA, 2013). Cadrformas de transmissao raras
ja foram relatadas, séo elas: através da plactteméckeet al, 1999), pelo sémen
(Symmers, 1960), agulhas infectadas (Antlaal, 1996) e através da transfusédo de
sangue (Coheat al, 1991; Luzet al, 1997; Dey & Singh, 2006).

Existem diferentes métodos para o diagnostico dehrhanioses, sendo que
nenhum apresenta 100% de especificidade e sedat®li Em seres humanos os
exames podem ser realizados com base em parambiicss e epidemiolégicos. A
doenca acomete o sistema linfomonocitario de fosistémica. A demonstracdo do
parasito pode ser feita em material de bidpsia uncdo aspirativa do baco, figado,
medula 6ssea ou linfonodos.

O diagndstico laboratorial baseia-se principalmertgesquisa de parasitas em
esfregaco das lesGes apos a coloragdo de Giemde:sPaealizar o diagndstico de
forma indireta, através da mensuracdo da respostenel celular com a injecao
intradérmica de antigenos do parasita (intradeagéo de Montenegro — IDRM). Em
laboratorios de maior complexidade, podem serzaddis outros exames, tais como
histopatolégico (coloracdo pela hematoxilina-eogingso de anticorpos marcados com

imunoperoxidase para detec¢do do parasito), cuitivatro (meio NNN bif4sico),in
3



vivo (hamster dourado), sorologia, testes de aglutinatieia (DAT), Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio Imurmerético (ELISA), que utilizam
antigenos brutos e sdo limitados em termos de ifismpide e reprodutibilidade
(Gontijo & Melo, 2004; Basano & Camargo, 2004). Alélesses, também € usado o
método molecular da Reacdo em Cadeia pela PolimdRSR), sendo este mais
utilizado para fins de pesquisa devido a seu eleeadto, mas acrescenta sensibilidade
e especificidade ao diagndstico (Ministério da $a2606, 2007).

Nos casos humanos, as primeiras escolhas par@ménato da leishmaniose séao
0s antimoniais pentavalentes (Sb+5). Alguns cuidadevem ser observados como
avaliagdo e estabilizacdo das condigbes clinicagatamento das infecgbes. N&o
havendo resposta ao tratamento com antimoniaidraggms de segunda escolha séo a
anfotericina B e as pentamidinas (sulfato de peidiiaa e mesilato de pentamidina)
(Ministério da Saude, 2007). No entanto, existegura problemas enfrentrados na
guimioterapia como o fato de algumas drogas sesdren@amente téxicas e algumas
cepas possuirem resisténcia natural a essas drogas.

O controle da doenca é responsabilidade do Sistémizp de Salde, onde as
Secretarias Municipais de Saude, apoiadas pelaset&eas Estaduais de Saude
deverdo, segundo a orientacdo do Programa Naalasaleishmanioses, da Secretaria
de Vigilancia em Saude, ser responsaveis por argani rede basica para atendimento
ao paciente e por instituir acdes de combate aw {@buveia, 2008).

O programa brasileiro de controle da leishmani@seia sua estratégia em trés

principais medidas, sendo que a primeira delasctrdater eminentemente curativo:

1) detecgdao e tratamento de casos humanos;
2) controle dos reservatérios domésticos;

3) controle de vetores.

Dirigido ao caso humano algumas a¢des sao tomatdasssténcia ao paciente,
com diagndstico e tratamento precoce visando dimasitaxas de letalidade e o grau
de morbidade. Controle de reservatorios doméstiews como foco principal o céo,

utilizando como medida profilatica as coleiras iegpradas com deltametrina, que

4



protege os cdes das picadas dos flebotomos. Ootmritmbém € feito através da
remocéo e sacrificio dos cdes soropositivos (Ménistda Saude, 2006, 2007).

O controle de vetores da LV tem sido baseado nalasoseticida direcionado
para as formas adultas. O inseticida de acao @sé&daplicado no interior das casas e
abrigos de animais sendo esta medida considerame gfara reduzir a populacéo de
flebotomineos e, consequentemente os niveis dentiasdo (Gontijo & Melo, 2004;
Ministério da Saude, 2006).

Entretanto, o controle da LTA se mostra como unafiespara o Programa
Nacional de Leishmanioses, pois ha diversidadeidescde transmissdo com grande
variedade de parasitos, vetores e hospedeiros ¢R&nlgainson, 2003) ocorrendo em
nichos ecoldgicos restritos (Gouveia, 2008), alés mMudancas ambientais decorrentes
das acdes humanas. Isso porque o animal silvegirdaminado, origem da
contaminacgdo, passou a conviver com o0s seres hsniemois do desmatamento e
construcdo de cidades.

Outra medida de controle do Programa Nacional d&hbeanioses, que tem sido
muito divulgada, € o desenvolvimento de atividadie®ducacdo em saude, que devem
estar presentes nos servicos de vigilancia e dentta leishmaniose. No que diz
respeito & educacdo popular, esse programa recangedivulgacdo para a populacao
sobre a ocorréncia da doenca, sua clinica, diagoost tratamento. O programa
recomenda ainda a implantacdo de programas de @auean saude que desenvolvam
atividades de informacdo, educacdo e comunicacao miweis local, regional e
municipal (Ministério da Saude, 2007). Portantplexer a identidade da populacao
afetada pela leishmaniose no Brasil é de fundarheimgortancia para o

estabelecimento de medidas eficazes de contraeeatza (Gontijo & Carvalho, 2003).



1.2 — Manifestagdes Clinicas
1.2.1 - Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral, conhecida popularmerdaecc calazar ou barriga
d’agua, é uma doenca cronica de ampla distribuighomundo, sendo grave e
potencialmente fatal para 0 homem se néo tratadagiério da Saude, 2006).

O agente etiolégico da LV do Novo Mundo, conheadmolL. chagasj parece
ter sido introduzido recentemente no continenterigareo através dos colonizadores
europeus (Momeret al, 1993; Mauricioet al, 2000; Kuhlset al, 2011). Alguns
estudos como observando variacdes de microsatelitetram que cepas tHechagasi
também conhecidas coma infantum da América do Sul, s&o muito similares a
populacdo deL. infantum européia e que estas chegaram ao Novo Mundo h&
aproximadamente 500 anos (Lebles al, 2011; Kuhlset al, 2011). Assim, neste
trabalho, o nomé. infantumsera também usado como sinbnimo do agente etologi
da LV no Novo Mundo.

Essa doencga caracteriza-se por atingir principanéngdos como o baco,
figado, medula 6ssea e linfonodos (Mesaal, 2007). A sintomatologia pode variar
muito de acordo com o paciente, caracterizandossdgbres irregulares e de longa
duracéo, hepatoesplenomegalia, emagrecimento, denizg anemia,
hipergamaglobulinemia, tosse, dor abdominal, d&rrperda de peso, caquexia, e
finalmente, o 6bito se o paciente ndo recebernratto adequado (Chappuas al,
2007). Porém, muitas vezes a analise clinica ¢laxa, pois a doenca pode apresentar
sinais e sintomas comuns a outras patologias gesseamo, por exemplo, a doenca de
Chagas, esquistossomose, maldria e outras. A gastéa forma clinica, o paciente pode
evoluir para o quadro de leishmaniose dermal pészhka (LDPK), porém casos de
LDPK foram descritos predominantemente no Velho tddufRamesh & Mukherjee,
1995; Zijlstraet al, 2003; Ramesaht al, 2007).

No Brasil, a LVA inicialmente tinha um carater eeritemente rural e, mais
recentemente, vem se expandindo para as areasasrttarmédio e grande porte. Duas
caracteristicas do processo de transmissdo comtnibpara essa disseminacdo da
leishmaniose visceral. O primeiro € o0 seu principakrvatorio (cdo) que é um animal

doméstico completamente adaptado a vida junto a@hg enquanto que o segundo é o
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inseto responsavel por maior parte das infeccdagzgmyia longipalpis)que
sobrevivem ao que pesquisadores denominam de pwcitio. No entanto, em
Corumba e Ladario (MS),utzomyia cruzé suspeita como transmissora de LVA, com
base em estudos que registraram a alta densidaddexcao natural na espécie (Galati
et al, 1997; Santost al, 1998; Ministério da Saude, 2006).

1.2.2 - Leishmaniose Tegumentar

A LT, de acordo com o trabalho de Basano e Camgt§04), acompanha o
homem desde a antiguidade existindo relatos eramogrdesde o século | d.C. , na Asia
Central, onde a enfermidade era referida como falde Balkh" (Lainson, 1997). Nas
Ameéricas foram encontradas ceramicas pre-colomsjata@tadas de 400 a 900 anos
d.C., feitas pelos indios do Peru (Figura 1.2)akdgyuras apresentam mutilacées de
labios e narizes, caracteristicas da espundia, bojihecida como leishmaniose
mucocutanea. Posteriormente, através de estudpalelemedicina, foram descobertas

mumias com lesdes de pele e mucosas caracteridéidashmaniose (Santos, 1994).

Figura 1.2. Imagem de uma ceramica pré-Inca exibingl mutilizagdo do nariz e labio
superior, lesdes tipicas de leishmaniose cutanea-omsa (Altamirano-Encisoet al., 2003).

A LT é uma doenca ndo contagiosa, de evolugcdo acaprjue acomete as

estruturas da pele e cartilaginosas da nasofaridgeforma localizada ou difusa.



Causam primariamente infeccbes de carater zoon@mmmetendo o homem e seus

animais domesticados de maneira secundaria. Bdedse em trés formas clinicas:

1) A leishmaniose cutéanea (LC) é caracterizada poeradcrasas ou profundas,
geralmente uma Unica lesdo com bordas salientefyremidas e bastantes
delineadasNarzochi, 1992; Berman, 199&ncontradas em partes do corpo como a
face, bracos e pernas. Ocasionalmente pode setonexaudato amarelo devido
a infeccdes bacterianas concomitant@sCruz, 200L A densidade de parasitos
nas bordas da ulcera é relativamente alta nas ifsisess da lesdo enquanto que
em Ulceras cronicas a carga parasitaria é baixgqueo dificulta bastante o
diagnostico parasitolégico da doenca (Mureagl, 2005).

2) A leishmaniose mucocutanea (LMC), também conheadano espundia,
caracteriza-se por lesdes que acometem a mucofaiogea a partir de uma
Ulcera cutanea. No Novo Mundo esta geralmente iasko@ infeccdo pok.
braziliensis na maioria dos casos ocorrendo em um intervalemigo variavel
apos a instalacdo da lesdo cutanea inicial. Osefatue contribuem para que a
doenca inicialmente cutanea evolua para essa fderha ndo sdo todos
conhecidos, mas sabe-se que a demora na cicatrizigdesao primaria e
tratamento inicial inadequado podem estar assceif@darsden, 1986; Carvalho
et al, 1995). A infeccdo do tecido mucoso se da prdwaemte pela via
hematogénica, diferente da forma cutdnea ondeia ®orre no local da picada
do inseto vetor. O acometimento das mucosas da, rfaringe, boca e laringe
podem surgir a partir da lesdo cutanea ainda eridadie, ou anos apds a sua
cicatrizagdo (Schubacét al, 1998, Da-Cruz & Azevedo-Coutinho, 2001). O
processo é bastante agressivo ao hospedeiro, dwegarocorrer completa
destruicdo de toda estrutura cartilaginosa nasatpoometendo nos casos mais
severos a respiracdo, a fala e alimentacéo levanddividuo & morte (Marsden
& Nonata, 1975; Marsden, 1984).

3) A leishmaniose cutanea-difusa (LCD) € uma doengalooga duracéo devido a
uma resposta imune celular deficiente, e que temocoaracteristicas multiplas
lesBes difusas, papulares e ndo ulceradas porsasté@meas da pele. Os nddulos
sao ricos em amastigotas, o que a diferencia dasmfocutanea e mucocutanea,
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onde ha uma escassez de parasitos. E a Unica fegmaentar da doenca que
nao responde ao tratamento medicamentoso hab@aavit & Kerdel-Vegas,
1965;Costa et al 1992).

A leishmaniose no Brasil varia de acordo com doeifgtores, entre eles estéo:
as caracteristicas ecoldgicas de cada regidoeetivitlade das espécies de leishmgnias
os habitos e a biologia dos insetos flebotomimEngénerd_utzomyia(de importancia
na transmissao da doenca); a diversidade dos dmtxjicos dos parasitos; e, ainda, a
proporcdo de individuos suscetiveis existente eda caea (WHO, 2013). Foram
identificadas as principais espécies de leishmad&snotropicas responsaveis por
infeccdes humanas no Brasil, cujos ciclos de tr&ssfin estdo associados a algumas
espécies de flebotomineos, comazomyia whitmane Lutzomyia intermedi@Tabela
1.1). Outra espécie de flebotomineo é sugerida comontiaeera del.. braziliensis
Lutzomyia neiva(Pinto, 1926). A espécie foi revalidada por Maras)dem 1996, e
segundo estudos de Casaneval, (1995) e Andrade-Filho (2003), poderia participa

do ciclo de transmissao de LTA no Sul e no Sudistérasil.



Tabela 1.1.Combinac¢des naturais de parasito-vetoafaptada de Souza, 2003).

Vetor Parasito Manifestacao
Lutzomyia whitmani, Lutzomyia
wellcomei, Lutzomyiaintermedia,
Lutzomyia migonei, Lutzomyia Leishmania tegumentar
complexa, Lutzomyia neivae, braziliensis
Lutzomyia davis
Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia Leishmania tegumentar
anduzei guyanensis
Lutzomyia whitmani Leishmania tegumentar
shawi
Lutzomyia hartmanni, Lutzomyia Leishmania tegumentar
gomezi, Lutzomyia panamensis colombiensis
Lutzomyia ubiquitalis Leishmania tegumentar
laisoni
Lutzomyia ayrozgj, Lutzomyla . Leishmania tegumentar
paraenses, Lutzomyia sqguamiventris naiffi
: . Leishmania
Lutzomyia antunesi . tegumentar
lindenberg
Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia Lelshmanla' tegumentar
olmeca nociva amazonensis
Lutzomyi idoi ' . .
. yia trapidoi, L'utzomyla Leishmania
ylephiletor, Lutzomyia gomez, . tegumentar
. . panamensis
Lutzomyia panamensis
Lutzomyia peruensis, Lutzomyia Leishmania
. tegumentar
verrucarum peruviana
Phlebotomus papatasi, Leishmania tegumentar
Phlebotomus duboscqi major
Phlebotomus sergenti Leishmania tegumentar
tropica
, . Leishmania visceral
Lutzomya longipal pis infantum
Phlebotomus perniciosus L_elshmama visceral
infantum
. Leishmania visceral
Phlebotomus argentipes donovani
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A LTA foi relatada pela primeira vez no Brasil ef@09 por Lindenberg, que
encontrou formas de leishméania idénticag eashmania tropicado velho mundo.
Atualmente essa doenca apresenta ampla distribo@@ais, com registro de casos em
todas as regides brasileiras (Ministério da Sap@@y, 2006). Foram observados picos
de transmissdo a cada cinco anos a partir de @bdo se solidifica a implantacéo
das acdes de vigilancia e controle da LTA no pdisiétério da Saude, 2007). Entre o
ano de 2001 a 2009 foram registrados 237.259 adesdsTA (SINANWEB, 2010).
Analisando os dados pertinentes a 2003, verifieogtge a regido Norte notificou 45%
dos casos, predominantemente nos estados do RaazoAas e Rondonia; a regido
Nordeste, 26% dos casos, principalmente no MaramBeita e Ceard; a regido Centro-
Oeste, 15% dos casos, com mais frequéncia no MassG a regido Sudeste, 11% dos
casos, predominantemente em Minas Gerais; e aor&§ 3,0%, destacando-se o
Parana (Ministério da Saude, 2006).

De acordo com a OMS, a LTA est4 entre as seis imgsrtantes doencas
infecciosas, pelo seu alto coeficiente de deteogéoapacidade de producdo de
deformidades. Além disso, novos aspectos complieadda enfermidade surgiram a
partir da coinfeccdo com a Sindrome de Imunodefuig€ Adquirida (AIDS), o que

aumentou seu grau de impacto nas populacdes (WBI3).2

1.3 - O parasito

As diversas espécies do génekeishmania sdo classificadas em dois
subgéneros, de acordo com a localizacéo do pamsitabo digestivo do hospedeiro
invertebrado: subgénendiannia seus representantes sdo unicamente encontrados no
Novo Mundo, esses parasitos estabelecem uma infécigdal na regido posterior do
trato digestivo, na regiao pilorica e no intestmeédio abdominal, migrando para as
por¢cbes mais anteriores durante o seu desenvoltom@eripilarico) e subgénero
Leishmania seu desenvolvimento é restrito a por¢cdo do tdigestivo anterior ao
piloro, sobretudo nas regides abdominais e toraaocaintestino médio (suprapilarico)
(Lainson & Shaw, 1987; Lainson, 1972; 1987a; 2(8#&fjanova, 1982; Correst al,
2005). Outra forma de desenvolvimento que tambéemadntrado é o hipopilérico,
sendo restrito ao intestino posterior e ocorre spe@es deeishmaniaque infectam
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répteis. Esse grupo tem sido classificado tantdradeto génerd_eishmaniaquanto
como um género separado cham&huroleishmania(Safjanova 1982; Lainson &
Shaw, 1987; Croamt al, 1997; Dujardinet al, 2000; Momen & Cupollilo, 2000;
Orlandoet al, 2002; Zelaznyet al, 2005; Frageet al, 2010; Pimentat al, 2012)
(Figura 1.3).

Intestino médio [ \
toracico ; e 2
T Intestino médio Hipopilarico
l 1 abdominal (Leishmania e

Matriz Sauroleishmania)
peritrofica

Valvula do

estomodeu ‘ Sangue ]

Intestino
anterior

Haptomonas Prociclica

S Metaciclica Nectomonas i
/[ O 5-7 dias 3- 4 dias Ll
w
“x l |

& Suprapilarico
Amastigota (Leishmania)

Metaciclica

Figura 1.3. Esquema da localizacdo dos subgéneroe Heishmania de acordo com seu
padrdo de desenvolvimento e seu ciclo de vida deotdo flebotomineo (Figura adaptada
de Pimentaet al., 2012).

Dependendo do ambiente, os parasitos diferenciaenseformas altamente
especializadas que se distinguem quanto ao selermegunto nutricional, taxa de
crescimento e habilidade de se dividirem, regulagdocexpressdo de moléculas de
superficie e também em sua morfologia (revisado Packs & Kamhawi, 2001;
McConville & Handman, 2007; Besteigt al,, 2007).
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A interacdo parasito-vetor melhor caracterizadalaihoje foca nos parasitos
com desenvolvimento suprapilarico, assim, as camiaticas descritas aqui do ciclo
biologico de Leishmania dentro do flebotomineo séo do subgénéeishmania
(Kamhawi, 2006).

Existem diversas denominacfes para os morfotipaontrados no vetor
(Walters, 1993; Nieves & Pimenta, 2000, 2002; Re@gtral, 2002; Gossaget al,
2003; Bates & Rogers, 2004; Freitsst al, 2012). A nomenclatura aceita
universalmente é a proposta por Lawyer e colaboeadem 1990. Os parasitos do
géneroLeishmaniadentro do vetor apresentam as seguintes formasaeastigotas:
prociclicas, nectomonas, leptomonas, paramastigdiaptomonas e metaciclicas
(Figura 1.4). E no sistema fagocitico mononuclezs klospedeiros vertebrados, como
por exemplo, homem, roedores e canideos, encanteaferma amastigota, que tem
formato esférico a ovéide com um flagelo pequemtezno.

Figura 1.4. Os morfotipos deLeishmania encontrados dentro dos vetores flebotomineos.
Observa-se da esquerda para direita: promastigotarpciclica, promastigota nectomona,
promastigota haptomona, promastigota paramastigotae promastigota metaciclica
(Lawyer et al., 1990; Pimentaet al., 2012).
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1.3.1 — O ciclo de vida déeishmania spp.

O modo mais comum de transmisséo da leishmaniosesxedeiro vertebrado
ocorre quando um micro-organismo do géneeshmaniaé transmitido na forma de
promastigota metaciclica através da picada de tihehioeos (fémeas hematéfagas
infectadas) durante seu repasto sanguineo (atosétoide se alimentar de sangue) em
representantes da classe Mammalia susceptiveideacdo. Os promastigotas sao
fagocitados por macrofagos teciduais e transforrmanem amastigotas. Estes se
reproduzem por divisdo binaria, até que a célutpbdeira fique repleta de parasitos e
se rompa. Com a destruicdo da célula, inimerast@goias sdo liberadas e fagocitadas
por outros macréfagos, dando continuidade aos<cidéo reproducdo assexuada. Um
flebotomineo nao infectado, ao fazer o repastolsarg em um hospedeiro vertebrado
previamente infectado, ingere juntamente com o s&ngacréfagos contendo as
formas amastigotas e/ou as formas amastigotass.liPerante o trajeto pelo trato
digestorio do hospedeiro invertebrado macréfagososepem liberando as formas
amastigotas. Dentro do intestino do inseto é foemama rede fibrosa, composta por
quitina e diversas proteinas associadas a membpan&ofica, onde ocorre a
diferenciacdo de amastigota para promastigotasqticms que sédo ovoides com flagelo
curto e pouco moéveis (Pimengd al, 1997; Sacks, 2001; Soaresal, 2005). Essas
formas se multiplicam intensamente e ocorre o a@pasnto das nectomonas, formas
mais alongadas, que preenchem o intestino abdoramtatior. Depois, entre 60-72
horas iniciam-se a evasdo da membrana peritricesao as microvilosidades das
células epiteliais da por¢cao anterior do intestimedio (Walterset al, 1992). De 4 -7
dias apdés a infeccdo todo o bolo alimentar j4 fonirado e os promastigotas
nectomonas se diferenciam em promastigotas leptaspajue se dividem, resultando
numa infeccdo massiva do intestino médio anteti@mhawi, 2006). Leptomonas
diferenciam-se em promastigotas metaciclicos (S4€89).

O processo de transformacéo para a forma promesstigetaciclica € conhecido
como metaciclogénese. Os promastigotas metacicligmssado a forma infectante, séo
peguenos e delgados com flagelos longos, muitosagwnéao se multiplicam (Saraiet
al., 2005). Nesse periodo do desenvolvimento tami@&nescontradas formas curtas e

largas denominadas haptomonas e formas de pequapo classificadas como
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paramastigotas. Os promastigotas metaciclicos migmrao para o eséfago, faringe e
se alojam na probdscide do vetor, bloqueando admtde sangue quando um novo
repasto sanguineo ocorre. Uma contragdo do muslaulprobdscide faz com que o
flebotomineo regurgite o sangue recém-ingeridoeradd promastigotas metaciclicos
(Kamhawi, 2006) (Figura 1.3 e 1.5).

ocorfre no invertebrado
(flebotomineo) S
g

//—‘g — | : | Q -:. (2)

Hospedeiro vertebrado

(5)

\ S r '
- - OCO{ ea Ha?f \erSe brado (4)

Rebello KM, 2008

Figura 1.5. Ciclo biolégico dalLeishmania. No ciclo peri-urbano e urbano, as fémeas
infectadas podem transmitir as formas metaciclicaao homem e animais domésticos (1).
As formas flageladas infectam as células do sistenfagociticomonuclear (2), e dentro
dessas células sofrem diferenciagdo, transformand® em amastigotas (3). As formas
amastigotas se multiplicam intensamente e induzenmompimento das células infectadas
(4), ficando livres na corrente sanguinea podendmfectar novas células. Quando um
diptero ndo infectado faz repasto sanguineo no hasgeiro vertebrado infectado (5) ele
ingere juntamente com o sangue células contendo foas amastigotas (6) estas, ao
chegarem ao intestino médio ou estdbmago do vetorfian um primeiro ciclo replicativo
transformando-se em formas promastigotas procicliGque irdo se multiplicar no trato
digestorio do diptero e sofrer metaciclogénese, tnaformando-se em promastigotas
metaciclicas (7), migrando posteriormente para a mbdscide do vetor (adaptado de
Rebello, 2008).
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1.4 - Vetores da_eishmania

Os vetores dd.eishmaniaséo dipteros nematéceros, de pequeno porte, da
familia Psychodidae, sub-familia Phlebotominae,givserot.utzomyia(Novo Mundo)

e PhlebotomugVelho Mundo) (Young & Duncan, 1994). No Brasil, deordo com a
regido geografica, os flebotomineos, sdo populaen@onhecidos como birigui,
mosquito palha, cangalinha, anjinho, arrupiaddweytara.

Séo insetos holometabolos, isto €, o seu desenveid ocorre a partir dos
ovOos que originam as larvas, pupas e adultos. é&iferdos mosquitos, a sua fémea poe
seus ovos no solo das florestas ou em ambientefficadds pela acdo humana. Os
ovos sdo pequenos e uma vez eclodidos, geram Jawasao de dificil visualizacdo a
olho nu. As larvas alimentam-se da matéria orgawvecgetal presente no solo e passam
por quatro fases, que no decorrer do desenvolvoreurnentam seu metabolismo e seu
tamanho. Apos isso, elas se transformam em pupasse)fixam no substrato e ndo se
alimentam.Esses insetos na fase adulta apresentam uma gadggena, alongada e
voltada para baixo, um aparelho bucal do tipo soigpitador, asas estreitas e de forma
lanceolada, ou seja, sempre levantadas quando gst&ados, corpo com coloracao
castanho-escura e totalmente revestido por ceRilae(taet al, 2012; Sangiorget al.,
2012). Além disso, os adultos, criptozoarios, pessudlelgado exoesqueleto quitinoso,
0 que os torna bastante sensiveis as variagcbesoambiente (Forattini, 1973). Em
flebotomineos, ambos os sexos alimentam-se de stemetais ou da secrecdo de
afideos (“honeydew”), substancia rica em carboodrafForattini, 1973, Killick-
Kendrick, 1979, Souzat al, 1995). A hematofagia em flebotomineos estaitasis
fémeas, desempenhando um papel importante na ce@géAlgumas espécies de
flebotomineos possuem habitos antropofilicos, olljee confere um importante papel
na veiculacdo de patégenos humanos (Forattini,)1973

De acordo com Young e Duncan (1994), no Novo Mubds géneros de
flebotomineos s@o reconheciddsutzomyia(Franca & Parrot, 1924)Brumptomyia
(Franca & Parrot, 1921) Warileyia (Hertig, 1940); entretanto, no génekatzomyiaé
gue sao encontradas as espém@eponsaveis pela transmissdo da doenca ao hoem. J

no Velho Mundo existem trégéneros: Phlebotomus(Rondani & Berté, 1840),
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Sergentomyia(Franca & Parrot, 1920) eChinius (Leng, 1987), destacando-se
importancia para o géneRhlebotomus

Atualmente podemos estimar em cerca de 800 espemidxecidas, das quais 0
Brasil apresenta-se como o0 pais com a maior ddeaasi (Lainson & Rangel, 2003;
Young & Duncan, 1994) (Tabela 1.1).

1.5 — Principais moléculas envolvidas na interacdmarasito-vetor

Alguns antigenos presentes dneishmania spp. vém sendo intensamente
estudados como possiveis fatores essenciais pareicsle de vida, viruléncia e
patogenicidade.

O Lipofosfoglicano (LPG) € um gliconjugado presemencipalmente na
superficie de promastigotas prociclicos e praticienausente em amastigotas de todas
as espécies deeishmaniaaté hoje analisadas (Mcconvil¢ al, 1987; 1991; Muskus,
et al, 1997; Soarest al, 2005; Turco, 1992; Soaresal, 2002; revisto por de Asset
al., 2011). Eancorado a superficie celular via ancora de glioss$atidilinositol (GPI) e
uma de suas funcdes € atuar como uma moléculaed@@due participa de processos
de interagdo com o epitélio intestinal do insettmv€Soareset al, 2002). Importantes
evidéncias sobre o papel do LPG durante esse pmcds interacdo foram
demonstradas através do uso de parasitos mutagfiegentes em LPG que ndo sdo
capazes de aderir e sustentar a infeccdo no mieg®utcheret al, 1996; Sacket al.,
2000).

Soares e colaboradores em 2002 purificaram o fbsdéow (PG) derivado do
LPG extraido de formas prociclicas e metaciclies. infantum Apds isso, incubaram
o intestino dissecado deu. longipalpis com estes PGs, lavaram o0s intestinos e
prosseguiram com a interacdo com formas procictieds infantum Eles observaram
gue o indice de adesdo dos parasitos prociclicastestino pré-incubado com PG de
formas procilicas foi muito menor do que quandoréipcubacédo foi com PG de
metaciclicos ou quando a interacdo foi realizada autestinos sem pré-tratamento,
mostrando assim a participacdo do PG no processotelacao parasito-vetor e que
essa ligacdo é estagio-especifica. O mesmo emnsaiedlizado anos mais tarde pelo

mesmo grupo (Soared al, 2005; 2010) usando o PG derivado do LPG extrdé&la
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braziliensis onde os intestinos dissecadod.de whitmanie Lu. intermediaforam pré-
tratados com o PG de formas prociclicas e meteagclielL. braziliensise apos isso
incubados com as formas prociclicas deste pardditi@gm, neste ensaio, foi visto que
ambos os tratamentos com PGs diminuem a adesagatasitos prociclicos aos
intestinos dissecados dos insetos vetores, notentimibicdo foi muito maior quando
PG de prociclico foi utilizada.

Além do envolvimento desta molécula na interagdon co hospedeiro
invertebrado, o LPG também esta envolvido na cénfga de imunidade protetora no
hospedeiro vertebrado contra o parasito, como waastrpor McConville e
colaboradores em 1987, que verificaram que imudzaamundongos suscetiveis com
LPG deL. major, obtinha-se uma protecédo desses animais congtarianiose cutanea.
Posteriormente, Russel e Alexander (1988) tambémeguiram induzir protecdo em
camundongos suscetiveis com LPA.deexicana

Outroglicoconjugado abundante, ancorado via GPIl, maseegp nas duas formas
do desenvolvimento do parasito (promastigotas e stgwas) sdo 0S pequenos
glicosilinositolfosfolipideos (GIPLs)Mcconville et al, 1991). Os GIPLs auxiliam o
parasitoL. majorna sobrevivéncia dentro de macrofagos inibindomtesé de oxido nitrico
(Proudfootet al, 1995 Zuffereyet al, 2003).Amastigotas mutantes de amazonensis
e L. mexicana,que perderam alguns ou todos GIPLs de supert@mbém tém sua
habilidade diminuida de sobreviver em macréfagosnda-Wilmotet al, 1999; ligoutz
et al, 1999; Garamet al, 2001; Raltoret al,, 2003). Além disso, GIPLs extraidaslde
infantum e L. braziliensistambém inibem a producdo de Oxido nitrico (NO) por
macréfagos de camundongo estimulados comyEN-PS, os dois principais indutores
da producéo de NO, mas nao inibem a producéo deal(#ssiset al, 2012). Neste
mesmo trabalho, foi visto que esta inibicdo € ddpete da estrutura intacta de GIPLs,
pois com o pré-tratamento de GIPLs por 16 h conolipase C (PLC), que cliva a
ancora de GPI, restaura a producdo de NO em mgodéstimulados com IFN-

Os proteofosfoglicanos (PPG) séo proteinas, quevesr deO-glicosilagéo,
apresentam ligacdo de fosfossacarideos na cadsidipa. Em promastigotas, um PPG
secretado e filamentoso (fPPG), forma um agrega&tmso estabelecendo uma rede de
filamentos fibrosos como um gel. O fPPG é secrepaii bolsa flagelar (Stierhef al,

1994) com 95% de sua composi¢cdo de fosfoglicanas @orcdo peptidica com
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abundancia de serina, alanina e prolina. Promdatigeptomonas sao as principais
formas produtoras de fPPG no flebotomineo (Rogtral, 2002). Os fPPGs sao
detectados no intestino dle. longipalpisinfectado conl. mexicanae L. infantumem
cerca de 2 a 3 dias ap0s infec¢cdo, com um piceatkipdo dentro de 5 a 7 dias (Rogers
et al, 2002; Gossaget al, 2003; Rogers & Bates, 2007). Usando uma cepa d&jor
mutante, deficiente na producdo de LR&I) ou deficiente na expressdo de todas as
moléculas fosfoglicanas (PG) de superficie e sadeelpg2), observou-se uma possivel
funcdo dos PPGs secretados na sobrevivéncia deagtigotas durante a digestdo do
sangue no inseto (Sacksal, 2000; Svarovskat al, 2010). Corroborando com estes
resultados, experimentos vitro usando promastigotas incubados com lisado de
intestino de flebotomineo preparado apdés diferetgiepos de alimentacdo sanguinea,
mostra que o PPG secretado confere protecdo cam@tcao enzimatica do intestino do
inseto (Secundinet al, 2010). Neste mesmo trabalho, os autores mosjteno PPG
purificado, mas ndo o LPG, pode passivamente aglasriperficie de parasittpg2 para
conferir tal protecdo. Além disso, a participac@&ssa molécula de PPG parece ser
importante no bloqueio do intestino anterior doetnsvetor, detendo a ingestdo de
alimento e levando o inseto a sucessivos repaatagudeos, aumentando as chances
de disseminacédo daeishmaniaspp. (Walterset al, 1989; Lawyeret al, 1990; lig,
2000).

Quando os PPGs sao encontrados na membrana ceétulgarasito, sendo
ancoradas por GPI, sdo chamadas de mPPGef(lj, 1999b). A funcdo do mPPG
ainda ndo esta totalmente clara, porém especujaesaesta molécula seja importante
como ligante de receptores em macrofagos e emaséluilestinais do inseto vetor por
apresentar uma estrutura bastante peculiar, conporgdo peptidica rica em repeticoes
de serina extendida acima da membrana plasmaticaistemanig(llg, 2000).

Outra funcdo estabelecida para o PPG, na forma elesegcretado por
promastigotas (PSG), € a habilidade de modificaomportamento da alimentacéo
sanguinea do inseto para a transmissdo do pard3#ede a descoberta dos
flebotomineos como vetores Haishmaniavarios trabalhos tém mostrado as diferentes
mudancas no comportamento de flebotomineos infestafstes vetores quando
infectados exploram a fonte de alimentacdo (exeragiomem) mais frequentemente,

sendo mais propensos a se alimentar de forma iretangm relagdo aos insetos nao
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infectados (Shortet al, 1931; Killick-Kendricket al, 1977; Beaclet al, 1985; Rogers
et al, 2002; Rogers & Bates, 2007; Maa al, 2011; Rogers, 2012). Em 2002, uma
clara relacdo entre a intensidade de infeccdo mshmaniae a habilidade de
alimentacéo de flebotomineos foi estabelecida (Rageal., 2002). Neste trabalho, os
autores mostram que a maior parte (87%) dos insatow infectados foi somente
capaz de pegar uma parte do sangue disponived doisassociado com acumulo de
PSG, resultando em um aumento de 3 vezes no vollonéntestino anterior e
significante expansado da valvula do estomodeu. Hetd para a sua transmissao, a
Leishmaniatambém pode causar um dano na valvula do estomama@stido por
quitina, quando se adere nela, através de modiksado seu flagelo e secrecdo de
quitinase (Schleiret al, 1992; Volfetal, 2004; Rogerst al, 2008). A combinacdo
destes dois eventos resulta na obstrucdo do mwesiédio anterior com um plug de
promastigotas delLeishmania e junto com seu gel, que distende e mantém
permanentemente aberta a valvula danificada. Es#a hipotese da adaptacdo do
febotomineo para a transmisséao eficiente, promavencfluxo de parasitos durante a
alimentac&do sanguinea e deposicdo de um grandemaed¢ormas infectantes (Shortt
& Swaminath, 1928).

Foi sugerido que a adesdo deishmaniaspp. ao intestino anterior pode
interferir com a funcdo de mecanoreceptores quectdeh o fluxo sanguineo, podendo
explicar assim, a reduzida habilidade destes insgtose alimentar de sangue (Jetni
al., 1980; Molyneux & Jefferies, 1986). No entanemdo em vista estes resultados, foi
proposto que o funcionamento destes mecanoreceptprgjudicada por fPPG, que
desempenha o papel de molécula manipuladora. pesosua vez pode promover o
estado de fome e a persisténcia do inseto, omnatteamente, aumentar o ponto limite
no qual o inseto tem sua procura por sangue iniiitdgers, 2012).

Além disso, foi proposto que, como a producdo deG P&pende da
metaciclogénse, a quantidade de PSG liberada pou®étn esta correlacionado com o
grau de infeccdo do inseto. Foram usados capifzaes alimentacdo para analisar a
transmissdo dé.. mexicanade Lu. longipalpis Esta combinacdo de parasito-vetor,
gerou grande quantidade de PSG (acima de 1 p@)nsetlta transmissdo para
camundongos (Rogemst al, 2006, 2008; Rogers & Bates, 2007). Esses remdta

revelam que alta quantidade de PSG liberada datAaeada com grande quantidade de
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parasitos transmitidos. Assim, reforcam a idéiagde o fPPG do parasito pode
influenciar bastante o nimero de parasitos traigosite a proporcdo de gel co-
regurgitado (Rogers, 2012).

Durante os primeiros dias de infec¢do, o parasitoass vulneravel ao potente
sistema imune do hospedeiro. Rogers e colaboradares2009 mostraram que a
presenca de PSG com macroéfagositro ouin vivo, beneficia a infeccéo, independente
do estado de ativacdo da célula. Isto pode peresiobrevivéncia do parasito em um
ambiente hostil tal como a pele inflamada devidpiéadas do vetor ou imunizada com
a saliva. Dentro dos macrofagos, as formas amamsiggecretam aPPG, que
estruturalmente sdo definidas como uma cadeia quilgica modificada com
fosfoglicanos ligados a residuos de serinadllgl, 1998). A secrec¢do de aPPG dentro
de macréfagos parece contribuir para manutenca@cioolo parisitéforo (Peteet al,
1997b). Além disso, aPPG é capaz de ativar o camgito via proteina ligadora de
manose. Em lesdes ativas causadad porexicanaa liberacdo de aPPG por células do
hospedeiro rompidas ou devido ao trafego vesicytade esgotar localmente o
componente C3 e assim, pode prevenir a lise d@sipas mediada pelo complemento.
Isto foi demonstrado quando amastigotasLdanexicanaisoladas de lesbes de um
camundongo, ndo apresentaram fragmentos de C3 ansuperficie, enquanto que
amastigotas de. major deficientes em aPPG foram opsonizadas por C3b/Pziters
et al, 1997a).

Em 1989, Ismach e colaboradores, conseguiram fabamtiatravés da producéo
de anticorpos monoclonais a partir de fracdes eadiglas do flagelo de. braziliensis
uma proteina de 13,2 kDa que se distribuia ao lalgtodo o flagelo e que a pré-
incubacdo dé.. major com o anticorpo que reconheceu essa proteina,opeamuma
reducdo em 42% na taxa de adesdo ao tubo digeltisecado d®. papatasiEssa
proteina flagelar foi denominada como FLAG (Roje897) faz parte da familia das
pequenas proteinas miristiladas (SMP’s) (Bulal, 2004). Em 2012, Di Blasi mostrou
através da analise da transcricdo génica do geA&EIML. pifanoi a maior expressao
de FLAG na forma promastigota do que na amastighkdm disso, neste mesmo
trabalho foram feitos ensaios de inibicdo de adesétmbo digestivo realizando a pré-
incubacéo de trés espéciesldésshmaniado Novo Mundo com o anticorpo anti-FLAG.

Os pares forank. infantumx Lu. longipalpis,L. amazonensix Lu. longipalpise L.
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major x Phlebotomus papatasNos dois primeiros pares citados acima, ndo houve
reducdo significativa na taxa de adesédo. Porénmdosa par natural do Velho Mundo,
L. major x P. papatasi foi possivel observar uma queda bastante acemtuzmd
aproximadamente 60%, na taxa de adeséo dos parasitabo digestivo deste inseto.

Outra molécula que parece ter papel fundamentantieira interacao parasito-
vetor, é a glicoproteina de 63 kDa, gp63. Esta outdépertence a familia das metalo-
peptidases, é expressa em abundancia na supedigiar das formas promastigotas de
Leishmania (Yao et al, 2003), apresenta uma expressdao aumentada nassform
promastigotas metaciclicas, que sado as formas tivdsc (fase estacionaria de
crescimento) e possui um baixo, porém detectaved| nle expressao intracelular em
amastigotas (Medina-Acos¢éh al, 1989; Muskus & Marin Villa, 2002; McGwiret al,
2002). Mesmo sendo expressa predominantemente peafisie de promastigotas de
Leishmania em vez de em amastigotas, sua funcdo na intera@@oo hospedeiro
invertebrado tem sido pouco investigada. Além disgstem alguns dados conflitantes
sobre o papel da gp63 nesta etapa do ciclo de dédaes tripanossomatideos. Foi
observado que a delecdo dos genes codificantep@y gmLeishmania majgrnéao
altera seu desenvolvimento no interior do indetdebotomus dubosqidoshiet al.,
2002). Ja enkh. amazonensjsuja expressao dessa peptidase foi diminuidadosam
vetor contendo o gene da gp63 em orientacdo revasaemonstrada uma baixa
colonizacéo enu. longipalpis(Hajmovéet al.,, 2004).

Esses resultados contraditorios devem ser intagiwetcom cautela, pois existe
a possibilidade da gp63 funcionar de forma diferedhirante a interagcdo dessas duas
espécies deeishmaniacom essas distintas espécies de vetores invettehrque pode
ser correlacionado com competéncia vetorial (Sagit@d, 2006). Além disso, estudos
utilizando parasitos com alteracbes genéticas (reca down-regulacdo ou
silenciamento de RNA, por exemplo) podem levar a wuper expressdo de outras
moléculas para superar a funcao interrompida de géro. O proprio LPG pode ser
uma dessas moléculas, que além de ser a molécuidaaimandante na superficie da
forma promastigota deste parasito, também posagdis que se sobrepde as da gp63,
como a resisténcia a lise mediada pelo complemerfarilitacdo da fagocitose por
macréfagos. Uma das fungBes melhor caracterizana® @ € justamente na interacédo

com o inseto vetor, sendo responsavel pela ligalghgarasito e sua liberacdo do
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intestino médio dos flebotomineos, respondendo pelgracdo retrograda dos
promastigotas metaciclicos para a probdscide a@bsttbmineos (de Assit al, 2011).
Ainda é possivel que a gp63 e o LPG, ou mesmo outraléculas, podem atuar
sinergisticamente ou redundantemente, com a faharth sendo compensada por outra
(Yao, 2010).

1.6 — Peptidases

As peptidases proteasesou peptideo-hidrolases (E.C. 3.4), sdao enzimas de
ocorréncia geral capazes de clivar ligacdes pepsdiradicionalmente, as peptidases
sao classificadas baseadas no tipo de reacaosedt®i na natureza quimica do sitio
catalitico (Bond & Butler, 1987), sendo divididas exopeptidases e endopetidases. As
exopeptidases atuam somente nos finais das caudipseptidicas na regido N ou C
terminal. Aquelas que atuam na regido amino tefnlivig liberam um Unico residuo
de aminoéacido (aminopeptidases), um dipeptiddipeptidil-peptidases) ou um
tripeptideo (tripeptidil-peptidases). As exopepdel queatuam na regido carboxi
terminal livre liberam um Unico aminoacidearboxipeptidases) ou um dipeptideo
(peptidil-dipeptidases) (Beynon & Bond 1989, 2001).

Algumas exopeptidases sado especificas para dipeptiddipeptidases) ou
removem residuos terminais que sao substituidobzamos ou ligados por ligacdes
isopeptidicas. Ligacdes isopeptidicas sao ligapggsidicas diferentes daquelas entre
uma a-carboxila e um a-amino grupo, e estes tipeandimas sao denominados omega
peptidases. Ja as endopeptidataam preferencialmente nas regides internas daacad
polipeptidica, entre as regidesNC terminal (Beynon & Bond 1989, 2001).

De acordo com o tipo de reacao catalisada e o @tioho critico para aeatalise,
as peptidases podem ser divididas em subclassépadeerina-, cisteinagspartico-,
metalo-, treonina- e glutamico-peptidases. Algupgstidases ndo sncaixam nestas
subclasses e formam a subclasse 3.4.99, de mecacadaliticodesconhecido (Barret,
Rawlings & O’Brien, 2001). Em 2012, outro métododlssificacéo foi apresentado e
pode ser facilmente acessado no servidor de bancadios MEROPS. Neste sistema,
peptidases das diferentes classes podem ser ajng@gadas em familias com base nas

semelhancas estatisticamente significativas na éseta de aminoacidos. Para
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nomenclatura, cada familia é identificada por umi@al que representa o dominio
catalitico, onde A é utilizado para aspartico, Capeisteina, M para metalo, S para
serina, T para treonina, L para glutamico, N pat@® de asparagina e U para um tipo
desconhecido; seguido por um numero caracterigiamilias com homologia, que

surgiram a partir de um Unico ancestral comum, adapadas em um cla. Ele

representa uma ou mais familias que mostram evaerspbre a relacdo evolutiva
através de semelhantes estruturas terciérias,dgenode residuos no sitio catalitico na
cadeia polipeptidica e seus motivos de sequénoiasiies ao redor do sitio catalitico.

Para a representacdo do cld, duas letras sdo usadds a primeira relacionada com a
familia (MEROPS, 2012; Barret al., 2003).

Peptidases, entre muitas outras moléculas, tém sidwealiadas
no que diz respeito ao seu potencial como novassakrapéuticos. Fungdes centrais
em processos fisiolégicos sdo realizadas por (s8] que podem
ser encontradas em organismos representantes desativdominios da vida como
Eukarya, Bacteria e Archaea, assim como em Virapdi-Otin & Bond 2008). A
importancia das peptidases em sistemas biolégidasilénente reconhecida, uma vez
que todas as proteinas de uma célula precisanr@eojiticamente processadas e ou
degradadas, em algum momento do desenvolvimentolacelA regulacdo da
localizacdo de proteinas; a mobilidade e a ativagdaal modulacdo de interacdes
proteina-proteina; a geracao, transducédo e angu#t de sinais moleculares podem ser

todos influenciados por atividade de peptidasepékeOtin & Bond 2008).

1.7 — Peptidases erheishmania spp.

Em Leishmaniaspp. e outros tripanossomatideos as peptidasesngesham
um papel fundamental na interacdo parasito-hosfedena vez que estdo envolvidas
com a invasao pela degradacédo de tecido conjurdom;a degradacao de proteinas do
citoesqueleto do hospedeiro durante invasdo ownaokas células do hospedeiro; com
0 escape ou modulacdo do sistema imunologico pgradacdo ou ativacdo de
moléculas do sistema imune e com a invasao deaséhbspedeiras. Aléem de sua
importancia para a patogenicidade desses parasiagyeptidases também estéo

envolvidas em eventos cruciais do ciclo de vidaedemicro-organismos, tais como
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remodelacédo do parasito durante a transi¢cao destagie de vida para outro e ativacéo
ou degradacdo de enzimas ou proteinas regulatfsigmrasito, além de participarem
no processamento de proteinas para fins nutrigd®aijid & McKerrow, 2002).

Quatro classes de peptidases foram descritateshmaniaspp. . aspartico-
peptidases, serina-peptidases, cisteina-peptidasestalo-peptidases (Jaffe & Dwyer,
2003; Mottramet al, 2004; Guedest al, 2007; Valdiviescet al, 2007).

As aspartico-peptidases estdo presentes em um agnpb@ de organismos
como vertebrados, plantas, fungos, protozoarioscgpiontes e retrovirus (Hill &
Phylip 1997; James 1998; Dashal, 2003). Essas endopeptidases tém atraido muito a
atencdo da comunidade cientifica, por exemplo,ddea sua potencial aplicacdo da
industria alimenticia e como alvo para terapia e®ngas humanas importantes, como
0 uso da renina para hipertensdo, catepsina D etastages de diferentes células
cancerigenas e na terapia antirretroviral altamatitea (HAART) contra o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (Vermelhat al, 2008; Cooper, 2002; Scatt al,
2006; Coombet al, 2001; Benesgt al, 2008; Vassar, 2002; Dominguetal,, 2004;
Santoset al, 2013).

O primeiro indicio da presenca de aspartico-peptislaemLeishmaniafoi
relatado emL. amazonensislurante a diferenciacéo celular (Alves al, 2005). A
identificacdo destas enzimas foi confirmadalenmexicana(Valdiviesoet al, 2007).

No entanto, devido a grande abundancia de ciseematalo-peptidases nesse género,
poucos estudos foram realizados a fim de buscas mfmrmacdes sobre as aspartico-
peptidases nesses parasitos. [Eramazonensia atividade proteolitica do extrato bruto
foi inibida por inibidores de aspartico-peptidasgmno a pepstatina A e inibidores de
peptidases do HIV (IPs HIV) (Alvest al, 2005; Santo®t al, 2009). A atividade
proteolitica do extrato bruto de. mexicanatambém foi parcialmente inibida por
pepstatina A e por éster metilico de DL-diazoacgtileucina (DAN). O DAN também
provocou em promastigotas desse parasito um etaitoproliferativo e induziu
significativas alteracdes morfolégicas como umantbmais esférica e pelo menos dois
nacleos por parasito, indicativo de bloqueio desdiv celular (Valdivieset al, 2007).

Atualmente, é conhecido que existem trés genes sp@rtaco-peptidases
descritos no genoma deeishmaniae que essas peptidases participam de varios

processos responsaveis pela manutencdo do metabolibdsico desses
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tripanossomatideos como proliferacdo, diferenciscdtas de sinalizacdo para morte
celular. Em adigcdo, elas também participam em alitels contextos da interacao
parasito-hospedeiro, tais como disseminacdo, agdesdscape, nutricdo e
imunomodulacédo das respostas imunes do hospedénoligs, Barret & Baterman
2012; Santost al, 2013).

Outra classe de peptidase descritaL@shmaniaé a serina-peptidase. Existem
aproximadamente 40 familias de serina-peptidasessgo distinguiveis pelas suas
estruturas primarias, sendo que estas familia esgiupadas em seis clas pela
comparacao de suas estruturas terciarias. A ckssea-peptidase € subdividida em
duas superfamilias que apresentam mecanismosticataBimilares que evoluiram de
forma independente. A superfamilia de tripsinauntripsina e quimiotripsina, que sao
encontradas abundantemente em animais, enquanfoeganilia de subtilisinas esta
presente nas bactérias e fungos estudados até entwiiHu & Leger, 2004; Page &
DiCera, 2008). As serina-peptidases sdo bem cafdepior suas fungdes essenciais em
varios processos fisiologicos como o desenvolvimentigestdo (tripsina e
quimiotripsina), coagulacao, inflamacéo e na imadel

A primeira evidéncia experimental da presenca denasepeptidases em
Leishmaniaspp. foi demonstrado em 2000 por Almeida-Campd$oda (Almeida-
Campos & Horta 2000). Os autores correlacionaratfeibo litico do extrato bruto de
amazonensipara macrofagos devido a uma serina peptidase,bes® na inativacédo
deste efeito por inibidores especificos dessa geegi Uma proteina homaologa a serina
peptidase foi posteriormente identificada €mmajor, cuja atividade de hidrolisar
substratos foi inibida por inibidores de peptidaspecificos (Alphet al, 2003). Em
L. amazonensjsestudos de localizagdo subcelular sugerem qupremastigotas uma
serina peptidase com cerca de 56 kDa € predommante localizada na bolsa flagelar
e em estruturas vesiculares que sao morfologicarsamelhantes aos compartimentos
de vias endociticas assim como de vias de exocitrseamastigotas, a enzima foi
localizada em estruturas correspondentes aos noegess além de em estruturas
subcelulares como bolsa flagelar e vesiculas esopaticas, como também é visto em
promastigotas (Silva-Lopezt al, 2004a). Aléem disso, outra enzima, porém com peso

molecular de 68 kDa (Silva-Lopez & De-Simone 200#h)dentificada e parece estar
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presente na superficie da célula, bem como em atimpatos membranosos no
citoplasma do parasito (Morgado-Diaz al, 2005).

Outra serina peptidase, agora de 110 kDa, que @pa@ extrato sollvel em
detergente dé. amazonenseg vista como um dimero de 60 e 45 kDa (Silva-kzoge
De-Simone 2004c). A enzima liberada de 110 kDatdoibém identificada e parece
ocorrer como um homodimero (Silva-Lopatzal, 2005). Enzimas semelhantes também
foram identificados em. braziliensis(Guedeset al, 2007) eL. donovani(Choudhury
et al, 2009). Uma caracteristica comum destas enzinssua capacidade de digerir
uma vasta gama de substratos proteicos e variaasdeazimas sdo homodiméricas ou
proteinas heterodiméricas. Em promastigotak. defantum através de abordagens por
imunocitoquimica, as serina-peptidases foram Ipadhs na regido da bolsa flagelar e
vesiculas citoplasmaticas (da Silva-Légeeal, 2010).

A Oligopeptidase B (OPB) € uma serina peptidaseodarréncia restrita,
aparentemente estando presente em bactérias, panti@anossomatideos (Coeteer
al., 2008). A OPB tem sido descrita em varias espédilLeishmania(de Matos
Guede<=t al, 2007; Ivenst al, 2005; Peacockt al, 2007; Mortyet al, 1999; Bastos
et al, 2013). Deteccédo de atividade de OPB no meiauttara demonstrou a liberacéo
de OPB por promastigotas dle donovani(Silvermanet al, 2008). Sua expressao é
aumentada em amastigotas ldebraziliensise L. donovaniquando comparado com
promastigotas (Gambaat al, 2007; Rosenzweigt al, 2008), enquanto seus niveis de
expressdo sao similares em todos os estagios @edéad. major e L. mexicana
(Ouakadet al, 2007; Holzeet al, 2006).

Munday e colaboradores em 2011 mostraram, atravéssd de cepas de
major mutantes deficientes em OPBopb), a redu¢cdo no numero de promastigotas
metaciclicos em relacdo a populacédo de cepas selsvaglém disso, essa populagcéo de
promastigotas metaciclicos mutantes teve uma adgdei de infectar macrofagos,
proliferar e hidrolisar substratos bastante recai@m comparacdo com a cepa
selvagem.

As cisteina-peptidases sao bastante distribuidammadia Trypanosomatidae.
Tém sido detectadas em varios géneros c@miitidia, Phytomonas, Herpetomonas,

Trypanosoma, Leishmani@ Endotrypanum.Estas enzimas estdao envolvidas na
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nutricdo, ciclo de vida e na diferenciacdo morfadagdestes parasitos (Rawling &
Barret 1994).

Em Leishmania, cisteina-peptidases sdo particularmente impogarntara
sobrevivéncia, a replicacdo, desenvolvimento, nodiho, a infeccdo da célula
hospedeira e evasdo da resposta imune do hospedasim, elas tém atraido
consideravel interesse como alvos para o desenimow®ss agentes quimioterapicos e
vacinas (Mottranet al, 2004).Leishmaniaspp. contém trés tipos de cisteina peptidases
do cla CA, a CPA e CPB semelhantes a catepsina CBC semelhante a catepsina B
(Mottramet al, 2004). Estas CPs séao frequentemente referiadase es unicas CPs em
LeishmaniaNo entanto, uma analise detalhada sobre o bandadbs do genoma tHe
major revela um total de 56 genes que codificam par&LRs putativas, que séo
divididas em quatro clds e 13 familias. E possiue estas CPs desempenhem um
papel crucial para o parasito, embora até agouagibd da maioria destas CPs s6 pode
ser prevista, com base no conhecimento atual do®lbgos de enzimas (Mottrast
al., 2004).

Até agora, as cisteina-peptidases bem caractesizageionalmente séo de
Leishmania mexicando Novo Mundo. Informacdes sobre as funcdes e litapoa
dessas enzimas em interacdes parasito-hospedeam fobtidas pela geragcéo de
mexicanadeficiente em CPBAcpb). Foi mostrado que promastigotespb sdo menos
capazes de infectar macrofagos que os parasittipalselvagenin vitro e que esses
promastigotas e amastigotas mutantes sao capafasmdg apenas lesdes pequenas, de
crescimento lento em camundongos BALBY&ottram et al, 1996; Alexandeet al,
1998; Frameet al, 2000). Além disso, foi mostrado que a ausénos genescpb
resultou numa mudanca na resposta imune predoramante Th2 (do tipo selvagem)
a resposta Thl, normalmente observado quando eszistas CPBs estdo presentes
(Alexanderet al, 1998). Tem sido sugerido que émmexicanaestas enzimas Sao
vitais para a autofagia e diferenciacdo do paragidlliams et al, 2006).
Recentemente, 0 nosso grupo descreveu que a aatof@geishmaniainduzida por
drogas € acompanhada por aumento da expressab (f®arpgot al, 2009).

Os membros do compleXa donovanitambém possuem mudltiplas classes de
cisteina peptidases, que sao reguladas durantdeseanvolvimento (Omara-Opyene &

Gedamu 1997; Mundodit al, 2002), e estdo envolvidas na sobrevivéncia dasfia
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intracelular (Mundodet al, 2005). Alem disso, foi proposto que cisteinatigeges de

L. donovanie L. infantumativam o sistema cinina, um grupo de potentesiqgheq
vasoativos proteoliticamente liberados por cinimge (pertencem ao grupo das
cistatinas, inibidores protéicos de cisteina pegtd), que tém sido reconhecidos como
sinais de alerta do sistema imune inato (Sveeis@d, 2006).

Em L. braziliensis apenas cisteina peptidases variando de 20 kBak®# tém
sido relatadas (Alvest al, 1993). Um anticorpo policlonal contra CPB de
amazonensi$oi capaz de reconhecer polipeptideos lenbraziliensis(Rebelloet al.,
2009; Limaet al, 2009) e sua expressao parece estar correlasiauad a viruléncia
do parasito (Limaet al, 2009). Um genepb deL. braziliensisfoi clonado e expresso,
revelando diferencas na utilizacdo de substratoee@iPs del. mexicanae L.
braziliensis(Lanfrancoet al.,, 2008).

Outra cisteina peptidase descrita leeshmaniaé a calpaina. Erh. major, um
total de 27 peptidases como as calpainas tém sdoriths com base na busca por
dominios conservados no genoma (Ersédldl, 2005). EmL. major, foi demonstrado
que uma peptidase relacionada a calpaina (LmCARPZaltamente expressa na fase
de promastigotas e LmCALP20.1, codificada pelo gatjacente, muito expressa na
fase metaciclica subsequente (Saxenaal, 2003). Nosso grupo demonstrou que
MDL28170, um inibidor potente de calpaina, € caplez reduzir proliferacdo de
promastigota em cultura e induzir a morte celuldA\ila-Levy et al, 2006c),
provavelmente através de apoptose (dados ndo pdosik

As metalo-peptidases sdo endopeptidases bem easu@adaracterizadas no
géneroLeishmaniae ja foram descritas em todas as espécies dessm.g@as ultimos
anos vem sendo demonstrado que a massa molecidamelalo-peptidases desse
parasito é muito variada, podendo ser detectadamas entre 59 kDa a 205 kDa (de
Araujo Soareegt al, 2003; Alveset al, 2004; Cuervet al, 2006). Essas peptidases séo

dependentes de zinco, e a mais estudada € a glieora gp63.

1.8 -Agp63

Em meados da década de 1980, foi identificadaactm@aizada uma proteina em

promastigotas de diferentes espécies do géhershmania(Fong & Chang 1982;
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Lepay et al, 1983; Bouvieret al, 1985; Etges, Bouvier & Bordier 1986) que
apresentava reatividade imunolégica cruzada comoro ®btido de hospedeiros
infectados comlLeishmaniaspp. Esta proteina apresenta uma massa molearar c
cerca de 63 kDa; € uma metalopeptidase dependemrzieab; e é responsavel por cerca
de 1% das proteinas totais em promastigotas (Bowtieal, 1985). Esta proteina
também é conhecida como leishmanolisina, glicopratde 63 kDa (gp63), peptidase
acida de superficie, peptidase de superficie dmgstigotas (PSP) e ultimamente como
principal peptidase de superficie (major surfacgtidase, MSP), e pertence a classe
enzimatica EC 3.4.24.36 (cla MA , familia M8 de epeptidases), com varias
caracteristicas em comum com metalopeptidases thz reatracelular de mamiferos
(Figura 1.6) (Yacet al.,2003; Yao 2010; d’Avila-Levet al, 2013).
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Figura 1.6. Visdo geral dos clas e familias de métpeptidases de acordo com o banco de
dados MEROPS (Rawlings, Barret & Baterman 2012). Ocla (caixas pretas) contém
enzimas que tém surgido a partir de uma origem evaliva comum de peptidases e
representam uma ou mais familias (circulos cinza esro) que mostram evidéncias de sua
relacdo evolutiva. Os circulos brancos representaiseis familias com clas nao atribuidos.
A GP63 pertence ao cla MA, familia M8, como destada. Este cla possui 39 familias, das
guais apenas oito s&o representados (d’Avila-Lewg al., 2013).
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A gp63 é sintetizada no reticulo endoplasmaticajeoa sequéncia sinal é
clivada apds a traducdo. Um carboidrato N-liga@ali€éionado e o peptideo C-terminal
(cerca de 25 aminoacidos) é subtituido por urtratesa de ancoragem a membrana,
uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI).0eessamento proteolitico subsequente
envolve a clivagem de um pro-peptideo para produziadeia polipeptidica madura. O
pré-peptideo predito contém um residuo de cistgjue € conservado em todas as
moléculas de gp63 através das espéciesl BEmajor, este residuo parece contribuir na
modulacao da ligacdo de atomos de zinco no locdititw ativo e regulando assim a
atividade enzimatica. Esse mecanismo pode ser useldoparasito para evitar sua
autodestruicdo pela enzima gp63 ativa (Macdoeadd, 1995).

Essa peptidase é principalmente encontrada naosua fancorada a membrana
plasmatica por uma ancora de GPI (Boréieal, 1986), mas através de biotinilagdo de
superficie, citofluorimetria e microscopia imundgaica, mostram-se existir também
as isoformas hidrofilicas (Weiset al, 2000). Além disso, a gp63 associada a
membrana ou na forma livre, também ¢é liberada pompstigotas para o meio
extracelular. Capeamento de células vivas indupiolo anticorpo demonstrou que a
peptidase de superficie € livre para se mover aoopbda membrana, concentrando
primeiro nas extremidades das células, e depodoskimerada para o meio (Fong &
Chang 1982, Changt al 1986). Embora a ancora GPI possa ser clivada aom
fosfolipase C (PLC), revelando o epitopo deterntmate reacdo cruzada (CRD),
evidéncias usando anticorpos contra CRD indicam guéncora de GPIl ndo é
enzimaticamente clivadia vivo durante a liberacdo da gp63 a partir da supertdicie
parasito (McGwireet al, 2002, Yaoet al.,2003). Foi demonstrado que a liberagéo de
gp63 delL. amazonensipara o meio extracelular foi poderosamente dindmuia
presenca de um quelante de metal, a 1,10 — fetiaatou quando havia uma mutacao
no sitio de ligacdo ao zinco, sugerindo que a dit#y da gp63 é dependente de
autoproteodlise (McGwiret al.,2002).

Vérias espécies deeishmaniacontém distintas classes de ge@G#¥%3que séao
diferentemente regulados durante todos os estadposciclo de vida, incluindo
amastigotas, promastigotas prociclicos e metaogl(jpledina- Acostat al, 1993). Por
exemplo, a expressao de gp63 ligada a membraramadmastigota € muito reduzida,

embora uma forma soluvel de gp63 seja localizadisnesomo do parasito (Medina -
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Acostaet al, 1989, Schneidest al, 1992 , liget al, 1993). Por isso, a proteina gp63
pode desempenhar um papel vital nas diferentes fiseiclo de vida deeishmania
(Figura 1.7).
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Figura 1.7. Subpopulacbes de gp63 (MSP) e possivéisicbes em promastigotas de
Leishmania no inseto vetor e no hospedeiro mamifero. Circulosolidos e abertos

representam as MSPs localizadas na superficie e @nhamente, respectivamente. As setas
representam liberacdo de MSP para o meio extracekl, com suas larguras proporcionais

as quantidades de MSP liberadas. A liberacdo de MSRa forma de promastigotas

prociclicos e metaciclicos dentro do inseto (ladosguerdo) € retratada no diagrama

superior e no inferior respectivamente. Um promastjota metaciclico € retratado no lado

direito referente ao hospedeiro mamifero (Adaptadale Yaoet al., 2007).

Homoélogos de gp63 também tém sido identificadosTermruzi T. bruceie T.
rangeli (Bangset al, 1997, El-Sayed & Donelson 1997, Grandgemétial, 2000,
Bangset al, 2001, Cuevast al, 2003, LaCoungt al, 2003, Grandgenett al, 2007,
Kulkarni et al, 2009, Ferreirat al, 2010). No genoma dE cruzi genes codificando
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gp63 estdo extensivamente amplificados (mais qOegékes e pseudogenes) quando
comparado ao genoma de bruceie L. infantum No entanto, existe uma correlacéo
indireta entre expansdo génica e atividade praiealiPor exemplol. cruzié de longe

0 protozoario com a maior expansao génica de gpffuanto sua atividade de
metalopeptidase € de dificil deteccdo por SDS-PAGHStrato. Jd eishmaniaspp.
apresenta atividade de metalopeptidase faciimestexthvel por SDS-PAGE-substrato
mesmo possuindo um baixo niumero de geBE$3 Interessantemente, em extratos
celulares do parasitd.. tarentolag que tem sido classificado como subgénero
Sauroleishmaniaom bases em critérios bioldgicos e diferencaateeg (Croaret al,
1997; Zelaznyet al, 2005; Asatoet al, 2005; Frageet al, 2010), o gend&sP63 é
altamente expandido, com 49 genes possiveis, enmparagdo com 29 eni.
braziliensis 7 emL. infantume 5 emL. major (Raymondet al, 2012). Uma vez que
nenhuma atividade dessa metalopeptidase foi ddee@mL. tarentolag os autores
hipotetizam que a alta variabilidade na sequénagaginessP63 nesse parasito pode
afetar atividade de peptidase da gp63 (Raynabrad, 2012).

Cuevaset al, (2003) analisaram o genoma Tecruzi e identificaram varios
grupos de genes que pertencem a familia da gp&3,vaoios membros em cada um.
Neste sentido, os gen&63foram agrupados em Tcgp63-1 e Il, que estdo ptesen
como genes de alto numero de copias, bem como Bdip@ue sdo os pseudogenes
(Cuevaset al, 2003). Pelo menos quatro RNAmM de gp63, que pegta ao Tcgp63-I,
séo regulados ao longo das diferentes fases dowd#genento do parasito, sendo mais
abundante em amastigotas do que em epimastigotagpomastigotas (Grandgenett
al., 2000). Embora os genes Tcgp63-Il sejam maisddnias no genoma dia cruzi
do que os Tcgp63-1, apenas o ultimo é detectaveh@ de proteina e apresenta
expressivos niveis de RNAmM em todas as fases @aw@simento da cepa. cruziCL
Brener. Tcgp63-1 € uma enzima proteoliticamenteaaligada a membrana por uma
ancora de GPIl e com um possivel papel na infecealdlas de hospedeiro, uma vez
que anticorpos criados contra um peptideo sintékrivado da sequéncia de Tcgp63-I
parcialmente bloqueou a invasdo de células Verotqqmymastigotas (Cuevast al,
2003). Em 2009, Kulkarni e colaboradores, desemram um anticorpo policlonal
contra a Tcgp63 recombinante. Eles viram que arranhto de tripomastigotas com

esse anticorpo conseguiu reduzir a infecgao emlastus.
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Recentemente, Ma e colaboradores (2011) reanafis@® genesGP63 e
classificaram peptidases gp63 de cruzi em quatro grupos de acordo com
caracteristicas de sequéncia. Os autores tambémpacaram a semelhanca entre gp63
de tripanosomatideos, insetos vetores e hospedbuosanos e roedores), e verificaram
que a gp63 de tripanosomatideos € mais semelhanti®saseus vetores (Ma al.,
2011). O possivel papel da Tcgp63 na interacdd.dwuzicom o intestino médio de
triatomineos ainda nédo foi avaliado, mas é umailptidade em aberto, devido a sua
localizac&o superficial e expressdo em epimassgdiam como em tripomastigotas
metaciclicos. Neste sentido, 0 nosso grupo de Essqualisou os efeitos de inibidores
de metalopeptidases, bem como o efeito do anticprpduzido por Cuevast al,
(2003),e ambos os tratamentos reduziram significativamanaelesdo dé&. cruziao
intestino médio explantado &hodnius prolixugUehara L.A., dados nao publicados).

Outro parasito que abriga gen€$63 € o T. brucej o agente causador da
doenca Africana do sono em seres humanos, quaesiritida pela picada da mosca tsé-
tsé infectada. A superficie das formas sanguineasedparasito é coberta por uma
abundante proteina de superficie variante ancopmta GPl (VSG). Durante a
diferenciacéao das formas sanguineas para as famoeiglicas, a VSG é substituida por
outra glicoproteina, designada como proteina &eipetitiva em prociclicos (PARP) ou
prociclina (Gruszynsket al, 2006).

Em 1993, Ziegelbauer e colaboradores, pptaneira vez, mostraram a
participacdo de uma peptidase no processo de ¢ferda VSG enT. bruceidurante
essa transformacgdo das formas sanguineas paranaasfprociclicas. Mais tarde, foi
demonstrado que esta peptidase € uma metalopeptidasndente de zinco (Barajs
al., 1997), que esta presente em toda a fase paacitlio mesmo ano, El-Sayed &
Donelson mostram pela primeira vez a presencd ebmuceide genes homologos aos
genesGP63deLeishmanigEl-Sayed & Donelson 1997).

Em 2003, homologos déP63 em T. bruceiforam bem caracterizados. Eles
pertencem a pelo menos trés familias de genes (PeM$ e-C) com base em suas
diferentes regides nao traduzidas (UTRs) e suaessfo diferencial durante o ciclo de
vida de T. brucei Todas as familias de genes contém aproximadangite de
identidade de aminoacidos com a gp63 Lagshmania RNA de interferéncia de

TbMSP-B revelou que esta molécula pode funcionea plaerar o VSG transgénico a
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partir da superficie de tripanossomas procicliéesim, TOMSP-B confere uma funcao
de processamento de proteinas para a superfitipaeossomas africanos (LaCowet
al., 2003). Nenhum efeito sobre a cinética de cremtimnde tripanossomas em cultura
quer em formas prociclicas ou sanguineas, foi gader(LaCounet al, 2003). VSGs
sao ativamente liberadas por duas maneiras: hsdrole GPI e protedlise. TOMSP-B
esta presente nas formas sanguineas e procicligast@mente com a fosfolipase C
(GPI-PLC) atua na remocao (60%) da VSG durantdeseticiacdo da forma sanguinea
para a forma prociclica, assim como demonstradapalises através de delecao génica
(Grandgenetet al, 2007).

Em T. rangeli 13 sequéncias foram identificadas correspondesmssgenes
GP63de outros tripanosomatideos descritos (Fereiral, 2010). Algumas das gp63
de T. rangeliidentificadas apresentam o motivo HEXXH, que é@actaristica do sitio
catalitico de metalopeptidases; a presenca de ligadinas e um residuo de &acido
glutdmico é conservada entre todas as sequénciagp@® dos tripanossomatideos
estudados e sdo essenciais para a atividade ptioee@1cGwire & Chang 1996).

Transcritos deGP63 foram detectados nas formas epimastigota$.dangeli
gue mostra novas possibilidades para estudar @dudessa familia de genes em um
tripanossoma nao patogénico (Ferretral.,2010), incluindo na interacao derangel
com o inseto hospedeiro.

Desde a sua descoberta, devido a suas potenaigidetirelevantes ao longo do
ciclo de vida deLeishmaniae outros parasitos, além de seu potencial terapéu
gp63 tem sido extensivamente investigada e umadgragnantidade de fungdes tém
sido descritas para essa peptidaseLdishmaniaspp. durante a interagdo com o
hospedeiro vertebrado. Ela estad implicada na evdadise pelo sistema complemento,
através da clivagem do componente C3 (Chaudhurih&n@ 1988), bem como a
conversao do C3b a sua forma inativa, iC3b (Bgtiammet al, 1995); invasao tecidual
pela degradacdo do tecido conjuntivo, por exemm@tavés da hidrélise de
componentes da matriz extracelular, como o colageondV (McGwireet al, 2003);
promocdo da fagocitose das formas promastigotagvéstr de receptores dos
macrofagos, tais como CR3 (Mosser & Edelson 198igsRllet al, 1989; Brittingham
et al.,1995); degradacédo de proteinas citosolicas reladas ao substrato para proteina

quinase C rico em residuos de alanina miristol@el#dR CKS) (Corradinet al, 1999);
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ela também contém uma sequéncia SRYD que € ardageante relacionada a
sequéncia RGDS de fibronectina, sugerindo uma pmtemteracdo da gp63 com
receptores de fibronectina dos macréfagos (Sotmniatial, 1992); é capaz de clivar
CD4 de superficie, podendo diminuir a resposta é@ealas T (Heyet al, 1994); e
também pode clivar peptideos intracelulares aptades por moléculas MHC de classe
| (Garciaet al, 1997).

Curiosamente, a gp63 € expressa predominantemeatesuperficie de
promastigotas deeishmania em vez de em amastigotas. Apesar disso, pousalse
sobre as funcdes desempenhadas por essa molérahéeda fase de vida do parasito no
inseto vetor, possivelmente em funcéo da claraeguitvoca participacdo do LPG neste
processo (Soarex al, 2010). Entretanto, outras moléculas devem [yaaticou serem
igualmente cruciais para esta etapa do ciclo de dal parasito, como por exemplo, a
gp63.

Existe uma enorme quantidade de informacdo querigieetamente a gp63 a
uma funcdo nesta parte do ciclo de vida dos pagsit estudo em tripanossomatideos
monoxénicos e tripanosomatideos de plantas temilmoitlo consideravelmente para
melhorar o conhecimento sobre o papel da gp63 meragio com o inseto.
Tripanosomatideos monoxénicos desenvolvem o selo ade vida limitado ao
hospedeiro invertebrado, apresentando formas disscido desenvolvimento,
engquanto que tripanosomatideos de plarRagtomonasalternam entre uma planta e
um inseto hospedeiro. Um trabalho pioneiro pubbicpdr Etges em 1992 mostra, em
parasitos monoxénicos dos génefosthidia e Herpetomonasa presenga de uma
metalopeptidase de superficie com caracteristicagiimicas semelhantes a gp63. Um
ano depois, Inverset at, (1993) demonstraram que o parashgthidia fasciculata
contém homodlogos de gen&P63 de Leishmania que sao transcritos e contém
possiveis locais de adicdo da ancora de GPI. Maie,t no mesmo ano, Schneider e
Glaser também demonstraram semelhancas entre gp63eidhmania e uma
metalopeptidase de superficie lderpetomonas samuelpessdais como a localizacéo
na superficie, incluindo uma ancora de GPI, a¢aibipor 1,10- fenantrolina e clivagem
de um substrato nonapeptideo demonstrado antemdenser hidrolisado somente por
gp63 delLeishmania(Bouvier et al, 1990). Além disso, atividades proteoliticas com

propriedades bioquimicas similares as da gp63 e oeatividade cruzada com
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anticorpos gerados contra a gp63d.éeshmaniga foram previamente identificadas nos
géneroLrithidia (d’Avila-Levy et al, 2001, 2003)HerpetomonagNogueira de Melo
et al.,2006; Pereirat al, 2010),Blastocrthidia(d’Avila-Levy et al, 2005, esse género
atualmente é conhecido corStrigomonasTeixeiraet al 2011),LeptomonagJaffe &
Dwyer 2003) éPhytomonagd’Avila-Levy et al, 2006a, 2006b) (Tabela 1.2).
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Tabela 1.2. Presenca de homélogos da gp63 em tripssomatideos monoxénicos e de

Tripanossomatideos

Massa molecular

de proteinas
homologas a
gp63*

plantas (adaptada de d'Avila-Levyet al., 2013).

Atividade (s) de
metalopeptidase

Presenca de
uma ancora
de GPI*

associada a
célula’

Func¢éo na adeséo

no invertebrado

Referéncia(s)

Strigomonas culicis 50 (c, s) + 50, 55, 76 N&o determinada d’Avila-Levy et al 2005
: Aedes aegypti d’Avila-Levy et al 2003,
+
Angomonas deanei 62 (c, s), 67 (c) 51, 58 (intestino) 20063, 2008
Etges 1992, Inverset al
Crithidia fasciculata 54 (s)? & 59, 63 N&o determinada 1993, Branquinhat al
1996
Branquinheet al. 1996,
L : . N&o Aedes aegypti Nogueira de Melet al
h Ih 2 7 . 7,61 . . .
Crithidia guilhermei 62 (c,s). 67 (c) determinada 57,6 (intestino) 2001, d’Avila-Levyet al
2006a
oy . 75 (s), 97 (s), N&o ~ . Branquinheet al 1996,
Crithidia lucilae >100 (s) determinadal 55, 61 Nao determinada Jaffe & Dwyer 2003
Aedes aegypti
2 1 1 L . . -
Herpetomonas 52(c,s). 60(c) (intestino) e Nogueira de Melet al
. 63 (c) 50, 60, 70 : :
megaseliae i Megaselia scalaris 2006
(intestino)
Schneider & Glaser 1993,
: Branquinhaet al 1996,
g;;qpueéfrgggjji 63 (c, 3) . 55-66 A?iifssf}ig;’pt' Santoset al. 2003, Eliast
2 al. 2006, Pereirat al
2010b
Na A | i .
Leptomonas colossom 52 (c, s), 63 (c, s ag N&o detectada .edes albopictus Pereiraet al 2009
determinada (linhagem celular)
. Na Aed Ibopict .
Leptomonas samueli | 52 (c, s), 63 (c, S a0 60, 70 \edes albopictus Pereiraet al 2009
determinada (linhagem celular)
: Na Aed Ibopict .
Leptomonas wallacei | 52 (c, s), 63 (c, S a0 55 \edes albopictus Pereiraet al.2009
determinada (linhagem celular)
. Na . ff D 2
Leptomonas seymouri 97 (s) a0 65, 70, 78, 80 Nao determinada Jaffe & Dwyer 2003,

determinadal

Santoset al 2005

Phytomonas francai

62 (c), 67 (c, s)

Nao
determinadal

Nao determinada

Aedes aegypti
(intestino)

Almeidaet al 2003,
d’Avila-Levy et al 2006a

Phytomonas serpens

52 (c), 60 (c, s),
63 (c)

Nao determinada

Oncopeltus fasciatus|

(glandula salivar)

Vermelhoet al 2003,
d’Avila-Levy et al 2006b,
Santoset al 2007

*A massa molecular de homoélogos da gp63 (em kDAjiéeerminada por comparagéo com o padrédo de pesteipoés SDS-PAGE

e Western blotting utilizando anticorpos policlananti-gp63. As letras (c) e (s) referem-se a gplideos associados e secretados
por células, respectivamente.
-H- Presenca de uma ancora de GPI (+) foi avaliadaratmmento de parasitos ou polipeptideos puriisatbm fosfolipase C e a
marcagao dos polipeptideos com anticorpo com aRD-C
& Gene com elevada homologia com a gp63 foi clonaskgaenciado er@. fasciculata o gene contém um local potencial para a
adicdo de uma ancora de glicosilfosfatidilinositol.
t Os nimeros indicam as massas moleculares ral@majuilodaltons de metalopeptidases detectadz30®PAGE-gelatina.
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ApoOs estes trabalhos, foi especulado que gp63 pesdmente executar uma
funcdo durante a fase de vida no inseto hospedsrsiderando que esta € a Unica
etapa compartilhada do ciclo de vida entmishmaniae esses tripanosomatideos
monoxénicos €hytomonas

Nosso grupo de pesquisa vem procurando avaliar msssivel relevancia da
gp63 na interagdo parasito-inseto hospedeiro, eapd® abordagens bioquimicas,
tripanossomatideos monoxénicos e tripanossomatidiegdantas como modelo. Para
isso, usamosAedes aegyptcomo um modelo experimental para estudos sobre a
interacdo tripanossomatideos-insetos. De f&tyjgomonas culicis(anteriormente
conhecido comoBlastocrithidia culicis Teixeira et al, 2011) e Herpetomonas
samuelpessogbodem colonizar com sucesso o intestincAdeaegypti (Correa-da-
Silva et al, 2006, Pereirat al, 2010b). Além dissoHerpetomonasp. € encontrado
repetidamente na natureza neste inseto (Weinmarh&oi@ 1978). Nosso grupo de
pesquisa vem demonstrando também essa adequacado aegypticomo modelo
experimental para estudos de interacdo, atravésmaaracao entre a interacaoHle
megaseliaecom seu inseto hospedeiro origilfdégaselia scalarise comA. aegypti
Interessantemente, a taxa de adesao ao intestihoaggyptifoi cerca de 6 vezes maior
do que emMegaselia scalarisilNogueira de Meloet al, 2006). Esses resultados
surpreendentes podem ser explicados também, pmisandma sistematica de estudo da
prevaléncia de tripanossomatideos monoxénicos gmulggbes naturais de insetos,
apenas observacOes acidentais (Ebberal, 2001). Em conjunto, esses resultados
validam este hospedeiro invertebrado como um maaiggquado.

Um de nossos trabalhos analisou a relevancia @& gp processo de adeséao de
H. megaselia@o intestino explantado de aegyptiOs ensaios consistiram em: incubar
0s intestinos dos insetos dissecados com a gp6ficada; e os parasitos foram pre-
tratados com anticorpo anti-gp63 ou com a PLC. $amo ensaios apresentaram uma
reduzida adesao desses tripanossomatideos adnimtéstinseto (Nogueira de Meéd
al., 2006).

Outro parasito estudado foiRhytomonas francaid’Avila-Levy et al, 2006a).
Este parasito estd asociado com uma doenca coahmmiab “chocamento das raizes”,
caracterizada pelo pobre desenvolvimento das r&izdsrose geral da parte erea da

planta (Vainstein & Roitman 1986P. francai apresenta grande quantidade de
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moléculas como a gp63 em sua superficie, compamdoutras espécies de
tripanossomatideos onde também ja foram encontnambdésculas como a gp6X(
guilhermeie a cepa curada déngomonas deanegnteriormente conhecida como
Crithidia deanej Teixeira et al, 2011). CuriosamenteR. francai interagiu mais
eficientemente do que as duas espécie€mhidia com o intestino dé\. aegypti
(d'Avila-Levy et al, 2006a). Similarmente, a cepa de deaneicontendo um
endosimbionte apresenta uma maior exposi¢do dessasulas semelhantes a gp63 em
sua superficie (d'Avila-Levet al, 2008) e as taxas de interacdo com o intestino do
inseto e com linhagens celular, foram cerca deZ2wvenaior do que na cepa sem 0
endosimbionte (Fampat al, 2003, d'Avila-Levyet al, 2005b, d'Avila-Levyet al,
2008). Essa correlacdo entre a expressdo de @steimm superficie como a gp63 e
adesdo de tripanossomatideos ao intestino, coambainda mais com uma possivel
participacdo dessa molécula neste processo decaesiela 1.2).

Cepas selvagens d&. deaneitratadas com PLC reduzem seus niveis de
moléculas como a gp63 em sua superficie a niveigases aos das cepas curadas.
Além disso, foi visto que essas cepas selvagetedérm com a PLC tiveram taxas de
adesdo ao intestino de aegyptisemelhantes as da cepa curada (d’Avila-Leval,
2008).

A taxa de adesédo de francai A. deanei e C. guilhermeio intestino deA.
aegypti, também foi reduzida através do pré-tratamento degsgasitos com o
anticorpo anti-gp63 ou do pré-tratamento do intestiom a enzima semelhante a gp63
de cada parasito purificada ou ativa proteoliticai@einativada pela remocao de ions
do seu sitio ativo (apoenzima) ou inativada pondesacao (calor) (d’Avila-Levyt
al., 2006a). Esses resultados sugerem além da eciastanum possivel receptor para a
gp63 no intestino desse inseto, a hdo importareiasttutura terciaria da proteina para
a realizacdo da adesao ao receptor. Assim, fotifibaia uma proteina de 50 kDa no
extrato do intestino dA. aegypticonsiderada o possivel receptor para moléculas como
a gp63 (d’Avila-Levyet al., 2006a).

Outro processo de adesao analisado foi éhtierpens a glandula salivar de
Oncopeltus fasciatug) pré-tratamento dos parasitos com anticorpo gq@iBgeduz

significativamente a adesdo a glandula salivarawptia. Além disso, foi encontrada
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também uma proteina de 50 kDa no extrato dessdwgigrindicando assim, a presenca

de um possivel receptor para a gp63 também (d’Awlay et al, 2006b) (Tabela 1.2).
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[I. JUSTIFICATIVA

O papel da gp63 na interacao ldgshmaniaspp. com o hospedeiro vertebrado
ja é bem estabelecido. Essa metalopeptidase écadpliem processos como a evasao
da lise pelo sistema complemento (Chaudhuri & ChBE®®88); invasao tecidual pela
degradacéo do tecido conjuntivo (McGwateal, 2003); e promocédo da fagocitose das
formas promastigotas através de receptores dosbfagos, tais como o CR3 (Mosser
& Edelson 1987; Russedlt al, 1989; Brittinghanet al., 1995). No entanto, a gp63 &
expressa predominantemente na superficie de prigotast dd_eishmaniaspp. em vez
de em amastigotas. Apesar disso, pouco se sabe asliuncbes desempenhadas por
essa molécula durante a fase de vida do parasitoseto vetor, possivelmente em
funcdo da jA bem caracterizada participacdo do bB&e processo (Soares al,
2010). Entretanto, outras moléculas devem particqjpaserem igualmente cruciais para
esta etapa do ciclo de vida do parasito, como y&mplo, a gp63.

Nesse contexto, neste projeto, pretendemos atdevé@bordagens bioquimicas,
analisar o papel dessa metalopeptidase na inteda¢adoraziliensise L. infantumcom
seus respectivos insetos hospedeiros. A ident#cale moléculas-chave na interagédo
dos tripanossomatideos com seus hospedeiros ibkamites € valida para melhor
compreensao da bioquimica e fisiologia destes pasapara esclarecer alguns aspectos
da interacdo parasito-vetor e ampliar as pers@ectpara o desenvolvimento de

estratégias que blogueiem a transmissao vetorial.
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[ll. OBJETIVOS
1 — Objetivo Geral

Avaliar o papel da gp63 na interacao ldebraziliensise L. infantumcom o
intestino do hospedeiro invertebrado e com célwatbrionarias delLutzomyia

longipalpis(LL5).
2 - Objetivos Especificos
PARTE I: ensaios de interacdo parasito-vetor

e Analisar o efeito dos inibidores de metalo pepttasobre a viabilidade de
braziliensise L. infantum;

e Analisar o efeito dos inibidores de metalo peptdas do anticorpo anti-gp63
sobre a interacdo de braziliensise L. infantumcom células embrionéarias de
Lu. longipalpis(LL5);

* Analisar o efeito dos inibidores de metalo peptdas do anticorpo anti-gp63
sobre a interacéo de braziliensise L. infantumcom os intestinos dissecados de
seus respectivos hospedeiros invertebradosiitermediae Lu. longipalpig;

* Analisar o efeito do fosfoglicano (PG) puro sobreinderacdo entrel.
braziliensise L. infantumcom os intestinos dissecados de seus respectivos
hospedeiros invertebraddsu( intermediae Lu. longipalpi9;

PARTE II: etapas preliminares da purificacao da gp&

* Isolar uma fragcdo enriquecida da metalo peptidg&8 glo sobrenadante de
cultura del. braziliensis.
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IV. MATERIAIS E METODOS

1. Células e cultivo

A linhagem celular LL5 (células embrionarias dea. longipalpig cedida
gentilmente pela Dra Yara Maria Traub-Csek¢ (Latiwia de Biologia Molecular de
Parasitas e Vetores — FIOCRUZ) foi mantida por ggesss semanais em meio L15
(Sigma) suplementado com 10% soro fetal bovino jSk&ivado, 10% Meio Triptose
Fosfato (TBP) e 1% penicilina/estreptomicina a 280 parasito Leishmania
braziliensis(cepa MHOM/BR/75/M2903) foi mantido por dois repggusemanais em
meio 199 (GIBCO) suplementado com 10% SFB inatiygunicilina (100 U/ml),
estreptomicina (5@g/ml), glutamina 12,5 mM, adenina 0,1 M, 0.0005%héenina e
Hepes 40 mM em pH 7,4 a 26 °C. O parasiteishmania infantum(cepa
MHOM/BR/2906) foi mantido por dois repiques semanam meio Schneider,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFBijvia@o, penicilina (100 U/ml),
estreptomicina (5Qg/ml) em pH 7,0 incubados a 26.

2. Insetos

Lutzomyia longipalpie Lutzomyia intermedidoram capturados na Gruta da
Lapinha, Sete Lagoas, MG e cedidos pela Dra. Eiraberreira Rangel (Laboratério
de Transmissores de Leishmanioses - FIOCRUZ). A&&s sdo mantidas em jejum de

sangue com 30% de sucrose.

3. Efeito de inibidores proteoliticos sobre a viabilidde dos parasitos

Para verificacdo do efeito dos inibidores de peggd na viabilidade de.
braziliensise deL. infantumo ensaio foi realizado através da incubacgéo daspes (2
x 10/ml) num volume final de 100 pl contendo meio M189 meio Schneider,
respectivamente, na presenca de diferentes coacéaf (10, 25 e 50 uM) de 1,10-
Fenantrolina, acido etileno-diamino tetracético AP e etileno glicol-bis ff-aminoetil
éter) (EGTA). Os controles consisitiram de parasitosiattos somente em meio de
cultura, na presenca ou auséncia de dimetilsulbd@@MSO), usado para solubilizar a

1,10-Fenantrolina, na concentracdo maxima preseate diluicbes utilizadas do
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inibidor. As células foram incubadas por 1 h a @6e°estimadas apos lavagem 2 x em
tampédo PBS por contagem em camara de Neubaueri@itata. A viabilidade dos
parasitos foi avaliada pela sua motilidade (d’Auikvy et al.,2003).

Os inibidores na maxima concentracdo que nao caus@ito na viabilidade
foram posteriormente utilizados para os ensaiositdeacdo com antestino dissecado

do inseto vetor e com as células LL5.

4. Ensaios de Aglutinagéo

Os parasitos (2 x 10células) foram incubados em diferentes concergsacd
(2:500, 1:1000, 1:2000, 1:2500, 1:3000 e 1:5000) adicorpo anti-gp63 e,
posteriormente observados no microscopio inveriddim de verificar o titulo
aglutinante para cada anticorpo, para a sua postatilizacdo nos experimentos de
interacdo. O titulo aglutinante foi definido comalléima diluicdo onde foi possivel
visualizar a aglutinacdo dos promastigotas. Essedmtroles foram conduzidos com

soro normal de coelho (pré-imune). Os experimeiai@sn realizados em triplicata.

5. Ensaio de interacdo entrd_eishmania brazliensis e Leishmania infantum
com linhagem celular deLutzomyia longipalpis (LL5)

Células LL5 (2 x 1dcélulas por poco) foram incubadas em uma placa2bm
pocos a 26 °C com 300 pl (quantidade suficienta pabrir a laminula em cada poc¢o)
de meio L15 completo suplementado com 10% SFB. A48ds de adesdo ao fundo da
placa, retira-se 0 meio velho e adiciona-se ossfiag(pré-tratados ou ndao com 1,10-
Fenantrolina a 25 pM e com o anticorpo anti-gp66adiluicdo de 1:2500) numa
razdo de 10:1 parasitos/célula em meio L15 sem Z¥Bs 2 h de incubacao, as
laminulas foram retiradas uma a uma e lavadasd@m)PBS. Apds isso, as laminulas
foram fixadas com metanol e coradas com o kit RemdRapido, com posterior
montagem em laminas de vidro para contagem em sa@pio Optico e obtencdo do
indice de associacao (obtido pela multiplicacamaoie@entagem de células LL5 com

parasitos aderidos pelo nimero de parasitos poladéls).
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6. Ensaio de interacéo entrd_eishmania brazliensis e Leishmania infantum com

o intestino dissecado dos insetos vetores

Fémeas déu. intermediae Lu. longipalpisem jejum de sangue e mantidas com
30% de sucrose, foram dissecados em PBS e osnoge¢b — 13 por sistema) abertos
longitudinalmente. Os intestinos individualmenteafo incubados num volume final de
50 pl por 20 minutos em uma placa escavada comastigotas (2 x 10cel/ml) pré-
tratados ou n&o por 1 h com 1,10-Fenantrolina, ETH®TA e anti-gp63. Em paralelo,
os intestinos foram previamente tratados por 20aom 10 pg/ml de PG (fosfoglicano)
puro, derivado do LPG extraido de formas procislidal. braziliensise L. infantum
(cedido pelo Dr. Rodrigo Pedro Pinto Soares CPgRFERUZ). Os intestinos foram
lavados (3x) em sucessivas gotas de PBS e inculpamdd) min com o parasito sem
tratamento. Apds a incubacgdo, os intestinos forawamente lavados (3x) em
sucessivas gotas de PBS, colocados individualmemtetubos de microcentrifuga
contendo 30 pl de PBS e homogeneizados. Seis @gjae 5 pl foram retiradas e
aplicadas numa lamina de vidro. Ap6s secagem, @riahffoi fixado e corado por
pandtico. O numero de parasitos por intestino $tineado encontrando o valor médio
das aliquotas retiradas de cada tubo. Para caoedsco niumero de parasitos obtidos
nas médias das aliquotas de 5 pl com o volumealnim inéculo (2 x 10cel/ml)
multiplicou-se o valor encontrado por 6 (que cqoegle a uma gota de 5ul de um
volume de 30ul onde o intestino foi colocado, nplitado por 33,33, assim obtendo

aproximadamente o n° de parasitos/ml).

7. Parasito e obtencdo do sobrenadante da cultura camdo proteinas
secretadas pollL. braziliensis
Células dd_. braziliensis(1x1@) foram coletadas em fase exponencial (apds 48
h de cultivo em meio 199 suplementado com 10% S#eB)centrifugacédo (15 min a
1500 x g a 4 °C) e lavadas (3x) com solucédo saiimponada com fosfato (PBS; 150
mM NaCl, 20 mM tampé&o fosfato, pH 7,2). A quangfiffio do numero total de
parasitos vivos foi realizada por contagem em cardarNeubauer. O sobrenadante de
cultura foi coletado apés centrifugacdo da aliquigacélulas (1x19) obtida na fase

exponencial da cultura. Em seguida esse sobremadanfpassado em unidade de
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filtracdo 0,22um (Millipore) e transferido para um novo tubo. emadante recolhido
e a massa celular foram armazenadas a —-80 °C paktapas subsequentes de
purificacdo. Apés, o sobrenadante foi concentramtoepapas de precipitagdo fracionada

com sulfato de amonio.

8. Precipitacdo com sulfato de amonio

O sobrenadante obtido conforme descrito acima foecipitado com
concentracdes crescentes de sulfato de amonio0)(@e8D%) durante 30 min a 4 °C,
sob agitacdo horizontal. As proteinas precipitdfdesm separadas por centrifugacao
(16.000 xg/ 10 min a 4 °C) e ressolubilizadas em tampéao HiG$20 mM, pH 7,5.

9. Determinacéo da concentracdo de proteinas

As concentracdes de proteinas do sobrenadante éodas fracOes precipitadas
com sulfato de amonio foram determinadas segunuétodo de Lowryet al.,(1951),
usando soro albumina bovina como padréo. Dupliaiasiquotas de cada amostra (5,
10 pl) foram diluidas em g.s.p. 200 pl deOd Posteriormente, em cada tubo foi
acrescentado 1 ml da mistura reativa (hidroxidedatio 0,1 M, carbonato de sodio 0,18
M, tartarato de sodio 0,02% e sulfato de cobre%)0RApos 10 min de incubacédo com
a mistura reativa, 100 pl de Follin Ciocateus (Mgmdiluido 1:3 foi adicionado em
cada amostra, e seguido de incubacdo por 30 mirengperatura ambiente.
Posteriormente, as absorbancias foram analisadés7anm em espectrofotdmetro
(Ultrospec 1100-Amersham Biosciences) e a conagaur@rotéica das amostras foi
determinada com base na densidade 6ptica (DO)ndastias e da curva padrao obtida

de BSA (estoque a 1 mg/mL) nas concentra¢ces t@, 20, 30 e 4Qg/mL.

10. Analise por eletroforese em gel de poliacrilaisia contendo dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) e zimografia (SDS-PAGE-substrato)

As fracdes das etapas de fracionamento com suleatmoénio do sobrenadante
de cultura dé.. braziliensisforam analisadas através de SDS-PAGE (LaemmIQY187
SDS-PAGE-Gelatina (Heussen & Dowdle, 1980) pardiava perfil de proteinas e de

atividade proteolitica, respectivamente. Em cadeopdo gel de poliacrilamida foi
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aplicado quantidades iguais de proteinas adicianddaampé&o de amostra (Tris-HCI
62 mM, pH 6,8, SDS 2%, glicerol 25%, azul de broenal 0,01% &-mercaptoetanol
1 mM) e aquecidas a 100°C por 5 min para o gel de pest&in com 0 mesmo tampao
de amostra seri-mercaptoetanol e sem o0 aquecimento para o geeptdpses, para
entdo serem aplicadas em SDS-PAGE ou SDS-PAGE#&el@tontendo gelatina a
0,1% como substrato co-polimerizado ao gel), am®0$2% de poliacrilamida e
contendo gel de empacotamento a 3%.

A corrida eletroforética foi realizada a 80 V pdr thin para empacotamento,
seguida de 200 V por cerca de 90 min em temperatalaente e a 12,5 mA por gel a 4
°C, para andlise de proteinas e peptidases, raspeente. O gel para peptidase
(contendo gelatina) foi incubado por 60 min a terapga ambiente em solucdo de
Triton X-100 2,5% (v/v), seguido de lavagem em amilaQ. Posteriormente, 0s géis
foram incubados por 24 — 48 h a 37°C em tampad (&6 1x ou a 100 mM pH 6.0
com DTT 2 mM). O gel para proteinas foi reveladto paétodo de impregnacao pela
prata (Goncalve®t al, 1990), ja o gel para peptidases foi corado comn@sie
Brilliant Blue R-250 0,2% em metanol-acido acétagnia (50:10:40 - v/iviv).

A descoloracéo foi realizada utilizando-se a mesoreentracdo dos reagentes
sem corante. A atividade proteolitica é detectadevés de bandas claras em contraste
com o fundo azul, que é visualizado pela descafaragadativa do gel no solvente do
Coomassie Blue R-250. As massas moleculares désimas foram estimadas atraveés
da comparacdo da migracdo destes com a de progdado. As imagens dos géis

foram documentadas usando densitometro GS-800™R&dt).

11. Analise estatistica

Os experimentos foram realizados no minimo emidefd e repetidos pelo
menos 2 vezes. Todos os dados obtidos foram amadigzelo teste ANOVA seguidas
por teste de Tuke'y, utilizando o programa “GraphPaisma 5”. Os resultados foram
expressos como média + erro padrdao (média + SEM)or¥s deP < 0,05 foram

considerados significativos.
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V. RESULTADOS

1) Efeitos de 1,10-fenantrolina, EDTA e EGTA na vibilidade celular de formas

promastigotas delL. brazliensis e L. infantum

Inicialmente, observamos a influéncia dos inibidode metalopeptidases na
viabilidade celular dé&. braziliensise L. infantum através da analise da motilidade dos
parasitos. Este ensaio foi realizado incubando-se ) parasitos/ml por 1 h na
auséncia ou presencga de 1,10-fenantrolina, EDT/&€AEnas concentragdes de 10, 25
e 50uM, além de um controle usando apenas DMSO, solvgilteado na diluicdo de
1,10-fenantrolina. As células nao tratadas ou destaapenas com DMSO nao
apresentaram altera¢des na viabilidade (dados n&trados)Nas concentragdes de 10
e 25uM, os compostos néo tiveram um efeito significardgeviabilidade dos parasitos
(valor deP > 0,05). Ja o pré-tratamento dos dois parasitostodws os trés inibidores
na concentracdo de %M, mostrou uma reducdo no numero de células videwis
relagdo ao controle em aproximadamente 45% (vaddP & 0,05) (Fig. 4.1). Nesse
sentido, selecionamos a maior concentracdo tespaelanao alterou a motilidade dos

parasitos para 0s ensaios subsequentes de interacao
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Figura 4.1. Efeito in vitro de 1,10-fenantrolina, EDTA e EGTA sobre a viabilidde de
Leishmania brazliensis (A) e Leishmania infantum (B). As formas promastigotas (2 x 1.0
foram incubados na auséncia (controle) ou na pgaséos inibidores de metalopeptidases em
diferentes concentragdes (10, 25 e 50 pM) em n®9ooii Schneider, respectivamente, por 1 h
a 26 °C. O numero de células moéveis (viaveis) foi avaliatravés da contagem em camara de
Neubauer. Resultado representativo da média dexpesimentos independentes realizados em
triplicata. Tratamentos que tiveram valores sigativamente diferentes ao do controle, usando
o teste de student (P < 0,05), estdo marcados com um asterisco.

2) Efeito do inibidor de metalopeptidases sobre ondice de associacdo dé.

braziliensise L. infantum as células LL5

Com o objetivo de avaliar se os inibidores de nggptidases tém efeito sobre
o indice de associacao as celulas embrionarias.dengipalpis(LL5), o inibidor 1,10-
fenantrolina na concentracao final de 8 foi adicionado as formas promastigotas de
L. braziliensise L. infantum(2 x 10 células) durante 1 h a 26 °C, condicdo que nao
altera a viabilidade das células (Fig. 4.1). Emugkay os parasitos foram lavados e
colocados para interagir por 2 h com as células (25x 10/poco previamente

incubadas em placa de 24 pocos para formacao dacamada). ApOs este processo,
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Indice de associagao

muitos parasitos foram visualizados aderidos adaskembrionarias pelos seus flagelos
ou pelo corpo celular nos sistemas nédo tratadadogdado mostrados). Parasilos
braziliensise L. infantumpreé-tratados com o inibidor de metalopeptidasesamtaram
um indice de associacdo aproximadamente de 72%be r@@pectivamente, menor do

que o controle (Fig. 4.2A e B).
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Figura 4.2. Efeito do inibidor de metalopeptidases],10-fenatrolina, sobre o indice de
associacdo dd.. braziliensis (A) e L. infantum (B) as células LL5.Promastigotas (2 x %0
células) foram incubadas com o inibidor 1,10-ferd@ina na concentracao final de @Bl por 1

h a 26 °C. Em seguida, os parasitos foram lavado®eados para interagir com as células LL5
(2 x 10/pogo) previamente aderidas ao fundo da placa. Rpldsde incubaco, as laminulas
foram retiradas uma a uma e lavadas com PBS, caeterm montagem em laminas de vidro,
coradas com Pandético e os parasitos contados emstipio Otico. Os asteriscos indicam
valores significativamente diferentes ao do coatrosando o testg* P < 0,05).
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3) Efeito do anticorpo anti-gp63 sobre o indice dassociacao dé. brazliensiselL.

infantum as células LL5

Os parasitod.. braziliensise L. infantumtambém foram pré-incubados com
anticorpo anti-gp63, a fim de avaliar a particigaci@ antigenos similares a gp63 no
processo de interacdo dos parasitos com seu irfgetpedeiro. Inicialmente, foi
realizado um teste de aglutinacdo para saber qiikligdo do anticorpo anti-gp63 seria
usado no experimento de interacdo celular. Os ipasa&2 x 16 células) foram
incubados em diferentes diluicées (1:500, 1:10@2000, 1:2500, 1:3000 e 1:5000) do
anticorpo anti-gp63 e posteriormente observadosniwwoscépio invertido a fim de
verificar o titulo aglutinante, ou seja, ultimauigdo onde foi possivel visualizar a
aglutinacdo dos promastigotas. Observamos que rasifos deixaram de aglutinar a
partir de uma diluicdo de 1:2500 (dados ndo mossadissim, 0s ensaios de interacao
com a as células embrionarias LL5 foram realiza@oanticorpo anti-gp63 na diluigdo
de 1:2500 (condicdo ndo aglutinante) foi adicionadoformas promastigotas de
braziliensise L. infantum(2 x 10 células) durante 2 h a 26 °C. Depois, 0s parasitos
foram lavados e colocados para interagir por 2t as células LL5 (2 x P(poco)
previamente aderidas ao fundo da placa. Apos estesso, as laminulas foram lavadas
e 0s parasitos contados. Parasitosbraziliensise L. infantumpré-tratados com o
anticorpo anti-gp63 apresentaram um indice de @@ aproximadamente de 87% e

82%, respectivamente, menor do que o controle4lB4.e B).
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Figura 4.3. Efeito do anticorpo anti-gp63 sobre ondice de associacao de. braziliensis (A)

e L. infantum (B) as células LL5.Promastigotas (2 x f@élulas) foram incubadas com o
anticorpo anti-gp63 (1:2500) por 2 h a 26 °C. Emgusk, os parasitos foram lavados e
colocados para interagir com as células LL5 (2 ¥pb@o) previamente aderidas ao fundo da
placa. Apés 2 h de incubacgédo, as laminulas fordéinadas uma a uma e lavadas com PBS, com
posterior montagem em laminas de vidro, coradas anbtico e os parasitos contados em
microscopio otico. Os asteriscos indicam valorgsiicativamente diferentes ao do controle,
usando o teste(* P < 0,05).

4) Efeitos dos inibidores de metalopeptidases sobre indice de adesdo de

Leishmaniainfantum ao intestino dissecado deu. longipalpis

Tendo em vista a reducgéo significativa no indiceassociacdo de. infantum
(82%) as células embrionarias (LL5) quando tratadmsn 1,10-fenantrolina,
procedemos com o0s experimentos de interacdo castimis de flebotomineos. Os
inibidores de metalopeptidases foram testados adravaliar um possivel efeito sobre
o indice de adesdo de infantum ao intestino dissecadde Lu. longipalpis Os
inibidores 1,10-fenantrolina, EDTA e EGTA na cortcagao final de 25uM foram
adicionados as formas promastigotad_denfantum(2 x 10 células) durante 1 h a 26
°C, condicao que néao altera a viabilidade dasaliifig. 4.1). Em seguida, os parasitos

foram lavados e colocados para interagir por 20 coim 0s intestinos dissecados e
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abertos longitudinalmente deu. longipalpis Apds este processo, 0s intestinos foram
lavados um a um em PBS, colocados em tubo de mitnditiga com PBS e
homogeneizados e os parasitos liberados foram dmst®s parasitos pré-tratados com
os inibidores de metalopeptidases (1,10-fenanaoinEDTA) tiveram uma taxa de
adesédo significativamente diferente de células trdtadas (controle) usando o teste
Tukey's P < 0,05), essa reducao foi de aproximadamente 58¥/ respectivamente.
O tratamento com o inibidor EGTA, mesmo néo apreselo valores
significativamente diferentes do controle, tambéemadnstrou promover uma queda
nessa taxa de adeséo ao intestino em relacaoudascééio tratadas, aproximadamente
em 45,5% (Fig. 4.4).
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Figura 4.4. Efeitos dos inibidores de metalopeptidases sobre mimero de parasitosL.
infantum aderidos ao intestino dissecado deu. longipalpis. Os parasitos (2,0 x i@élulas)
foram tratados durante 1 h a 26 °C com 1,10-fealimdr, EDTA e EGTA a 2pM. A interacéo
com os intestinos dissecados foi realizada por 20, s parasitos ndo aderidos foram
removidos por lavagem, e os intestinos individualimetransferidos para tubos de 1,5 mL
contendo 30 pL de PBS, macerados e os parasi@sdibs foram contados. Cada ponto no
resultado representa um intestino de dois expetoeendependentes realizados com 5 a 10
intestinos por tratamento. Parasitos tratados cd®-fenantrolina e EDTA tiveram um indice
de adesao significativamente diferente de céludastratadas (controle) usando o teste Tukey’s
(P<0,05).
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5) Efeito dose-dependente do inibidor de metalopeptidas, 1,10-fenantrolina,
sobre 0 nimero de parasitod.. infantum aderidos ao intestino dissecado deu.

longipalpis

Com o objetivo de avaliar se o inibidor de metajtiglases, 1,10-fenantrolina,
tem efeito dose-dependente sobre o indice de adesantestino dissecado deu.
longipalpis o composto foi adicionado em diferentes conceéiga (6,25; 12,5 e 25
uM) as formas promastigotas de. infantumdurante 1 h a 26 °C, condi¢cdes que nao
alteram a viabilidade das células (Fig. 4.1). Egugia, os parasitos foram lavados e
colocados para interagir por 20 min com os intestirdissecados e abertos
longitudinalmente dé.u. longipalpis Apds este processo, o0s intestinos foram lavados
um a um em PBS, colocados em tubo de microcendrifogh PBS e homogeneizados e
os parasitos liberados foram contados. Os pargsiésatados com 1,10-fenantrolina a
12,5 e 251M tiveram uma taxa de adesao significativamentereifte das células néo
tratadas (controle) usando o teste Tukey® < 0,05), essa reducao foi de
aproximadamente 88% e 90%, respectivamente. Qrtegii@ com o inibidor a 6,28

exibiu uma taxa de adesdo semelhante ao contrigle4(b).
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Figura 4.5. Efeito dose-dependente do inibidor de metalopeptidas, 1,10-fenantrolina,
sobre 0 numero de parasito& . infantum aderidos ao intestino dissecado deu. longipalpis.

Os parasitos (2,0 x 1@élulas) foram tratados durante 1 h a 26 °C cd@-fenantrolina em
diferentes concentracdes (6,25; 12,5 euRf. A interacdo com os intestinos dissecados foi
realizada por 20 min, os parasitos ndo aderidasfaemovidos por lavagem, e os intestinos
individualmente transferidos para tubos contendouB0de PBS, macerados e os parasitos
liberados foram contados. Cada ponto no resultagjoresenta um intestino de dois
experimentos independentes realizados com 5 aeétimbs por tratamento. Parasitos tratados
com 1,10-fenantrolina a 12,5 e @Bl tiveram um indice de adeséo significativamenterdnte

de células nao tratadas (controle) usando o testeyTs P < 0,05).

6) Efeito do anticorpo anti-gp63 sobre o indice dadesao del. brazliensis e L.
infantum ao intestino dissecado dos insetos vetoregu. intermedia e Lu.

longipalpis, respectivamente

Para corroborar com os resultados obtidos antegioten os parasitos.
braziliensise L. infantumtambém foram pré-incubados com anticorpo anti-gu@8s
dos ensaios de interacdo com o intestino dissedadseu inseto hospedeiro. Formas
promastigotas (2 x 10células) foram incubados por 1 h a 26 °C numaigditu de
1:2500 (condicdo nao aglutinante) do anticorpo-gp®3 e em seguida lavados. Em

paralelo, os intestinos deu. intermediae Lu. longipalpis respectivamente, foram
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previamente tratados por 20 min com o PG puro (d@0nl). A interacdo com o0s
intestinos dissecados foi realizada por 20 min, pasasitos ndo aderidos foram
removidos por lavagem, e os intestinos individuali@etransferidos para tubos de
microcentrifuga contendo PBS, macerados e os pagddierados foram contados. Os
ensaios de interacbes de braziliensise L. infantum com os intestinos déu.
intermediae Lu. longipalpis respectivamente, tiveram uma reducdo na taxalesia
dos parasitos aos intestinos em relacdo ao grumot® de aproximadamente 60% e
78% respectivamente, quando os intestinos forantrgt@&dos com o PG e de 80% e
61% respectivamente, quando os parasitos forantrgge&Eos com o anti-gp63 (Fig.
4.6).
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Figura 4.6. Efeito do anticorpo anti-gp63 sobre o indice de adéo delL. brazliensis e L.
infantum ao intestino dissecado dos insetos vetord3s parasitos (2,0 x 1@élulas) foram
tratados durante 1 h a 26 °C com o anticorpo g@@8g1:2500). Em paralelo os intestinos
foram pré-tratados por 20 min com PG puro {i@ml). A interacdo com os intestinos
dissecados deu. intermedig/A) e Lu. longipalpis(B) foi realizada por 20 min, os parasitos nao
aderidos foram removidos por lavagem, e os intestindividualmente transferidos para tubos
de 1,5 mL contendo 30 pL de PBS, macerados e asifm liberados foram contados. Cada
ponto no resultado representa um intestino de elgisrimentos independentes realizados com
4 a 6 intestinos por tratamento. Parasitos tratedwsanti-gp63 e com PG tiveram um indice de
adesdo significativamente diferente de célulastraiadas (controle) usando o teste Tukel'’s (
< 0,05).
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7) Analise das fracdes enriquecidas do sobrenadarde L. braziliensis atraves de
SDS-PAGE e SDS-PAGE-Gelatina

Para tentarsolar uma fracdo enriqueciadla metalopeptidase gp63 secretada por
L. braziliensis o sobrenadante de cultura desse parésifoivalente a 1 x fa@élulas)
obtido na fase exponencial apds 48 h de cultivo qamtrifugacdo, foi passado em
unidade de filtragdo 0,22m e concentrado por etapas de precipitacdo fradgonam
sulfato de amoénio. O perfil de proteinas e pepédaessas fragdes foi analisado através
de gel de poliacrilamida a 12% sem ou com gelatorpolimerizada como substrato,
respectivamente. Nossos resultados mostraram quentantracdo de 40% de sulfato
de amobnio, conseguimos observar uma banda de maotednsideravelmente
enriguecida (Fig. 4.7A) e provavelmente com atigd&laproteolitica (Fig. 4.7B),

migrando em torno de 63 kDa.
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Figura 4.7. Andlise das etapas preliminares de pditacdo da peptidase extracelular
(gp63) de Leishmania braziliensis por SDS-PAGE corado por prata (A) e SDS-PAGE-
gelatina corado com Coomasie Blue (BA quantidade de sulfato de amdnio empregada em
cada etapa da precipitacdo € mostrada em porcemtagena do gel. O marcador de massa
molecular esta representado a esquerda do gel i{fePakons). A analise do extrato bruto
também esta representada acima do gel. Resultgmtesemtativo de dois experimentos
independentes.
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VI. DISCUSSAO

Além de sua importancia para a patogenicidade derstis parasitos, as
peptidases também estédo envolvidas em eventofisraid ciclo de vida destes micro-
organismos, tais como remodelacdo do parasito thuenransicdo de um estagio de
vida para outro e ativacdo ou degradacdo de enzdmagroteinas regulatérias do
parasito, além de participarem no processamentprakeinas para fins nutricionais
(Sajid & McKerrow, 2002). No entanto, um aspectatminteressante das peptidases,
mas que ainda ndo foi muito estudado é sua pogsvitipacdo durante o processo de
interacéo parasito-vetor.

Um representante do grupo das peptidases que timasialisado durante a
interacdo do parasito com seu hospedeiro invedebm& a familia das calpainas. S&o
cisteina peptidases dependentes de calcio presamtelversos organismos como 0S
seres humanog,. brucei,L. major, T. cruzi A. deaneipreviamente classificado como
Crithidia deanej Teixeiraet al, 2011) eH. samulpessodErsfeldet al, 2005; d’Avila-
Levy et al, 2003; Pereirat al, 2009). Nosso grupo de pesquisa também tem tescri
presenca de moléculas como as calpainas nas fepmasstigotas d&. cruzie nas
formas promastigotas de amazonensisAlém disso, foi visto também que o inibidor
de calpainas, MDL28170, afeta o crescimento, vidile e infectividade desses
parasitos (d’Avila-Levyet al., 2006; Sangenitet al, 2009; Ennes-Vidagt al, 2010).
Como a forma epimastigota de cruzi esta presente durante as etapas de vida deste
parasito dentro do hospedeiro invertebrado, nosgpog(Ennes-Vidalet al, 2011)
verificou que epimastigotas tratados com MDL28bd0com anticorpo anti-calpaina
tem uma taxa de adesdo ao intestino dissecad®. golixus bastante reduzida em
relacdo ao controle.

Outro membro do grupo das cisteina peptidases augor nosso grupo € a
cruzipaina. Ela faz parte da superfamilia das pagae tem sido vista como um
importante fator de viruléncia efin cruzi(Bonaldoet al, 1988; Souto-Padroet al.,
1990; Meirelleset al, 1992; Hartret al, 1993; Scharfsteiet al, 2000; Aparicicet al.,
2004; Santost al, 2005; Tomast al, 1997; Bonaldcet al, 1991). Essa peptidase
também é abundantemente expressa na forma epiotastigsse parasito e assim,

NOSSO grupo conseguiu observar que, através ddeudderentes inibidores de cisteina
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peptidases como E-64 e Cistatina, do anticorpo-camzipaina e de linhagem
transgénica del. cruzi (super expressando um inibidor endégeno da crimdpaa
chagasina), a adeséo ao intestino dissecadt geolixustambém é significativamente
menor do que com 0s ensaios feitos com parasitogai@dos (Ueharet al, 2012).

Assim, neste trabalho, nés iniciamos a investigagiwe a relevancia de outra
peptidase, metalopeptidase gp63, durante a interalg@ishmaniahospedeiro
intermediario. Como uma primeira abordagem pargatedemonstrar essa possivel
funcdo, nés analisamos a participacdo da gp63 atalidade celular dos parasitbs
braziliensise L. infantum.A incubacédo por 1 h com inibidores de metalopept&lase
1,10-fenantrolina, EDTA e EGTA nas concentracded@e 25 ndo provocou redugao
na viabilidade desses parasitos, porém na concéotde 5QM, ocorreu uma reducao
nessa viabilidade com alteracdo na forma do caype,se apresentou arredondada e
com volume celular alterado.

A relevancia de inibidores de metalopeptidases paceclo de vida de alguns
tripanossomatideos patogénicos ja foi demonstradaoptros autores (Bangs al,
2001; Seayet al, 1996; Bonaldoet al, 1991). EmT. cruzi o inibidor de
metalopeptidase 1,10-fenantrolina inibe a atividddeuma peptidase de 65 kDa e
bloqueia a diferenciacéo celular do parasito dméodose-dependente (Bonaleloal.,
1991). EmL. mexicanaa provavel inibicdo da atividade da gp63 dengomcrofagos
infectados comLeishmania pela acdo de 1,10-fenantrolina eliminou as formas
amastigotas intracelulares, sugerindo uma possimpbrtancia desta peptidase na
sobrevivéncia fagolisossomal do parasito (S=ay.,1996).

O mecanismo inibitério de 1,10-fenantrolina e detraai inibidores de
metalopeptidases € geralmente atribuido a sua idagaccomo um poderoso agente
quelante. Esse composto € capaz de sequestrarziiwes do sitio ativo da gp63,
resultando na incapacidade da enzima de degratstraios proteicos, impedindo,
possivelmente, processos como a captacdo de nesieimteracdo com possiveis
receptores presentes em células intestinais deetesp invertebrado, macrofagos e/ou
moléculas de superficie ligantes dos parasito®rPe@rpreciso cuidado na interpretacéo
desses resultados, pois esses agentes quelantemsiecomo a 1,10-fenantrolina,

podem ter uma acao inespecifica sobre procesadares dependentes de ions.
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Em um recente estudo (Lima, 2012) foi detectadocaeacterizado o perfil
proteolitico do extrato celular, fracdo enriquecitla membrana e sobrenadante de
cultivo de L. braziliensis Este perfil (migracdo em torno de 45 a 120 kDa) f
totalmente inibido por 1,10-fenantrolina, sugeriralaatividade de metalopeptidases,
provavelmente zinco-dependentes, sendo a de 6G&Bsvelmente referente a gp63,
enzima ja identificada e caracterizada em varigeass deL_eishmania(Yao et al,
2003). Além disso, o0 anticorpo anti-gp63 tambéncépaz de reconhecer essa proteina
de 66 kDa. Compostos derivados da 1,10-fenantrofpteendio, [Cu(phendio)2],
[Ag(phendio)2]) também foram testados por esse @rfiim de avaliar aspectos da
biologia celular e viruléncia de braziliensis Eles demonstram que 1,10-fenantrolina e
todos os derivados séo capazes de inibir de maphifisativo a atividade proteolitica
associada a membrana e secretadalptaraziliensis afetando também a viabilidade
celular de formas promastigotasldebraziliensisde maneira dose-dependente.

Outros trabalhos também mostram uma acgéo similaresprocessos vitais,
como crescimento e replicagéo celular, em outr@saxarganismos, tais como fungos e
bactérias (Mccanet al, 2012b; Silveet al, , 2011; Silva, 2009; Santes al, 2009;
Soareset al, 2008; Crichton & Ward, 1994; Neilands, 1994)éil disso, 0 mesmo
grupo de pesquisa (Lima, 2012) observa também gpeé-doratamento dos parasitos
com 1,10-fenantrolina e seus derivados é capazatkilar o processo de interacdo de
L. braziliensiscom macrofagos de hamster, reduzindo o numero destayotas por
macrofagos.

Neste contexto, apesar de somente em concentnagii@saltas os inibidores de
metalopeptidases apresentarem um efeito signiécsoibre a viabilidade dos parasitos
(50 uM) e existirem alguns dados conflitantes sobrepepda gp63 nesta adeséo, como
observado por Joshi e colaboradores2@®2, onde a delecdo dos genes codificantes da
gp63, emL. major, ndo altera seu desenvolvimento no interior detmBhlebotomus
dubosqui nosso grupo prosseguiu com a busca da possivétipecdo dessa
metalopeptidade no ciclo de vida deishmania em particular na sua adesédo ao
intestino do inseto vetor.

Um de nossos trabalhos analisou a relevancia da gp@rocesso de adeséo de
H. megaseliaeao intestino explantado d& aegypti.A incubacaodos intestinos dos

insetos dissecados com a gp63 purificada ou dcsipareom anticorpo anti-gp63 ou
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com a PLCdemonstraram uma queda na taxa de adesdo depse®isomatideos ao
intestino do inseto (Nogueira de Mabal, 2006).

Outro parasito estudado foi R. francai (d’Avila-Levy et al, 2006a). Este
parasito apresenta grande quantidade de molécatas @ gp63 em sua superficie,
comparado a outras espécies de tripanossomatiddestambém ja foram encontradas
moléculas como a gp6&( guilhermeie a cepa curada de deanéi. CuriosamenteR.
francai interagiu mais eficientemente do que as esp&iglidia e Angomonagom o
intestino deA. aegypti(d'Avila-Levy et al, 2006a). Similarmente, a cepaAedeanei
contendo um endosimbionte apresenta uma maior iE&posdessas moléculas
semelhantes a gp63 em sua superficie (d'Avila-let\at, 2008) e as taxas de interagdo
com o intestino do inseto e com linhagens cel@itmam cerca de 2 vezes maior do que
na cepa sem o endosimbionte (Famepal, 2003; d'Avila-Levyet al 2005b; d'Avila-
Levy et al, 2008). Além disso, foi visto que essas cepasmgehs d&\. deanetratadas
com a PLC apresentaram niveis de gp63 na supesfinilares a cepa curada, e tiveram
taxas de adesdo ao intestino Ale aegyptisemelhantes as da cepa curada também
(d’Avila-Levy et al, 2008).

A taxa de adesédo de. francai A. deanei e C. guilhermeio intestino deA.
aegypti, também foi reduzida através do pré-tratamento degsgasitos com o
anticorpo anti-gp63 ou do pré-tratamento do intestiom a enzima semelhante a gp63
de cada parasito purificada ou ativa proteoliticat@einativada pela remocéo de ions
do seu sitio ativo (apoenzima) ou inativada pondesacao (calor) (d’Avila-Levt
al., 2006a). Assim, nés especulamos que gp63 postaarte executar uma funcao
durante a fase de vida no inseto hospedeiro, cemasido que esta é a Unica etapa
compartilhada do ciclo de vida entreeishmania e esses tripanosomatideos
monoxénicos €hytomonas.

Homoélogos de gp63 também tém sido identificados arros organismos
patogénicos, como D. cruzi Neste parasito, elas sdo conhecidas como Tq@z6®)s
et al, 1997; El-Sayed & Donelson 1997; Grandgeréttl., 2000; Bangst al, 2001;
Cuevaset al, 2003; LaCountt al, 2003, Grandgenett al, 2007, Kulkarniet al.,
2009; Ferreiraet al, 2010). O possivel papel da Tcgp63 na interagab. druzicom o
intestino médio de triatomineos, devido a sua ipagéio superficial e expressdao em

epimastigotas, bem como em tripomastigotas meteascltem sido avaliado por nosso
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grupo de pesquisa. Os inibidores de metalopepsdaassim como o anticorpo
produzido por Cuevast al, (2003), reduziram significativamente a adesad .deruzi
ao intestino médio explantado Reprolixus(Uehara L.A., dados n&o publicados).

No géneroLeishmania,existe um trabalho (Hajmowét al, 2004) mostrando
essa possivel participacdo na interacdo parasito-Weste trabalho, foi demonstrado
qgue pard.. amazonensjguja expressao dessa peptidase foi diminuidadosam vetor
contendo o0 gene da gp63 em orientacdo reversaghoua baixa colonizacao ena.
longipalpis.

Esses resultados em conjunto, assemelham-se aad$ades obtidos neste
trabalho. Parasito&. infantum, pre-tratados com omibidores de metalopeptidases
1,10-fenantrolina, EDTA, EGTA e anticorpo anti-ggé&ram um indice de associacéo
as células embrionarias dau. longipalpis (LL5) e ao intestino dissecado dai.
longipalpis bastante reduzido quando comparados ao grupooten@s parasitos.
braziliensistambém pré-tratados com o inibidor 1,10-fenameoke com o anticorpo
anti-gp63 também tiveram uma reducdo bastantefisgtiva na sua taxa de adesédo ao
intestino dissecado do inseto vetor. intermediae as células LL5.

Esses resultados séo interessantes, pois mostraperfinde adesao e inibicdo
ao intestino do inseto vetor semelhante entre edsas espéciek. braziliensise L.
infantum as quais sao representantes de dois subgéneros.ehmania,
respectivamenteo Viannia na qual os parasitos estabelecem uma infeccéialima
regido posterior do trato digestivo, na regidorml e no intestino médio abdominal,
migrando para as por¢des mais anteriores duraséel a@lesenvolvimento (peripilarico)
e o Leishmania onde o desenvolvimento do parasito € restritooeggm do trato
digestivo anterior ao piloro, sobretudo nas reg@igdominais e toracicas do intestino
meédio (suprapilarico) (Fig. 1.3) (Lainson & Shav@87Z). Esses resultados similares
sugerem uma acdo ubiqua da gp63 que independes dt@ncas entre esses dois
subgéneros.

Ja foi visto que no subgéndreishmaniaexistem fortes evidéncias bioquimicas
e genéticas que o LPG é uma molécula fundamental @aprocesso de fixacdo ao
intestino médio de fleb6tomos. No entanto, pardraziliensis que tem menos LPG
(Soareset al, 2005), esta molécula parece ser necessaria, metws, durante a

passagem transitéria do parasito pelo intestinterMo metaciclico refere-se a fase do
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parasito infecciosa para o hospedeiro vertebradodcs capaz de se destacar do
intestino, sendo observada em espécies do subg&eg&bmania No entanto, no
subgénerd/iannia, encontram-se dois padrdes de aderéncia paragiesietaciclico:
(1) semelhante ao subgénémishmaniacomo observada patai. whitmani um vetor
muito competente e (2) muito baixa, como observaud.u. intermedia onde LPG
parece ter uma funcdo menos importante (Soeres., 2010). Assim, 0 iIncomum
padrdo de fixagcdo dé. braziliensis no intestino pode ser um resultado de seu
comportamento peripilarico relacionado com a sdidaldle/especificidade ao vetor. No
entanto, ainda € necessario ser elucidado com@sogfiicoconjugados podem ser
criticos na migracdo do parasito para regido amteld trato digestivo do vetor. Nas
espécies do subgénevilannia, o padrdo de glicoconjugados de membrana € diteren
daqueles do subgénereishmania o que resulta em maior expresséo, por exemplo, de
GIPLs emL. braziliensise L. panamensigZawadzkiet al, 1998). No entanto, esse
estudo reforca que o LPG, gp63, GIPLs e outras cut@é em conjunto, podem
desempenhar um papel chave na interacdo com extsessv

A possivel participacdo de gp63 neste processotdeacao ao epitélio intestinal
do vetor pode ser explicada pela presenca de uangiat receptor para a gp63 nas
células deste epitélio. Foi identificada uma praaie 50 kDa no extrato do intestino de
A. aegypticonsiderada o possivel receptor para moléculas eogpb3 (d’Avila-Levy
et al, 2006a). Outra importante observacao, € queedsitdo na adesao independe da
atividade proteolitica na gp63 ou de sua estruteneiaria, pois modelos de inibicao
similar foram observados entre a gp63 proteoliteat® ativa, a enzima inativada pelo
calor ou pela apoenzima, que mantém as estrutuceria, mas perde a atividade
catalitica devido a remocéao dos ions do seu gitio @d’Avila-Levy et al, 2006a).

Adicionalmente, nds avaliamos entdo a presencaadesdalopeptidase no
sobrenadante de cultura de braziliensis para posterior analise de sua possivel
participacdo nesse processo de interagdo. A praskengp63 no meio extracelular ja foi
detectada em varias espécied_deshmaniae a secrecao desta molécula pode auxiliar
na disseminacdo do parasito uma vez que a gp6faz cke clivar proteinas de matriz
extracelular (Yacet al, 2003; Cuerveet al, 2006). Estas proteinas liberadas podem
desempenhar um importante papel na relacdo patasfedeiro, visto que elas

apresentam potencial de agir a distancia e, poseguinte, alterar a fisiologia do
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hospedeiro sem entrar em contato direto com o iparésn dos objetivos do presente
trabalho consiste em avaliar o envolvimento daigapé extracelular de. braziliensis
na interacdo com o hospedeiro invertebrado. A gp68ficada consiste numa
ferramenta importante para alcancar este objetivo.

Nesse contexto, o sobrenadante da culturd..dbraziliensisobtido na fase
exponencial foi concentrado por etapas de precgutafracionada com sulfato de
amonio. O perfil de proteinas e peptidases nesagdes foi analisado através de gel de
poliacrilamida com ou sem gelatina co-polimerizadeno substrato, respectivamente.
Nossos resultados mostraram que na concentracé0%e de sulfato de amonio,
conseguimos observar uma banda de proteina comsidigiente enriquecida,
provavelmente com atividade proteolitica, migrareta torno de 63 kDa, massa
correspondente a massa da enzima gp63 ja ided#fiea caracterizada em varias
espécies dd.eishmania(Yao et al, 2003), e que apresenta homoélogos em varios
tripanossomatideos, tais comocruzi(Cuevaset al, 2003),T. brucei (Lacountet al,
2003),A. deanei(d’Avila-Levy et al, 2003) C. guilhermei(Nogueira de Melet al,
2001) eP. francai(Almeidaet al.,2003).

O mecanismo pelo qualla braziliensissecreta a gp63 ainda ndo é conhecido. A
gp63 caracterizada em tripanossomatideos, na sumleytotalidade, estd ancorada a
superficie celular via uma ancora de GPI (Hsa@l, 2008; Egtes, 1992). Embora a
ancora de GPI possa ser passivel de clivagem par fosfolipase C (PLC), foi
demonstrado enk.. amazonensigue a molécula da gp63 presente na superficie é
liberada da membrana apés autoprotedlise e nao fapfidipdlise (Mcgwireet al,
2002). Entretanto, ndo podemos esquecer a hipdéegae a gp63, também presente no
citosol, possa ser liberada para o meio exterrewedr de processos como exocitose
(Mcgwire et al., 2002).

A exposicao do parasito a diferentes ambientes @mligdes adversas (trato
digestorio do inseto vetor e fora e dentro das lagldo hospedeiro mamifero)
influencia a expressdo de proteinas especificasagydiam a sua sobrevivéncia na
nova condicdo a qual € submetido (Snethal, 2007). Assim, ja que no género
Leishmaniaé visto a maior abundancia da gp63 na forma progotés, presente no
inseto vetor, é valido considerar que esta pemidegssuma um papel fundamental

durante essa etapa do ciclo de vida deste paresitty demonstrado aqui neste estudo.
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O melhor conhecimento dessas moléculas faz-se \e@anais necessario para uma
melhor compreensao do parasito em si, além de gessibilidades para futuros alvos
para controle da leishmaniose, principalmente ne diz respeito ao controle da
transmissao vetorial.
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VIl. CONCLUSOES

Com a analise dos resultados obtidos neste trabatios que a metalopeptidase
gp63 delL. braziliensise L. infantumparece participado processo de interacdo ao

epitélio intestinal do inseto vetor, pois:

o inibidor de metalopeptidases (1,10-fenantrolia&®5 uM e o anticorpo anti-
gp63 (1:2500) diminuiram significativamente o iride associacdo de
braziliensise L. infantuma linhagem celular embrionaria de. longipalpis
(LLS);

e 0 tratamento dé&. infantumcom 1,10-fenantrolina, EDTA e EGTA a 25 uM,
significativamente reduziu (58%, 61% e 45,5%, respamente) a adesao ao

intestino dissecado dai. longipalpis;

e no ensaio de dose-dependéncia com o inibidor ZXdéntrolina, ja na
concentracdo de 12,5 uM, observou-se uma reducéianb@a acentuada da

adesao de. infantumao intestino dissecado de. longipalpis;

e 0 tratamento dé. braziliensise L. infantumcom anticorpo anti-gp63 também
provocou uma reducado (80% e 61%, respectivameate)dasdo aos intestinos

dissecados dos hospedeiros invertebrados.

Além disso, com o intuito de iniciar um processo perificacdo da
metalopeptidase gp63 de braziliensispara buscar um possivel receptor no intestino

do inseto vetor, conseguimos observar que:

* na concentracdo de 40% de sulfato de amébnio, cbsesy uma banda de
proteina consideravelmente enriqguecida e provavebnecom atividade

proteolitica migrando em torno de 63 kDa.

Esses resultados em conjunto nos estimulam a cantestudando o papel da

gp63 na interacdo com o hospedeiro invertebrado.
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VIll. PRODUCOES CIENTIFICAS ASSOCIADAS A DISSERTACA O

1. Apresentacdo de poéster na XXIX Reunido Anual da Sedade Brasileira de
Protozoologia/XL Reunido Anual sobre Pesquisa Basicem Doenca de
Chagas (2013, Caxambu)

Involvement of gp63 fronheishmania braziliensiandLeishmania infantunm the

interaction with the invertebrate host

Altoé, E.C.F.; Garcia-Gomes, A.S.; Silva, V.C.; 3auN.A.; Rangel, E.F.; Soares,
R.P.; & d’Avila-Levy, C.M.

Abstract

The highly abundant surface metallopeptidasé.@thmania gp63, contributes to a
myriad of well-established functions fdreishmaniain the interaction with the
mammalian host. However, despite this molecule d@bundantly expressed on the
surface of promastigote forms, found in the insemttor, little is known about the
functions performed by this molecule in the phleboihe sandfly. Molecular analysis
revealed conflicting and inconclusive data aboatghbssible role of this glycoprotein in
the interaction ofLeishmaniawith the invertebrate host. Our research groumgus
biochemical approaches, has demonstrated that gpé8&cules from several
trypanosomatids are implicated in the adhesiorhéimsect epithelial cells. Here, we
analyzed the role of gp63 in the interactiorLobraziliensisandL. infantumwith their
respective insect hostg, intermediaand L. longipalpis The dissected insect guts,
opened longitudinally, were pretreated with PG pladed to bind with the parasites. In
parallel, promastigotes &f infantumwere pretreated with anti-gp63 antibodies or with
metallopeptidase inhibitors, while promastigoted obraziliensiswere subjected only
to the anti-gp63 treatment. Thereafter, the paasiwvere placed to interact with
dissected insect guts. As expected, PG virtualbfisifiedLeishmaniaability to bind to
the insect guts. Interestingly, we observed thttrabtments related to gp63 also
provoked a pronounced decrease in this binding yasbéreover, the culture
supernatant of. braziliensiswas concentrated by precipitation with ammoniurtfasel
and analyzed by SDS-PAGE. We observed a proteaiggradation around 63 kDa,

which corresponds to the gp63 enzyme already ifilethtand characterized in several
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Leishmaniaspecies. The determination of the functions arataterization of gp63 of
these parasites can contribute to the understarafitige physiological role played by

this peptidase iheishmania

2. Producéo de capitulo do livro: Proteins and Proteomes of Leishmania and
Trypanosoma. Subcellular Biochemistry. 74ed.. Springer Netherlads, 2014,
p. 253-270.

Capitulo:_GP63 function in the interaction of trgpaomatids with the invertebrate

host — facts and prospects

Claudia M. d'Avila-Levy, Ellen C. F. Altoé, Livia.AJehara, Marta H. Branquinha,
André L. S. Santos

Abstract

The GP63 of the protozoan parasiteeishmaniais a highly abundant zinc
metallopeptidase, mainly glycosylphosphatidylineisiGPIl)-anchored to the parasite
surface, which contributes to a myriad of well-bfitshed functions fot.eishmaniain
the interaction with the mammalian host. Howeueg, ole of GP63 in theeishmania
insect vector interplay is still a matter of conmeosy. Data from GP63 homologues in
insect and plant trypanosomatids strongly suggegiaricipation of GP63 in this
interface, either through nutrient acquisition drough binding to the insect gut
receptors. GP63 has also been described in thdogevental forms offrypanosoma
cruzi, Trypanosoma bruceand Trypanosoma rangelihat deal with the vector. Here,
the available data from GP63 will be analyzed fitwn perspective of the interaction of

trypanosomatids with the invertebrate host.
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