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Resumo

No presente trabalho foram detectadas cisteina-proteinases (CPs) em promastigotas infectivas de
Leishmania (Viannia) braziliensis. A estratégia de purifica¢ao consistiu na associagao do método
de extracdo por Triton X-114 com cromatografia em coluna de Concanavalina A-Sepharose,
seguida por outra de DEAE-Sephacel. No ensaio das cromatografias, observamos um pico
majoritario de atividade enzimatica na presenca do substrato pEFLpNan (165 x 10°* uM de
pNan/minuto) para cerca de 10" parasitas, coincidente com o pico majoritario da proteina eluido
da coluna de troca idnica. A andlise por SDS-PAGE do material eluido da coluna de troca idnica
mostrou quatro principais bandas de proteinas com massas moleculares relativas de 63, 43, 30 e
27 kDa. Os ensaios da atividade enzimatica apos eletroforese mostraram que as bandas de 63 kDa
e 43 kDa, hidrolisam substratos como gelatina em pH 7,0 e sdo sensiveis a presenca de E-64.
Além disso, as duas enzimas sdo capazes de hidrolisar o substrato pEFLpNan: 63 kDa
(2,2+ 0,3 uM de pNan/minuto) e 43 kDa (0,05 £ 0,2 uM de pNan/minuto), e sdo inibidas por
10uM  E-64 (47 % e 36 %, respectivamente). Os ensaios de reconhecimento imunoldgico
utilizando um anti-soro policlonal especifico contra cisteina-proteinase B [anti-CPB de L. (L.)
mexicana] revelaram que as enzimas de 63 kDa e 43kDa sdo reconhecidas por este anti-soro. Os
experimentos de aglutinagdo, citometria de fluxo e imunocitoquimica utilizando esse mesmo
antisoro revelaram que homoélogos de CPBs estdo localizados na superficie da membrana de
promastigotas. Além disso, a incubagdo dos promastigotas com fosfolipase C (PLC) reduziu o
numero de células positivas para os homologos de CPB. Os anti-soros anti-CRD (cross reactive
determinat) e anti-CPB reconhecem bandas de 63 kDa e 43 kDa do sobrenadante das células
tratadas com PLC em ensaios de immunoblotting sugerindo que isoformas destas proteinas sdo
ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (GPI) a membrana plasmatica. Também observamos que
os homologos de CPBs sdo presos a membrana por ancora GPI e se concentram em plataformas
lipidicas. No6s observamos que as proteinas homologas a CPB ndo permanecem estaveis na
superficie da membrana quando os parasitas s3o mantidos em culturas sucessivas, assim como a
atividade enzimatica total sobre o substrato pEFLpNan ¢ alterada. Mostramos ainda através da
técnica RT-PCR em tempo real um aumento da transcri¢ao de cpb de L. (V.) braziliensis quando
os parasitas foram submetidos a culturas sucessivas. De uma forma geral os dados apresentados
suportam a hipdtese de que o parasita estudado apresentam CPs de membrana ativas, além de

homologos de CPB intracelulares.
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Abstract

It was detected cysteine-proteinases (CPs) in infective Leishmania (Viannia) braziliensis
promastigotes. The purification strategy consisted of an association of Triton X-114 extraction
method with chromatography in Concanavalin A-Sepharose column, followed by
chromatography in DEAE-Sephacell column. In the assay pf chromatographic fractions, we
observed a peak of enzymatic activity against the pEFLpNan substrate (165 x 107? uM of
pNan/minute) in over 10' parasites, coincident with the major protein peak eluted from the
column. SDS-PAGE analysis of the material eluted from the ionic exchange column showed four
main protein bands with relative molecular mass of 63, 43, 30 and 27 kDa. Gelatin-SDS-PAGE
assays indicated that the 43kDa and the 63kDa bands can hydrolyze gelatin at neutral pH and are
sensitive to E-64. Also, both enzymes can hydrolyze pEFLpNan substrate: 63 kDa (2,2 £ 0,3 uM
of pNan/minute) and 43 kDa (0,05 + 0,2 uM of pNan/minute) being both inhibited by E-64 (47 %
and 36 % inhibition, respectively). Immunological recognition assays, with a specific polyclonal
antibody against CPB from L. (L.) mexicana, showed that bands of 63 kDa and 43 kDa are
recognized in the fractions of the ionic exchange column. Agglutination, flow cytometry and
immunocytochemistry assays performed with anti-CPB antiserum revealed that homologous of
CPB are located on the promastigote membrane surface. Moreover, the incubation of
promastigotes with phospholipase C reduced the number of CPBs homologues-positive cells.
Both anti-cross-reacting determinant (CRD) and anti-CPB antisera recognized 63kDa and 43kDa
bands in the supernatant of phospholipase C-treated cells, suggesting that isoforms of these
proteins are attached to the plasma membrane by glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchors.
Also, our data suggest that GPI-anchored CPBs are present in the detergent-resistant lipid rafts.
We observed that the CPB homologues do not remain stable on the membrane surface when the
parasites are maintained under successive cultures; also, the total enzymatic activity over the
substrate pEFLpNan is altered. We additionally showed by real-time RT-PCR that
L. (V). braziliensis cpb genes are active and their relative expression is increased throughout the
successive cultures. Thus, the presented data support the hypothesis of that studied parasite

presents CPs of membrane active, beyond homologous of intracellular CPB.
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I- Introducao

1.1- Consideracoes Gerais sobre as leishmanioses

As leishmanioses fazem parte de um grupo de doengas com vasta distribuicdo geografica,
principalmente nas regides de clima tropical e subtropical (Ashford, 2000; Murray et al., 2005).
Esta vasta distribuicdo € associada a diversidade dos insetos flebotomineos vetores e das
espécies de Leishmania. A doenca apresenta vdrias manifestacdes clinicas agrupadas em duas
categorias: Leishmaniose tegumentar (LT) e Leishmaniose visceral (LV) (Desjeux, 2004). No
continente americano, as formas clinicas da doenca s3o conhecidas como Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) e Leishmaniose Visceral Americana (LVA).

Os insetos vetores sdo classificados como pertencentes ao género Phebotomus no Velho
Mundo (Europa, Asia e Africa) ou pertencem ao género Lutzomyia no Novo Mundo (Américas).
Acometem animais silvestres e domésticos (zoonose) e também o homem, o qual também pode
ser considerado agente disseminador da doenca (antroponose) (Ashford, 2000).

Mundialmente, cerca de 12 milhdes de pessoas estdo infectadas com Leishmania e dois
milhdes de novas infec¢des sdo relatadas anualmente (WHO, 2004); no entanto, apenas 600 mil
casos sdo registradas oficialmente. Esta subestimativa estd relacionada com o fato de que as
notificagdes sdo obrigatérias em apenas 33 dos 88 paises acometidos pela doenca sendo que,
desse total 72 estdo em desenvolvimento e somente 16 sdo desenvolvidos.

No Brasil, além de serem descritas as duas formas clinicas da doenca, varias espécies de
Leishmania podem ser encontradas, o que constitui um quadro endémico com caracteristicas
préprias das nossas questdes de Saide Publica. A incidéncia da LVA e LTA vem aumentando
nos ultimos dez anos, com descricdo em dreas urbanas de importantes cidades brasileiras. O
maior nimero de casos registrados de leishmaniose sdo nas regides Norte e Nordeste. A crescente
expansdo da doenca em todo o territério brasileiro atrelada aos sub-registros de casos impede o
conhecimento do verdadeiro nimero de individuos infectados (Desjeux, 2004).

As diversas espécies de Leishmania sao classificadas em dois subgéneros, de acordo com a
localizagdo do parasita no tubo digestivo do hospedeiro invertebrado: Viannia, na qual os
parasitas se desenvolvem nas regides anteriores e posteriores do intestino médio anterior e do
intestino médio posterior (regido peripildria) e Leishmania, os parasitas se desenvolvem somente
na regido anterior e posterior do estdmago do flebotomineo (regido suprapiléria) (Lainson, 1972;

1987a; Saf'janova, 1982; Correa et al., 2005).
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No territério brasileiro a LVA € uma zoonose causada pela Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi que posssui como principal reservatorio silvestre a raposa, € domiciliar o cdo. E
uma doenca endémica, e ocorrem surtos com alguma freqiiéncia. Estd presente em 17 dos 27
estados da federagdo, atingindo quatro das cinco regides brasileiras. Sua maior incidéncia
encontra-se no Nordeste com 92 % do total de casos. E uma doenca de distribuicio
primariamente rural, porém encontra-se em franca expansido para focos urbanos (Rangel &
Lainson, 1988; Rangel, 2003). A urbanizacao das leishmanioses no pais é um problema de satde
publica e, nas dltimas décadas, ocorreram surtos em vdrias capitais (Guerra et al., 2006).

A LTA distribui-se amplamente no continente americano, desde o sul dos Estados Unidos
ao norte da Argentina (Gontijo & de Carvalho Mde, 2003). Mesmo sendo uma doenga endémica
em vdrias regides desse continente, sua real prevaléncia ndo se encontra estabelecida, em virtude
de alguns fatores, como sub-registros de dados e variacdes de resposta do hospedeiro (Shaw,
2007).

A incidéncia de LTA no Brasil tem aumentado e surtos epidémicos tém ocorrido nas
regides Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e na regido Amazodnica (Guerra et al., 2006), sendo
nessa ultima relacionados ao processo predatério de colonizacdo das florestas (Chagas, 2006). A
importancia dessa doenca ndo reside somente na sua alta incidéncia e ampla distribui¢io
geografica caracterizando um problema de Saide Publica, mas também na possibilidade de
assumir formas que podem determinar lesdes destrutivas e desfigurantes no homem. Até o ano
passado, a unica espécie relacionada aos casos de LTA no Rio de Janeiro foi Leishmania
(Viannia) braziliensis, quando foi entdo descrito o primeiro relato de leishmaniose cutaneo difusa
por Leishmania (Leishmania) amazonensis (Azeredo-Coutinho et al., 2007) (Figura 1).

No Rio de Janeiro, casos autéctones e epidemias de leishmaniose tegumentar vém sendo
registrados desde o inicio do século XX. Estas epidemias podem ser explicadas pelo processo de
ocupacdo de dreas florestais para a formagdo de espaco urbano, como em Jacarepagud em 1974
(Marzochi et al., 1980). Foram registrados cerca de 4900 casos de leishmaniose tegumentar no
Estado do Rio de Janeiro entre 1985 e 2003, sendo que desses, cerca de 1300 foram descritos no
Municipio do Rio de Janeiro, o que demonstra que a doenca permanece ativa nessa drea (de Pita-
Pereira et al., 2005).

Assim, as leishmanioses sdo doenc¢as em franca expansdo e ainda sem um controle efetivo no
Brasil. O tratamento da doencga ainda € um desafio, pois as drogas disponiveis apresentam elevada
toxicidade (Ameen, 2007) e os tratamentos existentes ndo sdo totalmente eficazes (Croft er al.,

2006; Arevalo et al., 2007). A recidiva das lesdes (Deps et al., 2000) e a resisténcia ao tratamento
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(Desai et al., 2004; Ashutosh et al., 2007) sdo fatores que motivam a busca de uma droga ideal.

Uma vacina ou um quimioterdpico eficiente e com baixa toxicidade, sem davida seriam a melhor

maneira de controlar esta doenca (Salay et al., 2007).

Nesse contexto, os estudos sobre as proteinas desse protozodrio sdo de notdvel relevancia,
uma vez que podem esclarecer aspectos das interacdes entre o parasito e seus hospedeiros,

revelando novos alvos de acdo sobre a cadeia de transmissdo da doenga, em ambos os

hospedeiros: vertebrado e invertebrado.
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Figura 1 : Distribuicdo geografica das principais espécies de Leishmania dermotrdpicas
no Brasil (Adaptado de Marzochi & Marzochi, 1994; revisado Tojal as Silva AC et al.,

2006).
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1.2- Breve historico da doenca

A Leishmaniose Tegumentar (LT) é uma doenca que acompanha o homem desde a
Antigiiidade, existindo relatos e descrigdes encontrados na literatura desde o século I (Camargo,
2003). Nas Américas, foram encontradas cerdmicas pré-Incas, datadas de 400 a 900 anos d.C. que
apresentavam mutilagdes de ldbios e nariz, caracteristicas da espundia, hoje conhecida como
leishmaniose cutinea-mucosa (Rabello, 1925b; Lainson, 1987c). Tal fato € indicativo de uma
possivel origem autéctone da doenca no continente americano (Figura 2). Em estudos de
Paleomedicina foram descobertas mumias com lesdes de pele e mucosas caracteristicas da
leishmaniose (Santos, 1994).

A primeira referéncia de LT no Brasil encontra-se no documento da Pastoral Religiosa
Politico-Geografica de 1827, citado no livro de Tello intitulado “Antiguidad de la Syfilis en el
Peru”, onde € relatada a viagem de Frei Dom Hipdlito Sanches de Fayas y Quiros de Tabatinga
(AM) até o Peru, percorrendo as regides do vale amazdnico (Rabello, 1925a). A natureza
leishmanidtica das lesdes cutaneas e nasofaringeas s6 foram confirmadas muitos anos depois por
(Lindenberg, 1909), que observou formas de Leishmania, idénticas a Leishmania (L.) tropica ja
relatadas no Velho Mundo (Wright, 1903). Dois anos depois, Gaspar Vianna observou que os
parasitas encontrados nos casos humanos eram morfologicamente distintas de L. (L.) tropica,
denominando-os de Leishmania (V.) braziliensis (Vianna, 1911). A partir desse momento, a L.
(V.) braziliensis foi descrita como agente etioldégico da leishmaniose no Brasil, sendo mais
conhecida por denominagdes populares como “dlcera de Bauru”, “ferida brava” ou “nariz de
tapir” (Silveira, 1997).

No Brasil, até a década de setenta, todos os casos de LT eram atribuidos a L. (V.)
braziliensis. Com o aprimoramento das técnicas de andlise e intensificacio dos estudos
ecologicos e epidemioldgicos, outras espécies foram descritas sendo registradas até o momento
oito espécies causadoras da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), sdo elas: L. (V.)
lainsoni, L. (V.) guyanensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (L.) naiffi, L. (V.) shawi
L. (L.) amazonensis e L. (V.) lindenbergi (Rodriguez-Bonfante et al., 2003; Basano, 2004; Correa
et al., 2005).

A Leishmaniose visceral (LV) foi descrita na Grécia em 1835 quando entdo era denominada
"ponos" ou "hapoplinakon". Foi na India em 1869 que recebeu o nome "kala-jwar" que quer dizer
febre negra ou "kala-azar" que significa pele negra em virtude do discreto aumento da

pigmentacdo da pele ocorrido durante a doenga (Marzochi et al., 1981).
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Existe uma grande polémica em torno da origem da Leishmaniose Visceral (LV) no Novo
Mundo. E discutido se a doenca foi introduzida recentemente, na época da colonizagdo européia e
causada pela L. (L.) infantum, juntamente com a introducdo dos canideos, devendo a espécie ser
classificada como L. (L.) chagasi. Os achados de altas taxas de infec¢do em canideos origindrios
da Amazonia sugerem a origem autéctone (Lainson ef al., 1987). Atualmente estas duas espécies
sdo caracterizadas como uma unica espécie, denominada de L. (L.) infantum chagasi (Dantas-

Torres, 2006).

No Brasil o primeiro caso de LV foi descrito por Migone (1913) um imigrante italiano que
vivera muitos anos em Santos (SP) e apds viajar para o Mato Grosso, adoeceu. No entanto, 0s
estudos sobre a distribuicdo geografica da leishmaniose foram ocorrer em 1934, por Penna, um
patologista do Instituto Oswaldo Cruz, que iniciou os estudos sobre a distribuicdo geogréfica da
Leishmaniose Visceral nas Américas, quando comprovou parasitologicamente, 41 casos dentre as

40.000 viscerotomias examinadas para febre amarela provenientes de vérios estados do Brasil.

Figura 2: Imagem de uma cerdmica pré — Inca exibindo mutilizagdo do
nariz e ldbio superior, lesdes tipicas de leishmaniose cutinea-mucosa
(Altamirano-Enciso et al., 2003).
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1.3- O parasito

A Leishmania é um protozodrio parasita que apresenta duas formas bioldgicas distintas
(amastigota e promastigota), e que para completar o seu ciclo de vida necessita, obrigatoriamente,
passar por dois hospedeiros diferentes. No hospedeiro invertebrado encontra-se a forma
promastigota, que € alongada e extracelular, com dimensdes de 15 - 30 um de comprimento por
2 - 3 um de didmetro, apresentando um nucleo central, um cinetoplasto anterior ao nicleo e um
flagelo longo e livre emergindo da bolsa flagelar na extremidade anterior. No vertebrado, a forma
encontrada € a amastigota, que € arredondada e intracelular, com 2 - 6 um de didmetro, contendo
um nucleo deslocado para a por¢@o anterior, acima do cinetoplasto, préximo ao qual se encontra
um flagelo interno inaparente (Bates & Rogers, 2004). As formas promastigotas podem ser
facilmente crescidas e mantidas in vitro em meio de cultura complexo, semidefinidos e definidos
(Jaffe, 1984; Sharief et al., 2007), ao passo que, as formas amastigotas s6 conseguem ser
mantidas in vitro em cultura de células infectadas e in vivo por infec¢do de animais experimentais
(Berens & Marr, 1979). Ainda € possivel obter formas similares as amastigotas por diferenciagdo
in vitro, a partir de promastigotas submetidos as condi¢des especiais de cultivos (pH 5,5 a 32°C),
denominadas amastigotas axénicas (Pan, 1984; Bates, 1993; Cysne-Finkelstein et al., 1998).

Ainda existe um grupo distinto, na qual as espécies responsaveis por infectar répteis se
enquadram no género chamado de Sauroleishmania, que tem sido confirmado por critérios
bioquimicos e moleculares e hoje € adotado por vérios autores (Cupolillo et al., 1998; Cupolillo
et al., 2000; Cupolillo et al., 2001).

Estudos mais recentes sugerem a separagdo destes protozodrios em duas linhagens genéticas
distintas: as “secdes” Euleishmania e Paraleishmania. A primeira compreende parasitas dos sub-
géneros Viannia e Leishmania; a segunda abrange o género Endotrypanum (parasitas que
infectam hemdcias de preguicas na forma tripomastigota e epimastigota, quando dentro de
flebotominios e em meio de cultura assumem a forma promastigota) (Shaw, 1964; Shaw, 1992;
Barbosa et al., 2006).

Os protozodrios pertencentes aos dois sub-gé€neros acometem o homem nas regides
tropicais e subtropicais do Velho e do Novo Mundo e determinam doengas que apresentam ampla
distribuicdo geogrifica. Nas Américas sdo reconhecidas atualmente quatorze espécies
dermotrépicas de Leishmania causadoras de doenca humana (Tabela I) e apenas uma espécie

causadora da forma visceral que é a Leishmania (L.) infantum chagasi (Lainson & Rangel, 2005).
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Tabela I: Principais espécies de Leishmania dermotrdpicas causadores de doenca em humanos
nas Américas dos subgéneros Viannia e Leishmania.

Subgénero Viannia
(Lainson & Shaw, 1972)

Distribuicao geografica

L. (V.) braziliensis
Vianna, 1911
L. (V.) peruviana
Velez, 1913
L. (V.) guyanensis
Floch, 1954
L. (V.) panamensis
Lainson & Shaw, 1972
L. (V.) lainsoni
Silveira et al, 1987
L. (V.) shawi
(Shaw et al, 1991
L. (V.) naiffi
Lainson et al., 1990
L. (V.) colombiensis
Kreutzer et al., 1991
L. (V.) equatorensis
Grimaldi et al., 1992
L. (V.) lindenbergi
Silveira et al., 2002

América do Sul, América Central e

México

Peru

América do Sul

América Central e América do Sul

América do Sul

Regido Amazonica e Pard

Regido Amazonica e Pard

Porcdo Norte da América do Sul

Equador

Estado do Para

Subgénero Leishmania
(Saf’janova, 1982)

Distribuicao geografica

L. (L.) mexicana
Biagi, 1953
L. (L.) amazonensis
Lainson & Shaw, 1972
L. (L.) venezuelensis
Bonfante-Garrido, 1980
L. (L.) pifanoi

Medina & Romero, 1959

México e América Central

América Central e Brasil (regidoes Norte,
Nordeste e Sudeste)

Porcdo Norte da América do Sul

América do Sul

Fontes: (Reithinger et al., 2007; Rodriguez-Bonfante et al., 2003; Silveira et al., 2002)
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De acordo com (Levine et al., 1980) a Leishmania possui a seguinte posicao sistemdtica em

termos taxonomicos (Tabela II):

Tabela II: Classificagdo taxondmica de Leishmania spp.

REINO Protista, Haeckel, 1986
SUB-REINO Protozoa, Goldfuss, 1817
FILO Sarcomastigophora, Honigberg & Balamuth, 1963
SUB-FILO Mastigophora, Desing, 1866
CLASSE Zoomastigophora ,Calkins 1909
ORDEM Kinetoplastida, Honingberg, 1963,Vickerman,1976
SUB-ORDEM Trypanosomatina, Kent, 1880
FAMILIA Trypanosomatidade, Doflein, 1901
GENERO Leishmania, Ross, 1903
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1.4- Ciclo Biolégico da Leishmania spp.

O modo mais comum de transmissdo da leishmaniose ocorre através da picada de espécies
de flebotomineo dos géneros Phebotomus (no Velho Mundo) e Lutzomyia (no Novo Mundo)
(Yuong & Ducan, 1994; Killick-Kendrick, 1999) (Figura 3). Os flebotomineos sdo insetos
dipteros, que pertencem a familia Psychodidae e sdo incluidos na sub-familia Phlebotominae.
Cerca de 800 espécies de fleb6tomos estdo descritas, sendo que 400 destas ocorrem nas Américas
(Yuong & Ducan, 1994). Estudos indicam (Lainson, 1987b) a existéncia de grupos de vetores
intimamente ligados a transmissdo de uma determinada espécie de Leishmania (espécie-
especifica) (Tabela III).

A infec¢do no hospedeiro vertebrado ocorre através da picada da fémea hematdfaga
infectada, durante o seu repasto sanguineo em representantes da classe Mammalia susceptiveis a
infec¢do, notadamente as espécies incluidas nas ordens Rodentia, Canidea, Marsupialia e Primata.
De uma maneira geral os canideos podem ser relacionados com o ciclo domiciliar e
peridomiciliar, enquanto que os roedores e marsupiais participam da manutencao do ciclo silvestre
(Lainson et al., 1992; Saliba & Oumeish, 1999). Além disso, os canideos silvestres sdo
classicamente descritos como reservatorios da L. (L.) infantum chagasi (Deane & Deane, 1954;
Deane, 1961).

O vetor inocula cerca de 100-1000 formas promastigotas metaciclicas no tecido subcutaneo
(Warburg & Schlein, 1986; Sacks, 2001; de Almeida et al., 2003), e essas entdo infectam as
células do sistema fagocitico mononuclear (Dominguez & Torano, 2001). Este primeiro contato é
mediado por moléculas da superficie do parasito, em geral glicoconjugados, que irdo definir o
sucesso da infeccdo através da habilidade do parasito de escapar do sistema de defesa inato e
induzir a resposta imune adaptativa do hospedeiro vertebrado. As formas flageladas ligam-se aos
macrofagos por meio de diversos receptores celulares, sendo subseqiientemente fagocitadas e no
interior destas células ficam em vacuolos. Posteriormente, os lisossomos, contendo hidrolases que
tém como fungdo a digestdo, se fundem ao vacuolo contendo o parasita, formando o vacuolo
parasitéforo (Russel, 1995). Por um mecanismo ainda desconhecido, os parasitos sobrevivem a
acao digestiva das hidrolases dcidas, e se transformam em formas amastigotas, que sdo as formas
arredondadas com seu flagelo internalizado. Estas entdo se multiplicam intensamente por fissdao
bindria e rompem as células hospedeiras para entdo infectarem outras células mononucleares.
Outras vias também foram descritas para o mecanismo de evasdo do parasito, como o
desenvolvimento de estratégias de detoxificacdo que incluem a producdo de moléculas inibitdrias

especificas como catalases, novos agentes redutores e inibidores de proteina quinases
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(Cunningham, 2002). Quando a célula hospedeira estd demasiadamente parasitada, hd o
rompimento da membrana plasmdtica e as formas amastigotas disseminam-se infectando novas
células.

O flebotomineo ao fazer o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado previamente
infectado ingere juntamente com o sangue, macrofagos contendo as formas amastigotas e/ou as
formas amastigotas livres. Durante o trajeto pelo trato digestério do hospedeiro invertebrado
macréfagos se rompem liberando as formas amastigotas. Dentro do intestino do inseto € formada
uma rede fibrosa, composta por quitina e diversas proteinas associadas a membrana peritrofica,
onde ocorre a diferenciacdo de amastigota para promastigotas prociclicos (ovoides com flagelo
curto e pouco moéveis) (Pimenta et al., 1997; Sacks, 2001; Soares et al., 2005). De 36 - 60 horas
apds o repasto, as formas promastigotas prociclicas se multiplicam intensamente, entre 60-72
horas iniciam-se a evasdo da membrana peritrofica, e adesd@o as microvilosidades das células
epiteliais da por¢do anterior do intestino médio (Walters et al., 1992). De 4 -7 dias apds a
infec¢do todo o bolo alimentar ja foi eliminado e os promastigotas prociclicos se diferenciam em
promastigotas metaciclicos (Sacks, 1989).

O processo de transformagdo das formas promastigotas prociclicas para metaciclicas €
conhecido como metaciclogénese. Os promastigotas metaciclicos, que é a forma infectante, sdo
pequenos e delgados com flagelos longos, muito ativos e ndo se multiplicam (Saraiva et al.,
2005). Os promastigotas metaciclicos migram entdo para o esdfago, faringe e se alojam na
probdscide do vetor, bloqueando a entrada de sangue quando um novo repasto sanguineo ocorre.
Uma contragdo do musculo da probdscide faz com que o flebotomineo regurgite o sangue recém
ingerido contendo promastigotas metaciclicos (Kamhawi, 20006).

Outras formas de transmissdo raras ji foram relatadas, sdo elas: através da placenta
(Meinecke et al., 1999), pelo s€émen (Symmers, 1960), agulhas infectadas (Amela et al., 1996) e
através da transfusdo de sangue (Cohen et al., 1991; Luz et al., 1997; Dey & Singh, 2006).

10
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Figura 3: Ciclo Bioldgico da Leishmaniose. No ciclo peri-urbano e urbano, as fémeas
infectadas podem transmitir as formas metaciclicas ao homem e animais domésticos (1).
As formas flageladas s@o infectam as células do sistema fagocitico monuclear (2), e
dentro dessas células sofrem diferenciacdo, transformando-se em amastigotas (3). As
formas amastigotas se multiplicam intensamente e induzem rompimento das células
infectadas (4), ficando livres na corrente sanguinea podendo infectar novas células.
Quando um diptero ndo infectado faz repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado
infectado (5) ele ingere juntamente com o sangue células contendo formas amastigotas
(6) que irdo sofrer metaciclogénese e se multiplicar no trato digestério do diptero (7),
migrando posteriormente para a probdscide do vetor.
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Tabela III: Principais espécies de Leishmania dermotrépicas encontradas no Brasil e os seus

respectivos vetores

Fontes: Rangel & Lainson, 2003, Lainson & Shaw, 2005.

Leishmania spp. Vetor (Lutzomyia)
L.(L.) amazonensis Lutzomyia flaviscutellata, Lu.olmeca , Lu. reducta
L.(V.) braziliensis Lu. welcomei, Lu. intermedia, Lu. whitmani, Lu. migonei
L.(V.) guyanensis Lu. umbratilis, Lu. anduzei
L.(V.) lainsoni Lu. ubiquitalis
L.(V.) naiffi Lu. paraensis, Lu. ayrozai, Lu. squamiventris
L.(V.) shawi Lu. whitmani
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1.5- As formas clinicas da leishmaniose

Na relagdo parasito-hospedeiro, aspectos inerentes a ambos vao delinear a infeccdo
resultante e sua evolucdo. As leishmanioses ndo sdo entidades patoldgicas tnicas, constituindo-
se, na verdade, em um largo espectro de doencas causadas por Leishmania spp, cujas
manifestacdes clinicas vao depender de complexas interagdes resultantes da invasividade,
tropismo e patogenicidade de cada espécie do parasito, assim como da suscetibilidade genética e
imunoldgica do hospedeiro (Herwaldt, 1999).

As formas clinicas da leishmaniose podem ser agrupadas em cinco apresentagdes, com base
na sintomatologia da doenca: leishmaniose cutinea (LC), mucocutdnea ou cutdneo-mucosa
(LMC), cutanea-difusa (LCD), visceral (LV) e leishmnaiose dermal pds-kalazar (LDPK). E
importante ressaltar que uma unica espécie de leishmania pode produzir diferentes sindromes,
assim como as diversas formas clinicas podem ser causadas por outras espécies, além das que sdo
seus agentes habituais (Ashford, 2000).

A Leishmaniose cutanea (LC) € caracterizada por ulceras rasas ou profundas, geralmente
uma unica lesdo com bordas salientes, endurecidas e bastantes delineadas (Marzochi, 1992;
Berman, 1996) encontradas em partes do corpo como a face, bragos e pernas. Ocasionalmente
pode ser notado exsudado amarelo devido a infec¢Oes bacterianas concomitantes (Da-Cruz,
2001). A densidade de parasitos nas bordas da ulcera € relativamente alta nas fases iniciais da
lesdo enquanto que em ulceras cronicas a carga parasitdria € baixa, o que dificulta bastante o
diagndstico parasitolégico da doenga (Gontijo & de Carvalho, 2003).

A Leishmaniose muco-cutanea (LMC), também conhecida como espudia, caracteriza-se por
lesdes que acometem a mucosa orofaringea a partir de uma ulcera cutanea. Estd geralmente
associada a infeccdo por L. (V.) braziliensis, na maioria dos casos ocorrendo em um intervalo de
tempo varidvel apds a instalacdo da les@o cutdnea inicial. Os fatores que contribuem para que a
doenca inicialmente cutanea evolua para essa forma tardia ndo sdo todos conhecidos, mas sabe-se
que a demora na cicatrizagdo da lesdo primdria e tratamento inicial inadequado podem estar
associados (Marsden, 1986; Carvalho et al., 1995). A infeccdo do tecido mucoso se da
provavelmente pela via hematogénica, diferente da forma cutanea onde a lesdo ocorre no local da
picada do inseto vetor. O acometimento das mucosas do nariz, faringe, boca e laringe podem
surgir a partir da lesdo cutanea ainda em atividade, ou anos apds a sua cicatrizagao (Schubach et

al., 1998, Da-Cruz & Azevedo-Coutinho, 2001). O processo € bastante agressivo ao hospedeiro,
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chegando a ocorrer a completa destruicao de toda estrutura cartilaginosa nasal, comprometendo
nos casos mais severos a respiracdo, a fala e alimenta¢do levando o individuo a morte ( Marsden
& Nonata, 1975; Marsden, 1984).

A Leishmaniose cutanea-difusa (LCD) € uma doeng¢a com longa duragdo devido a uma
resposta imune celular deficiente, e que tem como caracteristicas multiplas lesdes difusas,
papulares e ndo ulceradas por extensas dreas da pele. Os nddulos sdo ricos em amastigotas, o que a
diferencia das formas cutinea e cutinea mucosa, onde hd uma escassez de parasitos. E a tnica
forma tegumentar da doenca que ndo responde ao tratamento medicamentoso habitual (Convit &
Kerdel-Vegas, 1965; Costa et al., 1992).

A Leishmaniose Visceral (LV) é também conhecida como kalazar. E uma doenga infecciosa
generalizada e cronica atingindo em preferéncia, 6rgdos como: baco, figado, medula 6ssea e
linfonodos (Musa et al., 2007). A sintomatologia pode variar muito de acordo com o paciente,
caracterizando-se por febres irregulares e de longa duracdo, hepatoesplenomegalia,
emagrecimento, e finalmente, o 6bito se o paciente nao receber tratamento adequado (Chappuis et
al., 2007). A partir dessa forma clinica, o paciente pode evoluir para o quadro de LPKD. O
agente etiologico desta forma clinica no Novo € a espécie L. (L.) infantum infantum e no Velho
Mundo € a espécie L. (L.) infantum chagasi ( Mauricio, 2000; Lukes et al., 2007) .

A Leishmaniose dermal pds-kalazar (LDPK), descrita por (Ramesh & Mukherjee, 1995) é
uma dermatite cronica que se caracteriza pelo desenvolvimento de maculas, lesdes nodulares e
despigmentacio da pele, desde 6 meses até 4 anos pds-cura da forma visceral. Um determinado
grau de fotosensibilidade € associado com a doenga, onde o rosto € quase sempre o primeiro local
a desenvolver as lesdes, que na maioria dos casos sdo multiplas e indolores (Ramesh et al., 2007).
E causada pela espécie L. (L.) donovani, predominantemente na India, Suddo e pafses da Africa
(Zijlstra et al., 2003). Individuos imunosuprimidos presentes em dreas endémicas de L. (L.)
infantum chagasi podem desenvolver essa forma clinica da doenca (Chappuis et al., 2007). Existe
ainda, um unico relato feito por Barral (1991) da L. (L.) amazonensis causando leishmaniose
dermal pds-kalazar, pois essa é uma espécie que causa a forma tegumentar e no caso descrito

causou a forma visceral.

1.6- Glicoconjugados presentes na superficie de parasitas do género Leishmania
A superficie celular dos protozodrios parasitos representa o primeiro contato com as células
de seus hospedeiros invertebrado e vertebrado, sendo também o local onde existem os fatores que

proporcionam o sucesso da infec¢do. Dentre esses fatores destacam-se os glicoconjugados que
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sdo encontrados em abundancia na superficie dos tripanossomatideos. Esses sdo carboidratos
covalentemente ligados a lipideos ou proteinas de superficie, cuja acdo € conhecida em diversos
eventos moleculares que definem o sucesso do parasitismo da Leishmania (llgoutz &
McConville, 2001).

Nesse contexto, o lipofosfoglicano (LPG) € um glicoconjugados de superficie com ampla
variedade de funcdes. Essa molécula estd presente nas formas amastigota e promastigota do
parasito, sendo mais expressa nas formas flageladas (Handman er al., 1984; McConville &
Blackwell, 1991). A expressio de LPG parece ser diferentemente regulada nas formas
amastigotas e promastigotas do parasita (Pimenta et al., 1991).

Variacdes destas estruturas moleculares podem ser detectadas dentro de uma mesma
espécie e entre espécies de Leishmania, revelando um polimorfismo dos oligossacarideos que as
constituem, servindo assim, como marcador da espécie ou do estdgio de desenvolvimento em que
se encontra o parasita (Turco et al., 1987; llg et al., 1992; McConville et al., 1992; Chaves et al.,
2003). No hospedeiro invertebrado, é importante na fixacdo de promastigotas prociclicas ao
epitélio intestinal (Mahoney et al., 1999), porém, tem-se observado que ndo € essencial na
sobrevivéncia contra enzimas digestivas (Sacks, 2000; 2001; Soares et al., 2002). No hospedeiro
vertebrado vem sendo considerado como um ligante de macréfagos e importante no processo de
infecgdo.

Os glicoconjugados mais abundantes expressos nas duas formas do desenvolvimento do
parasita sdo os glicoinositol-fosfolipideos (GILPs), também conhecidos como GPIs livres por
ndo estarem ligado a proteinas e tdo pouco a polissacarideos. Os GIPLs auxiliam L. (L.) major na
sobrevivéncia dentro de macréfagos inibindo a sintese de 6xido nitrico (Proudfoot et al., 1995;
Zufferey et al., 2003)

Os proteofosfoglicanos (PPGs) sdo proteinas, que através de O-glicosilacdo, apresentam
ligacdo de fosfossacarideos na cadeia peptidica. Quando sdo encontrados na membrana celular do
parasito sendo ancoradas por GPI sdo chamadas de mPPGs (Ilg e al., 1999b). A fun¢do do
mPPG ainda ndo estd totalmente clara, porém especula-se que esta molécula, devido sua longa
cadeia que reveste a membrana plasmdtica das espécies de Leishmania, seja importante como
ligante de receptores de macréfagos e de células do tubo digestério do inseto vetor (Ilg, 2000).
Em promastigotas um PPG secretado e filamentoso (fPPG), forma um agregado viscoso
estabelecendo uma rede de filamentos fibrosos como um gel. O fPPG ¢é secretado pela bolsa
flagelar (Stierhof et al., 1994) com 95 % de sua composicio de fofosglicanos e a por¢do peptidica

com abundancia de serina, alanina e prolina. Sua extensiva fosfoglicosilagdo confere uma
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possivel capacidade de resistir a acdo de proteinases, embora isto ainda ndo tenha sido
evidenciado experimentalmente. Além disso, sua participacio parece ser importante no bloqueio
do intestino anterior do inseto vetor, detendo a ingestdo de alimento e levando o inseto a
sucessivos repastos sanguineos, aumentando as chances de disseminacdo da Leishmania spp.
(Walters et al., 1989; Lawyer et al., 1990; Ilg, 2000). As formas amastigotas secretam aPPG, que
estruturalmente sdo definidas como uma cadeia polipeptidica modificada com fosfoglicanos
ligados a residuos de serina (Ilg er al., 1998). A secrecdo de aPPG dentro de macréfagos parece
contribuir para manuten¢do do vacuolo parisitéforo (Peters et al., 1997b), e aPPG € capaz de
ativar o complemento via proteina ligadora de manose (Peters et al., 1997a), o que favorece a
ligacao de Leishmania spp. a célula hospedeira.

As glicoproteinas contendo ancora de GPI se diferem dos proteoglicanos GPI-ancorados
por possuirem carboidratos ligados através de N-glicosilagdao. As glicoproteinas GPI ancoradas
mais conhecidas em Leishmania sdo a gp63 e gp46/M-2 (Handman & Goding, 1985).

A gp63 também é conhecida como “leishmanolisina” e estd presa a membrana através de
ancora GPI, que recobre toda a superficie das formas promastigotas, inclusive o flagelo. Estao
presentes nas formas promastigotas e amastigotas, sendo nessa Ultima expressa em menor
quantidade. Através de andlises bioquimicas e moleculares, a gp63 foi identificada como uma
endopeptidase zinco-dependente (Bouvier et al., 1989). Durante a metaciclogénese ocorre um
aumento da quantidade dessa proteinase (Kweider et al., 1989;Brittingham et al., 1995).

A gp46/M-2 também conhecida como gp46/PSA-2 foi identificada em L. (L.) amazonensis
(Kahl & McMahon-Pratt, 1987). A caracterizacdo desta glicoproteina por métodos bioquimicos
(Rivas et al., 1991) evidenciou sua ligacdo a membrana celular através de ancora de GPL
Inicialmente caracterizada como uma proteina de promastigotas, também € expressa em
amastigotas (Symons et al., 1994). Vale ressaltar, que apenas em L. (V.) braziliensis e
L. (L.) enrittii os genes que codificam gp46/M-2 nio foram encontrados (Hanekamp & Langer,

1991; McMahon-Pratt et al., 1992)

1.7- Proteases

As proteases, peptidases ou peptideo-hidrolases estdo presentes em todos os organismos.
Essas enzimas catalisam a quebra das ligacdes peptidicas das proteinas. Para que ocorra a
clivagem proteolitica € utilizada uma molécula de 4gua, e devido a isso as proteases sao

classificadas como hidrolases. Este € um mecanismo comum de ativa¢@o ou inativagdo de enzimas
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envolvidas em processos fisiologicos como digestdo, coagulagdo sanguinea, diferenciacdo celular
e apoptose (Beynon, 2001).

Estas enzimas sdo classificadas com base no tipo de reagdo catalisada e na natureza quimica
do sitio catalitico. Segundo o comité de nomeclatura da Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular (IUBMB), as proteases constituem uma grande familia (EC 3.4), dividida em
endopeptidases ou proteinases (EC 3.4. 21-99) e exopetidases (EC 3.4.11-19), dependendo do
local de clivagem na molécula de proteina. Esse sistema de classificacdo utiliza o nimero de
identificacdo EC (enzymatic class- classe enzimdtica) composto por quatro nimeros separados por
um ponto. O primeiro nimero refere-se a quimica da enzima, o segundo e o terceiro nimeros
especificam o0s grupos quimicos envolvidos na reacdo e o quarto e ultimo ndmero designa a
especificidade do substrato. Esta classificacdo tem como principio que diferentes moléculas com
diferentes seqiiéncias primdrias e estruturas tridimensionais podem ser agrupadas com o mesmo
nimero EC porque catalizam a mesma reagdo enzimadtica (Kotera et al., 2004).

As exopeptidases sdo proteases que agem preferencialmente nas extremidades das cadeias
polipeptidicas, na regido amino- ou carboxi-terminal, as quais sd3o denominadas aminopeptidases e
carboxipeptidases, respectivamente (Bond & Butler, 1987). J4 as endopeptidases atuam nas
regides internas da cadeia polipeptidica.

De acordo com o tipo de reacdo catalisada e o grupamento quimico critico para a catélise, as
endopeptidases podem ser divididas em subclasses do tipo serino-, cisteino-, aspartico-, metalo- e
treonina-proteinases. Algumas proteinases de mecanismo catalitico desconhecido formam a
subclasse 3.4.99 (Barrett et al., 2001) (Tabela IV).

Existe ainda um outro sistema mais novo de classificacdo das proteases, o MEROPS

(merops.sanger.ac.uk), que complementa a classificacdo enzimadtica dada pelo EC. Este agrupa as

enzimas em familias de acordo com a homologia na seqiiéncia de aminoécidos. Por sua vez, as
familias de mesma origem ancestral sdo agrupadas em clas (Barrett et al., 2003). Por exemplo, as
proteinases treonina e dcido glutdmico ou glutdmico-proteinases, que ndo haviam sido descritas

até 1995 e 2004, respectivamente.
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Tabela I'V: Classificacdo e modo de acdo das principais proteases. Os circulos brancos representam
os aminodcidos da cadeia polipeptidica. Os circulos pretos representam os aminodcidos terminais.

As setas indicam os sitios de acdo das proteases

Exopeptidases Endopeptidases (proteinases)
(E.C.3.4.11-19) (E.C. 3.4.21-25)

—O-0-0-" -O-0-0—

Aminopeptidases @ O=O=O=O=O=O Se(rllzng-p;o;ezlqjlses

Cisteino-proteinases
Carboxipeptidases O~ O~O=-O~O=0O @ (E.C.3.4.22)
Aspértico-proteinases
(E.C. 3.4.23)
Metalo-proteinases
(E.C. 3.4.24)

Treonina proteinases
(E.C. 3.4.25)

Endopeptidases cujo mecanismo catalitico ainda nio é conhecido  3.4.99

Fontes: (Barrett, 1994; Barrett, 2004).

1.8- Proteinases de Leishmania spp.

As proteinases de Leishmania sao estudadas hd mais de trés décadas (Coombs, 1982) e sua
importancia foi confirmada através da descoberta dos inibidores especificos de proteases, que tém
a capacidade de eliminar o parasito, e ainda reduzir a progressdo da lesdo (Sajid & McKerrow,
2002). Estas enzimas possuem um papel crucial na interacdo parasita-hospedeiro, atuando na
modulacdo do sistema imune, na invasdo e destruicdo dos tecidos e células do hospedeiro,
auxiliam na disseminagdo dos parasitas € na aquisicdo de nutrientes essenciais (Klemba &

Goldberg, 2002) que asseguram a sobrevivéncia do parasita e conseqiientemente a infec¢ao (Sajid

& McKerrow, 2002)
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As proteinases em Leishmania sdo consideradas como um indicador da diferenciagdo do
parasita (McKerrow et al., 1993; Sajid & McKerrow, 2002). Quatro classes de proteinases foram
descritas em Leishmania spp. : metalo-proteinases, cisteina-proteinases, aspartico-proteinases €
serino-proteinases (Jaffe & Dwyer, 2003; Mottram et al., 2004; Guedes et al., 2007; Valdivieso et
al., 2007). Somente as metalo- e as cisteina-proteinases foram localizadas na membrana
plasmética, at€ o momento (Jaffe & Dwyer, 2003; Alves et al., 2005).

O primeiro indicio da presenca de aspartico-proteinases em Leishmania foi relatado em L
(L.) amazonensis durante a diferenciacdo celular (Alves et al., 2005). A identificacdo e
caracterizacdo destas enzimas foram confirmadas em L. (L.) mexicana e essas parecem estar
envolvidas na multiplicag¢do do parasita (Valdivieso et al., 2007).

As serino- proteinases foram identificadas nas formas promastigotas de L.(V.) braziliensis
(Guedes et al., 2007) e de L.(L.) amazonensis (Morgado-Diaz et al., 2005). Trés isoformas destas
enzimas foram isoladas de promastigotas de L. (L.) amazonensis com massas moleculares
relativas de 110kDa, uma proteina dimérica denominada de LSPI (da Silva Lopez & De Simone,
2004), 68kDa, uma proteina monomérica intracelular chamada de LPSII (da Silva-Lopez &
Giovanni-De-Simone, 2004; Morgado-Diaz et al., 2005) e 115kDa, uma proteina dimérica
secretada denominada LPSIII (Morgado-Diaz et al., 2005).

As metalo-proteinases sdo as endopeptidases mais estudadas e melhor caracterizadas do
género Leishmania, e ja foram descritas em todas as espécies desse género. Essas proteinases sao
zinco dependentes, e a mais estudada é a glicoproteina de 63 kDa, gp63. Sdo expressas em
abundancia na superficie celular das formas promastigotas de Leishmania (Yao et al., 2003),
apresentam uma expressao aumentada nas formas promastigotas metaciclicas, que sdo as formas
infectivas (fase estaciondria de crescimento), ainda possuem um baixo, porém detectavel, nivel de
expressao intracelular em amastigotas (Muskus & Marin Villa, 2002; McGwire et al., 2002).

Nos ultimos anos vem sendo demonstrado que a massa molecular das metalo-proteinases de
Leishmania spp. € muito variada, podendo ser detectadas enzimas entre 59 kDa e 205 kDa (de
Araujo Soares et al., 2003; Alves et al., 2004; Cuervo et al., 2006). A proteinase em questiao
possui um papel de extrema importincia na sobrevivéncia do parasito, pois estd relacionada a
resisténcia a lise pelo sistema complemento, adesdo e invasdo dos macréfagos, protecdo da
degradacdo dentro do fagolisossomo de macrofagos, e inibicdo da quimiotaxia de mondcitos e
neutrofilos (Yao et al., 2003)

A presenca das cisteina-proteinases ja foi descrita nas duas formas do desenvolvimento do

parasito em diversas espécies de Leishmania (Alves et al., 2005; Ueda-Nakamura et al., 2007).
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Essas proteinases atuam diretamente em processos indispensdveis para o sucesso da infeccdo
(Mahmoudzadeh-Niknam & McKerrow, 2004; Hide et al., 2007), como na autofagia (Williams et
al., 2000).

Entre os inimeros estudos voltados para entender a bioquimica e a biologia molecular de
Leishmania as proteinases vém se destacando como promissores alvos para o desenvolvimento de
drogas anti-leishmania (Mottram et al., 1997; Werbovetz, 2002), uma vez que estas enzimas

atuam no sucesso do ciclo biolégico do parasito (North et al., 1990; Mottram et al., 1996).

1.9- As cisteina-proteinases

Diversas cisteina-proteinases (CPs) foram descritas em espécies de Leishmania que causam
as formas tegumentares e visceral da doenga. No entanto, permanece a concepcdo de que estas
hidrolases teriam caracteristicas hidrofilicas, o que € tipico das tiol-peptidases de compartimentos
lisossomais de células de plantas, mamiferos e parasitos (Roberts, 2005).

Apesar das observagdes que as cisteina-proteinases podem dificultar a resposta T na
leishmaniose, estudos sugerem que estas enzimas podem ser apresentadas pelos dimeros de
histocompatibilidade do hospedeiro e induzirem uma resposta imune. Em experimentos de
protecdo na leishmaniose cutanea usando duas linhagens de camundongos (Balb/c e CBA/J), duas
CPs (A-2 e P-2) isoladas de amastigotas de L (L.). pifanoi conferiram um grau de prote¢dao nos
animais testados (Pan & McMahon-Pratt, 1988). Utilizando as mesmas proteinas, Coutinho et al.
(1996) investigaram a resposta de células T de pacientes com leishmaniose tegumentar americana
em ensaios in vitro. Os resultados, entretanto, mostraram que o indice de estimulacdo de
linfécitos T € baixo, sendo detectado resposta T especifica em apenas 25% dos pacientes
estudados.

Por outro lado, um estudo sobre a imunogenicidade de uma proteina com massa molecular
relativa de 24 kDa isolada de amastigotas L.(L.) major (Rafati et al., 1997), com caracteristicas
de cisteina-proteinases, mostra que esta proteina € capaz de estimular in vitro linfocitos oriundos
do sangue periférico de pacientes com lesdes cutdneas agudas e cronicas causadas por L. (L.)
major. Em relagc@o a secrecdo de citocinas avaliadas no sobrenadante dessas culturas, constatou-
se que nos casos agudos da infec¢do havia presenca de INF-y e ndo IL-4, ao passo que nos casos
cronicos os dois tipos de mediadores inflamatérios estavam presentes.

Resultados de Wolfram et al., (1995) sugerem que as cpbs de L.(L..) mexicana (Lmcpb)
podem ser apresentadas por macréfagos murinos e induzir uma resposta celular do tipo Th1, com

producdo de IFN-y e TNF-a. Neste trabalho os autores concluem que macréfagos infectados
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apresentam eficientemente estes antigenos de Leishmania desde que os parasitos estejam
inativados ou degradados.

Esse estudo pode ser confirmado pelas observagdes posteriores de Alexander et al. (1998),
que propuseram um estudo de vacinagcdo e de infecdo experimental em camundongos com
L.(L.) mexicana. Nesse trabalho observou-se que promastigotas deficientes dos genes Lmcpa e
Lmcpb apresentam uma viruléncia atenuada e potencializam uma resposta celular do tipo Thl,
quando comparado ao tipo selvagem. Os resultados do grupo sugerem que cisteina-proteinases de
L.(L.) mexicana podem influenciar o destino da infec¢ao em hospedeiros mamiferos.

Os genes de cisteina-proteinases (cps) foram isolados e caracterizados em algumas espécies
relacionadas com a leishmaniose tegumentar (L. (L.) mexicana, L. (L.) pifanoi e L.(L.) major) e
em duas espécies de Leishmania viscerotropica (L. (L..)chagasi e L.(L..) donovani). Em
L.(L.) mexicana foram constatados os genes de cisteina-proteinases do tipo a (Lmecpa) e do tipo
b (Lmepb). O gene Lmcpa encontra-se em cOpia simples e 0 mesmo tem como principal
caracteristica a auséncia de codificacdo para uma regido carboxi-terminal (Mottram et al., 1992),
caracteristicas de CPs.

Inicialmente, o uso de métodos cromatograficos sugeriram a presenca de uma CP majoritaria
de 31 kDa em amastigotas de L.(L.) mexicana (Pupkis & Coombs, 1984). Posteriormente,
(Robertson & Coombs, 1990) mostraram que amastigotas desta mesma espécie de Leishmania
continham trés grupos distintos de CPs, com vérios subgrupos, de peso molecular aparente na
faixa de 20 a 35 kDa [A (A1, A2, A3, A4), B (B1,B2e B3)e C (Cl e C2)]. As enzimas do grupo
(A) s3o ricas em residuos de manose e, por conseguinte, foram isoladas em coluna de
concanavalina A. Ja as enzimas dos grupos (B) e (C) foram distinguidas por seus potenciais de
carga, sendo separadas por cromatografia de troca i0Onica. Estes dois ultimos grupos de enzimas
mostraram-se diferentes quanto a especificidade de hidrolise sobre peptideos sintéticos. Assim, as
enzimas do grupo (B) tém maior atividade na presenca de substratos com aminodcidos
fenilalanina na posicdo P2 e lisina na posicdo P3, enquanto que as enzimas do grupo (C) tém
maior atividade quando em presenca de substratos com aminodcidos bdsicos na posicao Pl
(Figura 4). Todas as enzimas isoladas foram igualmente sensiveis a presenca de inibidores
caracteristicos das CPs. Estas enzimas (B) e (C) foram classificadas como similares a catepsina L.
humana.

Mais tarde, (Robertson & Coombs, 1993) descreveram um outro grupo de CPs, também em
amastigotas de L.(L.) mexicana, classificado como grupo (D). Essas diferem dos outros trés

grupos de CPs, pois hidrolizam com grande eficiéncia substratos que apresentam ligagcdes
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peptidicas como Phe-Val-Arg, ndo hidrolizam gelatina copolimerizada com poliacrilamida e
demonstram caracteristicas anfifilicas. As duas enzimas isoladas deste grupo t€ém peso molecular
de 31 e 33 kDa e o sequenciamento do amino-terminal demonstrou serem similares entre si,
apresentando alta homologia com a catepsina B humana (Mottram ef al., 2003).

Quatro bandas com atividade de CPs foram detectadas na fase estaciondria de promastigotas
de L. (L.) mexicana em sistema de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato
de sédio (SDS-PAGE), copolimerizado com gelatina (Robertson et al., 1994). As bandas de alto
peso molecular (>58 kDa), contém pelo menos trés isoformas que foram separadas por
cromatografia trocadora de anion. Estas bandas de atividade mostraram-se distintas de todas as
cisteina-proteinases ja descritas em amastigotas da mesma espécie de parasito. Também foi
detectada uma forma precursora que € ativa em condicdes acidas, sugerindo que esta enzima &
estagio-especifica de formas promastigotas metaciclicas e que podem ter algum papel na
sobrevivéncia deste parasito durante a sua inoculagdo no mamifero.

As CPs podem ser classificadas em familias e clas, dependendo de suas caracteristicas
evolutivas como: estruturas tridimensionais semelhantes, alto grau de homologia entre as
seqiiéncias de aminodcidos do sitio ativo e especificidades bioquimicas (Barrett, 1994). Estas
enzimas, agrupadas dentro da superfamilia da papaina (Berti & Storer, 1995), compdem o Cla
CA e pertencem a Familia C1. Outros membros da familia C1 incluem proteases de plantas
(quimopapaina, caricaina, bromelaina, actinidina, ficina, aleuraina e orizaina), de virus, de
mamiferos (proteases lisossomais como catepsina B, L, H, S, C e K) e de protozoarios
(cruzipaina, falcipaina e CPs de Leishmania) (McKerrow et al., 1993).

A primeira enzima a ser classificada como CP foi isolada e purificada em 1989, a partir do
latex do Carica papaya, mais conhecido como mamao papaia e, denominada entdo de papaina
(Sajid & McKerrow, 2002) que é considerada o arquétipo das CPs. A estrutura primdria destas
proteinas revelou um alto grau de conservacao ao longo da evolucdo.

A organizacdo estrutural das CPs € constituida por trés regides: regido pré: composta por
um peptideo sinal responsdvel pelo enderecamento da molécula; e pela regido pré que mantém a
enzima sob a forma inativa até o momento de sua maturagdo e sua remogao, originando a forma
ativa da enzima (Hellman et al., 1991; Eakin ef al., 1992).

As CPs sdo sintetizadas sob a forma de pré-préenzimas e possuem alta similaridade de
seqiiéncia e estrutura. O dominio pré possui entre 15 e 21 aas e € responsavel pelo enderecamento
da protease ao reticulo endoplasmatico, sendo removido posteriormente pela peptidase sinal. Por

outro lado, o tamanho da regido pré € bastante varidvel e pode compreender de 41 a 251 aas.
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Dentre as principais funcdes atribuidas ao pro-peptideo, destacam-se a sua participagdo no
enovelamento correto da proteina; a manutencdo da estabilidade da enzima em pHs neutros e
alcalinos; o direcionamento para compartimentos endossomais/lisossomais € a manutengdo da
enzima inibida, impedindo a atividade proteolitica indesejdvel fora dos compartimentos
lisossomais (Wiederanders et al., 2003).

A regiao madura ou dominio catalitico das CPs € composto por seqii€éncias de 214 até 260
aas onde se encontram os residuos conservados de cisteina, histidina e asparagina. Todas as CPs
de mamiferos ja descritas apresentam sitios potenciais de N-glicosilacdo para a adi¢do de manose
6- fosfato, que podem ser utilizados para enderecar estas proteases para os lisossomos (Turk &
Guncar, 2003).

Majoritariamente sdo estudados nas diversas espécies de Leishmania trés tipos de CPs:
CPA, CPB e CPC. As proteinases CPA e CPB sdo homoélogas a catepsina L de mamiferos, ao
passo que CPC é uma enzima homoéloga a catepsina B de mamiferos (Mottram et al., 1998;Sajid
& McKerrow, 2002). Elas diferem entre si pelo tamanho, substrato especifico e glicosilagdo
(Robertson & Coombs, 1990). Muitas dessas CPs provavelmente atuam nas interagdes entre
parasito- hospedeiro, embora atualmente o papel da maioria dessas CPs s possa ser predito,
baseando-se no conhecimento atual de enzimas aparentemente homdélogas em outros organismos
(Mottram et al., 2004).

Observagoes de (Ilg et al., 1994) sobre a distribuicdo das CPs durante a infeccdo de L.
(L.) mexicana sugerem que tais enzimas podem ser encontradas no meio extracelular, na lesido de
camundongos Balb/c. Este mesmo grupo prop0s que as amastigotas lisadas liberam as cisteina-
proteinases lisosomais no interior do vacuolo parasitéforo dos macréfagos infectados. Os autores
sugerem que estas enzimas detectadas na lesdo prejudicariam as demais células do hospedeiro,
degradando as proteinas da matriz extracelular e desta forma participariam da desintegracdo do
tecido no local da lesdo.

Dois genes de cps de L. (L.)major (Lmacpa e Lmacpb) foram isolados e sequenciados
integralmente (Sakanari et al., 1997). Um dos genes é estruturalmente semelhante as cps do
grupo das catepsinas L, apresentando similaridades em regides bem definidas, tendo como
particularidade uma regido carboxi-terminal rica em prolina e treonina. Foi verificado neste
estudo que os genes semelhantes as catepsinas L. humanas ocorrem em multiplas copias
(Lmacpb), enquanto os que se assemelham as catepsinas B humanas ocorrem em cépias simples

(Lmacpa).
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Os genes de cpa e cpc sao genes de cOpia Unica, enquanto cpb estd representado em
multiplas copias em Leishmania. Diferencas quanto ao numero de cOpias e nas seqiiéncias de
nucleotideos existem dentre as diferentes espécies de Leishmania (Mundodi et al., 2002).

Através da geracdo de mutantes nulos para os genes cpa, cpb e cpc, foi possivel avaliar o
papel de cpb em diferentes etapas da interagdo parasita-hospedeiro (Mottram et al., 2004).

As proteinases do tipo CPB sdo importantes fatores de viruléncia que modulam a resposta
imune do hospedeiro e parecem possuir um papel vital na sobrevivéncia do parasita nos
macréfagos (Mottram et al., 2004; Mundodi et al., 2005, McKerrow et al., 2006).

Os genes de cpb possuem diferencas significantes entrea as diferentes espécies de
Leishmania (Mottram et al., 1997). Uma andlise de banco de dados do genoma de L. (L.) major

(www.genedb.org), revela que aparentemente existem genes que codificam 56 cisteina-

proteinases distintas, com apenas oito cOpias do gene cpb. Muitas dessas enzimas,
provavelmente, possuem atuacdes importantes na interacdo parasito-hospedeiro, embora
atualmente tais atuacdes sé possam ser preditas com bases no conhecimento de enzimas
homoélogas em outros organismos. Em L. (L.) mexicana, os multiplos genes cpb codificam para
isoenzimas que sdo regulados diferencialmente. Dos 19 genes cpb de L. (L.) mexicana, os genes
cpbl e cpb2 sdo significativamente diferentes das outras 17 cOpias. Estes dois genes sdo
predominantemente expressos principalmente nas formas promastigotas metaciclicas e codificam
enzimas que possuem a regido carboxi-terminal truncada. As 17 cOpias restantes sdo
principalmente expressas nas formas amastigotas. Portanto, a expressdo dessas enzimas ocorre
exclusivamente nas formas do parasita que interagem com o hospedeiro mamifero (Mottram et
al., 1997). Em L. (V.) braziliensis existem 34 genes que codificam cisteina-proteinases distintas,

existindo apenas trés copias do gene cpb (www.genedb.org).

Mutantes para o gene que codifica a CPB (Lmcpb) mostraram que este ndo era essencial
para o crescimento e diferenciacdo da L. (L.) mexicana. No entanto, as formas promastigotas que
tiveram o gene cpb retirado do genoma se mostraram menos infectivas aos macrofagos in vitro do
que as formas selvagens, e somente foram capazes de formar lesdes pequenas com crescimento
lento em BALB/c. Em contraste, as formas amastigostas que ndo possuiam o gene que codifica
cpb ndo tiveram sua infectividade alterada quando comparadas a selvagem, mas também
formaram lesdes menores em camundongos ( Mottram et al., 1996; Frame et al., 2000). Estudos
feitos com linhagens mutantes deficientes nos genes das CPB (4cpb) permitiram a obtencdo de
informagdes sobre a importancia desse tipo de CP na interagdo parasita-hospedeiro. Mutantes de

L. (L.) mexicana deficientes no gene cpb (Acpb) apresentaram viruléncia reduzida e pouca
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capacidade de promover lesdes em animais murinos de experimentacao (Alexander et al., 1998;
Saravia et al., 2006) e somente a reinser¢do de multiplos genes cpb nesses mutantes a partir de
um cosmideo foi capaz de efetivamente restaurar a viruléncia, sugerindo que esses genes
possuem func¢des complementares (Denise et al., 2003).

As enzimas do tipo CPB possuem caracteristicas ndo-usuais, pois apresentam, em
comparacao com outras CPs, uma extensao de cerca de 100 aa em sua seqiiéncia carboxi-terminal
(Mottram et al., 2004), com funcdo desconhecida, que ndo € essencial para a atividade catalitica
(Turk & Guncar, 2003). Sdo encontradas em megasomos e vactolos (Ilg et al., 1994).

As CPs estdo envolvidas em diversos processos incluindo diferenciacdo, nutricdo, infec¢ao
da célula hospedeira e no mecanismo de escape a resposta do sistema imune do hospedeiro
vertebrado (Sajid & McKerrow, 2002; Mottram et al., 2004; Olivier et al., 2005; Zavasnik-
Bergant & Turk, 2006) embora a atuacdo precisa dessas enzimas no mecanismo de escape ainda
ndo esteja elucidada.

Experimentos que comprovam a funcionalidade de CPs, durante o processo da patogenia, ou
simplesmente em passos metabdlicos importantes na fisiologia da Leishmania (Viannia)
braziliensis necessitam de comprovacdo experimental. Assim, sdo necessdrios estudos mais
apurados destes potenciais alvos moleculares, que estdo envolvidos na viruléncia e sobrevivéncia
do parasita. Embora ja tenham sido realizados estudos para uma série de proteinases em L. (V.)
braziliensis, poucos relatos existem na literatura enfocando as CPs nesse parasita. Dessa forma, o
estudo e a caracteriza¢do de novos alvos para o controle das leishmanioses € notdrio, ja que para

essas doencas ndo existem estratégias de cura ou controle eficientes at€é momento.

ot ot Bl el
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-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CQ-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-

t

Figura 4: Nomeclatura de Schecter & Berger (1967) para ligacdo de um substrato
a uma enzima. A protease € representada pela drea escura. P;- P;” s@o as cadeias
laterais dos seis aminodcidos € S |- S;” sdo os subsitios correspondentes na
protease. A seta indica o local da hidrélise (Fonte: Beynon & Bond, 1996)
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2- Objetivos
Objetivo Geral

Identificar cisteina-proteinases nas formas promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis.

Objetivos Especificos

Isolar uma fragc@o enriquecida de cisteina-proteinases de membrana de promastigotas de

uma cepa infectiva de L. (V.) braziliensis.
. Caracterizar parcialmente a atividade enzimatica das enzimas isoladas.

. Verificar a localizacao celular de proteinas homdlogas a cisteina-proteinases B nas formas

promastigotas.

. Analisar a expressdao do gene de cisteina-proteinases b (cpb) em promastigotas oriundos de

passagens sucessivas em cultura.
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3- Materiais e Métodos

3.1- Reagentes e meio de cultura

MARCA REAGENTES

Applied Biosystems (Califérnia, EUA) SYBR green master mix

BioRad Laboratories (Califérnia, EUA) Membrana de nitrocelulose, p mercaptoetanol

Caltag Laboratories, (Califérnia, EUA) Anti-IgG de coelho conjugado a peroxidase, obtido
em cabra (anti-coelho IgG HRP)

Cultilab S/A (Brasil) Soro fetal bovino (SFB)

Difco Laboratories (Detroit, EUA) Meio de cultura infusdo de cérebro e coracdo (BHI-
Brain heart infusion)

Gibco BRL (Grand Island, NY, EUA) Agarose

Promega Co. (Madison, Wisconsin, EUA) Kit: Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

Santa Cruz Biotechnology (Califérnia, EUA) Kit para deteccdo de quimioluminescéncia:
(Chemioluminescence luminol reagent, kit-ECL)

Sigma-Aldrich Chemical Co. (St Luis, MO, Detergentes: Dodecil sulfato de sodio (Sodium

EUA) dodecyl sulphate- SDS); Tween 20; Triton X-100
(TX-100), Triton X-114 (TX-114), {3-[(3-
colamidopropil) dimetilamonio]-1-propano-

sulfonato) (CHAPS); Inibidores: [L-trans-
epoxisuccinil L-leucylamido-(4-guanidino) butano
(E-64), 1,10-fenantronila (o-phe), pepstatina A (pep
A) e fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF); Agente
redutor: ditiotreitol (DTT); Substratos: [pGlu
Phe-Leu- p nitroanilida (pEFLpNan)], gelatina;
Colunas de cromatografia: [Concanavalina A-
Sepharose (Con A-Sepharose), [Dietilaminoetil-
Sephacell (DEAE-Sephacel); Corantes: Comassie
Blue R-250, azul de bromofenol, Azul de Trypan,
PonceauS; Reagentes para RT-PCR e PCR:
Trizol®, oligo DT, dNTPs, tampao da enzima RT
5X concentrado, DNAse, enzima transcriptase
SuperScript III (enzima RT), RNAse; Taq DNA
Polimerase, Tampao da enzima Taq 10X, dNTPs,
MgCl,. Marcadores Moleculares: SDS-6H e SDS-
7; Anti- IgG de coelho marcado com FITC, obtido
em cabra (anti-coelho IgG FITC);
Outros reagentes: penicilina G potdssica; a-metil-
D-manopirosideo (a-D manose); Paraformaldeido
(PFA); glutaldeido (GA); Proteina A conjugada a
ouro colloidal; Acrilamida; N-N’ metil bis
acrilamida; Fosfolipase C (PLC); Albumina de soro
bovino (BSA- bovine serum albumine).

Os demais reagentes utilizados que ndo estdo listados acima foram todos de grau analitico.
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3.2- Cultivo dos parasitas

Neste estudo foram utilizadas formas promastigotas de L. (V.) braziliensis de uma cepa
infectiva (MCAN/BR/1998/619), que foi gentilmente cedida pela Dra Maria de Fatima Madeira
(Laboratério de Vigilancia em Leishmaniose-IPEC/FIOCRUZ). Os parasitas foram mantidos em
meio semi-solido NNN (Novy, McNeal & Nicole) a 28 °C. Para ampliagdo da massa de parasitas,
os mesmos foram transferidos para meio BHI, enriquecido com 20 % de soro fetal bovino e
0,5 % de penicilina G potassica (100 UI/mL) e mantidas em estufa a temperatura de 28 °C.

Para obtencdo da massa de promastigotas, as culturas foram submetidas a sucessivas
ampliacOes, a cada trés dias, até a obtengcdo do niimero adequado de parasitas na fase estaciondria

para cada experimento. As culturas foram mantidas até sete passagens.

3.3- Extracao de proteinas com TX-114

Os parasitas foram lavados trés vezes por centrifugacao (25°C, 15 minutos, 8000 x g) em
10 mM de fosfato de sédio pH 7,2 contendo 0,15 M de NaCl (PBS) e as fragdes aquosa e solivel
foram obtidas usando a técnica de separacdo de fases com detergente TX-114 (Bordier, 1981;
Alves et al., 1993). Brevemente, cerca de 10'° promastigotas foram extraidas (40 minutos, 4 °C)
com 2 % de TX-114. A fragao insolivel foi removida por centrifugacdo (4° C, 30 minutos, 4000
x g), e a fracdo solivel, ao detergente, foi obtida apds condensacdo a 37 °C seguida de
centrifugacdo (25 °C, 5 minutos, 12 000 x g). Apds a formagdo das fases, a por¢cdo hidrofilica
(fase superior) foi desprezada, e a fracdo hidrofébica (fase inferior) lavada por trés vezes com
PBS por centrifugacdo (25°C, 15 minutos, 4500 x g). Posteriormente, a fracdo hidrofébica foi

adicionado 1 % de TX-100 (4 °C, 10 minutos) e o material foi acondicionado a -20 °C.

3.4 - Cromatografia em Coluna de Con A- Sepharose

A solucdo de proteinas de membrana obtida por extracdo com TX-114 foi aplicada a coluna
(6,0 cm x 1,2 cm) de Con A — Sepharose, devidamente empacotada e previamente equilibrada em
20 mM Tris- HCL, pH 7,2. A cromatografia foi realizada manualmente (elui¢do por gravidade).
O material ndo ligado foi recolhido e a coluna entdo foi lavado com tampao de equilibrio, em um
volume equivalente a 10 vezes o volume do leito da resina. Apds a lavagem, as proteinas ligadas
a Con A - Sepharose foram eluidas com 20 mM Tris-HCI, pH 7,2 contendo 0,5 % de glicerol e
50 mM o-manose. Fragdes de 2 mL foram coletadas num fluxo de 0,2 mL/minuto. A elui¢do das
proteinas foi acompanhada medindo-se a absorbancia a 280 nm em espectrofotdmetro (Ultrospec
1100 pro; Amersham Biosciences, UK). Todas as etapas de cromatografia foram realizadas em

camara fria (4°C).
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3.5 - Cromatografia em Coluna de DEAE-Sephacel

A fracdo obtida da coluna de Con A-Sepharose, ap6s concentracdo em filtros Centriprep
YM-10 (Millipore Corporation, Bedfors, EUA) e didlise com tampao de equilibrio (20 mM de
Tris-HC1 pH 7,2 contendo 0,5 % de glicerol) foi aplicada em uma coluna de DEAE-Sephacel
(6,0 cm x 1,2 cm), devidamente empacotada. Apds lavagem (dez vezes o volume da coluna) com
0 mesmo tampdo as proteinas foram eluidas utilizando-se um gradiente linear de NaCl (0 —
0,5M) em tampao de equilibrio. Fracoes de 1 mL foram coletadas em um fluxo de
0,2 mL/minuto, em um volume final de 120 mL. A elui¢do das proteinas foi acompanhada
medindo-se a absorbancia a 280 nm em espectrofotdmetro (Ultrospec 1100 pro, Amersham

Biosciences, UK). Todas as etapas de cromatografia foram realizadas em camara fria (4°C).

3.6 - Determinacao da concentracio de proteinas

A concentragdo de proteinas foi determinada de acordo com o método de Lowry et al,
(1951), usando BSA como padrdao. As leituras foram feitas em cubeta de quartzo no
espectrofotdmetro (Ultrospec 1100 pro; Amersham Biosciences, UK) com o comprimento de

onda de 617 nm.

3.7- Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)
Os ensaios de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio
(SDS - PAGE) foram realizados em condi¢Oes redutoras, utilizando o procedimento descrito por
(Laemmli, 1970). Para os ensaios de eletroforese desnaturante, as amostras de proteinas foram
previamente tratadas com tampao da amostra (80 mM Tris HCI, pH 6,8; 2 % SDS (p/v); 12 %
glicerol (v/v); 5 % B-mercaptoetanol (v/v) e 0,05 % azul de bromofenol (p/v) ) e fervidas por 3
minutos. Apés a eletroforese (150V a 15mA), as proteinas foram reveladas pelo método de
impregnacdo pela prata (Goncalves et al., 1990). Os marcadores de massa molecular usados
foram: SDS-7 (albumina bovina 66kDa, albumina de ovo 45kDa, gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase, musculo de coelho 36kDa, anidrase carbOnica bovina 29kDa, tripsinogénio
24kDa, inibidor de tripsina 20kDa e o lactalbumina 14kDa) e SDS-6H (Miosina 205kDa, 3
galactosidase 116kDa, fosforilase b 97,4 kDa, albumina bovina 66kDa, albumina de ovo 45 kDa

e anidrase carbonica 29 kDa) (Sigma).
3.8- Ensaios enzimaticos in gel apés SDS-PAGE

A enzimografia foi realizada em gel de SDS - PAGE contendo 0,1 % de gelatina

copolimerizada com acrilamida (gelatina — SDS — PAGE; (Heussen & Dowdle, 1980), sem ferver
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as amostras. As eletroforeses foram conduzida no gelo e posteriormente, os géis incubados
(25°C, 1 hora) com 2,5 % (v/v) de TX-100 em PBS, a temperatura ambiente, para remover o
SDS. As proteases foram ativadas incubando-se os géis (37°C, 16 horas) em 10 mL de 50 mM de
tampdo fosfato sodio, pH 7,0 contendo 1,0 mM de DTT. A atividade proteolitica foi revelada
corando-se os géis por 60 minutos com azul de Comassie R-250 [0,2 % (p/v) em metanol: dcido
acético: dgua (4:1:5)]. A descoloragdo foi realizada utilizando-se a mesma concentra¢do dos
reagentes sem corante. As regides claras representam as dreas de digestdo da gelatina pelas
proteinases. Para os testes de inibicéo os géis foram incubados (37° C, 16 horas) com 10 uM de

E-64, que € um inibidor especifico para CPs.
3.9- Deteccao de ancora GPI

Para deteccio de 4ncora GPI, cerca de 10’ promastigotas previamente lavados por
centrifugacdo (3000 x g, 4°C, 10 minutos) e fixados com 1% (v/v) de PFA (4°C, 30 minutos)
foram ressuspensos em 100uL. de uma solug¢do contendo 0,1 U/puL. de PLC em PBS (25 °C,
30 minutos). Posteriormente, as preparacdes foram centrifugadas (4000 x g, 4°C, 10 minutos) e
os sobrenadantes foram tratados para ensaios de immunoblotting. Os precipitados foram

ressuspendidos em PBS e conduzidos para os ensaios de citometria de fluxo.

3.10- Immunoblotting (Western blotting)

Os ensaios de immunoblotting (Towbin et al., 1979) foram conduzidos com amostras
soluiveis de proteinas oriundas das cromatografias, a fracao solubilizada com TX-114 (item 3.3 do
material e métodos) dos promastigotas em diferentes passagens (item 3.5 do material e métodos)
ou com os sobrenadantes oriundos da centrifugacdo das células apds tratamento com a enzima
PLC (item 3.9 do material e métodos). Nestes experimentos, a transferéncia das proteinas para
uma membrana de nitrocelulose foi realizada utilizando-se condi¢Oes descritas por em um
sistema semi-seco de transferéncia Trans- blot (Bio-Rad, USA) por 50 minutos a 15V, 25°C.
Ap6s a confirmacdo da transferéncia das proteinas com solu¢do de PonceauS (0,1% de PonceauS
e 0,1% (v/v) de dcido acético), as membranas foram lavadas com 4gua corrente e incubadas
(20°C, 16 horas) em solucdo de PBS acrescido de 0,5 % de Tween 20 (PBST) e 5 % (p/v) de leite
desnatado em p6 (Molico). Em seguida, as membranas foram incubadas (25°C, 60 minutos) com
anti-soro policlonal especifico para CP: produzido contra a regido carboxi-terminal da CP de L.
(L.) mexicana (anti-CPB; (Alves et al., 2005) na diluicao de 1:400 em PBST. Nos ensaios de

deteccdo de ancora-GPI foi utilizado o anticorpo primdrio anti-CRD (cross reacting determinant
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- 1:400), para deteccao do epitopo 1,2 inositol ciclico monofosfato, exposto quando a dncora GPI
é removida (Zamze et al.,, 1988). Posteriormente, as membranas foram lavadas (6 vezes,
5 minutos) e incubadas (25 °C, 60 minutos) com anti IgG de coelho HRP, diluido 1:200 em
PBST.

Finalmente, as membranas foram submetidas a mais um ciclo de lavagens (6 vezes,
5 minutos) e o complexo imune formado foi revelado por quimioluminescéncia, usando kit ECL.
O anticorpo anti-CRD foi gentilmente cedido pelo Dr Michael A.J. Fegurson e pela Dr" Maria
Lucia Guther da Universidade de Dundee (Reino Unido).

3.11- Atividade enzimatica com substrato cromogénico

Os ensaios de atividade enzimdtica foram realizados com amostras de proteinas eluidas da
coluna de DEAE-Sephacel, imobilizadas em gel de SDS-PAGE e das fracdes de membrana dos
promastigotas em diferentes passagens. Nestes experimentos foi utilizado o substrato peptidico
pEFLpNan (AE = 10 500 Mm! cm'l; A =405 nm), na concentragdo de 0,1 mM. As absorbancias de
todos os ensaios foram medidas em espectrofotometro (Ultrospec 1100 pro).

A atividade enzimadtica das fracdes eluidas da coluna de DEAE-Sephacel foi medida em
50 puL das fragdes incubadas com 450 puL de tampao fosfato de s6dio (50 mM Na,HPO, + 50mM
NaH,PO, pH 7,0, contendo 0,1 % CHAPS e 1 mM DTT) acrescido de 0,1mM do substrato
peptidico. Apds incubacdo (37 °C, 15 minutos) as preparagdes foram mantidas no gelo até a
leitura, e a hidrélise do substrato foi detectada em espectrofotometro (Ultrospec 1100 pro).

As fracdes de membrana que compdem o pico majoritirio de atividade enzimdtica da
coluna de troca i6nica foram reunidas e concentradas utilizando filtros centripep e resolvidos por
SDS-PAGE. As bandas de proteinas foram identificadas em gel de poliacrilamida a 12 % (p/v),
ap0s precipitacdo do SDS com solugdo 0,3 M ZnCl, (Dzandu et al., 1988) e os fragmentos de
interesse foram recortados com auxilio de um bisturi. Apds trés lavagens (15 minutos) com
tampao 50 mM fosfato de sodio contendo 0,1 % (p/v) CHAPS, os fragmentos foram incubados
(37 °C, 15 minutos) com tampao fosfato de sédio acrescido de substrato, em um volume final de
500 pL. Para os testes de inibi¢do os fragmentos de géis foram previamente incubados (37 °C,
5 minutos) com 10 uM de E-64 e absorbéancia do produto da hidrélise (pNan) foi medida, pelo
produto liberado (pNan) por minuto. Todos os ensaios foram realizados em condi¢des nas quais a
formagdo do produto da hidrélise (absorbincia) € proporcional ao tempo e a concentracdo de
proteinas. Foram inclusos como controle da reacdo (brancos) na auséncia de enzima e de

substrato, os quais foram incubados e lidos da mesma forma que as amostras.
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Os ensaios de atividade enzimdtica com extrato total dos promastigotas em diferentes

passagens foram realizados de acordo com Alves et al. (2005). Cerca de 5 ug de proteinas da

fracdo de mebrana foram incubada com o substrato peptidico (25 °C, 60 minutos) em tampao de
Tris-HCI (10 mM Tris-HCI, pH 7.0 contendo 1 mM de DTT e 1 % (p/v) de CHAPS) em um
volume final de 100 pL. Os ensaios de inibi¢do foram realizados com pré incubagdo com 10 uM
de E-64 (15 min, 25°C). A variag@o da absorbancia foi seguida durante 60 minutos e a velocidade
da reacdo calculada usando a féormula v = [s — so]/(t - to), onde v = velocidade, [s - so] =
concentracdo de substrato final subtraida da concentracdo de substrato inicial e (t - to) = tempo
final subtraido do tempo inicial. Os ensaios foram controlados verificando a auto-liberacdo do
conjugado cromogénico (pNan) nos mesmos intervalos de tempo. A atividade enzimdtica foi

expressa em UM de produto gerado (pNan) por minuto.

3.12- Preparacio de amostras para imunocitoquimica e Microscopia eletronica de

Transmissao

Promastigotas ( 108 parasitas), de L. (V.) braziliensis, foram lavados com PBS por
centrifugacdo duas vezes (4000 x g , 4°C, 10 minutos) e fixados por uma hora em tampao
apropriado contendo 0,1 M de cacodilato de sédio pH 7,0, 0,1 % de GA e 4 % de PFA a 4°C.
Apés a fixacdo foram lavados com PBS por centrifugacdo (4000 x g , 4°C, 10 minutos),
desidratados em metanol e entdo embebidos em resina de Lowcryl K4M e colocados a -20°C
para polimerizar sob luz UV. Cortes ultra-finos foram coletados em grades de niquel embebidas
com PBS (Corte-Real et al, 1993). A seguir, os cortes foram colocados em tampao de 50 mM de
cloreto de amonio por 15 minutos e posteriormente lavadas trés vezes com PBS, para entdo serem
incubadas com anti-CPB diluido em PBS (1:500), seguida pela incuba¢do com a proteina A
conjugada com ouro-coloidal (15 nm, dilui¢dao 1:1000). As grades foram entio rinsadas com dgua
e contrastadas com solu¢do de acetato de uranila (Corte-Real et al, 1993) e finalmente observadas

em microscopio eletronico de transmissao (Zeiss ETM 10C).
3.13- Observacao da aglutinaciao direta com anti-CPB por microscopia de luz

Os ensaios de aglutinacdo direta foram conduzidos em placa de 96 pocos com fundo reto
com promastigotas de L. (V.) braziliensis. Inicialmente o anti-soro anti-CPB (100uL) foi diluido
em série e foram adicionados 10° promastigotas/ poco previamente fixados em 0,1 % (v/v) de
PFA (4°C, 30 minutos). A placa foi incubada (25 °C, 60 minutos) e o titulo aglutinante foi

definido como a ultima dilui¢cdo onde foi possivel visualizar a aglutinacdo dos promastigotas.
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Ensaios controles foram conduzidos com soro normal de coelho (pré-imune). Os experimentos

foram realizados em triplicata.

3.14- Observacao do reconhecimento imunolégico por citometria de fluxo

Os ensaios de reconhecimento imunolégico de CPB de L. (V.) braziliensis pelo antisoro
anti-CPB foram realizados com promastigotas em diferentes passagens em meio de cultura. Para
estes ensaios, aproximadamente 10° promastigotas pré-fixadas com 1 % (v/v) de PFA (4 °C,
30 minutos) foram incubadas com anti-CPB (1:100 ou 1:1000) e depois com anti-IgG de coelho
FITC diluido (1:200) por 1hora a 25°C. As preparacdes foram entdo analisadas em citometro de
fluxo (FACSalibur), o qual estava ligado a um computador equipado com o Programa Cell-
Quest®. Dois ensaios controles foram feitos: um com a incubagdo dos promastigotas na presenca
de soro pré-imune (anticorpo primério) e com anti-IgG de coelho FITC (anticorpo secunddrio) e
outro onde os promastigotas foram incubados somente com anti-IgG de coelho FITC (anticorpo

secundario).

3.15 - Determinacao da presenca de CPB em dominios lipidicos por solubilidade

Para execucdo destes ensaios foi utilizado o protocolo de Denny et al. (2001) com ligeiras
modificacdes. Cerca de 108 promastigotas em cultura de L. (V.) braziliensis foram lavados com
PBS e incubados (4 °C ou 37 °C, 10 minutos) em 1 mL de solu¢do de extracdo (1% de TX-100
em PBS; TX-100 PBS) contendo inibidores de proteases (10 uM E-64, 1 mM PMSF, 10 mM
ortofenantrolina e 1 uM pepstatina A). As fases detergente-soliveis (sobrenadante) e detergente-
insoliveis (sedimento) foram recuperadas apds centrifugacdao (14 000 x g, 4°C ou 25°C,
15 minutos). Apds solubiliza¢io dos sedimentos em 50 uL. de PBS contendo 1 % (p/v) de SDS, os
volumes foram ajustados para 1 mL com TX-100 PBS e suplementados com 5 mM de CaCl, e de
MnCl,, Posteriormente, todas as fragdes foram incubadas (25 °C, 1 hora) com 10 pLL de Con A-
Sepharose para precipitar as proteinas glicosiladas e as amostras usadas em ensaios de

immunobloting.

3.16 - Quantificacao relativa da expressio do gene cpb em promastigotas de L.(V.)

braziliensis
3.17.1- Desenho dos iniciadores oligonucleotideos especificos

Os iniciadores utilizados foram desenhados a partir do programa PerlPrim disponivel na

Plataforma de Bioinformatica/PDTIS (IOC/FIOCRUZ). A partir do genoma de L. (V.)
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braziliensis foram detectadas trés sequencias do gene cpb (Lbr._V2. 0810, Lbr._V2. 0820 e
LbrMO08_V2.0830). Os dois pares de oligonucleotideos iniciadores (Bioneer Oligo Syntesis
Report) foram desenhados a partir da sequencia de LbrM08_V2.0830. Um par para amplificar o
fragmento de 110pb na regido intragénica do gene de cpb e o outro par para amplificar o
fragmento do mesmo tamanho na regido intragénica do gene de alfa-tubulina (Tabela V); sendo
esse ultimo gene utilizado como controle enddgeno da reagdo. Os dois pares de iniciadores foram
utilizados separadamente nas reagdes de RT-PCR convencional (qualitativo) e RT-PCR em

tempo real (quantitativo) (Tabela V).

Tabela V: Oligonucleotideos utilizados para L.(V.) braziliensis

Oligonucleotideos Sequencias
iniciadores especificos
cpb (senso) 5’AAC TTC CAG CGT AACCT 37
cpb (anti-senso) 5’AAC TCT TCC TCC GAC AG 3’

alfa-tubulina (senso) 5'TAT CTG CAT TCA CAT CGG 3’
alfa- tubulina (anti-senso) 5’CGT CAT CCT CAACACCAZJ

B W -

3.17.2- Extraciao de RNA total de L. (V.) braziliensis

A metodologia utilizada para o isolamento do RNA total seguiu os procedimentos
previamente descritos por Chomczynski & Sacchi (1987). A técnica utiliza o trizol, que € um
reagente que consiste em uma solu¢do monofisica de fenol e guanidina isotiocianato. Esse
reagente permite que o0 RNA seja extraido integro através de uma extracdo com fenol/cloroférmio
seguida de precipitacio alcodlica com isopropanol.

Cerca de 1 x 107 células/mL foram lisadas com 1 mL de Trizol® (Sigma) e misturadas em
200 uL de cloroférmio. Apds homogenizagdo, os tubos foram incubados (25 °C, 5 minutos) e
centrifugados (12 000 x g, 15 minutos, 25°C). O sobrenadante foi recuperado em um novo tubo e
acrescido de 500 pL de isopropanol, e apés homogenizagdo o RNA foi precipitado a baixa
temperatura (-70°C, 12 horas). Posteriormente, o RNA foi recuperado por centrifugacdo
(14 000 x g, 20 minutos, 4 °C) e o precipitado foi lavado cuidadosamente com 500 pL de etanol a
70 %.(v/v), sendo entdo centrifugado (7500 x g, 8 minutos, 4 °C) e ressuspenso em 240 uL de
dgua livre de RNAse.

Em seguida o RNA foi submetido a uma segunda etapa de precipitacdo seguindo os
procedimentos previamente descritos por Chang (1993). As preparacdes de RNA foram

aquecidas (60 °C, 10 minutos) e tratadas com 2,5 M de LiCl, (-20 °C, 30 minutos). Apds este
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periodo, as amostras foram centrifugadas (13 000 x g, 4 °C, 20 minutos) e o precipitado lavado
com etanol a 70 % (v/v) sendo recentrifugado por 15 minutos a 13 000 x g. Finalmente, o RNA
foi solubilizado em 10 pL de dgua RF, e tratado com DNAse (1 U/uL) seguindo as instrucdes do
fabricante. A quantificacgdo de RNA foi determinada a 260 nm em Nanodrop (ND-1000,

ThermoFischer, USA), e sua integridade foi avaliada em gel de agarose 1,2 % (p/v) desnaturante.
3.17.3- Eletroforese em gel de agarose desnaturante

A integridade do RNA recém isolado foi avaliada em gel de agarose desnaturante 1,2 %
(p/v) contendo 25 mL de H,O RF (RNAse free), 4 mL de MOPS 10X (0,2M MOPS, 0,05M de
acetato de sédio e 0,01M EDTA, pH 7,0) e 7 mL de formaldeido. As amostras contendo 1ug de
RNA foram tratadas com 1,8 uL. de MOPS 10X, 7,5 uLL de formamida e 2,6 uLL de formaldeido,
aquecidas (65 °C, 15 minutos) e acrescidas de 1 pL de brometo de etideo (1pg/mL) e 2 pL de
azul de bromofenol (1pg/mL) . Os produtos foram visualizados sob luz UV e fotodocumentados

em (UVP White Darkroom, Bioimaging Systems, USA).

3.17.4 - Sintese de cDNA

A partir do RNA previamente extraido foi realizada a sintese de cDNA, através da reacdo de
transcri¢ao reversa (RT). A reagdo foi realizada incubando-se 1ug de RNA total com 1 pL. do
iniciador complementar a cauda poli A (oligo dT) (70°C, 10 minutos). Logo apés, foram
adicionados 10 mM de DTT (0,1M/mL), 0,04 mM de dNTPs, 1 pL de inibidor de RNase (40U/
puL), 1 pL enzima transcriptase SuperScript III (200U/uL) , 4 pL do tampdo da enzima
concentrada 10X (200mM Tris-HCI e 500mM KClI, pH 8,4) e H,O (q.s.p. para o volume final de
20 uL. de reacdo). As amostras foram incubadas por 1 hora a 42°C e a reacdo foi interrompida
incubando em 90°C por 5 min. Apds a reagdo os volumes das preparacdes foram ajustados para
100 pL e as amostras armazenadas em -20 °C até a sua utilizacdo. A quantificacdo de cDNA foi
determinada em 260 nm com aparelho Nanodrop (ND-1000, ThermoFischer, USA).

Os produtos amplificados foram detectados em gel de agarose 1,7% (p/v) em TBE 0,5X
ap0s coloracdo com brometo de etideo (lpg/mL) e visualizagdo sob luz ultra-violeta. Os
resultados foram fotodocumentados em UVP (UVP White Darkroom, Bioimaging Systems,
USA).

3.17.5 - PCR semi-quantitativo

Para testar a eficidcia dos oligonucleotideos iniciadores desenhados e posteriormente

sequenciar os produtos amplificados pelos mesmos, foram feitas reacoes de PCR em um volume
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final de 25 pL utilizando: 5pL de cDNA, 2,5uL de tampao 10X da Taq Polimerase (10mM Tris
HCI pH 8,3, 500mM de KCl), 2,5mM de dNTPs, 0,04 mM de MgCl,, 0,5uM de cada iniciador e
0,2uL de Taqg DNA polimerase (5U/uL). Os programas utilizados para amplificagdo consistiram
de: 36 ciclos de desnaturacio (95°C, 45 segundos), anelamento (55°C, X 50 segundos) e extensao
(72°C, 90 segundos). Para garantir a completa extensdao do DNA sintetizado foi acrescentada uma

etapa final a 72°C por 10 minutos. Os ensaios foram realizados no equipamento PTC-100

(Applied, USA) da firma MI Research.

3.17.6 - PCR quantitativo (PCR em Tempo Real)

A andlise da expressdo diferencial do gene cpb de L. (V.) braziliensis apOs varias passagens
em cultura, foi utilizado o sistema que emprega o fluoréforo SYBR Green (com a capacidade de
se intercalar na dupla fita de DNA sintetizada em cada ciclo de amplificagdo) e um par de
iniciadores que amplifica o gene cpb . Como controle enddgeno (gene constitutivo normalizador)
foi usado outro par de iniciadores desenhados para o gene que amplifica a alfa-tubulina de L. (V.)
braziliensis. As reagdes foram preparadas em um volume final de 25 pL nas seguintes condigdes:
0,8 umol de cada iniciador (Tabela IV), 12,5 uL SYBR green master mix, 5 ug de cDNA e
5,9 pL dgua (ultra pura e estéril, grau Biologia Molecular). As condi¢des de ciclagem foram: um
passo inicial de ativagdao de 10 minutos a 95 °C, seguido de 40 ciclos de amplificagdo compostos
por 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 50 °C e 1 ciclo para determinar a curva de dissociacdo de
15 segundos a 95 °C, 60 °C, 20 segundos a 60°C, e submetido a um gradiente de temperatura
(60 °C - 95 °C) de 20 minutos de duracdo com um passo final de 15 segundos a 95 °C. Ao
término da reacdo foi realizada a andlise da curva de dissociacdo dos produtos gerados com a
finalidade de avaliar a especificidade dos mesmos. Controles negativos da reacdo foram
conduzidos com todos os reagentes com exce¢do dos cDNAs. Os ensaios de PCR quantitativo
foram realizados no equipamento ABI Prism 7000 (Sequence Detector System — Applied
Biosystems).

A quantidade relativa dos produtos amplificados foi determinada a partir da diferenca entre
cycle threshold (Ct) referente ao gene cpb e o respectivo ciclo do gene endégeno (normalizador),
ACT: [ACT = Ct (cpb) — Ct (alfa-tubulina)]. Os dados de quantificagc@o relativa foram expressos
em 2°2¢T (Livak & Schmittgen, 2001). O Ct de uma determinada amostra corresponde ao nimero

de ciclos onde foi registrada uma intensidade de fluorescéncia acima de uma faixa basal.
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3.18- Analises das sequencias
O levantamento das sequencias de nucleotideos do gene que codifica cpb foi pesquisada

no GeneDB website Version 2.1 (www.genedb.org/), empregando as palavras chaves

Leishmania (V) braziliensis e cysteine-proteinase. A comparagdo das sequencias dos genes cpb e
o local de pareamento dos iniciadores senso e antisenso (tabela V), incluindo o produto
amplificado por esses pela PCR, foram estudadas através de andlise de multiplas seqiiéncias
usando o programa ClustalW2. Ainda foram realizados estudos de modifica¢des pds-traducionais
nas sequencias de aminodcidos da cisteina-proteinase B de Leishmania (V) braziliensis, como:
sitios de glicosilagdo (DictyOGlyc 1.1), sitos de ancora GPI (big-PI Predictor- The GPI
Prediction Server) e presenca de peptideo sinal (SignalP 3.0 Server). Todas essas ferramentas de

andlise de sequencias estdo disponiveis no servidor www.expansy.org/tools.

3.19 - Sequenciamento do produto amplificado correspondente ao gene cpb de L. (V.)
braziliensis

Ap6s visualizagdo em gel de agarose a 2% (p/v) de uma unica banda correspondente a
110pb do gene cpb, o produto amplificado do gene de interesse foi purificado utilizando o kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, seguindo as instru¢des do fabricante. Este kit tem
como principio a adsorcdo de dcidos nucléicos a matriz sélida de silica. O cDNA recuperado foi
estocado a -20°C até a etapa de sequenciamento. O material foi seqiienciado pela Plataforma
Gendmica - Sequenciamento de DNA-PDTIS/FIOCRUZ do Laboratério de Gendmica Funcional
e Bioinformatica (IOC/FIOCRUZ) através do kit Power SYBR green (Applied Biosytems). As
reacOes foram aplicadas no seqiienciador automatico DNA Analiser® PCR System 3730 —
Applied Biosystems. A andlise das seqiiéncias foi feita através da comparagdo com o banco de

dados de nucleotideos do Gene Bank através do programa BLAST (Www.expasy.org).

3.20- Analises estatisticas

As andlises estatisticas dos experimentos foram feitas no programa Graph Pad Prism® 4.0
(San Diego, USA).Graph prism 4.0, onde foi utilizado o teste-T. Para comparar os resultados,
todos os experimentos com n> 2 foram apresentados na forma de média + desvio padrdo. O nivel

de significancia adotado foi de p< 0,05.
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4- Resultados

4.1 - Isolamento de cisteina- proteinases B (CPB) de membrana em promastigotas de L. (V.)
braziliensis

Durante este trabalho, constatamos que de 3,7 £0,4 mg das proteinas de membrana
detectadas, cerca de 0,4 +0,1 mg (11%) foram eluidas da coluna de Con A-Sepharose com o-D-
manose. Posteriormente, a fracdo de proteinas ligadas em coluna de ConA foi avaliada quanto ao
seu comportamento em coluna de troca i0nica. Os resultados obtidos da andlise dessa fragdo em
coluna de DEAE-Sephacel indicaram que quase a totalidade (0,4 £0,03mg) das proteinas
aplicadas a coluna mantiveram-se adsorvidas a fase solida apos a etapa lavagem, indicando uma
predominancia de carga negativa nessas proteinas em pH 7,2 (Figura 5). De uma forma geral, os
dados acima indicam que CPs de membrana de L. (V.) braziliensis sdo proteinas glicosiladas e
com pl<7,2. Estas proteinas foram recuperadas somente apds a eluicdo com gradiente de NaCl (0-
0,5M). O cromatograma gerado nesse fracionamento indicou que cerca de 23%
(0,092 £0,005 mg) das proteinas foram eluidas na concentracio de 0,055 M de NaCl,
correspondente ao pico 1 com 0,625 de absorbancia a 280nm. O restante do material
(77 % = 0,31 +£0,01 mg) dispersou-se ao longo do gradiente de sal. Analisando a atividade
enzimatica destas preparagdes foi possivel detectar que o pico majoritdrio de absorbancia foi
coincidente ao pico principal de atividade sobre o substrato pEFLpNan (165 x 107 uM de
pNan/minuto) (Figura 5).

A eletroforese das fragdes eluidas da coluna de DEAE-Sephacel, sob condicdes
desnaturantes, revelaram um perfil mais simples de bandas de proteinas (Figura 6B) (63 kDa,
43 kDa, 30 kDa e 27 kDa) quando comparado com o extrato total da fracdo soluvel ao detergente
TX-114 (Figura 6A). A enzimografia da fracdo solivel total do parasita revelou cerca de trés
bandas de gelatindlise em pH neutro (66 kDa, 45 kDa e 40 kDa) (Figura 6C) que ndo foram
sensiveis a presenca do inibidor E-64 (dados ndo mostrados). Por outro lado, os ensaios de
enzimografia com as fragdes da coluna de troca idnica, sugeriram que duas bandas de proteinas
majoritdrias de 63kDa e 43kDa t€m atividade de proteinase em pH neutro, e sdo coincidentes com
as bandas observadas em gel de SDS-PAGE corados pela prata (Figura 6D). As atividades destas
bandas foram parcialmente sensiveis a presenga do E-64 (Figura 6E), além de serem reconhecidas

pelo antisoro anti-CPB nos ensaios de immunoblotting (Figura 6F).
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Figura 5: Fracionamento de cisteina-proteinases soliveis a TX-114 de
promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis. As fracdes foram
previamente enriquecidas de mano-proteinas por cromatografia em coluna
de afinidade de Con A e posteriormente fracionadas em coluna de DEAE-
Sephacel. As proteinas retidas na coluna foram eluidas com um gradiente
linear de NaCl (0-0,5M), e as fragdes foram coletadas em um fluxo de 0.2
mL por minuto. A etapa de elui¢do das proteinas foi acompanhada a 280nm
(o) e a atividade enzimdtica com o substrato pEFLpNan (e) foi verificada a
405nm (x102 um de pNan/minuto).
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Figura 6: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (p/v) na presenca de SDS
das proteinas de Leishmania (V.) braziliensis. (A) e (C) sdo fragdes soliveis em
TX-114, (B) e (D) sao fragdes recolhidas apds cromatografia em DEAE-
Sephacel.; Raias (A) e (B) coradas pela prata. Raias (C) (D) e (E) sdo ensaios de
atividade com gelatina incorporada no gel, sendo essa dltima incubada com
10uM E-64. Raia (F) Imunoblotting com antisoro anti-CPB.
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4.2- Atividade Enzimatica das bandas com peso molecular de 63kDa e 43kDa

Durante este trabalho, implementamos um estudo adicional de atividade das proteinases de
63 kDa e 43 kDa. Nestes experimentos, as duas bandas de proteinases, imobilizadas em gel de
poliacrilamida, hidrolisaram o substrato peptidico especifico para cisteino-proteinase, pEFLpNan
Neste caso, a velocidade de hidrdlise foi menor na proteinase de 63 kDa (2,2 +0,3 uM de
pNan/minuto) comparado com a velocidade da proteinase de 43 kDa (0,05+0,2uM de
pNan/minuto). Ambas foram inibidas por 10uM de E-64, com uma inibicdo de 47 % e 36 %,

respectivamente (Figura 7).

4.3- Localizacao sub-celular de proteinas homdlogas a CPBs em promastigotas de L. (V.)

braziliensis

Ensaios de aglutinacdo direta com promastigotas vivos foram feitos para indicar a
localizacdo de proteinas homdlogas de CPB na superficie da membrana, com a utilizacdo do
antisoro anti-CPB. O efeito da aglutinagao foi verificado a partir da dilui¢do 1:50 (Figura 8A) até
1:1000. Como controle da reacdo foram utilizadas células incubadas com soro de coelho pré-
imune, onde ndo foi visualizada aglutinacdo (Figura 8B). Observamos ainda que a aglutinacio
ocorre principlamente pelo corpo dos promastigotas (destaque na Figura 8A). Ensaios de
imunofluorescéncia também foram realizados com parasitas vivos, utilizando o mesmo antisoro, e
nesse caso foi observada uma intensa marcagdo, incluindo a superficie da membrana celular

(Figura 8C e 8D).

Adicionalmente ensaios de imunocitoquimica foram implementados utilizando antisoro anti-
CPB e particulas de ouro coloidal conjugada a proteina A. Nestes ensaios constatamos uma
marcagdo na superficie da membrana, assim como em vesiculas intracelulares (Figura 9). Ensaios
controle foram conduzidos em paralelo com soro pré-imune nao revelaram nenhuma marcagao nas

preparacdes de promastigotas (dados nao mostrados).
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Figura 7: Avaliacdo da atividade enzimdtica das bandas de 63 kDa e 43 kDa de
Leishmania (V) braziliensis. A atividade enzimditica de ambas as bandas
imobilizadas em fragmentos de gel foram analisadas com substrato cromogénico
pEFLpNan (0.1 mM) em 5S0mM de fosfato de sédio pH 7,0 contendo DTT (1mM)
na presenca e na auséncia de E-64 (10uM). A hidrélise sobre o substrato foi medida
a 405 nm e a atividade enzimdtica foi expressa em pM de pNan/minuto. Esses

resultados sdo representativos em trés experimentos independentes.
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Figura 8: Reatividade do soro anti cisteina-proteinase B em promastigotas vivas de
Leishmania (V.) braziliensis. Foram realizados ensaios de aglutinagdo direta (A e B) e ensaios de
imunofluorescéncia indireta (C e D).. Em ambos, os ensaios foram utilizados soro de coelho pré-
imune (B) e anti-CPB (A, C e D) Barra = 10 um. Em destaque: parasitas com aglutina¢do corpo-a-
corpo. A e B = contraste de fase e C= contraste interferencial
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Figura 9: Imunoeletromicroscopia para detec¢do de cisteina-proteinase B em
L. (V.) braziliensis. A localizagdo ultraestrutural de CPB em promastigotas de Leishmania
(V.) braziliensis foi feita utilizando antisoro policlonal especifico anti-CPB (1:500) e
particulas de ouro coloidal marcadas com proteinas A (10 nm). As particulas de ouro sdo

vistas associadas a membrana (seta) e em vesiculas intracelulares (cabeca de seta). K,
kinetoplasto; Fp, bolsa flagelar. Em (A), barra = 0.5 um e em (B) barra = 1.0 um
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4.4- Evidéncias de ancora glicofosfatidilinositol associada as proteina homélogas a CPBs de

L. (V.) braziliensis

A andlise por citometria de fluxo, com a utiliza¢do do antisoro anti-CPB, foi feita para detectar
as proteinas homologas a CPB na superficie celular deste parasita. A porcentagem de
promastigotas fluorescentes (73 %) foi significativamente (p = 0,001) superior no grupo de
promastigotas tratado com anti-CPB do que no grupo de promastigotas tratado com soro pré-
imune (0,9 %). Além disso, houve um decréscimo do nimero de promastigotas CPB positivas,
quando as mesmas foram pré-tratadas com PLC. Esses resultados sugerem que essas proteinas sdo
ancoradas a membrana, por moléculas de glicofosfatidilinositol (GPI) (Figura 10A).

Os sobrenadantes obtidos a partir das c€lulas pré-tratadas com PLC foram submetidos a
ensaios de immunoblotting com anti-CRD e com anti-CPB. Nesses experimentos foi evidenciado
que L. (V.) braziliensis apresenta trés principais bandas de proteinas GPI ancoradas (120 kDa,
63 kDa e 43 kDa), o que foi confirmado pela exposicdo do epitopo inositol 1,2 ciclico
monofosfato.A reatividade do antisoro anti-CPB nas massas moleculares equivalentes de 63 e
43 kDa recuperadas do sobrenadante das células tratadas com PLC € um indicativo de que
proteinas homélogas a CPB podem ser removidos da superficie do parasita pela PLC (Figura
10B).

Além das proteinas de 63 kDa e 43 kDa serem ancoradas a superficie das formas
promastigotas, a extracdo com detergente de algumas isoformas pode ser dependente da
temperatura. A extracdo dos promastigotas com TX-100, nas temperaturas de 4 °C e 37 °C,

revela que bandas de 63 kDa e 43 kDa sao menos soltveis a 4 °C do que a 37 °C. (Figura 11).

4.5 — Deteccio de proteinas homoélogas a CPBs em promastigotas ao longo de duas

passagens sucessivas in vitro

Os resultados com o antisoro anti-CPB foram obtidos através de ensaios de citometria de
fluxo utilizando promastigotas pré-fixados oriundos de primeira e quarta passagens de cultura sdo
apresentados na Figura 12. Uma maior porcentagem de marcacdo foi observada na primeira
passagem (12,4%) em relagdo a quarta passagem (5,2%), indicando uma diferenca significativa
(p = 0,04) no reconhecimento de proteinas de membrana pelo antisoro anti-CPB. Em ambos os
casos observaram-se uma marcacao significativa acima do controle feito com soro pré-imune

(0,6% e 0,9%, respectivamente).
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Figura 10: Deteccdo da presenca de ancoras de glicofosfatidilinositol de cisteina-proteinase B na
membrana de Leishmania (V.) braziliensis. (A) As andlises foram feitas em citometria de fluxo,
utilizando com antisoro anti-CPB antes e apds tratamento das promastigotas com PLC. O controle
negativo utilizado no experimento foi soro pré-imune de coelho como controle. (B) O sobrenadante
originado das células tratadas com PLC foram analisados em imunoblotting com os antisoros anti
CRD (1) e anti-CPB (2). A raia (3) € o controle negativo do ensaio feito com soro pré-imune. Os
marcadores de massa molecular (kDa) sdo indicados na figura. Esses resultados sdo representativos

de dois experimentos independentes.
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Figura 11: Extracdo temperatura dependente de cisteina-proteinase B de
Leishmania (V.) braziliensis por detergente. Extratos de promastigotas (107 células)
foram obtidos utilizando 1% TX-100 a 4°C ou a 37°C, na presenga de inibidores de
proteases. As fracdes de mano-protéicas insoliveis (I) e soliveis (S) foram separadas por
centrifugacdo, eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose e reveladas com anti-
CPB. A massa molecular (kDa) das bandas de CPBs majoritdrias reconhecidas pelo
antisoro especifico sdo indicados a esquerda. Esses resultados s@o representativos de trés

experimentos independentes.
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Figura 12: Detec¢do da presenga de cisteina-proteinase B em promastigotas de

Leishmania (V.) braziliensis. Os ensaios foram conduzidos com promastigotas em
primeira (A) e em quarta (B) passagens em meio de cultura liquido a 27 °C. Preparacdes
de promastigotas (10°) vivam foram incubados com anti-CPB (1:1000) e como controle
da reacdo foram utilizadas promastigotas incubadas com soro pré-imune de coelho
(1:1000 - controle). Apds a marcacdo dos parasitos, os mesmos foram analisadas por
citometria de fluxo e os resultados foram expressos em nimeros de eventos (10°
promastigotas) e em log da intensidade de fluorescéncia. Estas andlises sdo
representativas de cinco experimentos independentes. O grafico de barras (C) indica a

média e o desvio padrao das andlises por citometria de fluxo (p < 0.05).
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4.6 — Estimativa da atividade enzimatica de CPs dos promastigotas ao longo de trés

passagens sucessivas in vitro

Tivemos ainda oportunidade de avaliar a atividade enzimdtica de CPs em promastigotas de
primeira, quarta e sétima passagens (Figura 13). Os resultados apresentados mostram que as CPs
avaliadas no extrato de proteina do parasita hidrolizam o substrato cromogénico (pNan) em
pH 7,0. Assim, foi possivel constatar que a atividade de CP € decrescente a medida que os
promastigotas foram submetidos a sucessivas passagens, sendo obervado um decréscimo de 24 %
(16,3 0,9 x 10” pmoles. minuto™. mg de proteinas '; p = 0,001) e 34 % (14,0 + 0,006 pmoles.
minuto’. mg de proteinas " , p = 0,001) da atividade na quarta e sétima passagem,

respectivamente, quando comparado com a atividlade CP na primeira passagem

(21 £0,001 pumoles. minuto™. mg de proteinas .

Para termos uma idéia melhor da participagdo de CPs na atividade total do substrato foi
utilizado o inibidor E-64 para confirmar a espeficidade dessas enzimas. Os percentuais de
inibi¢do da atividade das sucessivas passagens foram: primeira passagem, 96,3 % (20,2 + 0,001
pmoles minuto™. mg de proteina ; quarta passagem, 54 % (11,3 £ 0,0009 pmoles. minuto™. mg

de proteina ); e de sétima passagem, 52 % (10 + 0,001 pmoles. minuto™. mg de proteina ™).

4.7 — Verificacdo da expressao relativa do gene cpb dos promastigotas ao longo de trés

passagens sucessivas in vitro

Na continuidade do nosso estudo o RNA total de L. (V.) braziliensis (Figura 14) foi
reversamente transcrito em cDNA para avaliacdo da expressao do gene cpb de promastigotas de
primeira, quarta e sétima passagens. Em uma andlise preliminar verificamos a eficiéncia dos
iniciadores desenhados para amplificar uma regido comum aos genes cpb do parasita. Os
resultados da reacdo de PCR com os distintos cDNAs dos promastigotas de L.(V.) braziliensis
revelaram amplificacdo de um tnico fragmento de gene com 110 pb nas trés preparacdes de
cDNA testadas (Figura 15). O sequenciamento destes produtos amplificados revelou identidade
com seqiiéncias de CPs de Leishmania spp. (Tabela VI). A andlise das seqii€ncias comparando
com o banco de dados de nucleotideos do Gene Bank através do programa BLAST revelou
identidade maxima de 98% para sequencias de catepsina-L de L. (V.) braziliensis, assim como
para as sequencias encontradas no cromossomo oito deste parasita; e identidade minima de 86%

para os genes cpb de L. (L.) mexicana e L. (L.) pifanoi (Tabela VI). Esse percentual de
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identidade de 98% ¢ justificado, pois estdvamos trabalhando com uma regido conservada nas trés
sequencias de cpb (Figura 16), essas ndo apresentam 100% de homolgia entre si (Figura 17).
Uma vez constatado no sequenciamento que o fragmento de 110pb estava relacionado
exclusivamente com sequencias de CPs de Leishmania spp procedeu-se aos ensaios de PCR
quantitativo. Como os nossos ensaios foram realizados com o reagente SYBR green foi necessario
construir curvas de dissociac@o para checar a especificidade dos ensaios para os genes cpb e alfa-
tubulina. Os resultados para ambos os genes indicaram um unico pico de temperatura de
dissociag@o para o produto amplificado pelos iniciadores utilizados (Tm= 83°C para cpb e Tm=
86 °C para alfa-tubulina), sugerindo que os ensaios de PCR em tempo real foram genes
especificos e que os resultados ndo foram confundidos com amplifica¢des inespecificas ou
dimeros de iniciadores (Figura 18).
Utilizando o gene que codifica a alfa-tubulina como normalizador da reacdo (Ct =16 *
0,3), observamos que as sucessivas passagens dos promastigotas em cultura geraram um aumento
da quantidade de transcritos do gene cpb: primeira passagem (Ct =22 + 0,2), quarta passagem
(Ct=21 £0,8) e sétima passagem (Ct =20 £ 0,10). A Figura 19 apresenta a média dos valores da
expressdo normalizada do gene cpb de promastigotas utilizando como gene de referéncia
(constitutivo) de alfa-tubulina. Com estes dados foi possivel constatar que a expressao do gene
cpb estava significativamente aumentada em 2,2X (4 £ 0,6, p= 0,009) e 2,7 X (5 = 0,3, p=0,003)
nas preparacdoes de cDNA dos promastigotas de quarta e sétima passagens, respectivamente;
quando comparada com os resultados de quantifica¢io realizados com preparagdes de cDNA dos

promastigotas de primeira passagem (1 +0,1).
4.8 — Modificacoes poés traducionais nas sequencias de CPB

Ao longo desse trabalho foi possivel confirmar a presenca de modificagdes pOs-
traducionais como sitios de glicosilacdo, regido de ancora GPI e presenca de peptideo sinal —
Figura 19. As andlises in silico indicaram a presenca de apenas O-glicosilagao nas sequencias de
CPB sendo, 11 sitios em Lbr. V2. 0810 e Lbr._V2. 0820 e 18 sitios em Lbr._V2. 0830. Também
constatamos que na andlise teérica do residuo de aminoécido Ser*”® poderiam conter 4ncora GPI
nas sequencias Lbr._V2. 0820 e Lbr._V2. 0830 e o residuo Gli**? na sequencia Lbr._V2. 0810.
Além disso, os dados indicaram que as trés sequencias de CPB contém peptideo sinal entre os

residuos de aminodcidos Ala*’ - Met™ (Figura 20)
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Figura 13: Ensaios de atividade enzimdtica para cisteina-proteinase ao longo das passagens in
vitro dos promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis. A atividade enzimdtica foi medida a
partir do extrato total de proteinas (5 pug) de promastigotas usando pEFLpNan (0,1mM) como
substrato, em tampdo 10mM Tris HCI pH 7,0 contendo 1mM de DTT e 1% de CHAP’S. Os
ensaios foram realizados com promastigotas de primeira (1p), quarta (4p) e sétima (7p)
passagens. A atividade enzimadtica foi medida na auséncia (m) e na presenca (o0) de 0,1 mM de
E-64. Os dados de atividade foram expressos em pmoles minutos”' mg de proteina™!. Os valores

representam as médias de um ensaio em triplicata e os seus desvios padrdo. (p < 0.05).
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Figura 14: Gel de agarose 1,2% (p/v) desnaturante para a andlise de RNA total de
promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis. A integridade do RNA extraido (1pg) sem
tratamento prévio com DNAse e LiCl, (A) e apds tratamento com DNAse e LiCl, (B). As

trés bandas correspondem, respectivamente aos RNAs ribossomais 28S, 18S e 52S.
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<«— 110pb

Figura 15: Andlise dos produtos amplificados do gene de cisteina-proteinase B de
Leishmania (V.) braziliensis. As amostras de cDNA de obtidas da primeira (1p), quarta
(4p) e sétima (7p) passagens foram submetidas a reacdo de PCR e os produtos
amplificados foram visualizados em gel de 1,2%, de agarose a corado em brometo de
etideo. M= marcador de massa molecular DNA Ladder (Invitrogen Life Technologies)
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Tabela IV: Sequencias que com alto grau de identidade na sequencia de nucleotideos com o

fragmento amplificado e seqiienciado do gene cpb de L. (V.) braziliensis

Nimero de Acesso Descricao Escore Grau de Similaridade
Max

XM 001562091.1 L. braziliensis cathepsin L-like protease 100 98%
(LbrM08_V2.0830)

XM 001562090.1 L. braziliensis cathepsin L-like protease 100 98%
(LbrM08_V2.0820)

XM _001562089.1 L. braziliensis cathepsin L-like protease 100 98%
(LbrM08_V2.0810)

AM494945.1 L. braziliensis cromossomo 8 100 98%

AY850168.1 Vetor de clonagem pQ-CPB recombinante 100 98%

749962.2 L. mexicana gene lmcpb2.8 de CP 69.4 86%

749963.2 L.mexicana gene cpbl 69.4 86%

Z214061.1 L. mexicana RNAm de CP 69.4 86%

Y09958.1 L.mexicana gene cpbl8 69.4 86%

AJ319727.1 L. mexicana gene cpb2 69.4 86%

M97695.1 L. pifanoi gene CP (cys2) 69.4 86%
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Primer 3enso 1 B ettt 17
LhrM08 V2.0810 AACTTCCAGCGTARCCTRGAGCTGAT GCGLGAGCACCAGGCGAACARCCCACACGCGEGE 240
LhrM08 V2.0830 AACTTCCAGCGTARCCTRGAGCTGAT GCGLGAGCACCAGGCGAACARCCCACACGCGEGE 240
LhrM08 V2.0820 AACTTCCAGCGTARCCT RGAGCTGAT GCGLGAGCACCAGGCGAACARCCCACACGCGEGE 240
kEkkkkhkdhhd bk d bk
Primer Antizenso =  -—-———————————————————- FCIGTCGRAGERAGEGTIT -~ 17
LhrM08 V2.0810 ITCGEEAT CACGRAGTTCTITGALCT T COGAGGARGAGT TOFCCACGOGCTACCTGAGS 300
LhrM0E V2.0830 ITCGEEAT CACGRARTTCTTTGALCT AT CGRAGGRRGAGT TORCCACGOGCTACCTGAGS 300
LhrM0E V2.0820 ITCGEEAT CACGRAGTTCTITGALCT ST CGGAGGARGAGT TORCCACGOGCTACCTGAGS 300

khkkdkkhkddh ki hkd

Figura 16: Andlise do pareamento dos iniciadores senso e anti-senso nas trés sequencias
do gene cpb de L. (V.) braziliensis. Os asteristicos (*) representam os nucleotideos
idénticos em todas as sequencias do alinhamento. Em destaque o local nas sequencias
onde ocorre o anelamento do pareamento. As andlises foram feitas no ClustalW
(www.expasy.org).
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LbrM0OE V2.0830
LbrM0O8 V2.0820
LbrM0& V2.0810
LbrM0OE V2.0830
LbrM0O8 V2.0820
LbrM0& V2.0810
LbrM0OE V2.0830
LbrM0O8 V2.0820
LbrM0& V2.0810
LbrM0O8 _V2.0830
LbrM0O8 V2.0820
LbrM0& V2.0810
LbrM0O8 _V2.0830
LbrM0O8 V2.0820
LbrM08 V2.0810
LbrM0O8 _V2.0830
LbrM0& V2.0820
LbrM08 V2.0810
LbrMO8 V2.0830
LbrM0& V2.0820
LbrM0O8 V2.0810
LbrM0O8 V2.0830
LbrM0& V2.0820
LbrM0Og V2 10

TTCARGCAGROGTACCAGCGCGT G T ACEOGRCECT GEACGRGEAGCAGCAGCEECTEECG
ITCARGCAGACGTACCAGCGCGI GTACGOGACELT R, "G GEAGCAGCAGCGECTEECG
ITTCARGCAGRCOGTACCAGCGCGT GTACEORACECT GEACGAGERAGCAGCAGCEEITERIG

R R R R R R R R R R R R RS

AN CTTCCAGOETARCCTGEAGCTGAT GOGCEAGCACCAGEIGRACARCCCACACOGIGCEEE
ARCTTCCAGCGT AR CCTGRAGCT RATGOGCGAGCACCAGEOGAACARCCCACACGOGEGE
AACTTCOCAGOETARCCTGEAGCTGAT GOGORAGCACCAGGOGARCARCCCACACGIGCEE

R R R R R R R R R R R R RS

ITCEEEATCACGRRGTTCTITGACCT GTCGGAGERAGAGTTCGCCACEOGCTACCTGAGC
ITCEEEATCACGARGT ICTITGACCTGICGGAGGRAAGAGTTCGCCACGOGCTACCTGAGC
ITCEEEATCACGRARGTTCTITGACCT GTCGGAGERAAGAGT TCGCCACGOGCTACCTGAGC

R R R R R R R R R R R R RS

GECOECCACECACTTCGCARRGEOGARGRARGTTCGCARGOCAGCACTACCGCRARGETEEEC
GECECCACGCACTTCGCARRGECRARGARGTTCGCARGCCAGCACTACCGCARGETGEEC
GECECCACGCACTTCGC, GECGARGARGTTCGCARGCCAGTACTACCGCARGETEREC

R R L L LR

GOGEACCTETOGACAGCGOCT GCTGOGET GEACT GECGTGAGARGEGOGCCETGACGCCE
GOGEACCTETOGACAGCGCCIGCTROGET GGACT GRCGIGAGARGEEOGICETIGACECCG
GOGEACCTETOGACAGCGCCT GCTROGET GEACT GECGIGAGARGEGOGICETGACECCG
hkhkhkhhhhhh bk ko hh ok hkh kb hh ok hhhhhhh kb hhkhhkh ko h kb ke h ke

GTGRAGGACCAGEEEAT GTGCGEETCATGCTGEECGT TCTCGEOGAT CGGCARCATAGRG
GIGARGEACCAGEEEATGTGCGEEICATGCTGEECGI TCICGECGAT CRECARCATAGRG
GIGAAGGACCAGEEEATGTGCGEEI CATGCTGEECGTI TCICGECGAT CRCARCATAGRG

R R L L L R R RS

CGCAGTGETACCTTGOCACCCACTCGCTGATCTCCCTGICGGAGCAGGAGCTGETGAGT
TCGCAGTGGTACCTTGOCACCCACTOGCTGATCTCCCIGICGGAGCAGGRAGCTGETGAGT
TCGRRGTGETACCTTGOCACCCACTCGCTGATCTCCTIGTCGGAGCAGGRAGCT BT GAGT
hhh hhkhhkhhhkhhkhkhkhAdhRRRRdhhhhhAAhhAE RARRRRRRRRARAAhhhkhdkhhd

IGCEATGATGTGEACGAGEECTGCARCEEOGECCTGATGCTGCAGECETITGACTGECIG
IGCEATGATGTGEACGAGEECT GCARCEEOGECCTGATGCTGCAGECETITGACTGECIG
IGCEATGATET GEACGAGEECT GCARCEEOGECCT GATGCT GCAGECETITGACTGECIG
hkkkhkhhhhhhhhhhh ki h ke hhhhh ke hh kR h ke h ke h

300
300
300

380
360
360

540
540
540

a00
a00
a00

Figura 17: Alinhamento multiplo das trés sequencias do gene ¢pb de L. (V.) braziliensis
depositadas no banco de dados. Os asteristicos (*) representam os nucleotideos idénticos
em todas as sequencias do alinhamento. O alinhamento foi feito no programa ClustalW

(WWWw.expansy.org).
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Figura 18: Curvas de dissociacdo da PCR em tempo real utilizando SYBR green para gene
cpb obtidas a partir da temperatura de desnaturagdo dos produtos amplificados. O grafico
expressa a derivativa da curva de dissociacdo dos produtos amplificados a partir dos

iniciadores para o gene cpb demonstrando um tnico pico na temperatura de 83 °C quando
comparado ao controle negativo que nio apresenta pico de dissociag¢do. Esses resultados sdo
representativos de cinco experimentos independentes em duplicata com as trés passagens de

cultura.
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Figura 19: Quantificacdo do gene de cisteina-proteinase B (cpb) de Leishmania (V) braziliensis
por PCR em Tempo Real. Os produtos amplificados da reacdo PCR quantitativo foram obtidos a
partir dos cDNAs dos promastigotas de primeira (1p), quarta (4p) e sétima (7p). A reacdo foi
normalizada utilizando-se a alfa-tubulina, sendo os dados expressos por 2°2T (CT do gene CPB
— CT do gene alfa-tubulina). Estes resultados correspondem a média e o desvios padrdo de cinco

experimentos independentes (p < 0.05).
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Figura 20: Andlise das sequencias de aminoacidos de CPB originadas a partir das
sequencias depositadas no banco de dados. Os aminodcidos destacados em amarelo
apresentam glicosilacdo, a marcagdo em amarelo indicam os aminodcidos glicosilados; o
aminodcido dentro do quadrado indica o local de possivel ancoramento por GPI; e a seta
vermelha indica o local predito para a presenga do peptideo sinal.
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4 - Discussao

O estudo sobre as proteinases de parasitas do gé€nero Leishmania indica que € possivel
detectar estas enzimas diretamente do extrato total do parasita por ensaios de eletroforese através
da digestdo de substratos copolimerizados em gel de poliacrilamida. Ao longo de trés décadas de
estudos utilizando este método de andlise de proteinases sO foi possivel revelar metalo-
proteinases e cisteina-proteinases nestes protozodrios (Alves et al., 2004; Bouvier et al., 1995;
Cuervo et al., 2006; de Araujo Soares et al., 2003), que estas enzimas s@o predominantes nestes
parasitas. Enquanto metalo-proteinases sao encontradas em abundancia nas formas promastigotas
(Bouvier et al., 1985; Schneider et al., 1992), as cisteina-proteinases concentram-se nas formas
amastigotas (Mottram et al., 1997; North et al., 1990; Traub-Cseko et al., 1993). Nesse contexto,
os estudos de proteinases em cepas de L. (V.) braziliensis através dessa técnica, foram capazes de
detectar metalo-proteinases, sendo poucos os estudos que revelam a existéncia de cisteina-
proteinase nesta espécie de parasita (Alves et al., 1993). Entretanto, é necessdrio ter cautela ao se
analisar este tipo de eletroforese, pois a revelacdo da atividade enzimdtica € dependente de uma
série de fatores, os quais necessitam ser avaliados, tais como atividade enzimadtica, difusdo e
penetracdo do inibidor E-64 (Michaud, 1998).

Desta forma, decidimos adotar uma abordagem extrinseca ao sistema de enzimografia.
Nosso questionamento foi direcionado ao parasita e tentamos estudd-lo sob o ponto de vista
bioquimico. Assim, propomos detectar CPs em fracOes de proteinas de membrana em
promastigotas de uma cepa infectiva de L. (V.) braziliensis. Esta linha de pesquisa teve como
suporte os resultados prévios do nosso grupo que revelou pela primeira vez CPs em fracdes de
proteinas de membrana de uma cepa de parasita da mesma espécie (Alves et al., 1993).

Os avancos sobre o conhecimento de CPs de Leishmania spp. podem ser divididos em duas
frentes: a diversidade dos genes cpb nesse género e a influéncia dessas enzimas na interac@o entre
parasita e hospedeiro mamifero (Mottram et al., 2004). Contudo, as evidéncias bioquimicas de
CPs sdo pouco estudadas em cepas de L. (V.) braziliensis que s@o parasitas com baixa taxa de
multiplicagdo in vitro e in vivo, e estdo associados a leishamaniose cutaneo-mucosa (Smith et al.,
2007). Neste trabalho, mostramos que CPs de membrana ricas em manose podem ser detectadas
em promastigotas desse parasita e que métodos de concentragdo para a andlise quantitativa e
qualitativa individual dessas enzimas. Portanto, o desenho experimental proposto para o
isolamento de CPs de membrana em L. (V.) braziliensis foi parcialmente bem sucedido.

A sensibilidade destas enzimas ao inibidor E-64 foi um indicativo de que as preparacdes de

proteinas isoladas continham cisteina-proteinases. Ainda, as propriedades cataliticas de CPs
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foram confirmadas uma vez que estas enzimas hidrolizam o substrato pEFLpNan, que é um
substrato especifico para proteinases com grupamento tiol em seu centro ativo, como a papaina
(Carica papaya), ficina (Ficus carica) ou bromelina (Ananas comosus) (Filippova et al., 1984).
A hidrolise dos substratos com residuos de fenilalanina na posi¢cdo P2 é compativel com a
especificidade das proteinases com grupamento tiol. Além disso, nossos dados nos permitem
classificar essas enzimas como parte do grupo A das CPs, descrita por Robertson & Coombs
(1990), uma vez que elas sdo ricas em residuos de manose e ainda sdo previstos sitios de O-
glicosilagdo nas trés sequencias de CPB analisadas in silico.

Os parasitas ao longo do seu ciclo de vida estdo sujeitos a transformacdes consideraveis.
Esse ponto € de interesse especial no caso dos protozodrios parasitas do género Leishmania, que
ao longo do seu ciclo bioldgico sdo expostos a diferentes condi¢des dentro dos hospedeiros,
invertebrado e vertebrado. Os resultados de hidrélise desta enzima sobre a gelatina indicam o
potencial destas em agir sobre componentes da matriz extra-celular o que pode favorecer a
invasdo em ambos 0s hospedeiros. No ambiente do trato digestério do vetor, estas enzimas
atuariam na catdlise de vdarios substratos necessdrios a nutri¢do das formas promastigotas. No
hospedeiro vertebrado estas enzimas poderiam atuar no inicio da invasdo do sistema fagocitico
mononuclear. Neste caso € conhecido que CPs que hidrolizam o substrato pEFLpNan podem
inibir a biossintese de prostaglandinas proinflamatérias (Taussig, 1980) e reduzir a eficiéncia da
coagulacdo, agindo sobre o fibrinogénio (Livio et al., 1978).

O perfil de migracdo eletroforética destas proteinases foi caracterizado ao longo deste
trabalho. Os ensaios de eletroforese revelados por nitrato de prata indicaram um perfil simples de
massas moleculares das fracdes isoladas da coluna de DEAE-Sephacel, o que foi detectado
também pelos ensaios de enzimografia, sugerindo que as bandas de 63kDa e 43 kDa sdo as CPs
predominantes sensiveis a incubacdo com o E-64. Esses dados foram confirmados por
immunoblotting, utilizando antisoro policlonal mono-especifico anti-CPB, o que sugere que tais
proteinases sejam homolégas de CPBs de L. (L.)mexicana, como descrito para
L. (L.) amazonensis (Alves et al., 2005).

E importante ressaltar que essas massas moleculares predominantes podem ser relacionadas
aos dados ja descritos para CPs de outras espécies de Leishmania, como a forma precursora de
45 kDa de L. (L.) pifanoi (Duboise et al., 1994); as bandas de proteinases de 65 kDa de
promastigotas nao infectiva de L. (L). major like (Alves et al., 1993) e também, a proteina de

43 kDa previamente descrita para outra cepa de L. (V.) braziliensis (Alves et al., 1993).
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Um fato interessante, é que esta primeira etapa do nosso trabalho indicou a possibilidade
destas enzimas estarem na superficie celular das formas promastigotas. Geralmente no
fracionamento com TX-114, na fase detergente estdo presentes as proteinas de membrana
(Bordier, 1981), enquanto as que permanecem na fase aquosa sdo essencialmente hidrofilicas,
embora algumas excecdes tenham sido descritas (Maher & Singer, 1985; Pryde & Phillips, 1986).
Baseado nestas observagdes € possivel sugerir que as proteinas de membrana das formas
promastigotas de L. (V.) braziliensis eluidas da coluna de troca idnica estdo associadas as
membranas externa ou interna. Ainda € possivel inferir, que as proteinas de 63 e 43 kDa sdo
proteinas de membrana externa devido a presenca de residuos de manose, uma vez que estes
residuos de acucar sdo tipicos de muitas proteinas presentes na membrana externa (Gahmberg &
Tolvanen, 1996).

Como a compartimentaliza¢do celular de uma enzima pode estar diretamente relacionada
com sua fungdo bioldgica, estudos subseqiientes foram propostos para investigar a distribui¢ao
celular das proteinas homdélogas a CPB. Um outro indicativo da presenca de proteinas homoélogas
a CPB na superficie de promastigotas foi obtido através de ensaios de aglutinacdo direta, com
antisoro anti-CPB. Esse fato foi confirmado por ensaios de imunocitoquimica, utilizando o
mesmo antisoro que também foi capaz de revelar a presenca destas proteinas, ou polipeptideos
contendo epitopos idénticos, na superficie celular e em organelas intracelulares. Desta forma,
estes dados de localizacdo celular com base no reconhecimento imunoldgico das proteinas
homoélogas a CPB confirmam os achados bioquimicos da solubilidaede destas proteinas em TX-
114.

Embora, estes resultados corroborem com os achados em promastigotas de L. (L.) major,
L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis (Alves et al., 1993, 2000) que CPs podem ser proteinas
de membrana e integrais, € importante mencionar que outros autores reportam que diferentes CPs
estdo associadas a organelas internas da Leishmania e teriam propriedades hidrofilicas (Duboise
et al., 1994; Robertson & Coombs, 1990). A localizacao das CPs na superficie celular do parasita
nao € um fato muito demonstrado, visto que a rota conhecida para o direcionamento celular
destas enzimas, ndo prevé o enderecamento das mesmas para a superficie deste parasita. Embora
formas maduras dessas proteinases estejam geralmente confinadas a megassomos, em
amastigotas, supde-se que elas estejam localizadas nos lisossomos-tibulo multivesicular em
promastigotas (Leon ef al., 1994). O modelo de rota de direcionamento das CPs mais estudado é

o de L.(L.) mexicana. Sabe-se que esta rota € pouco usual, uma vez que envolve a bolsa flagelar e
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a via endossomal, e € direcionada por elementos seqiiéncias no pro-dominio (Brooks et al., 2000;
Huete-Perez et al., 1999; McConville et al., 2002).

Na superficie deste protozodrio, estas enzimas podem estar relacionadas com a nutri¢do,
invasdo de tecidos ou com o mecanismo de escape de defesa (McKerrow et al., 1993; Sajid &
McKerrow, 2002). No entanto, com os nossos dados ndo € possivel afirmar que estas enzimas
estdo ativas na superficie dos promastigotas. De qualquer forma, nossos resultados mostram que
ocorre reacdo imunoldgica cruzada entre o antisoro anti-CPB e proteinas homoélogas de
L. (V.) braziliensis. Provavelmente os complexos imunes detectados correspondem a maioria das
CPs identificadas em Leishmania (Duboise et al., 1994; Pupkis & Coombs, 1984; Robertson &
Coombs, 1990).

Adicionalmente, o tipo de marcacdo na superficie celular e na membrana da bolsa flagelar
indica que as proteinas homdlogas de CPB podem ser secretados pelo parasita. Esse fato foi
observado nesse trabalho através de andlises in silico, que indicaram a presenca de peptideo sinal
nas trés sequencias de CPB depositadas no banco de dados. A metalo-proteinase gp63 € a tnica
proteinase de supeficie Leismnania spp descrita como secretada (McGwire et al., 2002). Nao
obstante as CPs serem enzimas secretadas por vdrios protozodrios parasitas (McKerrow et al.,
1993), no momento, ndo € possivel afirmar que as proteinas homélogas a CPB descritos neste
trabalho estao sendo secretados pelas promastigotas de L. (V.) braziliensis

De uma maneira geral, a membrana plasmatica de protozodrios parasitas como Leishmania
sdo altamente especializadas, com uma fina camada de glicoconjugados e glicoproteinas atuando
como fator de viruléncia (Ilg et al., 1999a; McConville et al., 1993; Naderer et al., 2004; Turnock
& Ferguson, 2007). Dentre estes glicoconjugados e glicoproteinas destacam-se a gp63,
lipofosfoglicanos e glicoinositol fosfolipideos de Leishmania spp. (Alexander et al., 1999;
Frommel et al., 1990). A maioria dessas macromoléculas de superficie é fixada a membrana
plasmética através de ancora GPI (Ferguson, 1999), o que também parece ser verdade para
algumas isoformas homoélogas a CPB, como demonstrado nesse trabalho através de ensaios in
silico de predicdo da presenca de ancora GPI e nos ensaios de citometria. Nesse caso, o
tratamento de promastigotas com PLC afeta o reconhecimento (31%) do antisoro anti-CPB. O
que foi confimado, uma vez que a PLC atuou na perda da estabilidade do ancoramento a
membrana das proteinas de 63 kDa e 43 kDa. Estes polipeptideos estdveis em solucdo aquosa
expdem o epitopo inositol 1,2 monofosfato, que foram revelados com os antisoros anti-CPB e

anti-CRD, respectivamente.
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Um dado interessante obtido neste estudo foi a detec¢do de um polipetideo de 120 kDa que
também mostrou-se estdvel em solucdo aquosa apds tramento com PLC, sendo reconhecido
apenas pelo antisoro anti-CRD. Este achado € indicativo que este poliptideo também esta
ancorado por GPI a superficie da membrana celular dos promastigotas de L. (V.) braziliensis. Até
o momento, as fosfatases dcidas sdo as proteinas de superficie celular de Leishmania spp que
apresentam massa molecular de 120 kDa (Shakarian & Dwyer, 2000). No entanto, nenhuma
correlagdo pode ser feita entre as fosfatases dcidas e os nossos dados, sendo necessdrios estudos
futuros para maiores informagdes sobre sobre este polipeptideo.

Os nossos dados de ancoramento das bandas de 63 kDa e 43 kDa foram confirmados pelos
ensaios de lipid rafts soliveis a 37 °C. Esses fornecem evidéncias preliminares que isoformas de
CPB de 63 kDa e 43 kDa podem ser encontradas em regides de membrana resistentes a
detergente (‘“‘detergent resistant membrane”- DRM), que podem concentrar glicoconjugados GPI-
ancorados (Denny et al., 2001). A propriedade dos DRMs/lipid rafts é relacionada também com o
comportamento diferencial, quando extraidas com 1% de TX-100, com variacdo de temperatura.
Especificamente, algumas proteinas associadas aos lipids rafts sdo resistentes a extracdo a 4°C,
porém sdo eficientemente solubilizadas em altas temperaturas (Brown & Rose, 1992).
Geralmente, proteinas associadas as membranas apresentam ancoras com cadeias aciladas
saturadas, sendo também GPI ancoradas ou modificadas com 4cidos graxos miristicos e ou
palmiticos, como a gp63 GPI ancoradas e LPG segregadas em DRMs de Leishmania (Denny et
al., 2001). Assim, provavelmente algumas das isoformas das proteinas homologas a CPB de
63 kDa e 43 kDa podem ter a estrutura molecular de ancoramento semelhante a gp63 e a LPG de
Leishmania.

O conjunto de resultados apresentados € indicativo da localizag@o de proteinas homdlogas a
CPB na superficie do parasita e sugere que isoformas destas proteinas sdo covalentemente ligadas
a lipidios de membrana, gerando dominios alternativos de membrana para ancoramento dessas
proteinases no parasita, como ocorre em eucariotos (Lalanne et al., 2004). As implica¢des da
presenca dos lipids rafts CPB-GPI ancoradas a superficie da L. (V.) braziliensis, podem estar
relacionadas com micro-dominios na membrana plasmadtica envolvidos no sitio de adesdo e
reconhecimento, sinal de transdu¢do (Denny et al., 2001) e ainda podem funcionar no trafico
através da vias endociticas e secretdrias (Brown & London, 1998).

Uma vez confirmado que proteinas homoélogas a CPB estdo presentes na superficie celular
dos promastigotas de L. (V.) braziliensis, a continuidade deste estudo foi investigar a estabilidade
da expressdo destas proteinas na superficie celular do protozodrio. Interessantemente, os
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experimentos de citometria de fluxo conduzidos com promastigotas pré-fixadas indicaram um
decréscimo da intensidade de fluorescéncia (= 2,4X) nas preparacOes de parasitas de quarta
passagem. De uma maneira geral, os componentes de superficie de Leishmania spp relacionados
com a viruléncia tém a expressdo diminuida, ou estrutura molecular modificada, quando os
parasitas sdo mantidos em cultivo in vitro (Ramamoorthy et al., 1992; Turco & Descoteaux,
1992). Como as CPBs também sao fatores de viruléncia diretamente relacionados com a
adaptacdo da Leishmania spp no hospedeiro vertebrado, seja na modulacdo da resposta imune
ceular (Alves et al., 2004) ou ainda na sobrevivéncia do protozodrio nos macréfagos (Mottram et
al., 2004; Mundodi et al., 2005), € possivel que na manutenc¢do dos promastigotas in vitro ocorra
uma diminui¢@o da expressao das proteinas homoélogas a CPB de superficie celular deste parasita.

As sucessivas passagens em cultura dos promastigotas de L.(V).braziliensis parece
influenciar na atividade enzimatica de CPs, similar ao fendmeno de decaimento do
reconhecimento imunolégico das proteinas homoélogas a CPB na superficie do parasita. O que foi
constatado com a diminuic¢do da taxa de hidrdlise do substrato pEFLpNan pelas preparacoes de
proteinas de promastigotas das trés passagens sussessivas: primeira, quarta e sétima. Assim, a
quantificacdo da atividade enzimatica em diferentes passagens de promastigotas também indicou
que estas enzimas estdo sendo diferentemente expressas.

Um fato curioso observado nesta etapa do estudo foi a queda da eficiéncia inibitéria de E-
64 sobre a atividade total de CPs nas preparacdes de proteinas obtidas da quarta (54%) e sétima
(52%) passagens dos promastigotas, quando comparado com as preparacdes de primeira
passagem (96%). Este achado pode significar que as proteases expressas pelos promastigotas ao
longo das passagens sucessivas ndo sdo totalmente semelhantes sob o ponto de vista dos
mecanismos cataliticos. Um passo fundamental a compreensao deste fendmeno seria proposi¢ao
de um estudo com um painel de substratos e inibidores de CPs, o que nos permitiria entender que
tipo de CPs sdo expressas quando este parasita é submetido a diferentes passagens em cultivo.
Este é um problema biolégico muito complexo de se estudar em preparacdes com misturas de
proteinas devido a dificuldade de se controlar a quantidade das enzimas nas preparagdes, o que
foi o caso das nossas andlises.

As 87 familias de cisteina-proteinases descritas sdo organizadas com base na composic¢ao de

aminodcidos e na composi¢do do centro catalitico destas enzimas (http://merops.sanger.ac.uk/),

significando uma micro-heterogenidade que determina a preferéncia de catdlise das ligacdes
peptidicas, e, por conseguinte da acdo de inibidores sobre os diferentes membros das familias.

Neste contexo, sabe-se que o E-64 - uma molécula organica relativamente simples — é um
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inibidor irreversivel especifico de diversas CPs como a catepsina K, catepsina B, catepsina H,
actinidina, calpaina entre outras (Lecaille er al., 2002). No entanto, alguns ort6logos de CPs sdao
fracamente inibidos, ou ainda, ndo sdo inibidos pelo E-64 como a bromelina (Harrach, 1998) e a
falcipaina 1 (Goh, 2005), respectivamente. Assim, € possivel que CPs diferentes dessas passem a
ser expressas quando os promastigotas sdo submetidos a cultivos sucessivos.

Ainda que os estudos de reconhecimento imunolégico e de atividade enzimdtiva propostos
neste trabalho sejam esclarecedores de que as CPs estdo presentes e ativas em L.(V).braziliensis,
estes dados foram corroborados com a constatacdo de que os genes cpb estdo sendo transcritos
nestes parasitas. Este fato foi comprovado com os ensaios de detec¢do de transcritos de cpb em
preparacdes de RNA total dos promastigotas apds passagens em cultivo. O sequenciamento dos
cDNas de cpb de L. (V.) braziliensis obtidos pela RT-PCR convencional apds primeira, quarta e
sétima passagens em cultivo revelou uma identidade de 86% com cps de outras espécies de
Leishmania e 98% de homologia com cpb de L. (V.) braziliensis.. As andlises de comparacdo de
seqiiéncias foram feitas através do algoritmo BLAST.

Neste estudo de quantificagdo de transcritos do gene de cpb, o gene normalizador
selecionado foi importante. A selecio de um gene enddgeno controle implica em uma avaliagdo
cuidadosa da expressdo do mesmo em relagdo ao tipo de célula e a situacdo experimental sobre a
qual vai ser realizada a investigacdo (Thellin ez al., 1999). Sendo assim, investigamos a expressao
de alfa-tubulina, como gene controle interno (constitutivo) para estudos de expressdo génica em
promastigotas de L.(V).braziliensis pelo método RT-PCR quantitativo. A andlise da expressio
diferencial do gene cpb pdde ser comparada com os resultados obtidos pelo gene constitutivo.

Nos estudos de detec¢do de transcritos de cpb foi detectado o aumento do nivel da
expressdo relativa deste gene, ao longo das sucessivas passagens em cultura. Uma possivel
explicacdo para este fato seria a existéncia de multiplos genes cpb. Em L. (V.) braziliensis sdo
descritos somente trés copias do gene cpb, cujas funcdes bioldgicas ainda ndo sdo conhecidas

(www.genedb.org). Isso sugere que as isoformas de CPB individualmente possuem papéis

distintos na interagdo parasita-hospedeiro. Provavelmente, o constante cultivo in vitro dos
promastigotas seja favoravel a indugdo da expressdo dos genes cpb, essencial a esta condi¢do do
parasita. Como os iniciadores foram projetados para detectar uma regido comum aos genes cpb,
ndo foi possivel inferir quais das trés cOpias deste gene estavam com sua expressdao aumentada.
De qualquer forma € possivel sugerir que as isoformas de CPB individualmente exer¢cam papéis
distintos ao longo do ciclo de vida deste protozodrio, sendo alguns genes cpb sintetizados em

circunstancias especiais - apenas quando necessarios. Este tipo de expressdo regulada € um fato
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notério para outros genes de Leishmania spp (Folgueira & Requena, 2007; Omara-Opyene &
Gedamu, 1997; Somanna et al., 2002).

Adicionalmente, em tripanossomatideos os genes codificadores de proteinas estdo
organizados em tandem separados por regides intergénicas curtas, e sdo transcritos em longas
subunidades policistronicas (Johnson et al., 1987). Dessa forma, € possivel que a quantidade de
transcritos de cpb vista nas preparacoes de RNA total dos promastigotas nas diferentes passagens
nao reflita a quantidade real de CPB presente em L. (V.) braziliensis (McNicoll et al., 2006). Os
tripanossomatideos possuem regulacdo génica principalmente, se ndo exclusivamente no nivel
pos-transcricional, e dessa forma € de extrema importancia o estudo do processamento de RNA
nestes organismos (Horn, 2008). Em contrapartida, nossos resultados mostraram que ocorre
também uma regulacdo poés-traducional, j4 que houve um aumento na expressdo de produtos
traduzidos ao longo das passagens. As unidades de RNA policistronicas sdo processadas através
de reagdes de trans-splicing e poliadenilagdo para dar origem aos RNAs mensageiros maduros
monocistronicos. O trans-splicing é uma reagcao de processamento de RNA na qual seqiiéncias de
duas moléculas separadas sdo associadas para formar um mRNA maduro. Assim os genes cpb
originados de uma mesma unidade transcricional podem mostrar grandes diferengas no padrao de
expressdo da CPB, como descritos para outros genes desta familia de parasitas (Pays & Nolan,
1998).

Embora esses parasitas tenham distribui¢do em varios paises do continente Sul Americano,
fundamentalmente circulam entre hospedeiros vertebrados e invertebrados. Dessa maneira, a
exposi¢do do parasita a diferentes ambientes em condi¢des adversas (trato digestdrio inseto vetor e
fora e dentro das células do hospedeiro mamifero) influencia a expressao de proteinas especificas
que auxiliam a sua sobrevivéncia na nova condi¢@o a qual é submetido (Smith et al., 2007). Desta
forma € valido pensar que CPB de membrana estariam envolvidas no inicio da dinimica de
interacdo que se estabelece entre a L. (V.) braziliensis e os seus hospedeiros, o que pode ter
contribuido com o sucesso adaptativo deste parasita. Estamos certos que o nosso esforco em
evidenciar CPB de L. (V.) braziliensis possa contribuir no entendimento das interacdes finas e
vitais que se estabelecem entre este parasita e os seus hospedeiros e com isso sugerir novas alvos

para controle da doenga em nossas areas endémicas.
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7- Conclusoes

Com o desenho experimental proposto foi possivel isolar uma fragcdo enriquecida de cisteina-
proteinases der membrana contendo residuos de manose de promastigotas de uma cepa

infectiva de L. (V.) braziliensis.

Os ensaios bioquimicos propostos indicaram que as proteinas majoritarias de 63 kDa e 43kDa
com residuos de manose estao presentes neste parasita, e ambas possuem potencial de catdlise
sobre o substrato complexo (gelatina) e um sintético (pEFLpNan) em pH neutro. Estas
enzimas mostraram-se sensiveis a presencga do inibidor especifico para cisteina-proteinase, E-

64.

O antisoro anti-CPB mostrou ser uma ferramenta util para identificacdo de cisteina-
proteinases B nas formas promastigotas de L. (V.) braziliensis. Estas enzimas sdo homoélogas
a cisteina-proteinases B de L. (L.) mexicana, o que indica que ambas podem partilhar algumas

propriedades estruturais.

A localizag¢do das proteinas homoélogas a cisteina-proteinase B de L. (V.) braziliensis ndo é
homogénea. Estas proteinas sdo expressas na superficie celular e em organelas intracelulares

do promastigota.

O conjunto de dados obtidos até o momento sugere que algumas isoformas de proteinas
homoélogas a CPBs podem ser ancoradas por GPI a lipidios resistentes a extracdo com

detergente.

Atividade enzimadtica de cisteina-proteinase total parece estar diminuida quando o protozodrio

€ submetido a cultivos in vitro sucessivos.

A quantidade de transcritos do gene cpb aumenta quando o parasita € submetido a cultivos

SuCessivos.
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