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Resumo 
  
No presente trabalho foram detectadas cisteína-proteinases (CPs) em promastigotas infectivas de 

Leishmania (Viannia) braziliensis. A estratégia de purificação consistiu na associação do método 

de extração 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 

majoritário de atividade enzimática na presença do substrato pEFLpNan (165 x 10-32  µM de 

pNan/minuto) para cerca de 1010 parasitas, coincidente com o pico majoritário da proteína eluído 

da coluna de troca iônica. A análise por SDS-PAGE do material eluído da coluna de troca iônica 

mostrou quatro principais bandas de proteínas com massas moleculares relativas de 63, 43, 30 e 

27 kDa. Os ensaios da atividade enzimática após eletroforese mostraram que as bandas de 63 kDa 

e 43 kDa, hidrolisam substratos como gelatina em pH 7,0 e são sensíveis à presença de E-64. 

Além disso, as duas enzimas são capazes de hidrolisar o substrato pEFLpNan: 63 kDa 

(2,2 ± 0,3 µM de pNan/minuto) e 43 kDa (0,05 ± 0,2 µM de pNan/minuto), e são inibidas por 

10μM  E-64 (47 % e 36 %, respectivamente). Os ensaios de reconhecimento imunológico 

utilizando um anti-soro policlonal específico contra cisteína-proteinase B [anti-CPB de L. (L.) 

mexicana] revelaram que as enzimas de 63 kDa e 43kDa são reconhecidas por este anti-soro. Os 

experimentos de aglutinação, citometria de fluxo e imunocitoquímica utilizando esse mesmo 

antisoro revelaram que homólogos de CPBs estão localizados na superfície da membrana de 

promastigotas. Além disso, a incubação dos promastigotas com fosfolipase C (PLC) reduziu o 

número de células positivas para os homólogos 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 proteínas são 

ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (GPI) à membrana plasmática. Também observamos que 

os homólogos de CPBs são presos a membrana por âncora GPI e se concentram em plataformas 

lipídicas. Nós observamos que as proteínas homólogas a CPB não permanecem estáveis na 

superfície da membrana quando os parasitas são mantidos em culturas sucessivas, assim como a 

atividade enzimática total sobre o substrato pEFLpNan é alterada. Mostramos ainda  através da 

técnica RT-PCR em tempo real um aumento da transcrição de cpb de L. (V.) braziliensis quando 

os parasitas foram submetidos a culturas sucessivas. De uma forma geral os dados apresentados 

suportam a hipótese de que o parasita estudado apresentam CPs de membrana ativas, além de 

homólogos 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 10-32 µM of 

pNan/minute) in over 1010 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 µM 

of pNan/minute) and 43 kDa (0,05 ± 0,2 µM 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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Rebello, K.M. 

II--  IInnttrroodduuççããoo  

1.1- Considerações Gerais sobre as leishmanioses 

As leishmanioses fazem parte de um grupo de doenças com vasta distribuição geográfica, 

principalmente nas regiões de clima tropical e subtropical (Ashford, 2000; Murray et al., 2005). 

Esta vasta distribuição é associada à diversidade dos insetos flebotomíneos vetores e das 

espécies de Leishmania. A doença apresenta várias manifestações clínicas agrupadas em duas 

categorias: Leishmaniose tegumentar (LT) e Leishmaniose visceral (LV) (Desjeux, 2004). No 

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

Tegumentar Americana (LTA) e Leishmaniose Visceral Americana (LVA). 

Os insetos vetores são classificados como pertencentes ao gênero Phebotomus no Velho 

Mundo (Europa, Ásia e África) ou pertencem ao gênero Lutzomyia no Novo Mundo (Américas). 

Acometem animais silvestres e domésticos (zoonose) e também o homem, o qual também pode 

ser considerado agente disseminador da doença (antroponose) (Ashford, 2000). 

Mundialmente, cerca de 12 milhões de pessoas estão infectadas com Leishmania e dois 

milhões de novas infecções são relatadas anualmente (WHO, 2004); no entanto, apenas 600 mil 

casos são registradas oficialmente. Esta subestimativa está relacionada com o fato de que as 

notificações são obrigatórias em apenas 33 dos 88 países acometidos pela doença sendo que, 

desse total 72 estão em desenvolvimento e somente 16 são desenvolvidos.  

No Brasil, além de serem descritas as duas formas clínicas da doença, várias espécies de 

Leishmania podem ser encontradas, o que constitui um quadro endêmico com características 

próprias das nossas questões de Saúde Pública. A incidência da LVA e LTA vem aumentando 

nos últimos dez anos, com descrição em áreas urbanas de importantes cidades brasileiras. O 

maior número de casos registrados de leishmaniose são nas regiões Norte e Nordeste. A crescente 

expansão da doença em todo o território brasileiro atrelada aos sub-registros de casos impede o 

conhecimento do verdadeiro número de indíviduos infectados (Desjeux, 2004). 

As diversas espécies de Leishmania são classificadas em dois subgêneros, de acordo com a 

localização do parasita no tubo digestivo do hospedeiro invertebrado: Viannia, na qual os 

parasitas se desenvolvem nas regiões anteriores e posteriores do intestino médio anterior e do 

intestino médio posterior (região peripilária) e Leishmania, os parasitas se desenvolvem somente 

na região anterior e posterior do estômago do flebotomíneo (região suprapilária) (Lainson, 1972; 

1987a; Saf'janova, 1982; Correa et al., 2005). 
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No território brasileiro a LVA é uma zoonose causada pela Leishmania (Leishmania) 

infantum chagasi que posssui como principal reservatório silvestre a raposa, e domiciliar o cão. É 

uma doença endêmica, e ocorrem surtos com alguma freqüência. Está presente em 17 dos 27 

estados da federação, atingindo quatro das cinco regiões brasileiras. Sua maior incidência 

encontra-se no Nordeste com 92 % do total de casos. É uma doença de distribuição 

primariamente rural, porém encontra-se em franca expansão para focos urbanos (Rangel & 

Lainson, 1988; Rangel, 2003). A urbanização das leishmanioses no país é um problema de saúde 

pública e, nas últimas décadas, ocorreram surtos em várias 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 doença endêmica 

em várias regiões desse continente, sua real prevalência não se encontra estabelecida, em virtude 

de alguns fatores, como sub-registros de dados e variações de resposta do hospedeiro (Shaw, 

2007).  

A incidência de LTA no Brasil tem aumentado e surtos epidêmicos têm ocorrido nas 

regiões Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e na região Amazônica (Guerra et al., 2006), sendo 

nessa última relacionados ao processo predatório de colonização das florestas (Chagas, 2006). A 

importância dessa doença não reside somente na sua alta incidência e ampla distribuição 

geográfica caracterizando um problema de Saúde Pública, mas também na possibilidade de 

assumir formas que podem determinar lesões destrutivas e desfigurantes no homem. Até o ano 

passado, a única espécie relacionada aos casos de LTA no Rio de Janeiro foi Leishmania 

(Viannia) braziliensis, quando foi então descrito o primeiro relato de leishmaniose cutâneo difusa 

por Leishmania (Leishmania) amazonensis (Azeredo-Coutinho et al., 2007) (Figura 1). 

No Rio de Janeiro, casos autóctones e epidemias de leishmaniose tegumentar vêm sendo 

registrados desde o início do século XX. Estas epidemias podem ser explicadas pelo processo de 

ocupação de áreas florestais para a formação de espaço urbano, como em Jacarepaguá 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 

Município do Rio de Janeiro, o que demonstra que a doença permanece ativa nessa área (de Pita-

Pereira et al., 2005).  

Assim, as leishmanioses são doenças em franca expansão e ainda sem um controle efetivo no 

Brasil. O tratamento da doença ainda é um desafio, pois as drogas disponíveis apresentam elevada 

toxicidade (Ameen, 2007) e os tratamentos existentes não são totalmente eficazes (Croft et al., 

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

Uma vacina ou um quimioterápico eficiente e com baixa toxicidade, sem dúvida seriam a melhor 

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

Nesse contexto, os estudos sobre as proteínas desse protozoário são de notável relevância, 

uma vez que podem esclarecer aspectos das interações entre o parasito e seus hospedeiros, 

revelando novos alvos de ação sobre a cadeia de transmissão da doença, em ambos os 

hospedeiros: vertebrado e invertebrado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 : Distribuição geográfica das principais espécies de Leishmania dermotrópicas
no Brasil (Adaptado de Marzochi & Marzochi, 1994; revisado Tojal as Silva AC et al., 
2006).
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1.2- Breve histórico da doença 

A Leishmaniose Tegumentar (LT) é uma doença que acompanha o homem desde a 

Antigüidade, existindo relatos e descrições encontrados na literatura desde o século I (Camargo, 

2003). Nas Américas, foram encontradas cerâmicas pré-Incas, datadas de 400 a 900 anos d.C. que 

apresentavam mutilações de lábios e nariz, características da espúndia, hoje conhecida como 

leishmaniose cutânea-mucosa (Rabello, 1925b; Lainson, 1987c). Tal fato é indicativo de uma 

possível origem autóctone da doença no continente americano (Figura 2). Em estudos de 

Paleomedicina foram descobertas múmias com lesões de pele e mucosas características da 

leishmaniose (Santos, 1994). 

A primeira referência de LT no Brasil encontra-se no documento da Pastoral Religiosa 

Político-Geográfica de 1827, citado no livro de Tello intitulado “Antiguidad de la Syfilis en el 

Peru”, onde é relatada a viagem de Frei Dom Hipólito Sanches de Fayas y Quiros de Tabatinga 

(AM) até o Peru, percorrendo as regiões do vale amazônico (Rabello, 1925a). A natureza 

leishmaniótica das lesões cutâneas e nasofaríngeas só foram confirmadas muitos anos depois por 

(Lindenberg, 1909), que observou formas de Leishmania, idênticas a Leishmania (L.) tropica já 

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 etiológico da leishmaniose no Brasil, sendo mais 

conhecida por denominações populares como “úlcera de Bauru”, “ferida brava” ou “nariz de 

tapir” (Silveira, 1997). 

No Brasil, até a década de setenta, todos os casos de LT eram atribuídos a L. (V.) 

braziliensis. Com o aprimoramento das técnicas de análise e intensificação dos estudos 

ecológicos e epidemiológicos, outras espécies foram descritas sendo registradas até o momento 

oito espécies causadoras da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), são 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 então era denominada 

"ponos" ou "hapoplinakon". Foi na Índia 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 

pigmentação da pele ocorrido durante a doença (Marzochi et al., 1981). 

 



 

 5 

Rebello, K.M. 

Existe uma grande polêmica em torno da origem da Leishmaniose Visceral (LV) no Novo 

Mundo. É discutido se a doença foi introduzida recentemente, na época da colonização européia e 

causada pela L. (L.) infantum, juntamente com a introdução dos canídeos, devendo a espécie ser 

classificada como L. (L.) chagasi. Os achados de altas taxas de infecção em canídeos originários 

da Amazônia sugerem a origem autóctone (Lainson et al., 1987). Atualmente estas duas espécies 

são caracterizadas como uma única 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 após viajar para o Mato Grosso, adoeceu. No entanto, os 

estudos sobre a distribuição geográfica da leishmaniose foram ocorrer em 1934, por Penna, um 

patologista do Instituto Oswaldo Cruz, que iniciou os estudos sobre a distribuição geográfica da 

Leishmaniose Visceral nas Américas, quando comprovou parasitologicamente, 41 casos dentre as 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Imagem de uma cerâmica pré – Inca exibindo mutilização do 

nariz e lábio superior, lesões típicas de leishmaniose cutânea-mucosa

(Altamirano-Enciso et al., 2003).
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1.3- O parasito 

A Leishmania é um protozoário parasita que apresenta duas formas biológicas 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 é alongada e extracelular, com dimensões de 15 - 30 µm de comprimento por 

2 - 3 µm de diâmetro, apresentando um núcleo central, um cinetoplasto anterior ao núcleo e um 

flagelo longo e livre emergindo da bolsa flagelar na extremidade anterior. No vertebrado, a forma 

encontrada é a amastigota, que é arredondada e intracelular, com 2 - 6 µm de diâmetro, contendo 

um núcleo deslocado para a porção anterior, acima do cinetoplasto, próximo 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 só conseguem ser 

mantidas in vitro em cultura de células infectadas e in vivo por infecção de animais experimentais 

(Berens & Marr, 1979). Ainda é possível obter formas similares às amastigotas por diferenciação 

in vitro, a partir de promastigotas submetidos às condições especiais de cultivos (pH 5,5 a 32°C), 

denominadas amastigotas axênicas (Pan, 1984; Bates, 1993; Cysne-Finkelstein et al., 1998).  

Ainda existe um grupo distinto, na qual as espécies responsáveis por infectar répteis se 

enquadram no gênero chamado de Sauroleishmania, que tem sido confirmado por critérios 

bioquímicos e moleculares e hoje é adotado por vários autores (Cupolillo et al., 1998; Cupolillo 

et al., 2000; Cupolillo et al., 2001).  

Estudos mais recentes sugerem a separação destes protozoários em duas linhagens genéticas 

distintas: as “seções” Euleishmania e Paraleishmania. A primeira compreende parasitas dos sub-

gêneros Viannia e Leishmania; a segunda abrange o gênero Endotrypanum (parasitas que 

infectam hemácias de preguiças na forma tripomastigota e epimastigota, quando dentro de 

flebotomínios e em meio de cultura assumem a forma promastigota) (Shaw, 1964; Shaw, 1992; 

Barbosa et al., 2006). 

Os protozoários pertencentes aos dois sub-gêneros acometem o homem nas regiões 

tropicais e subtropicais do Velho e do Novo Mundo e determinam doenças que apresentam ampla 

distribuição geográfica. Nas Américas são reconhecidas atualmente quatorze espécies 

dermotrópicas de Leishmania causadoras de doença 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 dermotrópicas causadores de doença em humanos 
nas Américas dos subgêneros Viannia e Leishmania. 

      Subgênero Viannia 

(Lainson & Shaw, 1972) 
Distribuição geográfica 

L. (V.) braziliensis  

 Vianna, 1911 

América do Sul, América Central e 
México 

L. (V.) peruviana 

  Velez, 1913 
Peru 

L. (V.) guyanensis  

 Floch, 1954 
América do Sul 

L. (V.) panamensis 

Lainson & Shaw, 1972 
América Central e América do Sul 

L. (V.) lainsoni 

  Silveira et al, 1987 
América do Sul 

L. (V.) shawi  

(Shaw et al, 1991 
Região Amazônica e Pará 

L. (V.) naiffi 

Lainson et al., 1990 
Região Amazônica e Pará 

L. (V.) colombiensis  

Kreutzer et al., 1991 
Porção Norte da América do Sul 

L. (V.) equatorensis 

 Grimaldi et al., 1992 
Equador 

L. (V.) lindenbergi  

Silveira et al., 2002 
Estado do Pará 

Subgênero Leishmania 
(Saf’janova, 1982) 

Distribuição geográfica 

L. (L.) mexicana  

 Biagi, 1953 
México e América Central 

L. (L.) amazonensis  

Lainson & Shaw, 1972 

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

L. (L.) venezuelensis  

 Bonfante-Garrido, 1980 
Porção Norte da América do Sul 

L. (L.) pifanoi  

Medina & Romero, 1959 
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 posição sistemática em 

termos taxonômicos (Tabela II): 

 

 

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 

FAMÍLIA Trypanosomatidade, Doflein, 1901 

GÊNERO Leishmania, Ross, 1903 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela II: Classificação taxonômica de Leishmania spp. 
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1.4- Ciclo Biológico da Leishmania spp. 

O modo mais comum de transmissão da leishmaniose ocorre através da picada de espécies 

de flebotomíneo dos gêneros Phebotomus (no Velho Mundo) e Lutzomyia (no Novo Mundo) 

(Yuong & Ducan, 1994; Killick-Kendrick, 1999) (Figura 3). Os flebotomíneos são insetos 

dípteros, que pertencem à família Psychodidae e são incluídos na sub-família Phlebotominae.  

Cerca de 800 espécies de flebótomos estão descritas, sendo que 400 destas ocorrem nas Américas 

(Yuong & Ducan, 1994). Estudos indicam (Lainson, 1987b) a existência de grupos de vetores 

intimamente ligados à transmissão de uma determinada espécie de Leishmania (espécie-

específica) (Tabela III). 

A infecção no hospedeiro vertebrado ocorre através da picada da fêmea hematófaga 

infectada, durante o seu repasto sanguíneo em representantes da classe Mammalia susceptíveis à 

infecção, notadamente as espécies incluídas nas ordens Rodentia, Canidea, Marsupialia e Primata. 

De uma maneira geral os canídeos podem ser relacionados com o ciclo domiciliar e 

peridomiciliar, enquanto que os roedores e marsupiais participam da manutenção do ciclo silvestre 

(Lainson et al., 1992; Saliba & Oumeish, 1999). Além disso, os canídeos silvestres são 

classicamente descritos como reservatórios da L. (L.) infantum chagasi (Deane & Deane, 1954; 

Deane, 1961).  

O vetor inocula cerca de 100-1000 formas promastigotas metacíclicas no tecido subcutâneo 

(Warburg & Schlein, 1986; Sacks, 2001; de Almeida et al., 2003), e essas então infectam as 

células do sistema fagocítico mononuclear (Dominguez & Torano, 2001). Este primeiro contato é 

mediado por moléculas da superfície do parasito, em geral glicoconjugados, que irão definir o 

sucesso da infecção 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 

macrófagos por meio de diversos receptores celulares, sendo subseqüentemente fagocitadas e no 

interior destas células ficam em vacúolos. Posteriormente, os lisossomos, contendo hidrolases que 

têm como função a digestão, se fundem ao vacúolo contendo o parasita, formando o vacúolo 

parasitóforo (Russel, 1995). Por um mecanismo ainda desconhecido, os parasitos sobrevivem à 

ação digestiva das hidrolases ácidas, e se transformam em formas amastigotas, que são as formas 

arredondadas com seu flagelo internalizado. Estas então se multiplicam intensamente por fissão 

binária e rompem as células hospedeiras para então infectarem outras células mononucleares. 

Outras vias também foram descritas para o mecanismo de evasão do parasito, como o 

desenvolvimento de estratégias de detoxificação que incluem a produção de moléculas inibitórias 

específicas como catalases, novos agentes redutores e inibidores de proteína quinases 
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(Cunningham, 2002). Quando a célula hospedeira está demasiadamente parasitada, há o 

rompimento da membrana plasmática e as formas amastigotas disseminam-se infectando novas 

células. 

O flebotomíneo ao fazer o repasto sanguíneo em um hospedeiro vertebrado previamente 

infectado ingere juntamente com o sangue, macrófagos contendo as formas amastigotas e/ou as 

formas amastigotas livres. Durante o trajeto pelo trato digestório do hospedeiro invertebrado 

macrófagos se rompem liberando as formas amastigotas. Dentro do intestino do inseto é formada 

uma rede fibrosa, composta por quitina e diversas proteínas associadas à membrana peritrófica, 

onde ocorre a diferenciação de amastigota para promastigotas procíclicos (ovóides com flagelo 

curto e pouco móveis) (Pimenta et al., 1997; Sacks, 2001; Soares et al., 2005). De 36 - 60 horas 

após o repasto, as formas promastigotas procíclicas se multiplicam intensamente, entre 60-72 

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

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

infecção todo o bolo alimentar já foi eliminado e os promastigotas procíclicos se diferenciam em 

promastigotas metacíclicos (Sacks, 1989). 

O processo de transformação das formas promastigotas procíclicas para metacíclicas é 

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

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

2005). Os promastigotas metacíclicos migram então para o esôfago, faringe e se alojam na 

probóscide do vetor, bloqueando a entrada de sangue quando um novo repasto sanguíneo ocorre. 

Uma contração do músculo da probóscide faz com que o flebotomíneo regurgite o sangue recém 

ingerido contendo promastigotas metacíclicos (Kamhawi, 2006). 

Outras formas de transmissão raras já foram relatadas, são elas: através da placenta 

(Meinecke et al., 1999), pelo sêmen (Symmers, 1960), agulhas infectadas (Amela et al., 1996) e 

através da transfusão de sangue (Cohen et al., 1991; Luz et al., 1997; Dey & Singh, 2006). 
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Figura 3: Ciclo Biológico da Leishmaniose. No ciclo peri-urbano e urbano, as fêmeas 
infectadas podem transmitir as formas metacíclicas ao homem e animais domésticos (1).
As formas flageladas são infectam as células do sistema fagocítico monuclear (2), e 
dentro dessas células sofrem diferenciação, transformando-se em amastigotas (3). As 
formas amastigotas se multiplicam intensamente e induzem rompimento das células 
infectadas (4), ficando livres na corrente sanguínea podendo infectar novas células. 
Quando um díptero não infectado faz repasto sanguíneo no hospedeiro vertebrado 
infectado (5) ele ingere juntamente com o sangue células contendo formas amastigotas
(6) que irão sofrer metaciclogênese e se multiplicar no trato digestório do díptero (7),
migrando posteriormente para a probóscide do vetor.
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Tabela III: Principais espécies de Leishmania dermotrópicas 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 clínicas da leishmaniose 

Na relação parasito-hospedeiro, aspectos inerentes a ambos vão delinear a infecção 

resultante e sua evolução. As leishmanioses não são entidades patológicas únicas, constituindo-

se, na verdade, em um largo espectro de doenças causadas por Leishmania spp, cujas 

manifestações clínicas vão depender de complexas interações resultantes da invasividade, 

tropismo e patogenicidade de cada espécie do parasito, assim como da suscetibilidade genética e 

imunológica do hospedeiro (Herwaldt, 1999). 

As formas clínicas da leishmaniose podem ser agrupadas em cinco apresentações, com base 

na sintomatologia da doença: leishmaniose cutânea (LC), mucocutânea ou cutâneo-mucosa 

(LMC), cutânea-difusa (LCD), visceral (LV) e leishmnaiose dermal pós-kalazar (LDPK).  É 

importante ressaltar que uma única espécie de leishmania pode produzir diferentes síndromes, 

assim como as diversas formas clínicas podem ser causadas por outras espécies, além das que são 

seus agentes habituais (Ashford, 2000). 

A Leishmaniose cutânea  (LC) é caracterizada por úlceras rasas ou profundas, geralmente 

uma única lesão com bordas salientes, endurecidas e bastantes delineadas (Marzochi, 1992; 

Berman, 1996) encontradas em partes do corpo como a face, braços e pernas. Ocasionalmente 

pode ser notado exsudado amarelo devido a infecções bacterianas concomitantes (Da-Cruz, 

2001). A densidade de parasitos nas bordas da úlcera é relativamente alta nas fases iniciais da 

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

diagnóstico parasitológico da doença (Gontijo & de Carvalho, 2003). 

A Leishmaniose muco-cutânea (LMC), também conhecida como espúdia, caracteriza-se por 

lesões que acometem a mucosa orofaríngea a partir de uma úlcera cutânea. Está geralmente 

associada à infecção por L. (V.) braziliensis, na maioria dos casos ocorrendo em um intervalo de 

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

doença inicialmente cutânea evolua para essa forma tardia não são todos conhecidos, mas sabe-se 

que a demora na cicatrização da lesão primária e tratamento inicial inadequado podem estar 

associados (Marsden, 1986; Carvalho et al., 1995). A infecção do tecido mucoso se dá 

provavelmente pela via hematogênica, diferente da forma cutânea onde a lesão ocorre no local da 

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

surgir a partir da lesão cutânea ainda em atividade, ou anos após a sua cicatrização (Schubach et 

al., 1998, Da-Cruz & Azevedo-Coutinho, 2001). O processo é bastante agressivo ao hospedeiro, 
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chegando a ocorrer a completa destruição de toda estrutura cartilaginosa nasal, comprometendo 

nos casos mais severos a respiração, a fala e alimentação levando o indivíduo a morte ( Marsden 

& Nonata, 1975; Marsden, 1984). 

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

resposta imune celular deficiente, e que tem como características múltiplas lesões difusas, 

papulares e não ulceradas por extensas áreas da pele. Os nódulos são ricos em amastigotas, o que a 

diferencia das formas cutânea e cutânea mucosa, onde há uma escassez de parasitos. É a única 

forma tegumentar da doença que  não responde ao tratamento medicamentoso habitual (Convit & 

Kerdel-Vegas, 1965; Costa et al., 1992).  

A Leishmaniose Visceral (LV) é também conhecida como kalazar. É uma doença infecciosa 

generalizada e crônica atingindo em preferência, órgãos como: baço, fígado, medula óssea e 

linfonodos (Musa et al., 2007). A sintomatologia pode variar muito de acordo com o paciente, 

caracterizando-se por febres irregulares e de longa duração, hepatoesplenomegalia, 

emagrecimento, e finalmente, o óbito se o paciente não receber tratamento adequado (Chappuis et 

al., 2007). A partir dessa forma clínica, o paciente pode evoluir para o quadro de LPKD. O 

agente etiológico desta forma clínica no Novo é a espécie L. (L.) infantum infantum e no Velho 

Mundo é a espécie L. (L.) infantum chagasi ( Mauricio, 2000; Lukes et al., 2007) . 

A Leishmaniose dermal pós-kalazar (LDPK), descrita por (Ramesh & Mukherjee, 1995) é 

uma dermatite crônica que se caracteriza pelo desenvolvimento de máculas, lesões nodulares e 

despigmentação da pele, desde 6 meses até 4 anos pós-cura da forma visceral. Um determinado 

grau de fotosensibilidade é associado com a doença, onde o rosto é quase sempre o primeiro local 

a desenvolver as lesões, que na maioria dos casos são múltiplas e indolores (Ramesh et al., 2007). 

É causada pela espécie L. (L.) donovani, predominantemente na Índia, Sudão e países da África 

(Zijlstra et al., 2003). Índivíduos imunosuprimidos presentes em áreas endêmicas de L. (L.) 

infantum chagasi podem desenvolver essa forma clínica da doença (Chappuis et al., 2007). Existe 

ainda, um único relato feito por Barral (1991) da L. (L.) amazonensis causando leishmaniose 

dermal pós-kalazar, pois essa é uma espécie que causa a forma tegumentar e no caso descrito 

causou a forma visceral. 

1.6-   Glicoconjugados presentes na superfície de parasitas do gênero Leishmania 

A superfície celular dos protozoários 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 infecção. Dentre esses fatores destacam-se os glicoconjugados que 
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são encontrados em abundância na superfície dos tripanossomatídeos. Esses são carboidratos 

covalentemente ligados a lipídeos ou proteínas de superfície, cuja ação é conhecida em diversos 

eventos moleculares que definem o sucesso do parasitismo da Leishmania (Ilgoutz & 

McConville, 2001). 

Nesse contexto, o lipofosfoglicano (LPG) é um glicoconjugados de superfície com ampla 

variedade de funções. Essa molécula está presente nas formas amastigota e promastigota do 

parasito, sendo mais expressa nas formas flageladas (Handman et al., 1984; McConville & 

Blackwell, 1991). A expressão de LPG parece ser diferentemente regulada nas formas 

amastigotas e promastigotas do parasita (Pimenta et al., 1991). 

Variações destas estruturas moleculares podem ser detectadas dentro de uma mesma 

espécie e entre espécies de Leishmania, revelando um polimorfismo dos oligossacarídeos que as 

constituem, servindo assim, como marcador da espécie ou do estágio de desenvolvimento em que 

se encontra o parasita (Turco et al., 1987; Ilg et al., 1992; McConville et al., 1992; Chaves et al., 

2003). No hospedeiro invertebrado, é importante na fixação de promastigotas procíclicas ao 

epitélio intestinal (Mahoney et al., 1999), porém, tem-se observado que não é essencial na 

sobrevivência contra enzimas digestivas (Sacks, 2000; 2001; Soares et al., 2002). No hospedeiro 

vertebrado vem sendo considerado como um ligante de macrófagos e importante no processo de 

infecção. 

Os glicoconjugados mais abundantes expressos nas duas formas do desenvolvimento do 

parasita são os glicoinositol-fosfolipídeos (GILPs), também conhecidos como GPIs livres por 

não estarem ligado a proteínas e tão pouco a polissacarídeos. Os GIPLs auxiliam L. (L.) major na 

sobrevivência dentro de macrófagos inibindo a síntese de óxido nítrico (Proudfoot et al., 1995; 

Zufferey et al., 2003)  

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

ligação de fosfossacarídeos na cadeia peptídica. Quando são encontrados na membrana celular do 

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

mPPG ainda não está totalmente clara, porém especula-se que esta molécula, devido sua longa 

cadeia que reveste a membrana plasmática das espécies de Leishmania, seja importante como 

ligante de receptores de macrófagos e de células do tubo digestório 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 composição de fofosglicanos e a porção peptídica 

com abundância de serina, alanina e prolina. Sua extensiva fosfoglicosilação confere uma 
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possível capacidade de resistir à ação de proteinases, embora isto ainda não tenha sido 

evidenciado experimentalmente. Além disso, sua participação parece ser importante no bloqueio 

do intestino anterior do inseto vetor, detendo a ingestão de alimento e levando o inseto a 

sucessivos repastos sanguíneos, aumentando as chances de disseminação da Leishmania spp. 

(Walters et al., 1989; Lawyer et al., 1990; Ilg, 2000). As formas amastigotas secretam aPPG, que 

estruturalmente são definidas como uma cadeia polipeptídica modificada com fosfoglicanos 

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

contribuir para manutenção do vacúolo parisitóforo (Peters et al., 1997b), e aPPG é capaz de 

ativar o complemento via proteína ligadora de manose (Peters et al., 1997a), o que favorece a 

ligação de Leishmania spp. à célula hospedeira.  

As glicoproteínas contendo âncora de GPI se diferem dos proteoglicanos GPI-ancorados 

por possuírem carboidratos ligados através de N-glicosilação. As glicoproteínas GPI ancoradas 

mais conhecidas em Leishmania são a gp63 e gp46/M-2 (Handman & Goding, 1985). 

A gp63 também é conhecida como “leishmanolisina” e está presa à membrana através de 

âncora GPI, que recobre toda a superfície das formas promastigotas, inclusive o flagelo. Estão 

presentes nas formas promastigotas e amastigotas, sendo nessa última expressa em menor 

quantidade. Através de análises bioquímicas e moleculares, a gp63 foi identificada como uma 

endopeptidase zinco-dependente (Bouvier et al., 1989). Durante a metaciclogênese 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 caracterização desta glicoproteína por métodos bioquímicos 

(Rivas et al., 1991) evidenciou sua ligação à membrana celular através de âncora de GPI. 

Inicialmente caracterizada como uma proteína de promastigotas, também é 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 não foram encontrados (Hanekamp & Langer, 

1991; McMahon-Pratt et al., 1992) 

1.7-  Proteases 

As proteases, peptidases ou peptídeo-hidrolases estão presentes em todos os organismos. 

Essas enzimas catalisam a quebra das ligações peptídicas das proteínas. Para que ocorra a 

clivagem proteolítica é utilizada uma molécula de água, e devido a isso as proteases são 

classificadas como hidrolases. Este é um mecanismo comum de ativação ou inativação de enzimas 
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envolvidas em processos fisiológicos como digestão, coagulação sanguínea, diferenciação celular 

e apoptose (Beynon, 2001).  

Estas enzimas são classificadas com base no tipo de reação catalisada e na natureza química 

do sítio catalítico. Segundo o comitê de nomeclatura da União Internacional de Bioquímica e 

Biologia Molecular (IUBMB), as proteases constituem uma grande família (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 proteína. Esse sistema de classificação utiliza o número de 

identificação EC (enzymatic class- classe enzimática) composto por quatro números separados por 

um ponto. O primeiro número refere-se a química da enzima, o segundo e o terceiro números 

especificam  os grupos químicos envolvidos na reação e o quarto e último número designa a 

especificidade do substrato. Esta classificação tem como princípio que diferentes moléculas com 

diferentes seqüências primárias e estruturas tridimensionais podem ser agrupadas com o mesmo 

número EC porque catalizam a mesma reação enzimática (Kotera et al., 2004). 

As exopeptidases são proteases que agem preferencialmente nas extremidades das cadeias 

polipeptídicas, na região amino- ou carboxi-terminal, as quais são denominadas aminopeptidases e 

carboxipeptidases, respectivamente (Bond & Butler, 1987). Já as endopeptidases atuam nas 

regiões internas da cadeia polipeptídica. 

De acordo com o tipo de reação catalisada e o grupamento químico crítico para a catálise, as 

endopeptidases podem ser divididas em subclasses do tipo serino-, cisteíno-, aspártico-, metalo- e 

treonina-proteinases. Algumas proteinases de mecanismo catalítico desconhecido formam a 

subclasse 3.4.99 (Barrett et al., 2001) (Tabela IV). 

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

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

enzimas em famílias de acordo com a homologia na seqüência de aminoácidos. Por sua vez, as 

famílias de mesma origem ancestral são agrupadas em clãs (Barrett et al., 2003). Por exemplo, as 

proteinases treonina e ácido glutâmico ou glutâmico-proteinases, que não haviam sido descritas 

até 1995 e 2004, respectivamente. 
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     Fontes: (Barrett, 1994; Barrett, 2004). 

 

1.8-  Proteinases de Leishmania spp.  

As proteinases de Leishmania são estudadas há mais de três décadas (Coombs, 1982) e sua 

importância foi confirmada através da descoberta dos inibidores específicos de proteases, que têm 

a capacidade de eliminar o parasito, e ainda reduzir a progressão da lesão (Sajid & McKerrow, 

2002). Estas enzimas possuem um papel crucial na interação parasita-hospedeiro, atuando na 

modulação do sistema imune, na invasão e destruição dos tecidos e células do hospedeiro, 

auxiliam na disseminação dos parasitas e na aquisição de nutrientes essenciais (Klemba & 

Goldberg, 2002) que asseguram a sobrevivência do parasita e conseqüentemente a infecção (Sajid 

& McKerrow, 2002) 

Tabela IV: Classificação e modo de ação das principais proteases. Os círculos brancos representam 

os aminoácidos da cadeia polipeptídica. Os círculos pretos representam os aminoácidos terminais. 

As setas indicam os sítios de ação das proteases

 

Aminopeptidases

Carboxipeptidases

Exopeptidases Endopeptidases (proteinases)

Cisteíno-proteinases

(E.C. 3.4.22) 

Aspártico-proteinases

(E.C. 3.4.23) 

Serino-proteinases

(E.C. 3.4.21) 

Metalo-proteinases

(E.C. 3.4.24) 

Treonina proteinases

(E.C. 3.4.25) 

(E.C. 3.4.11-19) (E.C. 3.4.21-25) 

Endopeptidases cujo mecanismo catalítico ainda não é conhecido       3.4.99

Aminopeptidases

Carboxipeptidases

Exopeptidases Endopeptidases (proteinases)

Cisteíno-proteinases

(E.C. 3.4.22) 

Aspártico-proteinases

(E.C. 3.4.23) 

Serino-proteinases

(E.C. 3.4.21) 

Metalo-proteinases

(E.C. 3.4.24) 

Treonina proteinases

(E.C. 3.4.25) 

Aspártico-proteinases

(E.C. 3.4.23) 

Aspártico-proteinases

(E.C. 3.4.23) 

Serino-proteinases

(E.C. 3.4.21) 

Serino-proteinases

(E.C. 3.4.21) 

Metalo-proteinases

(E.C. 3.4.24) 

Metalo-proteinases

(E.C. 3.4.24) 

Treonina proteinases

(E.C. 3.4.25) 

Treonina proteinases

(E.C. 3.4.25) 

(E.C. 3.4.11-19) (E.C. 3.4.21-25) 

Endopeptidases cujo mecanismo catalítico ainda não é conhecido       3.4.99
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As proteinases em Leishmania são consideradas como um indicador da diferenciação do 

parasita (McKerrow et al., 1993; Sajid & McKerrow, 2002). Quatro classes de proteinases foram 

descritas em Leishmania spp. : metalo-proteinases, cisteína-proteinases, aspártico-proteinases e 

serino-proteinases (Jaffe & Dwyer, 2003; Mottram et al., 2004; Guedes et al., 2007; Valdivieso et 

al., 2007). Somente as metalo- e as cisteína-proteinases foram localizadas na membrana 

plasmática, até o momento (Jaffe & Dwyer, 2003; Alves et al., 2005). 

O primeiro indício da presença de aspártico-proteinases em Leishmania foi relatado em L 

(L.) amazonensis durante a diferenciação celular (Alves et al., 2005). A identificação e 

caracterização destas enzimas foram confirmadas em L. (L.) mexicana e essas parecem estar 

envolvidas na multiplicação 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). Três isoformas destas 

enzimas foram isoladas de promastigotas de L. (L.) amazonensis com massas moleculares 

relativas de 110kDa, uma proteína dimérica denominada de LSPI (da Silva Lopez & De Simone, 

2004), 68kDa, uma proteína monomérica intracelular chamada de LPSII (da Silva-Lopez & 

Giovanni-De-Simone, 2004; Morgado-Diaz et al., 2005) e 115kDa, uma proteína dimérica 

secretada denominada LPSIII (Morgado-Diaz et al., 2005). 

As metalo-proteinases são as endopeptidases mais estudadas e melhor caracterizadas do 

gênero Leishmania, e já foram descritas em todas as espécies desse gênero. Essas proteinases são 

zinco dependentes, e a mais estudada é a glicoproteína de 63 kDa, gp63. São expressas em 

abundância na superfície celular das formas promastigotas de Leishmania (Yao et al., 2003), 

apresentam uma expressão aumentada nas formas promastigotas metacíclicas, que são as formas 

infectivas (fase estacionária de crescimento), ainda possuem um baixo, porém detectável, nível de 

expressão intracelular em amastigotas (Muskus & Marin Villa, 2002; McGwire et al., 2002).  

Nos últimos anos vem sendo demonstrado que a massa molecular das metalo-proteinases de 

Leishmania spp. é 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 questão 

possui um papel de extrema importância na sobrevivência do parasito, pois está relacionada à 

resistência a lise pelo sistema complemento, adesão e invasão dos macrófagos, proteção da 

degradação dentro do fagolisossomo de macrófagos, e inibição da quimiotaxia de monócitos e 

neutrófilos (Yao et al., 2003) 

A presença das cisteína-proteinases já 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 indispensáveis para o sucesso da infecção 

(Mahmoudzadeh-Niknam & McKerrow, 2004; Hide et al., 2007), como na autofagia (Williams et 

al., 2006). 

Entre os inúmeros estudos voltados para entender a bioquímica e a biologia molecular de 

Leishmania as proteinases vêm 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 biológico do parasito (North et al., 1990; Mottram et al., 1996). 

1.9- As cisteína-proteinases  

Diversas cisteína-proteinases (CPs) foram descritas em espécies de Leishmania que causam 

as formas tegumentares e visceral da doença. No entanto, permanece a concepção de que estas 

hidrolases teriam características hidrofílicas, o que é típico das tiol-peptidases de compartimentos 

lisossomais de células de plantas, mamíferos e parasitos (Roberts, 2005). 

Apesar das observações que as cisteína-proteinases podem dificultar a resposta T na 

leishmaniose, estudos sugerem que estas enzimas podem ser apresentadas pelos dímeros de 

histocompatibilidade do hospedeiro e induzirem uma resposta imune. Em experimentos de 

proteção na leishmaniose cutânea 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 proteção nos 

animais testados (Pan & McMahon-Pratt, 1988). Utilizando as mesmas proteínas, 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 índice de estimulação de 

linfócitos T é baixo, sendo detectado resposta T específica em apenas 25% dos pacientes 

estudados. 

Por outro lado, um estudo sobre a imunogenicidade de uma proteína com massa molecular 

relativa de 24 kDa isolada de amastigotas L.(L.) major (Rafati et al., 1997), com características 

de cisteína-proteinases, mostra que esta proteína é capaz de estimular in vitro linfócitos oriundos 

do sangue periférico de pacientes com lesões cutâneas agudas e crônicas causadas por L. (L.) 

major. Em relação à secreção de citocinas avaliadas no sobrenadante dessas culturas, constatou-

se que nos casos agudos da infecção havia presença de INF-γ e não IL-4, ao passo que nos casos 

crônicos os dois tipos de mediadores inflamatórios estavam presentes. 

Resultados de Wolfram et al., (1995) sugerem que as cpbs de L.(L..) mexicana (Lmcpb) 

podem ser apresentadas por macrófagos murinos e induzir uma resposta celular do tipo Th1, com 

produção de IFN-γ e TNF-α. Neste trabalho os autores concluem que macrófagos infectados 
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apresentam eficientemente estes antígenos de Leishmania desde que os parasitos estejam 

inativados ou degradados. 

Esse estudo pode ser confirmado pelas observações posteriores de Alexander et al. (1998), 

que propuseram um estudo de vacinação e de infeção experimental em camundongos com 

L.(L.) mexicana. Nesse trabalho observou-se que promastigotas deficientes dos genes Lmcpa e 

Lmcpb apresentam uma virulência atenuada e potencializam uma resposta celular do tipo Th1, 

quando comparado ao tipo selvagem. Os resultados do grupo sugerem que cisteína-proteinases de 

L.(L.) mexicana podem influenciar o destino da infecção em hospedeiros mamíferos. 

Os genes de cisteína-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 viscerotrópica (L. (L..)chagasi e L.(L..) donovani). Em 

L.(L.) mexicana foram constatados os genes de cisteína-proteinases do tipo a (Lmecpa) e do tipo 

b (Lmcpb). O gene Lmcpa encontra-se em cópia simples e o mesmo tem como principal 

característica a ausência de codificação para uma região carboxi-terminal (Mottram et al., 1992), 

características de CPs. 

Inicialmente, o uso de métodos cromatográficos sugeriram a presença de uma CP majoritária 

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 três grupos distintos de CPs, com vários subgrupos, de peso molecular aparente na 

faixa de 20 a 35 kDa [A (A1, A2, A3, A4), B (B1, B2 e B3) e C (C1 e C2)]. As enzimas do grupo 

(A) são ricas em resíduos de manose e, por conseguinte, foram isoladas em coluna de 

concanavalina A. Já as enzimas dos grupos (B) e (C) foram distinguidas por seus potenciais de 

carga, sendo separadas por cromatografia de troca iônica. Estes dois últimos grupos de enzimas 

mostraram-se diferentes quanto à especificidade de hidrólise sobre peptídeos sintéticos. Assim, as 

enzimas do grupo (B) têm maior atividade na presença de substratos com aminoácidos 

fenilalanina na posição P2 e lisina na posição P3, enquanto que as enzimas do grupo (C) têm 

maior atividade quando em presença de substratos com aminoácidos básicos na posição P1 

(Figura 4). Todas as enzimas isoladas foram igualmente sensíveis à presença de inibidores 

característicos das CPs. Estas enzimas (B) e (C) foram classificadas como similares à 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 três 

grupos de CPs, pois hidrolizam com grande eficiência substratos que apresentam ligações 
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peptídicas como Phe-Val-Arg, não hidrolizam gelatina copolimerizada com poliacrilamida e 

demonstram características anfifílicas. As duas enzimas isoladas deste grupo têm 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 et al., 2003). 

Quatro bandas com atividade de CPs foram detectadas na fase estacionária de promastigotas 

de L. (L.) mexicana em sistema de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato 

de sódio (SDS-PAGE), copolimerizado com gelatina (Robertson et al., 1994). As bandas de alto 

peso molecular (>58 kDa), contém pelo menos três isoformas que foram separadas por 

cromatografia trocadora de ânion. Estas bandas de atividade mostraram-se distintas de todas as 

cisteína-proteinases já descritas em amastigotas da mesma espécie de parasito. Também foi 

detectada uma forma precursora que é ativa em condições ácidas, sugerindo que esta enzima é 

estágio-específica de formas promastigotas metacíclicas e que podem ter algum papel na 

sobrevivência deste parasito durante a sua inoculação no mamífero. 

As CPs podem ser classificadas em famílias e clãs, dependendo de suas características 

evolutivas como: estruturas tridimensionais semelhantes, alto grau de homologia entre as 

seqüências de aminoácidos do sítio ativo e especificidades bioquímicas (Barrett, 1994). Estas 

enzimas, agrupadas dentro da superfamília da papaína (Berti & Storer, 1995), compõem o Clã 

CA e pertencem a Família C1. Outros membros da família C1 incluem proteases de plantas 

(quimopapaína, caricaína, bromelaína, actinidina, ficina, aleuraína e orizaína), de vírus, de 

mamíferos (proteases lisossomais como catepsina B, L, H, S, C e K) e de protozoários 

(cruzipaína, falcipaína 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 

látex do Carica papaya, mais conhecido como mamão papaia e, denominada então de papaína 

(Sajid & McKerrow, 2002) que é considerada o arquétipo das CPs. A estrutura primária destas 

proteínas revelou um alto grau de conservação ao longo da evolução.  

A organização estrutural das CPs é constituída por três regiões: região pré: composta por 

um peptídeo sinal responsável pelo endereçamento da molécula; e pela região pró que mantém a 

enzima sob a forma inativa até o momento de sua maturação e sua remoção, originando a forma 

ativa da enzima (Hellman et al., 1991; Eakin et al., 1992).  

As CPs são sintetizadas sob a forma de pré-próenzimas e possuem alta similaridade de 

seqüência e estrutura. O domínio pré possui entre 15 e 21 aas e é responsável pelo endereçamento 

da protease ao retículo endoplasmático, sendo removido posteriormente pela peptidase sinal. Por 

outro lado, o tamanho da região pró é bastante variável e pode compreender de 41 a 251 aas. 
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Dentre as principais funções atribuídas ao pró-peptídeo, destacam-se a sua participação no 

enovelamento correto da proteína; a manutenção da estabilidade da enzima em pHs neutros e 

alcalinos; o direcionamento para compartimentos endossomais/lisossomais e a manutenção da 

enzima inibida, impedindo a atividade proteolítica indesejável fora dos compartimentos 

lisossomais (Wiederanders et al., 2003).  

A região madura ou domínio catalítico das CPs é composto por seqüências de 214 até 260 

aas onde se encontram os resíduos conservados de cisteína, histidina e asparagina. Todas as CPs 

de mamíferos já descritas apresentam sítios potenciais de N-glicosilação para a adição de manose 

6- fosfato, que podem ser utilizados para endereçar estas proteases para os lisossomos (Turk & 

Guncar, 2003). 

Majoritariamente são estudados nas diversas espécies de Leishmania três tipos de CPs: 

CPA, CPB e CPC. As proteinases CPA e CPB são homólogas a catepsina L de mamíferos, ao 

passo que CPC é uma enzima homóloga a catepsina B de mamíferos (Mottram et al., 1998;Sajid 

& McKerrow, 2002). Elas diferem entre si pelo tamanho, substrato específico e glicosilação 

(Robertson & Coombs, 1990). Muitas dessas CPs provavelmente atuam nas interações entre 

parasito- hospedeiro, embora atualmente o papel da maioria dessas CPs só possa ser predito, 

baseando-se no conhecimento atual de enzimas aparentemente homólogas em outros organismos 

(Mottram et al., 2004).  

Observações de (Ilg et al., 1994) sobre a distribuição das CPs durante a infecção de L. 

(L.) mexicana sugerem que tais enzimas podem ser encontradas no meio extracelular, na lesão de 

camundongos Balb/c. Este mesmo grupo propôs que as amastigotas lisadas liberam as cisteína-

proteinases lisosomais no interior do vacúolo parasitóforo dos macrófagos infectados. Os autores 

sugerem que estas enzimas detectadas na lesão prejudicariam as demais células do hospedeiro, 

degradando as proteínas da matriz extracelular e desta forma participariam da desintegração do 

tecido no local da lesão. 

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 regiões bem definidas, tendo como 

particularidade uma região carboxi-terminal rica em prolina e treonina. Foi verificado neste 

estudo que os genes semelhantes às catepsinas L humanas ocorrem em múltiplas cópias 

(Lmacpb), enquanto os que se assemelham às catepsinas B humanas ocorrem em cópias simples 

(Lmacpa).  
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Os genes de cpa e cpc são genes de cópia única, enquanto cpb está representado em 

múltiplas cópias em Leishmania. Diferenças quanto ao número de cópias e nas seqüências de 

nucleotídeos existem dentre as diferentes espécies de Leishmania (Mundodi et al., 2002). 

Através da geração de mutantes nulos para os genes cpa, cpb e cpc, foi possível avaliar o 

papel de cpb em diferentes etapas da interação parasita-hospedeiro (Mottram et al., 2004).  

As proteinases do tipo CPB são importantes fatores de virulência que modulam a resposta 

imune do hospedeiro e parecem possuir um papel vital na sobrevivência do parasita nos 

macrófagos (Mottram et al., 2004; Mundodi et al., 2005, McKerrow et al., 2006). 

Os genes de cpb possuem diferenças significantes entrea as diferentes espécies de 

Leishmania  (Mottram et al., 1997). Uma análise de banco de dados do genoma de L. (L.) major 

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

proteinases distintas, com apenas oito cópias do gene cpb. Muitas dessas enzimas, 

provavelmente, possuem atuações importantes na interação parasito-hospedeiro, embora 

atualmente tais atuações só possam ser preditas com bases no conhecimento de enzimas 

homólogas em outros organismos. Em L. (L.) mexicana, os múltiplos genes cpb codificam para 

isoenzimas que são regulados diferencialmente. Dos 19 genes cpb de L. (L.) mexicana, os genes 

cpb1 e cpb2 são significativamente diferentes das outras 17 cópias. Estes dois genes são 

predominantemente expressos principalmente nas formas promastigotas metacíclicas e codificam 

enzimas que possuem a região carboxi-terminal truncada. As 17 cópias restantes são 

principalmente expressas nas formas amastigotas. Portanto, a expressão dessas enzimas ocorre 

exclusivamente nas formas do parasita que interagem com o hospedeiro mamífero (Mottram et 

al., 1997). Em L. (V.) braziliensis existem 34 genes que codificam cisteína-proteinases distintas, 

existindo apenas três cópias do gene cpb (www.genedb.org). 

Mutantes para o gene que codifica a CPB (Lmcpb) mostraram que este não era essencial 

para o crescimento e diferenciação da L. (L.) mexicana. No entanto, as formas promastigotas que 

tiveram o gene cpb retirado do genoma se mostraram menos infectivas aos macrófagos in vitro do 

que as formas selvagens, e somente foram capazes de formar lesões pequenas com crescimento 

lento em BALB/c. Em contraste, as formas amastigostas que não possuíam o gene que codifica 

cpb não tiveram sua infectividade alterada quando comparadas à selvagem, mas também 

formaram lesões menores em camundongos ( Mottram et al., 1996; Frame et al., 2000). Estudos 

feitos com linhagens mutantes deficientes nos genes das CPB (∆cpb) permitiram a obtenção de 

informações sobre a importância desse tipo de CP na interação parasita-hospedeiro. Mutantes de 

L. (L.) mexicana deficientes no gene cpb (∆cpb) apresentaram virulência reduzida e pouca 
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capacidade de promover lesões em animais murinos de experimentação (Alexander et al., 1998; 

Saravia et al., 2006) e somente a reinserção de múltiplos genes cpb  nesses mutantes a partir de 

um cosmídeo foi capaz de efetivamente restaurar a virulência, sugerindo que esses genes 

possuem funções complementares (Denise et al., 2003).  

As enzimas do tipo CPB possuem características não-usuais, pois apresentam, em 

comparação com outras CPs, uma extensão de cerca de 100 aa em sua seqüência carboxi-terminal 

(Mottram et al., 2004), com função desconhecida, que não é essencial para a atividade catalítica 

(Turk & Guncar, 2003). São encontradas em megasomos e vacúolos (Ilg et al., 1994). 

As CPs estão envolvidas em diversos processos incluindo diferenciação, nutrição, infecção 

da célula hospedeira e no mecanismo de escape à resposta do sistema imune do hospedeiro 

vertebrado (Sajid & McKerrow, 2002; Mottram et al., 2004; Olivier et al., 2005; Zavasnik-

Bergant & Turk, 2006) embora a atuação precisa dessas enzimas no mecanismo de escape ainda 

não esteja elucidada.  

Experimentos que comprovam a funcionalidade de CPs, durante o processo da patogenia, ou 

simplesmente em passos metabólicos importantes na fisiologia da Leishmania (Viannia) 

braziliensis necessitam de comprovação experimental. Assim, são necessários estudos mais 

apurados destes potenciais alvos moleculares, que estão envolvidos na virulência e sobrevivência 

do parasita. Embora já 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 caracterização de novos alvos para o controle das leishmanioses é notório, já que para 

essas doenças não existem estratégias de cura ou controle eficientes até momento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Nomeclatura de Schecter & Berger (1967) para ligação de um substrato 
a uma enzima. A protease é representada pela área escura. P1- P1´ são as cadeias 
laterais dos seis aminoácidos e S 1- S1´ são os subsítios correspondentes na 
protease. A seta indica o local da hidrólise (Fonte: Beynon & Bond, 1996) 
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22--  OObbjjeettiivvooss  

Objetivo Geral 

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

Objetivos Específicos 

• Isolar uma fração enriquecida de cisteína-proteinases de membrana de promastigotas de 

uma cepa infectiva de L. (V.) braziliensis. 

• Caracterizar parcialmente a atividade enzimática das enzimas isoladas.  

• Verificar a localização celular de proteínas homólogas a cisteína-proteinases B nas formas 

promastigotas. 

• Analisar a expressão do gene de cisteína-proteinases b (cpb) em promastigotas oriundos de 

passagens sucessivas em cultura. 
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33--  MMaatteerriiaaiiss  ee  MMééttooddooss  

3.1- Reagentes e meio de cultura  

  MARCA REAGENTES 

Applied Biosystems (Califórnia, EUA) SYBR green master mix  

BioRad Laboratories (Califórnia, EUA) Membrana de nitrocelulose, β mercaptoetanol  

Caltag Laboratories, (Califórnia, 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 infusão de cérebro e coração (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 (Califórnia, EUA) Kit para detecção de quimioluminescência: 
(Chemioluminescence luminol reagent, kit-ECL)  

Sigma-Aldrich Chemical Co. (St Luis, MO, 
EUA) 

Detergentes: Dodecil sulfato de sódio (Sodium 

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, tampão da enzima RT 
5X concentrado, DNAse, enzima transcriptase 
SuperScript III (enzima RT), RNAse; Taq DNA 
Polimerase, Tampão da enzima Taq 10X, dNTPs, 
MgCl2. 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 potássica; α-metil-
D-manopirosídeo (α-D manose); Paraformaldeído 
(PFA); glutaldeído (GA); Proteína 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 não estão listados acima foram todos de grau analítico.  
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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 Fátima Madeira 

(Laboratório de Vigilância em Leishmaniose-IPEC/FIOCRUZ). Os parasitas foram mantidos em 

meio semi-sólido NNN (Novy, McNeal & Nicole) a 28 °C. Para ampliação da massa de parasitas, 

os mesmos foram transferidos para meio BHI, enriquecido com 20 % de soro fetal bovino e 

0,5 % de penicilina G potássica (100 UI/mL) e mantidas em estufa à temperatura de 28 °C. 

Para obtenção da massa de promastigotas, as culturas foram submetidas a sucessivas 

ampliações, a cada três dias, até a obtenção do número adequado de parasitas na fase estacionária 

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

3.3-   Extração de proteínas com TX-114 

Os parasitas foram lavados três vezes por centrifugação (25°C, 15 minutos,  8000 × g) em 

10 mM de fosfato de sódio pH 7,2 contendo 0,15 M de NaCl (PBS) e as frações aquosa e solúvel 

foram obtidas usando a técnica de separação de fases com detergente TX-114 (Bordier, 1981; 

Alves et al., 1993). Brevemente, cerca de 1010 promastigotas foram extraídas (40 minutos, 4 °C) 

com 2 % de TX-114. A fração insolúvel foi removida por centrifugação (4˚ C, 30 minutos, 4000 

× g), e a fração solúvel, ao detergente, foi obtida após condensação a 37 °C seguida de 

centrifugação (25 °C, 5 minutos, 12 000 × g). Após a formação das fases, a porção hidrofílica 

(fase superior) foi desprezada, e a fração hidrofóbica (fase inferior) lavada por três vezes com 

PBS por centrifugação (25°C, 15 minutos, 4500 × g). Posteriormente, à fração hidrofóbica 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 solução de proteínas de membrana obtida por extração com TX-114 foi aplicada à 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 (eluição por gravidade). 

O material não ligado foi recolhido e a coluna então foi lavado com tampão de equilíbrio, em um 

volume equivalente a 10 vezes o volume do leito da resina. Após a lavagem, as proteínas ligadas 

a Con A - Sepharose foram eluídas com 20 mM Tris-HCl, pH 7,2 contendo 0,5 % de glicerol e 

50 mM  α-manose. Frações de 2 mL foram coletadas num fluxo de 0,2 mL/minuto. A eluição das 

proteínas foi acompanhada medindo-se a absorbância a 280 nm em espectrofotômetro (Ultrospec 

1100 pro; Amersham Biosciences, UK). Todas as etapas de cromatografia foram realizadas em 

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

A fração obtida da coluna de Con A-Sepharose, após concentração em filtros Centriprep 

YM-10 (Millipore Corporation, Bedfors, EUA) e diálise com tampão de equilíbrio (20 mM de 

Tris-HCl 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. Após lavagem (dez vezes o volume da coluna) com 

o mesmo tampão as proteínas foram eluídas utilizando-se um gradiente linear de NaCl (0 –

 0,5 M) em tampão de equilíbrio. Frações de 1 mL foram coletadas em um fluxo de 

0,2 mL/minuto, em um volume final de 120 mL. A eluição das proteínas foi acompanhada 

medindo-se a absorbância a 280 nm em espectrofotômetro (Ultrospec 1100 pro, Amersham 

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

3.6 - Determinação da concentração de proteínas 

A concentração de proteínas foi determinada de acordo com o método de Lowry et al., 

(1951), usando BSA como padrão. As leituras foram feitas em cubeta de quartzo no 

espectrofotômetro (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 sódio (SDS-PAGE) 

Os ensaios de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio 

(SDS – PAGE) foram realizados em condições redutoras, utilizando o procedimento descrito por 

(Laemmli, 1970). Para os ensaios de eletroforese desnaturante, as amostras de proteínas foram 

previamente tratadas com tampão da amostra (80 mM Tris HCl, pH 6,8; 2 % SDS (p/v); 12 % 

glicerol (v/v); 5 % β-mercaptoetanol (v/v) e 0,05 % azul de bromofenol (p/v) ) e fervidas por 3 

minutos. Após a eletroforese (150V a 15mA), as proteínas foram reveladas pelo método de 

impregnação pela prata (Goncalves et al., 1990). Os marcadores de massa molecular usados 

foram: SDS-7 (albumina bovina 66kDa, albumina de ovo 45kDa, gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase, músculo de coelho 36kDa, anidrase carbônica bovina 29kDa, tripsinogênio 

24kDa, inibidor de tripsina 20kDa e α lactalbumina 14kDa) e SDS-6H (Miosina 205kDa, β 

galactosidase 116kDa, fosforilase b 97,4 kDa, albumina bovina 66kDa, albumina de ovo 45 kDa 

e anidrase carbônica 29 kDa) (Sigma). 

3.8–  Ensaios enzimáticos in gel após 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, à 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 

tampão fosfato sódio, pH 7,0 contendo 1,0 mM de DTT. A atividade proteolítica foi revelada 

corando-se os géis por 60 minutos com azul de Comassie R-250 [0,2 % (p/v) em metanol: ácido 

acético: água (4 : 1 : 5)]. A descoloração foi realizada utilizando-se a mesma concentração dos 

reagentes sem corante. As regiões claras representam as áreas de digestão da gelatina pelas 

proteinases. Para os testes de inibição os géis foram incubados (37˚ C, 16 horas) com 10 µM de 

E-64, que é um inibidor específico para CPs. 

3.9- Detecção de âncora GPI 

Para detecção de âncora GPI, cerca de 107 promastigotas previamente lavados por 

centrifugação (3000 × g,  4°C, 10 minutos) e fixados com 1% (v/v) de PFA (4°C, 30 minutos) 

foram ressuspensos em 100µL de uma solução contendo 0,1 U/µL de PLC em PBS (25 °C, 

30 minutos). Posteriormente, as preparações foram centrifugadas (4000 × 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 

solúveis de proteínas oriundas das cromatografias, a fração solubilizada com TX-114 (ítem 3.3 do 

material e métodos) dos promastigotas em diferentes passagens (item 3.5 do material e métodos) 

ou com os sobrenadantes oriundos da centrifugação das células após tratamento com a enzima 

PLC (ítem 3.9 do material e métodos). Nestes experimentos, a transferência das proteínas para 

uma membrana de nitrocelulose foi realizada utilizando-se condições descritas por em um 

sistema semi-seco de transferência Trans- blot (Bio-Rad, USA) por 50 minutos a 15V, 25°C. 

Após a confirmação da transferência das proteínas com solução de PonceauS (0,1% de PonceauS 

e 0,1% (v/v) de ácido acético), as membranas foram lavadas com água corrente e incubadas 

(20°C, 16 horas) em  solução de PBS acrescido de 0,5 % de Tween 20 (PBST) e 5 % (p/v) de leite 

desnatado em pó (Molico). Em seguida, as membranas foram incubadas (25°C, 60 minutos) com 

anti-soro policlonal específico para CP: produzido contra a região carboxi-terminal da CP de L. 

(L.) mexicana (anti-CPB; (Alves et al., 2005) na diluição de 1:400 em PBST. Nos ensaios de 

detecção de âncora-GPI foi utilizado o anticorpo primário anti-CRD (cross reacting determinant 
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- 1:400), para detecção do epítopo 1,2 inositol cíclico monofosfato, exposto quando a âncora 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, diluído 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 quimioluminescência, usando kit ECL. 

O anticorpo anti-CRD foi gentilmente cedido pelo Dr Michael A.J. Fegurson e pela Dra Maria 

Lucia Guther da Universidade de Dundee (Reino Unido). 

3.11-    Atividade enzimática com substrato cromogênico 

Os ensaios de atividade enzimática foram realizados com amostras de proteínas eluídas da 

coluna de DEAE-Sephacel, imobilizadas em gel de SDS-PAGE e das frações de membrana dos 

promastigotas em diferentes passagens. Nestes experimentos foi utilizado o substrato peptídico 

pEFLpNan (∆E = 10 500 M-1 cm-1; λ = 405 nm), na concentração de 0,1 mM. As absorbâncias de 

todos os ensaios foram medidas em espectrofotômetro (Ultrospec 1100 pro). 

A atividade enzimática das frações eluídas da coluna de DEAE-Sephacel foi medida em 

50 µL das frações incubadas com 450 µL de tampão fosfato de sódio (50 mM Na2HPO4 + 50mM 

NaH2PO4 pH 7,0, contendo 0,1 % CHAPS e 1 mM DTT) acrescido de 0,1mM do substrato 

peptídico. Após incubação (37 ºC, 15 minutos) as preparações foram mantidas no gelo até a 

leitura, e a hidrólise do substrato foi detectada em espectrofotômetro (Ultrospec 1100 pro). 

 As frações de membrana que compõem o pico majoritário de atividade enzimática da 

coluna de troca iônica foram reunidas e concentradas utilizando filtros centripep e resolvidos por 

SDS-PAGE. As bandas de proteínas foram identificadas em gel de poliacrilamida a 12 % (p/v), 

após precipitação do SDS com solução 0,3 M ZnCl2 (Dzandu et al., 1988) e os fragmentos de 

interesse foram recortados com auxílio de um bisturi. Após três lavagens (15 minutos) com 

tampão 50 mM fosfato de sódio contendo 0,1 % (p/v) CHAPS, os fragmentos foram incubados 

(37 °C, 15 minutos) com tampão fosfato de sódio acrescido de substrato, em um volume final de 

500 µL. Para os testes de inibição os fragmentos de géis foram previamente incubados (37 °C, 

5 minutos) com 10 µM de E-64 e absorbância do produto da hidrólise (pNan) foi medida, pelo 

produto liberado (pNan) por minuto. Todos os ensaios foram realizados em condições nas quais a 

formação do produto da hidrólise (absorbância) é proporcional ao tempo e a concentração de 

proteínas. Foram inclusos como controle da reação (brancos) na ausência 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 enzimática com extrato total dos promastigotas em diferentes 

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

fração de mebrana foram incubada com o substrato peptídico (25 oC, 60 minutos) em tampão de 

Tris-HCl (10 mM Tris-HCl, pH 7.0 contendo 1 mM de DTT e 1 % (p/v) de CHAPS) em um 

volume final de 100 µL. Os ensaios de inibição foram realizados com pré incubação com 10 µM 

de E-64 (15 min, 25°C). A variação da absorbância foi seguida durante 60 minutos e a velocidade 

da reação calculada usando a fórmula v = [s – so]/(t - to), onde v = velocidade, [s - so] = 

concentração de substrato final subtraída da concentração de substrato inicial e (t - to) = tempo 

final subtraído do tempo inicial. Os ensaios foram controlados verificando a auto-liberação do 

conjugado cromogênico (pNan) nos mesmos intervalos de tempo. A atividade enzimática foi 

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

3.12- Preparação de amostras para imunocitoquímica e Microscopia eletrônica de 

Transmissão 

Promastigotas (108 parasitas), de L. (V.) braziliensis, foram lavados com PBS por 

centrifugação duas vezes (4000 × g , 4°C, 10 minutos) e fixados por uma hora em tampão 

apropriado contendo 0,1 M de cacodilato de sódio pH 7,0, 0,1 % de GA e 4 % de PFA a 4°C. 

Após a fixação foram lavados com PBS por centrifugação (4000 × g , 4°C, 10 minutos), 

desidratados em metanol e então embebidos em resina de Lowcryl K4M e colocados a -20°C 

para polimerizar sob luz UV. Cortes ultra-finos foram coletados em grades de níquel embebidas 

com PBS (Corte-Real et al, 1993). A seguir, os cortes foram colocados em tampão de 50 mM de 

cloreto de amônio por 15 minutos e posteriormente lavadas três vezes com PBS, para então serem 

incubadas com anti-CPB diluído em PBS (1:500), seguida pela incubação com a proteína A 

conjugada com ouro-coloidal (15 nm, diluição 1:1000). As grades foram então rinsadas com água 

e contrastadas com solução de acetato de uranila (Corte-Real et al, 1993) e finalmente observadas 

em microscópio eletrônico de transmissão (Zeiss ETM 10C).  

3.13- Observação da aglutinação direta com anti-CPB por microscopia de luz 

Os ensaios de aglutinação direta foram conduzidos em placa de 96 poços com fundo reto 

com promastigotas de L. (V.) braziliensis. Inicialmente o anti-soro anti-CPB (100µL) foi diluído 

em série e foram adicionados 105 promastigotas/ poço previamente fixados em 0,1 % (v/v) de 

PFA (4°C, 30 minutos). A placa foi incubada (25 °C, 60 minutos) e o título aglutinante foi 

definido como a última diluição onde foi possível visualizar a aglutinação 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-  Observação do reconhecimento imunológico por citometria de fluxo 

Os ensaios de reconhecimento imunológico 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 106 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 diluído (1:200) por 1hora a 25°C. As preparações foram então analisadas em citômetro de 

fluxo (FACSalibur), o qual estava ligado a um computador equipado com o Programa Cell- 

Quest®. Dois ensaios controles foram feitos: um com a incubação dos promastigotas na presença 

de soro pré-imune (anticorpo primário) e com anti-IgG de coelho FITC (anticorpo secundário) e 

outro onde os promastigotas foram incubados somente com anti-IgG de coelho FITC (anticorpo 

secundário).  

3.15 - Determinação da presença de CPB em domínios lipídicos por solubilidade 

Para execução destes ensaios foi utilizado o protocolo de Denny et al. (2001) com ligeiras 

modificações. 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 solução de extração (1% de TX-100 

em PBS; TX-100 PBS) contendo inibidores de proteases (10 µM E-64, 1 mM PMSF, 10 mM 

ortofenantrolina e 1 µM pepstatina A). As fases detergente-solúveis (sobrenadante) e detergente-

insolúveis (sedimento) foram recuperadas após centrifugação (14 000 × g, 4°C ou 25°C, 

15 minutos). Após solubilização dos sedimentos em 50 µL 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 CaCl2 e de 

MnCl2. Posteriormente, todas as frações foram incubadas (25 °C, 1 hora) com 10 µL de Con A-

Sepharose para precipitar as proteínas glicosiladas e as amostras usadas em ensaios de 

immunobloting. 

3.16 - Quantificação relativa da expressão do gene cpb em promastigotas de L.(V.) 

braziliensis 

3.17.1- Desenho dos iniciadores oligonucleotídeos específicos  

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

Plataforma de Bioinformática/PDTIS (IOC/FIOCRUZ). A partir do genoma de L. (V.) 



 

 34

Rebello, K.M. 

braziliensis foram detectadas três sequencias do gene cpb (Lbr._V2. 0810, Lbr._V2. 0820 e 

LbrM08_V2.0830). Os dois pares de oligonucleotídeos iniciadores (Bioneer Oligo Syntesis 

Report) foram desenhados a partir da sequencia de LbrM08_V2.0830. Um par para amplificar o 

fragmento de 110pb na região intragênica do gene de cpb e o outro par para amplificar o 

fragmento do mesmo tamanho na região intragênica do gene de alfa-tubulina (Tabela V); sendo 

esse último gene utilizado como controle endógeno da reação. Os dois pares de iniciadores foram 

utilizados separadamente nas reações de RT-PCR convencional (qualitativo) e RT-PCR em 

tempo real (quantitativo) (Tabela V). 

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

 Oligonucleotídeos 
iniciadores específicos 

Sequencias  

1 cpb (senso) 5´AAC TTC CAG CGT AAC CT 3´ 
2 cpb (anti-senso) 5’AAC TCT TCC TCC GAC AG 3’ 
3 alfa-tubulina (senso) 5'TAT CTG CAT TCA CAT CGG 3’ 
4 alfa- tubulina (anti-senso) 5’CGT CAT CCT CAA CAC CA 3' 

 

3.17.2- Extração 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 é um 

reagente que consiste em uma solução monofásica de fenol e guanidina isotiocianato. Esse 

reagente permite que o RNA seja extraído íntegro através de uma extração com fenol/clorofórmio 

seguida de precipitação alcoólica com isopropanol. 

Cerca de 1 × 107 células/mL foram lisadas com 1 mL de Trizol® (Sigma) e misturadas em 

200 µL de clorofórmio. Após homogenização, os tubos foram incubados (25 oC, 5 minutos) e 

centrifugados (12 000 × g, 15 minutos, 25°C). O sobrenadante foi recuperado em um novo tubo e 

acrescido de 500 µL de isopropanol, e após homogenização o RNA foi precipitado a baixa 

temperatura (-70oC, 12 horas). Posteriormente, o RNA foi recuperado por centrifugação 

(14 000 × g, 20 minutos, 4 oC) e o precipitado foi lavado cuidadosamente com 500 µL de etanol a 

70 %.(v/v), sendo então centrifugado (7500 × g, 8 minutos, 4 oC) e ressuspenso em 240 µL de 

água livre de RNAse. 

Em seguida o RNA foi submetido a uma segunda etapa de precipitação seguindo os 

procedimentos previamente descritos por Chang (1993). As preparações de RNA foram 

aquecidas (60 oC, 10 minutos) e tratadas com 2,5 M de LiCl2 (-20 oC, 30 minutos). Após este 
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período, as amostras foram centrifugadas (13 000 × g, 4 oC, 20 minutos) e o precipitado lavado 

com etanol a 70 % (v/v) sendo recentrifugado por  15 minutos a 13 000 × g. Finalmente, o RNA 

foi solubilizado em 10 µL de água RF, e tratado com DNAse (1 U/µL) seguindo as instruções do 

fabricante. A quantificação 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 H2O RF (RNAse free), 4 mL de MOPS 10X (0,2M MOPS, 0,05M de 

acetato de sódio e 0,01M EDTA, pH 7,0) e 7 mL de formaldeído. As amostras contendo 1µg de 

RNA foram tratadas com 1,8 µL de MOPS 10X, 7,5 µL de formamida e 2,6 µL de formaldeído, 

aquecidas (65 °C, 15 minutos) e acrescidas de 1 µL de brometo de etídeo (1µg/mL) e 2 µL de 

azul de bromofenol (1µg/mL) . Os produtos foram visualizados sob luz UV e fotodocumentados 

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

3.17.4 - Síntese de cDNA 

A partir do RNA previamente extraído foi realizada a síntese de cDNA, através da reação de 

transcrição reversa (RT). A reação foi realizada incubando-se 1µg de RNA total com 1 µL do 

iniciador complementar à cauda poli A (oligo dT) (700C, 10 minutos). Logo após, foram 

adicionados 10 mM de DTT (0,1M/mL), 0,04 mM de dNTPs, 1 µL de inibidor de RNase (40U/ 

µL), 1 µL enzima transcriptase SuperScript III (200U/µL) , 4 µL do tampão da enzima 

concentrada 10X (200mM Tris-HCl e 500mM KCl, pH 8,4)  e H2O (q.s.p. para o volume final de 

20 µL de reação). As amostras foram incubadas por 1 hora a 42°C e a reação foi interrompida 

incubando em 90°C por 5 min. Após a reação os volumes das preparações foram ajustados para 

100 µL e as amostras armazenadas em -20 °C até a sua utilização. A quantificação 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 

após coloração com brometo de etídeo (1µg/mL) e visualização 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 eficácia dos oligonucleotídeos iniciadores desenhados e posteriormente 

sequenciar os produtos amplificados pelos mesmos, foram feitas reações de PCR em um volume 
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final de 25 µL utilizando: 5µL de cDNA, 2,5µL de tampão 10X da Taq Polimerase (10mM Tris 

HCl pH 8,3, 500mM de KCl), 2,5mM de dNTPs, 0,04 mM de MgCl2,  0,5µM de cada iniciador e 

0,2µL de Taq DNA polimerase (5U/µL). Os programas utilizados para amplificação consistiram 

de: 36 ciclos de desnaturação (95ºC, 45 segundos), anelamento (55ºC, X 50 segundos) e extensão 

(72ºC, 90 segundos). Para garantir a completa extensão do DNA sintetizado foi acrescentada uma 

etapa final a 72ºC 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 análise da expressão diferencial do gene cpb de L. (V.) braziliensis após várias passagens 

em cultura, foi utilizado o sistema que emprega o fluoróforo SYBR Green (com a capacidade de 

se intercalar na dupla fita de DNA sintetizada em cada ciclo de amplificação) e um par de 

iniciadores que amplifica o gene cpb . Como controle endógeno (gene constitutivo normalizador) 

foi usado outro par de iniciadores desenhados para o gene que amplifica a alfa-tubulina de L. (V.) 

braziliensis. As reações foram preparadas em um volume final de 25 µL nas seguintes condições: 

0,8 µmol de cada iniciador (Tabela IV), 12,5 µL SYBR green master mix, 5 µg de cDNA e 

5,9 µL água (ultra pura e estéril, grau Biologia Molecular). As condições de ciclagem foram: um 

passo inicial de ativação de 10 minutos a 95 °C, seguido de 40 ciclos de amplificação compostos 

por 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 50 °C e 1 ciclo para determinar a curva de dissociação 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 duração com um passo final de 15 segundos a 95 °C. Ao 

término da reação foi realizada a análise da curva de dissociação dos produtos gerados com a 

finalidade de avaliar a especificidade dos mesmos. Controles negativos da reação foram 

conduzidos com todos os reagentes com exceção 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 diferença entre 

cycle threshold (Ct) referente ao gene cpb e o respectivo ciclo do gene endógeno (normalizador), 

∆CT: [∆CT = Ct (cpb) – Ct (alfa-tubulina)]. Os dados de quantificação relativa foram expressos 

em 2-∆CT (Livak & Schmittgen, 2001). O Ct de uma determinada amostra corresponde ao número 

de ciclos onde foi registrada uma intensidade de fluorescência acima de uma faixa basal. 
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3.18- Análises das sequencias   

O levantamento das sequencias de nucleotídeos 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 comparação 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 análise de múltiplas seqüências 

usando o programa ClustalW2. Ainda foram realizados estudos de modificações pós-traducionais 

nas sequencias de aminoácidos da cisteína-proteinase B de Leishmania (V) braziliensis, como: 

sítios de glicosilação (DictyOGlyc 1.1), sitos de âncora GPI (big-PI Predictor- The GPI 

Prediction Server) e presença de peptídeo sinal (SignalP 3.0 Server). Todas essas ferramentas de 

análise de sequencias estão disponíveis no servidor www.expansy.org/tools. 

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

braziliensis 

Após visualização em gel de agarose a 2% (p/v) de uma única 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 instruções do fabricante. Este kit tem 

como princípio a adsorção de ácidos nucléicos à matriz sólida de sílica. O cDNA recuperado foi 

estocado a -20°C até a etapa de sequenciamento. O material foi seqüenciado pela Plataforma 

Genômica - Sequenciamento de DNA-PDTIS/FIOCRUZ do Laboratório de Genômica Funcional 

e Bioinformática (IOC/FIOCRUZ) através do kit Power SYBR green (Applied Biosytems). As 

reações foram aplicadas no seqüenciador automático DNA Analiser® PCR System 3730 – 

Applied Biosystems. A análise das seqüências foi feita através da comparação com o banco de 

dados de nucleotídeos do Gene Bank através do programa BLAST (www.expasy.org). 

3.20- Análises estatísticas  

As análises estatísticas 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 padrão. O nível 

de significância adotado foi de p< 0,05. 
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44--  RReessuullttaaddooss  

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

braziliensis  

Durante este trabalho, constatamos que de 3,7 ± 0,4 mg das proteínas de membrana 

detectadas, cerca de 0,4 ± 0,1 mg (11%) foram eluídas da coluna de Con A-Sepharose com α-D-

manose. Posteriormente, a fração de proteínas ligadas em coluna de ConA foi avaliada quanto ao 

seu comportamento em coluna de troca iônica. Os resultados obtidos da análise dessa fração em 

coluna de DEAE-Sephacel indicaram que quase a totalidade (0,4 ± 0,03mg) das proteínas 

aplicadas à coluna mantiveram-se adsorvidas à fase sólida após a etapa lavagem, indicando uma 

predominância de carga negativa nessas proteínas em pH 7,2 (Figura 5). De uma forma geral, os 

dados acima indicam que CPs de membrana de L. (V.) braziliensis são proteínas glicosiladas e 

com pI<7,2. Estas proteínas foram recuperadas somente após a eluição com gradiente de NaCl (0-

0,5M). O cromatograma gerado nesse fracionamento indicou que cerca de 23% 

(0,092 ± 0,005 mg) das proteínas foram eluídas na concentração de 0,055 M de NaCl, 

correspondente ao pico 1 com 0,625 de absorbância a 280nm. O restante do material 

(77 % = 0,31 ± 0,01 mg) dispersou-se ao longo do gradiente de sal. Analisando a atividade 

enzimática destas preparações foi possível detectar que o pico majoritário de absorbância foi 

coincidente ao pico principal de atividade sobre o substrato pEFLpNan (165 x 10-2 µM de 

pNan/minuto) (Figura 5). 

A eletroforese das frações eluídas da coluna de DEAE-Sephacel, sob condições 

desnaturantes, revelaram um perfil mais simples de bandas de proteínas (Figura 6B) (63 kDa, 

43 kDa, 30 kDa e 27 kDa) quando comparado com o extrato total da fração solúvel ao detergente 

TX-114 (Figura 6A). A enzimografia da fração solúvel total do parasita revelou cerca de três 

bandas de gelatinólise em pH neutro (66 kDa, 45 kDa e 40 kDa) (Figura 6C) que não foram  

sensíveis a presença do inibidor E-64 (dados não mostrados). Por outro lado, os ensaios de 

enzimografia com as frações da coluna de troca iônica, sugeriram que duas bandas de proteínas 

majoritárias de 63kDa e 43kDa têm atividade de proteinase em pH neutro, e são coincidentes com 

as bandas observadas em gel de SDS-PAGE corados pela prata (Figura 6D). As atividades destas 

bandas foram parcialmente sensíveis a presença 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 cisteína-proteinases solúveis a TX-114 de 

promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis. As frações foram 

previamente enriquecidas de mano-proteínas por cromatografia em coluna 

de afinidade de Con A e posteriormente fracionadas em coluna de DEAE-

Sephacel. As proteínas retidas na coluna foram eluídas com um gradiente 

linear de NaCl (0-0,5M), e as frações foram coletadas em um fluxo de 0.2 

mL por minuto. A etapa de eluição das proteínas foi acompanhada a 280nm 

(○) e a atividade enzimática com o substrato pEFLpNan (●) foi verificada a 

405nm (x10-2 um de pNan/minuto). 
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Figura 6: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (p/v) na presença de SDS 

das proteínas de Leishmania (V.) braziliensis. (A) e (C) são frações solúveis em 

TX-114, (B) e (D) são frações recolhidas após cromatografia em DEAE-

Sephacel.; Raias (A) e (B) coradas pela prata. Raias (C) (D) e (E) são ensaios de 

atividade com gelatina incorporada no gel, sendo essa última incubada com 

10µM E-64. Raia (F) Imunoblotting com antisoro anti-CPB.
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4.2- Atividade Enzimática 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 peptídico específico para cisteíno-proteínase, pEFLpNan 

Neste caso, a velocidade de hidrólise foi menor na proteinase de 63 kDa (2,2 ± 0,3 µM de 

pNan/minuto) comparado com a velocidade da proteinase de 43 kDa  (0,05 ± 0,2 µM de 

pNan/minuto). Ambas foram inibidas por 10µM de E-64, com uma inibição de 47 % e 36 %, 

respectivamente (Figura 7). 

4.3- Localização sub-celular de proteínas homólogas a CPBs em promastigotas de L. (V.) 

braziliensis  

Ensaios de aglutinação direta com promastigotas vivos foram feitos para indicar a 

localização de proteínas homólogas de CPB na superfície da membrana, com a utilização do 

antisoro anti-CPB. O efeito da aglutinação foi verificado a partir da diluição 1:50 (Figura 8A) até 

1:1000. Como controle da reação foram utilizadas células incubadas com soro de coelho pré-

imune, onde não foi visualizada aglutinação (Figura 8B). Observamos ainda que a aglutinação 

ocorre principlamente pelo corpo dos promastigotas (destaque na Figura 8A). Ensaios de 

imunofluorescência também foram realizados com parasitas vivos, utilizando o mesmo antisoro, e 

nesse caso foi observada uma intensa marcação, incluindo a superfície da membrana celular 

(Figura 8C e 8D). 

Adicionalmente ensaios de imunocitoquímica foram implementados utilizando antisoro anti-

CPB e partículas de ouro coloidal conjugada a proteína A. Nestes ensaios constatamos uma 

marcação na superfície da membrana, assim como em vesículas intracelulares (Figura 9). Ensaios 

controle foram conduzidos em paralelo com soro pré-imune não revelaram nenhuma marcação nas 

preparações de promastigotas (dados não mostrados). 
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Figura 7: Avaliação da atividade enzimática das bandas de 63 kDa e 43 kDa de 

Leishmania (V) braziliensis. A atividade enzimática de ambas as bandas 

imobilizadas em fragmentos de gel foram analisadas com substrato cromogênico 

pEFLpNan (0.1 mM) em 50mM de fosfato de sódio pH 7,0 contendo DTT (1mM) 

na presença e na ausência de E-64 (10µM). A hidrólise sobre o substrato foi medida 

a 405 nm e a atividade enzimática foi expressa em µM de pNan/minuto. Esses 

resultados são representativos em três experimentos independentes.
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Figura 8: Reatividade do soro anti cisteína-proteinase B em promastigotas vivas de 

Leishmania (V.) braziliensis. Foram realizados ensaios de aglutinação direta (A e B) e ensaios de 

imunofluorescência 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 µm. Em destaque: parasitas com aglutinação corpo-a-

corpo.  A e B = contraste de fase e C= contraste interferencial
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Figura 9: Imunoeletromicroscopia para detecção de cisteína-proteinase B em 

L. (V.) braziliensis. A localização ultraestrutural de CPB em promastigotas de Leishmania 

(V.) braziliensis foi feita utilizando antisoro policlonal específico anti-CPB (1:500) e 

partículas de ouro coloidal marcadas com proteínas A (10 nm). As partículas de ouro são 

vistas associadas a membrana (seta) e em vesículas intracelulares (cabeça de seta). K, 

kinetoplasto; Fp, bolsa flagelar. Em (A), barra  = 0.5 µm  e em (B) barra  = 1.0 µm
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4.4- Evidências de âncora glicofosfatidilinositol associada as proteína homólogas a CPBs de 

L. (V.) braziliensis  

A análise por citometria de fluxo, com a utilização do antisoro anti-CPB, foi feita para detectar 

as proteínas homólogas a CPB na superfície 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 número de promastigotas CPB positivas, 

quando as mesmas foram pré-tratadas com PLC. Esses resultados sugerem que essas proteínas são 

ancoradas à membrana, por moléculas de glicofosfatidilinositol (GPI) (Figura 10A). 

Os sobrenadantes obtidos a partir das células 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 três principais bandas de proteínas GPI ancoradas (120 kDa, 

63 kDa e 43 kDa), o que foi confirmado pela exposição do epítopo inositol 1,2 cíclico 

monofosfato.A reatividade do antisoro anti-CPB nas massas moleculares equivalentes de 63 e 

43 kDa recuperadas do sobrenadante das células tratadas com PLC é um indicativo de que 

proteínas homólogas a CPB podem ser removidos da superfície do parasita pela PLC (Figura 

10B). 

Além das proteínas de 63 kDa e 43 kDa serem ancoradas à superfície das formas 

promastigotas, a extração com detergente de algumas isoformas pode ser dependente da 

temperatura. A extração dos promastigotas com TX-100, nas temperaturas de 4 °C e 37 °C, 

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

4.5 – Detecção de proteínas homólogas 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 são 

apresentados na Figura 12. Uma maior porcentagem de marcação foi observada na primeira 

passagem (12,4%) em relação a quarta passagem (5,2%), indicando uma diferença significativa 

(p = 0,04) no reconhecimento de proteínas de membrana pelo antisoro anti-CPB. Em ambos os 

casos observaram-se uma marcação significativa acima do controle feito com soro pré-imune 

(0,6% e 0,9%, respectivamente). 
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Figura 10: Detecção da presença de âncoras de glicofosfatidilinositol de cisteína-proteinase B na 

membrana de Leishmania (V.) braziliensis. (A) As análises foram feitas em citometria de fluxo, 

utilizando  com antisoro anti-CPB antes e após 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) é o controle negativo do ensaio feito com soro pré-imune. Os 

marcadores de massa molecular (kDa) são indicados na figura. Esses resultados são representativos 

de dois experimentos independentes.
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Figura 11: Extração temperatura dependente de cisteína-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 presença de inibidores de 

proteases. As frações de mano-protéicas insolúveis (I) e solúveis (S) foram separadas por 

centrifugação, eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose e reveladas com anti-

CPB. A massa molecular (kDa) das bandas de CPBs majoritárias reconhecidas pelo 

antisoro específico são indicados a esquerda. Esses resultados são representativos de três 

experimentos independentes. 



 

 48

Rebello, K.M. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

controle anti-CPB

C

controle anti-CPBcontrole anti-CPB

C
*

*

Figura 12: Detecção da presença de cisteína-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 líquido a 27 °C. Preparações 

de promastigotas (106) vivam foram incubados com anti-CPB (1:1000) e como controle 

da reação foram utilizadas promastigotas incubadas com soro pré-imune de coelho 

(1:1000 - controle). Após a marcação dos parasitos, os mesmos foram analisadas por 

citometria de fluxo e os resultados foram expressos em números de eventos (103 

promastigotas) e em log da intensidade de fluorescência. Estas análises são 

representativas de cinco experimentos independentes. O gráfico de barras (C) indica a 

média e o desvio padrão das análises por citometria de fluxo (p < 0.05).
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4.6 – Estimativa da atividade enzimática de CPs dos promastigotas ao longo de três 

passagens sucessivas in vitro 

Tivemos ainda oportunidade de avaliar a atividade enzimática de CPs em promastigotas de 

primeira, quarta e sétima passagens (Figura 13). Os resultados apresentados mostram que as CPs 

avaliadas no extrato de proteína do parasita hidrolizam o substrato cromogênico (pNan) em 

pH 7,0. Assim, foi possível constatar que a atividade de CP é decrescente à medida que os 

promastigotas foram submetidos a sucessivas passagens, sendo obervado um decréscimo de 24 % 

(16,3 ± 0,9 x 10-3 µmoles. minuto-1. mg de proteínas -1; p = 0,001) e 34 % (14,0 ± 0,006 µmoles. 

minuto-1. mg de proteínas -1 , p = 0,001) da atividade na quarta e sétima passagem, 

respectivamente, quando comparado com a atividade CP na primeira passagem 

(21 ± 0,001 
µmoles. minuto-1. mg de proteínas -1). 

Para termos uma idéia melhor da participação de CPs na atividade total do substrato foi 

utilizado o inibidor E-64 para confirmar a espeficidade dessas enzimas. Os percentuais de 

inibição da atividade das sucessivas passagens foram: primeira passagem, 96,3 % (20,2 ± 0,001 

µmoles minuto-1. mg de proteína -1); quarta passagem, 54 % (11,3 ± 0,0009 µmoles. minuto-1. mg 

de proteína -1); e de sétima passagem, 52 % (10 ± 0,001 µmoles. minuto-1. mg de proteína -1). 

4.7 – Verificação da expressão relativa do gene cpb dos promastigotas ao longo de três 

passagens sucessivas in vitro  

Na continuidade do nosso estudo o RNA total de L. (V.) braziliensis (Figura 14) foi 

reversamente transcrito em cDNA para avaliação da expressão do gene cpb de promastigotas de 

primeira, quarta e sétima passagens. Em uma análise preliminar verificamos a eficiência dos 

iniciadores desenhados para amplificar uma região comum aos genes cpb do parasita. Os 

resultados da reação de PCR com os distintos cDNAs dos promastigotas de L.(V.) braziliensis 

revelaram amplificação de um único fragmento de gene com 110 pb nas três preparações de 

cDNA testadas (Figura 15). O sequenciamento destes produtos amplificados revelou identidade 

com seqüências de CPs de Leishmania spp. (Tabela VI). A análise das seqüências comparando 

com o banco de dados de nucleotídeos do Gene Bank através do programa BLAST revelou 

identidade máxima de 98% para sequencias de catepsina-L de L. (V.) braziliensis, assim como 

para as sequencias encontradas no cromossomo oito deste parasita; e identidade mínima 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% é justificado, pois estávamos trabalhando com uma região conservada nas três 

sequencias de cpb (Figura 16), essas não 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 necessário 

construir curvas de dissociação para checar a especificidade dos ensaios para os genes cpb e alfa-

tubulina. Os resultados para ambos os genes indicaram um único pico de temperatura de 

dissociação para o produto amplificado pelos iniciadores utilizados (Tm= 83ºC para cpb e Tm= 

86 ºC para alfa-tubulina), sugerindo que os ensaios de PCR em tempo real foram genes 

específicos e que os resultados não foram confundidos com amplificações inespecíficas ou 

dímeros de iniciadores (Figura 18).  

Utilizando o gene que codifica a alfa-tubulina como normalizador da reação (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 

expressão normalizada do gene cpb de promastigotas utilizando como gene de referência 

(constitutivo) de alfa-tubulina. Com estes dados foi possível constatar que a expressão 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 preparações de cDNA dos promastigotas de quarta e sétima passagens, respectivamente; 

quando comparada com os resultados de quantificação realizados com preparações de cDNA dos 

promastigotas de primeira passagem (1 ± 0,1). 

4.8 – Modificações pós traducionais nas sequencias de CPB 

Ao longo desse trabalho foi possível confirmar a presença de modificações pós- 

traducionais como sítios de glicosilação, região de âncora GPI e presença de peptídeo sinal – 

Figura 19. As análises in silico indicaram a presença de apenas O-glicosilação nas sequencias de 

CPB sendo, 11 sítios em Lbr._V2. 0810 e Lbr._V2. 0820 e 18 sítios em Lbr._V2. 0830. Também 

constatamos que na análise teórica do resíduo de aminoácido Ser429 poderiam conter âncora GPI 

nas sequencias Lbr._V2. 0820 e Lbr._V2. 0830 e o resíduo Gli422
 na sequencia Lbr._V2. 0810. 

Além disso, os dados indicaram que as três sequencias de CPB contêm peptídeo sinal entre os 

resíduos de aminoácidos Ala27 - Met28 (Figura 20)  
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Figura 13: Ensaios de atividade enzimática para cisteína-proteinase ao longo das passagens in 

vitro dos promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis. A atividade enzimática foi medida a 

partir do extrato total de proteínas (5 µg) de promastigotas usando pEFLpNan (0,1mM) como 

substrato, em tampão 10mM Tris HCl 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 enzimática foi medida na ausência (■) e na presença (□) de 0,1 mM de 

E-64. Os dados de atividade foram expressos em µmoles minutos-1 mg de proteína-1. Os valores 

representam as médias de um ensaio em triplicata e os seus desvios padrão. (p < 0.05).
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Figura 14: Gel de agarose 1,2% (p/v) desnaturante para a análise de RNA total de 

promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis. A integridade do RNA extraído (1µg) sem 

tratamento prévio com DNAse e LiCl2 (A) e após tratamento com DNAse e LiCl2 (B). As 

três bandas correspondem, respectivamente aos RNAs ribossomais 28S, 18S e 52S. 
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Figura 15: Análise dos produtos amplificados do gene de cisteína-proteinase B de 
Leishmania (V.) braziliensis. As amostras de cDNA de obtidas da primeira (1p), quarta 
(4p) e sétima (7p) passagens foram submetidas a reação de PCR e os produtos 
amplificados foram visualizados em gel de 1,2%, de agarose à corado em brometo de 
etídeo. 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 nucleotídeos com o 

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

Número de Acesso Descrição Escore 
Máx 

Grau de Similaridade 

XM_001562091.1 L. braziliensis cathepsin L-like protease 

(LbrM08_V2.0830)  

100 98% 

XM_001562090.1 L. braziliensis cathepsin L-like protease 

(LbrM08_V2.0820)  

100 98% 

XM_001562089.1 L. braziliensis cathepsin L-like protease 

(LbrM08_V2.0810)  

100 98% 

AM494945.1 L. braziliensis cromossomo 8 100 98% 

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

Z49962.2 L. mexicana gene lmcpb2.8 de CP  69.4 86% 

Z49963.2 L.mexicana gene cpb1  69.4 86% 

Z14061.1 L. mexicana RNAm de CP 69.4 86% 

Y09958.1 L.mexicana gene cpb18  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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Figura 16: Análise do pareamento dos iniciadores senso e anti-senso nas três sequencias 
do gene cpb de L. (V.) braziliensis. Os asterísticos (*) representam os nucleotídeos 
idênticos em todas as sequencias do alinhamento. Em destaque o local nas sequencias 
onde ocorre o anelamento do pareamento. As análises foram feitas no ClustalW

(www.expasy.org).
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Figura 17: Alinhamento múltiplo das três sequencias do gene cpb de L. (V.) braziliensis 

depositadas no banco de dados. Os asterísticos (*) representam os nucleotídeos idênticos 
em todas as sequencias do alinhamento. O alinhamento foi feito no programa ClustalW
(www.expansy.org).
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Figura 18: Curvas de dissociação da PCR em tempo real utilizando SYBR green para gene 

cpb obtidas a partir da temperatura de desnaturação dos produtos amplificados. O gráfico 

expressa a derivativa da curva de  dissociação dos produtos amplificados a partir dos 

iniciadores para o gene cpb demonstrando um único pico na temperatura de 83 °C quando 

comparado ao controle negativo que não apresenta pico de dissociação. Esses resultados são 

representativos de cinco experimentos independentes em duplicata com as três passagens de 

cultura.
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Figura 19: Quantificação do  gene  de cisteína-proteinase B (cpb) de Leishmania (V) braziliensis

por PCR em Tempo Real. Os produtos amplificados da reação PCR quantitativo foram obtidos a 

partir dos cDNAs dos promastigotas de primeira (1p), quarta (4p) e sétima (7p). A reação foi 

normalizada utilizando-se a alfa-tubulina, sendo os dados expressos por 2- ∆CT (CT do gene CPB 

– CT do gene alfa-tubulina). Estes resultados correspondem a média e o desvios padrão de cinco 

experimentos independentes (p < 0.05).
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HVTIESNEDT MAAWLAANGP IAIAVDASAF MSYTGGVLTS CDGKQLNHGV LLVGYNMTGE  

VPYWLIKNSW GENWGEKGYV RVRKGTNECL IQEYPVSAQT SGSTTPGPTT TTKAPKGLVV  

VQTTCTDYFC RKGCKEEVFK TSKCYKSTGG KSVTMQCGMS EVLVRTYPSS DCSGTQRYGV  
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IPEGKCMVST SGSSKSICTF K 

Figura 20: Análise das sequencias de aminoácidos de CPB originadas a partir das 
sequencias depositadas no banco de dados. Os aminoácidos destacados em amarelo 
apresentam glicosilação, a marcação em amarelo indicam os aminoácidos glicosilados; o 
aminoácido dentro do quadrado indica o local de possível ancoramento por GPI; e a seta 
vermelha indica o local predito para a presença do peptídeo sinal. 
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44  --  DDiissccuussssããoo  

O estudo sobre as proteinases de parasitas do gênero Leishmania indica que é possível 

detectar estas enzimas diretamente do extrato total do parasita por ensaios de eletroforese através 

da digestão de substratos copolimerizados em gel de poliacrilamida. Ao longo de três décadas de 

estudos utilizando este método de análise de proteinases só foi possível revelar metalo-

proteinases e cisteína-proteinases nestes protozoários (Alves et al., 2004; Bouvier et al., 1995; 

Cuervo et al., 2006; de Araujo Soares et al., 2003), que estas enzimas são predominantes nestes 

parasitas. Enquanto metalo-proteinases são encontradas em abundância nas formas promastigotas 

(Bouvier et al., 1985; Schneider et al., 1992), as cisteína-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 existência de cisteína-

proteinase nesta espécie de parasita (Alves et al., 1993). Entretanto, é necessário ter cautela ao se 

analisar este tipo de eletroforese, pois a revelação da atividade enzimática é dependente de uma 

série de fatores, os quais necessitam ser avaliados, tais como atividade enzimática, difusão e 

penetração do inibidor E-64 (Michaud, 1998). 

Desta forma, decidimos adotar uma abordagem extrínseca ao sistema de enzimografia. 

Nosso questionamento foi direcionado ao parasita e tentamos estudá-lo sob o ponto de vista 

bioquímico. Assim, propomos detectar CPs em frações de proteínas 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 frações de 

proteínas de membrana de uma cepa de parasita da mesma espécie (Alves et al., 1993). 

Os avanços sobre o conhecimento de CPs de Leishmania spp. podem ser divididos em duas 

frentes: a diversidade dos genes cpb nesse gênero e a influência dessas enzimas na interação entre 

parasita e hospedeiro mamífero (Mottram et al., 2004). Contudo, as evidências bioquímicas de 

CPs são pouco estudadas em cepas de L. (V.) braziliensis que são parasitas com baixa taxa de 

multiplicação in vitro e in vivo, e estão associados à leishamaniose cutâneo-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 concentração para a análise 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 preparações de 

proteínas isoladas continham cisteína-proteinases. Ainda, as propriedades catalíticas de CPs 
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foram confirmadas uma vez que estas enzimas hidrolizam o substrato pEFLpNan, que é um 

substrato específico para proteinases com grupamento tiol em seu centro ativo, como a papaína 

(Carica papaya), ficina (Fícus carica) ou bromelina (Ananas comosus) (Filippova et al., 1984). 

A hidrólise dos substratos com resíduos de fenilalanina na posição P2 é compatível 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 são ricas em resíduos de manose e ainda são previstos sítios de O-

glicosilação nas três sequencias de CPB analisadas in silico. 

Os parasitas ao longo do seu ciclo de vida estão sujeitos a transformações consideráveis. 

Esse ponto é de interesse especial no caso dos protozoários parasitas do gênero Leishmania, que 

ao longo do seu ciclo biológico são expostos a diferentes condições dentro dos hospedeiros, 

invertebrado e vertebrado. Os resultados de hidrólise desta enzima sobre a gelatina indicam o 

potencial destas em agir sobre componentes da matriz extra-celular o que pode favorecer a 

invasão em ambos os hospedeiros. No ambiente do trato digestório do vetor, estas enzimas 

atuariam na catálise de vários substratos necessários à nutrição das formas promastigotas. No 

hospedeiro vertebrado estas enzimas poderiam atuar no início da invasão do sistema fagocítico 

mononuclear. Neste caso é conhecido que CPs que hidrolizam o substrato pEFLpNan podem 

inibir a biossíntese de prostaglandinas proinflamatórias (Taussig, 1980) e reduzir a eficiência da 

coagulação, agindo sobre o fibrinogênio (Livio et al., 1978). 

O perfil de migração 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 frações isoladas da coluna de DEAE-Sephacel, o que foi detectado 

também pelos ensaios de enzimografia, sugerindo que as bandas de 63kDa e 43 kDa são as CPs 

predominantes sensíveis a incubação com o E-64. Esses dados foram confirmados por 

immunoblotting, utilizando antisoro policlonal mono-específico anti-CPB, o que sugere que tais 

proteinases sejam homológas de CPBs de L. (L.) mexicana, como descrito para 

L. (L.) amazonensis (Alves et al., 2005).  

É importante ressaltar que essas massas moleculares predominantes podem ser relacionadas 

aos dados já 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 não infectiva de L. (L). major like (Alves et al., 1993) e também, a proteína 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 superfície celular das formas promastigotas. Geralmente no 

fracionamento com TX-114, na fase detergente estão presentes as proteínas de membrana 

(Bordier, 1981), enquanto as que permanecem na fase aquosa são essencialmente hidrofílicas, 

embora algumas exceções tenham sido descritas (Maher & Singer, 1985; Pryde & Phillips, 1986). 

Baseado nestas observações é possível sugerir que as proteínas de membrana das formas 

promastigotas de L. (V.) braziliensis eluídas da coluna de troca iônica estão associadas às 

membranas externa ou interna. Ainda é possível inferir, que as proteínas de 63 e 43 kDa são 

proteínas de membrana externa devido a presença de resíduos de manose, uma vez que estes 

resíduos de açúcar são típicos de muitas proteínas presentes na membrana externa (Gahmberg & 

Tolvanen, 1996).  

Como a compartimentalização celular de uma enzima pode estar diretamente relacionada 

com sua função biológica, estudos subseqüentes foram propostos para investigar a distribuição 

celular das proteínas homólogas a CPB. Um outro indicativo da presença de proteínas homólogas 

a CPB na superfície de promastigotas foi obtido através de ensaios de aglutinação direta, com 

antisoro anti-CPB. Esse fato foi confirmado por ensaios de imunocitoquímica, utilizando o 

mesmo antisoro que também foi capaz de revelar a presença destas proteínas, ou polipeptídeos 

contendo epítopos idênticos, na superfície celular e em organelas intracelulares. Desta forma, 

estes dados de localização celular com base no reconhecimento imunológico das proteínas 

homólogas a CPB confirmam os achados bioquímicos da solubilidaede destas proteínas 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 proteínas 

de membrana e integrais, é importante mencionar que outros autores reportam que diferentes CPs 

estão associadas a organelas internas da Leishmania e teriam propriedades hidrofílicas (Duboise 

et al., 1994; Robertson & Coombs, 1990). A localização das CPs na superfície celular do parasita 

não é um fato muito demonstrado, visto que a rota conhecida para o direcionamento celular 

destas enzimas, não prevê o endereçamento das mesmas para a superfície deste parasita. Embora 

formas maduras dessas proteinases estejam geralmente confinadas a megassomos, em 

amastigotas, supõe-se que elas estejam localizadas nos lisossomos-túbulo multivesicular em 

promastigotas (Leon et al., 1994). O modelo de rota de direcionamento das CPs mais estudado é 

o de L.(L.) mexicana. Sabe-se que esta rota é pouco usual, uma vez que envolve a bolsa flagelar e 
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a via endossomal, e é direcionada por elementos seqüências no pró-domínio (Brooks et al., 2000; 

Huete-Perez et al., 1999; McConville et al., 2002). 

Na superfície deste protozoário, estas enzimas podem estar relacionadas com a nutrição, 

invasão de tecidos ou com o mecanismo de escape de defesa (McKerrow et al., 1993; Sajid & 

McKerrow, 2002). No entanto, com os nossos dados não é possível afirmar que estas enzimas 

estão ativas na superfície dos promastigotas. De qualquer forma, nossos resultados mostram que 

ocorre reação imunológica cruzada entre o antisoro anti-CPB e proteínas homólogas 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 marcação na superfície celular e na membrana da bolsa flagelar 

indica que as proteínas homólogas de CPB podem ser secretados pelo parasita. Esse fato foi 

observado nesse trabalho através de análises in silico, que indicaram a presença de peptídeo sinal 

nas três sequencias de CPB depositadas no banco de dados. A metalo-proteinase gp63 é a única 

proteinase de supeficie Leismnania spp descrita como secretada (McGwire et al., 2002). Não 

obstante as CPs serem enzimas secretadas por vários protozoários parasitas (McKerrow et al., 

1993), no momento, não é possível afirmar que as proteínas homólogas a CPB descritos neste 

trabalho estão sendo secretados pelas promastigotas de L. (V.) braziliensis 

De uma maneira geral, a membrana plasmática de protozoários parasitas como Leishmania 

são altamente especializadas, com uma fina camada de glicoconjugados e glicoproteínas atuando 

como fator de virulência (Ilg et al., 1999a; McConville et al., 1993; Naderer et al., 2004; Turnock 

& Ferguson, 2007). Dentre estes glicoconjugados e glicoproteínas destacam-se a gp63, 

lipofosfoglicanos e glicoinositol fosfolipídeos de Leishmania spp. (Alexander et al., 1999; 

Frommel et al., 1990). A maioria dessas macromoléculas de superfície é fixada à membrana 

plasmática através de âncora GPI (Ferguson, 1999), o que também parece ser verdade para 

algumas isoformas homólogas a CPB, como demonstrado nesse trabalho através de ensaios in 

silico de predição da presença de âncora 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 à 

membrana das proteínas de 63 kDa e 43 kDa. Estes polipeptídeos estáveis em solução aquosa 

expõem o epítopo 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 detecção de um polipetídeo de 120 kDa que 

também mostrou-se estável em solução aquosa após tramento com PLC, sendo reconhecido 

apenas pelo antisoro anti-CRD. Este achado é indicativo que este poliptídeo também está 

ancorado por GPI a superfície da membrana celular dos promastigotas de L. (V.) braziliensis. Até 

o momento, as fosfatases ácidas são as proteínas de superfície celular de Leishmania spp que 

apresentam massa molecular de 120 kDa (Shakarian & Dwyer, 2000). No entanto, nenhuma 

correlação pode ser feita entre as fosfatases ácidas e os nossos dados, sendo necessários estudos 

futuros para maiores informações sobre sobre este polipeptídeo.  

Os nossos dados de ancoramento das bandas de 63 kDa e 43 kDa foram confirmados pelos 

ensaios de lipid rafts solúveis a 37 οC. Esses fornecem evidências preliminares que isoformas de 

CPB de 63 kDa e 43 kDa podem ser encontradas em regiões 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 extraídas com 1% de TX-100, com variação de temperatura. 

Especificamente, algumas proteínas associadas aos lipids rafts são resistentes à extração a 4°C, 

porém são eficientemente solubilizadas em altas temperaturas (Brown & Rose, 1992). 

Geralmente, proteínas associadas às membranas apresentam âncoras com cadeias aciladas 

saturadas, sendo também GPI ancoradas ou modificadas com ácidos graxos mirísticos e ou 

palmíticos, como a gp63 GPI ancoradas e LPG segregadas em DRMs de Leishmania (Denny et 

al., 2001). Assim, provavelmente algumas das isoformas das proteínas homólogas 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 é indicativo da localização de proteínas homólogas a 

CPB na superfície do parasita e sugere que isoformas destas proteínas são covalentemente ligadas 

a lipídios de membrana, gerando domínios alternativos de membrana para ancoramento dessas 

proteinases no parasita, como ocorre em eucariotos (Lalanne et al., 2004). As implicações da 

presença dos lipids rafts CPB-GPI ancoradas à superfície da L. (V.) braziliensis, podem estar 

relacionadas com micro-domínios na membrana plasmática envolvidos no sítio de adesão e 

reconhecimento, sinal de transdução (Denny et al., 2001) e ainda podem funcionar no tráfico 

através da vias endocíticas e secretórias (Brown & London, 1998). 

Uma vez confirmado que proteínas homólogas a CPB estão presentes na superfície celular 

dos promastigotas de L. (V.) braziliensis, a continuidade deste estudo foi investigar a estabilidade 

da expressão destas proteínas na superfície celular do protozoário. Interessantemente, os 
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experimentos de citometria de fluxo conduzidos com promastigotas pré-fixadas indicaram um 

decréscimo da intensidade de fluorescência (≈ 2,4X) nas preparações de parasitas de quarta 

passagem. De uma maneira geral, os componentes de superfície de Leishmania spp relacionados 

com a virulência têm a expressão diminuída, ou estrutura molecular modificada, quando os 

parasitas são mantidos em cultivo in vitro (Ramamoorthy et al., 1992; Turco & Descoteaux, 

1992). Como as CPBs também são fatores de virulência diretamente relacionados com a 

adaptação da Leishmania spp no hospedeiro vertebrado, seja na modulação da resposta imune 

ceular (Alves et al., 2004) ou ainda na sobrevivência do protozoário nos macrófagos (Mottram et 

al., 2004; Mundodi et al., 2005), é possível que na manutenção dos promastigotas in vitro ocorra 

uma diminuição da expressão das proteínas homólogas a CPB de superfície celular deste parasita.  

As sucessivas passagens em cultura dos promastigotas de L.(V).braziliensis parece 

influenciar na atividade enzimática de CPs, similar ao fenômeno de decaimento do 

reconhecimento imunológico das proteínas homólogas a CPB na superfície do parasita. O que foi 

constatado com a diminuição da taxa de hidrólise do substrato pEFLpNan pelas preparações de 

proteínas de promastigotas das três passagens sussessivas: primeira, quarta e sétima. Assim, a 

quantificação da atividade enzimática em diferentes passagens de promastigotas também indicou 

que estas enzimas estão sendo diferentemente expressas. 

Um fato curioso observado nesta etapa do estudo foi a queda da eficiência inibitória de E-

64 sobre a atividade total de CPs nas preparações de proteínas obtidas da quarta (54%) e sétima 

(52%) passagens dos promastigotas, quando comparado com as preparações de primeira 

passagem (96%). Este achado pode significar que as proteases expressas pelos promastigotas ao 

longo das passagens sucessivas não são totalmente semelhantes sob o ponto de vista dos 

mecanismos cataliticos. Um passo fundamental à compreensão deste fenômeno seria proposição 

de um estudo com um painel de substratos e inibidores de CPs, o que nos permitiria entender que 

tipo de CPs são expressas quando este parasita é submetido a diferentes passagens em cultivo. 

Este é um problema biológico muito complexo de se estudar em preparações com misturas de 

proteínas devido a dificuldade de se controlar a quantidade das enzimas nas preparações, o que 

foi o caso das nossas análises. 

As 87 famílias de cisteína-proteinases descritas são organizadas com base na composição de 

aminoácidos e na composição do centro catalítico destas enzimas (http://merops.sanger.ac.uk/), 

significando uma micro-heterogenidade que determina a preferência de catálise das ligações 

peptídicas, e, por conseguinte da ação de inibidores sobre os diferentes membros das famílias. 

Neste contexo, sabe-se que o E-64 - uma molécula orgânica relativamente simples – é um 
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inibidor irreversível específico de diversas CPs como a catepsina K, catepsina B, catepsina H, 

actinidina, calpaína entre outras (Lecaille et al., 2002). No entanto, alguns ortólogos de CPs são 

fracamente inibidos, ou ainda, não são inibidos pelo E-64 como a bromelina (Harrach, 1998) e a 

falcipaína 1 (Goh, 2005), respectivamente. Assim, é possível que CPs diferentes dessas passem a 

ser expressas quando os promastigotas são submetidos a cultivos sucessivos. 

Ainda que os estudos de reconhecimento imunológico e de atividade enzimátiva propostos 

neste trabalho sejam esclarecedores de que as CPs estão presentes e ativas em L.(V).braziliensis, 

estes dados foram corroborados com a constatação de que os genes cpb estão sendo transcritos 

nestes parasitas. Este fato foi comprovado com os ensaios de detecção de transcritos de cpb em 

preparações de RNA total dos promastigotas após passagens em cultivo. O sequenciamento dos 

cDNas de cpb de L. (V.) braziliensis obtidos pela RT-PCR convencional após 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 análises de comparação de 

seqüências foram feitas através do algoritmo BLAST. 

Neste estudo de quantificação de transcritos do gene de cpb, o gene normalizador 

selecionado foi importante. A seleção de um gene endógeno controle implica em uma avaliação 

cuidadosa da expressão do mesmo em relação ao tipo de célula e à situação experimental sobre a 

qual vai ser realizada a investigação (Thellin et al., 1999). Sendo assim, investigamos a expressão 

de alfa-tubulina, como gene controle interno (constitutivo) para estudos de expressão gênica em 

promastigotas de L.(V).braziliensis pelo método RT-PCR quantitativo. A análise da expressão 

diferencial do gene cpb pôde ser comparada com os resultados obtidos pelo gene constitutivo. 

Nos estudos de detecção de transcritos de cpb foi detectado o aumento do nível da 

expressão relativa deste gene, ao longo das sucessivas passagens em cultura. Uma possível 

explicação para este fato seria a existência de múltiplos genes cpb. Em L. (V.) braziliensis são 

descritos somente três cópias do gene cpb, cujas funções biológicas ainda não são conhecidas 

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

distintos na interação parasita-hospedeiro. Provavelmente, o constante cultivo in vitro dos 

promastigotas seja favorável à indução da expressão dos genes cpb, essencial a esta condição do 

parasita. Como os iniciadores foram projetados para detectar uma região comum aos genes cpb, 

não foi possível inferir quais das três cópias deste gene estavam com sua expressão aumentada. 

De qualquer forma é possível sugerir que as isoformas de CPB individualmente exerçam papéis 

distintos ao longo do ciclo de vida deste protozoário, sendo alguns genes cpb sintetizados em 

circunstâncias especiais - apenas quando necessários. Este tipo de expressão regulada é um fato 
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notório para outros genes de Leishmania spp (Folgueira & Requena, 2007; Omara-Opyene & 

Gedamu, 1997; Somanna et al., 2002). 

Adicionalmente, em tripanossomatídeos os genes codificadores de proteínas estão 

organizados em tandem separados por regiões intergênicas curtas, e são transcritos em longas 

subunidades policistrônicas (Johnson et al., 1987). Dessa forma, é possível que a quantidade de 

transcritos de cpb vista nas preparações de RNA total dos promastigotas nas diferentes passagens 

não reflita a quantidade real de CPB presente em L. (V.) braziliensis (McNicoll et al., 2006). Os 

tripanossomatídeos possuem regulação gênica principalmente, se não exclusivamente no nível 

pós-transcricional, e dessa forma é de extrema importância o estudo do processamento de RNA 

nestes organismos (Horn, 2008). Em contrapartida, nossos resultados mostraram que ocorre 

também uma regulação pós-traducional, já que houve um aumento na expressão de produtos 

traduzidos ao longo das passagens. As unidades de RNA policistrônicas são processadas através 

de reações de trans-splicing e poliadenilação para dar origem aos RNAs mensageiros maduros 

monocistrônicos. O trans-splicing é uma reação de processamento de RNA na qual seqüências de 

duas moléculas separadas são associadas para formar um mRNA maduro. Assim os genes cpb 

originados de uma mesma unidade transcricional podem mostrar grandes diferenças no padrão de 

expressão da CPB, como descritos para outros genes desta família de parasitas (Pays & Nolan, 

1998).  

Embora esses parasitas tenham distribuição em vários países do continente Sul Americano, 

fundamentalmente circulam entre hospedeiros vertebrados e invertebrados. Dessa maneira, a 

exposição do parasita a diferentes ambientes em condições adversas (trato digestório inseto vetor e 

fora e dentro das células do hospedeiro mamífero) influencia a expressão de proteínas específicas 

que auxiliam a sua sobrevivência na nova condição a qual é submetido (Smith et al., 2007). Desta 

forma é valido pensar que CPB de membrana estariam envolvidas no início da dinâmica de 

interação que se estabelece entre a L. (V.) braziliensis e os seus hospedeiros, o que pode ter 

contribuído com o sucesso adaptativo deste parasita. Estamos certos que o nosso esforço em 

evidenciar CPB de L. (V.) braziliensis possa contribuir no entendimento das interações finas e 

vitais que se estabelecem entre este parasita e os seus hospedeiros e com isso sugerir novas alvos 

para controle da doença em nossas áreas endêmicas. 
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77--  CCoonncclluussõõeess  

• Com o desenho experimental proposto foi possivel isolar uma fração enriquecida de cisteína-

proteinases der membrana contendo resíduos de manose de promastigotas de uma cepa 

infectiva de L. (V.) braziliensis. 

• Os ensaios bioquímicos propostos indicaram que as proteínas majoritárias de 63 kDa e 43kDa 

com resíduos de manose estão presentes neste parasita, e ambas possuem potencial de catálise 

sobre o substrato complexo (gelatina) e um sintético (pEFLpNan) em pH neutro. Estas 

enzimas mostraram-se sensíveis a presença do inibidor específico para cisteína-proteinase, E-

64. 

• O antisoro anti-CPB mostrou ser uma ferramenta útil para identificação de cisteína-

proteinases B nas formas promastigotas de L. (V.) braziliensis. Estas enzimas são homólogas 

a cisteína-proteinases B de L. (L.) mexicana, o que indica que ambas podem partilhar algumas 

propriedades estruturais. 

• A localização das proteínas homólogas a cisteína-proteinase B de L. (V.) braziliensis não é 

homogênea. Estas proteínas são expressas na superfície celular e em organelas intracelulares 

do promastigota. 

• O conjunto de dados obtidos até o momento sugere que algumas isoformas de proteínas 

homólogas a CPBs podem ser ancoradas por GPI à lipídios resistentes a extração com 

detergente. 

• Atividade enzimática de cisteína-proteinase total parece estar diminuída quando o protozoário 

é submetido a cultivos in vitro sucessivos. 

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

sucessivos. 
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