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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Taiana Ferreira Paes

As leishmanioses sdo doencas que apresentam uma ampla variedade de
manifestacdes clinicas, que dependem da espécie de Leishmania e do estado
imunolégico do hospedeiro. Leishmania (infantum) infantum (LII) € uma das espécies
que causam a leishmaniose visceral (LV) e esta presente no Velho Mundo (VM), ja a
L. (i.) chagasi (LIC), que esta presente no Novo Mundo (NM), é responséavel pela LV
na América Latina sendo considerada idéntica a L. (i.) infantum do ponto de vista
molecular. No entanto, poucos trabalhos abordam as diferencas bioldgicas, tais como
o0 comportamento destes parasitos durante a infeccao. Estes protozoarios vivem no
interior das células de seus hospedeiros, evadindo continuamente dos mecanismos
microbicidas e modulando a resposta imune. Um dos mecanismos utilizados por estes
protozodrios envolve o metabolismo da L-arginina, uma vez que esse aminoacido é
compatrtilhado por duas enzimas, a 6xido nitrico sintase (NOS) e a arginase (ARG),
que podem atuar na morte, através da producdo de o6xido nitrico (NO), ou na
sobrevivéncia e multiplicacdo do parasito em macrofagos, através da producao de
poliaminas. Dada a importancia de se compreender as diferencas entre as espécies
de Leishmania, assim como de se estabelecer um melhor modelo murino para o
estudo da leishmaniose, o objetivo central deste trabalho foi: buscar diferencas
biolégicas e moleculares entre L. (i.) infantum (LII) e L. (i.) chagasi (LIC), bem como
investigar o papel da arginase/NOS na relacéo parasito-hospedeiro. A LIl mostrou-se
mais infectiva que a LIC tanto in vivo quanto in vitro. Observou-se que camundongos
BALB/c foram mais susceptiveis a infeccdo do que os Swiss Webster. Nas células do
baco e figado dos animais infectados por ambos os parasitos, ocorreu uma diferenca
na atividade da NOS e da ARG. In vitro, promastigotas de LIl isoladas das duas
linhagens de camundongos apresentaram maior atividade da ARG do que as de LIC,
porém, ndo se observou diferenca na producdo de NO intracelular entre estes
parasitos. As sequéncias do gene da ARG foram idénticas entre ambos 0s parasitos.
Contudo, apesar desta identidade, as promastigotas apresentaram expressao
diferente deste gene. Por fim, foi realizado com sucesso a clonagem do gene da ARG
em sistema heterdlogo. Com este trabalho, pode-se concluir que apesar da L. (i.)
chagasi ser considerada idéntica a L. (i.) infantum, ambas apresentam diferencas nos
comportamentos biolégico e molecular.



Ministério da Satde

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

COMPARATIVE ANALYSIS OF BIOLOGICAL AND MOLECULAR ASPECTS OF Leishmania
infantum ISOLATES

ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN MOLECULAR AND CELL BIOLOGY

Taiana Ferreira Paes

Leishmaniases are diseases with a wide variety of clinical manifestations, which are
dependent on the Leishmania species and the host's immune status. Leishmania
(infantum) infantum (LII) is one of the species that causes the visceral leishmaniasis
(VL) and is present in the Old World (OW), while L. (i.) chagasi (LIC), that is present in
the New World (NW), is responsible for VL in Latin America and is considered identical
to L. (i.) infantum from the molecular point of view. However, few studies address the
biological differences, as well as the behavior of these strains during infection. These
parasites live inside the cells of their hosts, continuously evading the microbicidal
mechanisms and modulating the immune response. One of the mechanisms used by
these protozoa involves the L-arginine metabolism, since this amino acid is shared by
two enzymes, nitric oxide synthase (NOS) and arginase (ARG), which can act directly
on death, through nitric oxide (NO) production, or in the survival and multiplication of
the parasite in macrophages, through the polyamines production. Given the
importance of the understanding of differences between Leishmania species, as well
as establishing a better murine model to study leishmaniases, the main objective of
this work was to analyze the biological and molecular differences between
L. (i.) infantum (LII) and L. (i.) chagasi (LIC), as well as to investigate the role of
arginase/NOS in the parasite-host relationship. Therefore, the LIl showed more
infective than the LIC both in vivo and in vitro. In addition, BALB/c mice were more
susceptible to infection than Swiss Webster mice. In the spleen and liver cells of the
animals infected by both parasites, a difference in NOS and ARG activity occurred. In
vitro, promastigotes of LIl isolated from the two lineages of mice showed higher ARG
activity than those LIC, however, no difference was observed in intracellular NO
production between these parasites. The sequences of the ARG gene was identical
between both parasites. However, despite the identity, the promastigotes showed
different expression of this gene. Finally, the cloning of the ARG gene in a heterologous
system was successfully performed. With this work, it can be concluded that although
L. (i.) chagasi are considered identical to L. (i.) infantum, both have different biological
and molecular behavior.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas infecciosas causadas por
parasitos protozoarios do género Leishmania. Sdo consideradas doencas tropicais
negligenciadas e estdo entre as seis grandes endemias humanas desde a década de
90. Estao distribuidas em 98 paises abrangendo os continentes europeu, asiatico,
africano e americano, no entanto, mais de 90% dos novos casos ocorrem em treze
paises: Afeganistdo, Argélia, Bangladesh, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Etidpia, india, Ira,
Peru, Siria, Sudao e Sudao do Sul (WHO 2010; Alvar et al. 2012).

Estima-se que 900 mil a 1,7 milh&o de novos casos e 20 a 30 mil mortes por
ano sao atribuidas a essa doenca, a qual pode manifestar-se em vérias formas com
sintomas diferentes, dependendo das espécies infectantes e da resposta imune do
hospedeiro (WHO 2016).

1.1. Parasitos do género Leishmania

Os protozoarios unicelulares da classe Kinetoplastida, ordem
Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania e subgéneros
Leishmania ou Viannia (Lainson 2010) sao parasitos flagelados que apresentam uma
diversidade biologica, além de diferencas genéticas e bioquimicas, que influenciam
diretamente na sua viruléncia e no tropismo no hospedeiro vertebrado. Estes parasitos
apresentam uma estrutura chamada cinetoplasto, que sdo minicirculos de DNA
mitocondrial localizados no interior de sua mitocdndria Unica.

Séo classificadas cerca de 20 espécies de Leishmania capazes de infectar o
ser humano e que sao responsaveis por causar as diferentes manifestacdes clinicas
da leishmaniose (Cupolillo 2000). As principais formas da doenga sao a leishmaniose
tegumentar (LT) e a leishmaniose visceral (LV), sendo esta ultima a forma mais letal
(WHO 2010).

Estes parasitos apresentam um ciclo biol6gico heteroxénico (descrito no
item 1.1.1), sendo necessaria a passagem por dois hospedeiros distintos, um
invertebrado e outro vertebrado. Os hospedeiros invertebrados ou vetores sao
pequenos insetos da subfamilia Phlebotominae e de dois diferentes géneros,
Phlebotomus (Fig. 1.1a) e Lutzomyia (Fig. 1.1b). Sao descritas cerca de 98 espécies

de flebotomineos de ambos 0s géneros capazes de transmitir as leishmanioses em
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humanos, dentre as quais, 42 espécies do género Phlebotomus, encontradas no
Velho Mundo, e 56 espécies do género Lutzomyia, encontradas no Novo Mundo
(Sharma & Singh 2008; Maroli et al. 2013).

Figura 1.1. Insetos vetores das leishmanioses: (a) Phlebotomus papatasi;
(b) Lutzomyia longipalpis (Center for Diseases Control and Prevention 2006; Ray
Wilson 2009)

1.1.1. Ciclo biolégico

A Leishmania apresenta duas formas bioldgicas durante o seu ciclo de vida: a
forma promastigota (Fig. 1.2a), que se desenvolve no interior do tubo digestivo do
inseto vetor, e a forma amastigota (Fig. 1.2b) que reside no interior de células
fagociticas do hospedeiro vertebrado. As promastigotas possuem corpo fusiforme e
alongado de 1-4 um, um nucleo central e cinetoplasto localizado na regido terminal do
corpo, além de um flagelo livre medindo de 14-20 um de comprimento. As amastigotas
possuem corpo arredondado de 2-5 um de diametro, um cinetoplasto proximo ao
nacleo e um flagelo rudimentar interno (Vannier-Santos et al. 2002). Sob esta forma,
a Leishmania demonstra grande capacidade de sobrevivéncia, uma vez que elas se
multiplicam no interior do fagolisossomo de células do sistema fagocitico

mononuclear, que consiste em um ambiente indspito com pH variando entre 4,5 e 5,0.



Figura 1.2. Formas bioldgicas de Leishmania spp. (a) Forma amastigota. (b) Forma
promastigota. F: flagelo; G: complexo de Golgi; K: cinetoplasto; M: mitocondria; N:

ndcleo; RE: reticulo endoplasmatico (adaptada de Rey 1992).

O ciclo bioldgico destes parasitos inicia-se quando o inseto vetor infectado
realiza o repasto sanguineo e regurgita formas promastigotas metaciclicas (forma
infectante) no hospedeiro vertebrado (Warburg & Schlein 1986), sendo entdo
fagocitadas por macréfagos. No interior dos macréfagos, estes parasitos passam a
habitar nos fagolisossomos, também chamados de vaculolos parasitéforos,
diferenciam-se em formas amastigotas e multiplicam-se por divisdo binaria até o
rompimento da célula hospedeira (Russell & Talamas-Rohana 1989). As amastigotas
livres séo fagocitadas pelas células adjacentes mantendo assim a infec¢do. Seguindo
o ciclo, um novo flebotomineo realiza seu repasto sanguineo e ingere células
infectadas com as amastigotas. No intestino destes insetos, as células hospedeiras

sao lisadas, liberando assim as amastigotas que, posteriormente, transformam-se em
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promastigotas prociclicas (forma néo infectante) e multiplicam-se de forma
logaritmica. Ao atingirem a fase de crescimento estaciondria, sofrem novo processo
de diferenciacdo, denominado metaciclogénese, transformando-se em promastigotas
metaciclicas e migram para a proboscide do flebotomineo até serem regurgitadas no
hospedeiro vertebrado, em novo repasto sanguineo, reiniciando o ciclo (Fig. 1.3)
(Chappuis et al. 2007).

O flebotomineo ao realizar o
o repasto sanguineo injeta formas e
Dividem-se  por promastigotas através da picada.

divisao binaria e por macrofagos.
e migram para a ﬁ
probéscide. . \

' o B

h Promastigotas transformam-se

em amastigotas dentro dos
macrofagos.

NG

Amastigotas transformam-se em

promastigotas no intestino do

vetor.

Promastigotas
sao fagocitadas

Amastigotas multiplicam-se em
varias células dos tecidos até

N romper.

O flebotomineo ao realizar o
repasto sanguineo ingere
macrofagos infectados com
formas amastigotas.

Amastigotas

0 multiplicam-se
até romper a
célula.

Figura 1.3. Ciclo bioldgico de Leishmania spp. (adaptado de Center for Diseases

Control and Prevention 2013).

1.1.2. Formas clinicas da leishmaniose

As leishmanioses sdo doencas que causam uma ampla variedade de
manifestacdes clinicas, as quais sdo dependentes da espécie de Leishmania e do
estado imunoldgico do hospedeiro (Tabela 1.1). Estas doencas podem acometer a
pele e as mucosas, sendo denominada leishmaniose tegumentar (LT), ou as visceras,
sendo denominada leishmaniose visceral (LV). A LT ainda pode ser dividida em outras

quatro formas dependendo da localizacdo e da forma em que se apresentam as
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lesGes: leishmaniose cutanea localizada (LCL), cutanea difusa (LCD), cutanea

disseminada (LCDis), mucocutanea (LMC) e pds-calazar (LDPC).

Tabela 1.1. Principais espécies de Leishmania causadoras das leishmanioses

humanas, formas clinicas e distribuicdo da doenca

. L Velho/Novo Forma T
Subgénero Espécie Mundo clinica Distribuicao
L. aethiopica VM I[((:;Ib Leste da Africa (Etiopia, Quénia)
LCL, América do Sul (Brasil, Venezuela
L. amazonensis NM LCD, Bolivia) ' '
LMC
L donovani VM LV, Africa’ Central, Sul da Asia, Oriente
) LDPC Médio, India, China
Regido do Mediterraneo (Norte da
L infantum Africa, Europa), Sudeste da Europa,
Leishmania (éyn L. chagasi) VM, NM LV, LC  Oriente Médio, Asia Central, Américas
T do Norte, Central e Sul (México,
Venezuela, Brasil, Bolivia)
. Africa do Norte e Central, Oriente
L. major VM LC Médio, Asia Central
L. mexicana LCL,
(syn. L. pifanoi) NM LCD EUA, Equador, Venezuela, Peru
. Norte e Central da Africa, Oriente
L. tropica VM LCL, LV Médio, Asia Central, india
L. venezuelensis NM LVL Norte da América do Sul, Venezuela
L. waltoni NM LCD Republica Dominicana
LCL Bacia Amazdnica Ocidental, América
L. braziliensis NM ! do Sul (Guatemala, Venezuela, Brasil,
LMC o
Bolivia, Peru)
. LCL, Norte da América do Sul (Guiana
L. guyanensis NM LMC Francesa, Suriname, Brasil, Bolivia)
L. lainsoni NM LCL Brasil, Bolivia, Peru
Viannia L. lindenbergi NM LCL Brasil
L. naiffi NM LCL Brasil, Guiana Francesa
L panamensis NM LCL, Américas Central e Sul (Panama,
P LMC Colébmbia, Venezuela, Brasil)
, LCL, .
L. peruviana NM LMG Peru, Bolivia
L. shawi NM LCL Brasil

Adaptada de Steverding 2017.

Leishmaniose cutanea localizada (LCL): é a forma mais comum das leishmanioses,

ocorrendo de 700.000 a 1,3 milhdo de novos casos por ano em todo o mundo (Alvar

et al. 2012). A LCL é caracterizada por uma leséo unica na pele, com formacéo de

Ulceras ou ndo e geralmente encontradas em areas expostas do corpo como bracos,

pernas e rosto (Fig. 1.4a).



Leishmaniose cutanea difusa (LCD): é uma forma menos comum da LT
caracterizada pelo surgimento de nédulos nédo ulcerativos que disseminam

progressivamente para diversas partes do corpo (Fig. 1.4b) (Costa & Costa 2009).

Leishmaniose cutanea disseminada (LCDis): é uma forma grave da LT
caracterizada por mdultiplas lesbes papulares, acneiformes e ulcerativas que se

localizam nas extremidades, peito, abdémen e rosto (Fig. 1.4c) (Machado et al. 2015).

Leishmaniose mucocutanea (LMC): é uma forma secundaria da LC caracterizada
por lesdes crbnicas e destrutivas que se espalham pela mucosa do nariz, boca e
garganta. Essas lesfes ulcerativas consequentemente podem levar a destruicdo
parcial ou total de todo o tecido mucoso atingido, levando a desfiguracéo facial do
hospedeiro (Fig. 1.4d) (Goto & Lindoso 2010; WHO 2017).

Leishmaniose visceral (LV) ou calazar: é a manifestacéo clinica mais severa uma
vez leva o individuo acometido a 6bito caso ndo seja tratada adequadamente. Esta
patologia caracteriza-se por comprometer 6rgaos como baco, figado, medula 6ssea e
linfonodos (Fig. 1.4e). Estima-se que 200.000 a 400.000 novos casos de LV ocorrem
anualmente em todo mundo e que de 20 a 30 mil mortes sao atribuidas a essa forma
da doenca (Alvar et al. 2012).

Leishmaniose dérmica pdés-calazar (LDPC): é uma manifestacdo clinica que
normalmente se desenvolve como recidiva apés a cura aparente da LV e costuma
ocorrer em areas endémicas da L. donovani. Caracteriza-se por erupcfes nodulares
e maculopapulares que podem ou ndo curar de forma espontanea (Fig. 1.4f).
(Ganguly et al. 2010; Mukhopadhyay et al. 2014).



Figura 1.4. Manifestacfes clinicas das leishmanioses. (A) Leishmaniose cutanea
localizada. (B) Leishmaniose cuténea difusa. (C) Leishmaniose cutédnea disseminada
(D) Leishmaniose mucocuténea. (E) Leishmaniose visceral. (F) Leishmaniose dérmica
pés-calazar. (WHO 2017; Machado et al. 2015)

1.1.3. Tratamento

N&o existem vacinas disponiveis para a prevencdo das leishmanioses em
humanos e a quimioterapia é a Unica alternativa no combate a doenca. Infelizmente,
o atual arsenal de medicamentos usados para tratar estas doencas nao é considerado
o0 ideal, principalmente devido a toxicidade e auséncia de resposta terapéutica em
Muitos casos.

O principal tratamento das leishmanioses ainda é baseado nos antimoniais
pentavalentes. O primeiro uso dos antimoniais para o tratamento da LT e LV foi
relatado nos primeiros anos do século passado, ainda sob a forma trivalente (Vianna
1912). A partir década de 20, com o intuito de reduzir os efeitos toxicos, foram
desenvolvidos os antimoniais pentavalentes, que ainda sdo utilizados como primeira

escolha em muitos paises até os dias atuais, incluindo o Brasil. Em 1945, o
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estibogluconato de sodio (Pentostan®) foi sintetizado e pouco tempo depois, surgiu o
antimoniato de meglumina (Glucantime®), que juntamente com 0 primeiro, séo
utilizados para o tratamento de todas as manifesta¢des clinicas da leishmaniose, que
sdo administrados tanto por via intramuscular quanto por via endovenosa.

Devido a meia vida curta dos antimoniais e ao longo periodo de tratamento, o
uso destes medicamentos causa diversos efeitos toxicos e colaterais como: dores
abdominais, nduseas, pancreatite, hepatite, mialgia e arritmia cardiaca, que muitas
vezes resultam no abandono do tratamento, limitando assim o seu uso (Gasser et al.
1994; Sundar et al. 1998; Croft & Yardley 2002). Além disso, ocorrem também casos
de resisténcia e falha terapéutica (Thakur et al. 1991; Croft & Coombs 2003; Ouellette
et al. 2004)

A anfotericina B € um antifingico polivalente comumente utilizado como
segunda escolha para o tratamento da leishmaniose quando h& caso de resisténcia
ou falha terapéutica aos antimoniais. Porém, este medicamento causa alta toxicidade
e diversos efeitos colaterais devido as altas concentragfes plasmaticas, limitando
assim seu uso (Yardley & Croft 2000). Sua atividade leishmanicida foi demonstrada
nos anos 60 sendo utilizada para o tratamento da LMC (Furtado et al. 1960). A
atividade antifungica e anti-Leishmania da anfotericina B deve-se a sua alta
seletividade a esterois 24-substituidos, como o ergosterol, encontrados na membrana
plasmatica tanto em fungos quanto em tripanosomatideos, enquanto em mamiferos
encontra-se o colesterol.

Para reduzir os efeitos colaterais destes farmacos, formulagées lipidicas tém
sido utilizadas na clinica, como a anfotericina B lipossomal (AmBisome®), porém no
Brasil o uso deste medicamento tem-se limitado ao tratamento da LV (Anvisa 2005;
Ministério da Saude 2011).

A pentamidina, um farmaco derivado das amidinas, é utilizado como segunda
escolha e apresenta atividade tripanosomicida, antibacteriana e antifungica (Bell et al.
1990). Este medicamento € administrado por via intramuscular e apresenta um
mecanismo de acdo ainda pouco esclarecido. Acredita-se que ele atue em mdultiplos
alvos, como a inibicdo da biossintese de poliaminas (Basselin et al. 1997; Reguera et
al. 2005), bem como o desencadeamento de processos apoptoticos pela inibicdo da
topoisomerase Il (Singh & Dey 2007). Assim como outros farmacos, a pentamidina

possui uso limitado, uma vez que desenvolve efeitos colaterais como mialgia,



nauseas, tontura, cefaleia, vomitos, periodos de hipo e hiperglicemia, taquicardia e
nefrotoxicidade (Berman 1997).

Outro farmaco com atividade anti-Leishmania € a paromomicina, que é um
aminoglicosideo que teve sua atividade demonstrada na década de 60 (Kellina 1961,
Neal 1968). No entanto, ja foram relatados casos de resisténcia com seu uso e a
eficicia reduzida em pacientes com LT (Wiwanitkit 2012). Outras formulacdes em
forma de pomada da paromomicina foram desenvolvidas a fim de aumentar a
concentracdo do composto no local da leséo.

A miltefosina, que inicialmente foi desenvolvida para o tratamento de cancer,
uma fosfocolina utilizada como primeiro farmaco de uso oral para as leishmanioses.
Sua atividade leishmanicida foi demostrada em diversos modelos experimentais (Croft
et al. 1987; Croft & Coombs 2003) e apds estudos clinicos desenvolvidos na India, em
2002 passou a ser licenciada para o uso por via oral para a LV (Engel 2002). A
miltefosina apresenta poucas reacdes adversas, como teratogenicidade em mulheres
gravidas e efeitos toxicos reversiveis (Croft & Yardley 2002), apesar disso, ja foram
relatados casos de falha terapéutica quanto a seu uso (Castro et al. 2017).

Atualmente este medicamento € licenciado para o tratamento das
leishmanioses em diversos paises como india, Nepal, Argentina, Bangladesh, Bolivia,
Colémbia, Equador, Alemanha, Guatemala, Honduras, México, Paquistdo, Paraguai e
Peru (Paladin Labs Inc. 2010), além de ter seu uso liberado pelo Food and Drug
Administration (FDA) nos Estados Unidos (FDA 2014). No entanto, no Brasil, a
miltefosina ainda nao foi licenciada para o uso humano, porém ja foi aprovada para o
tratamento da LV canina (Ministério da Agricultura 2016).

Apesar dos recentes avancos da seguranca, resisténcia e do custo de producéo
dos diversos farmacos para o tratamento das leishmanioses, existe ainda a
necessidade de um esfor¢co continuo para melhor identificar os farmacos com

potencial anti-Leishmania.

1.1.4. Leishmania infantum versus Leishmania chagasi

A LV é causada por parasitos das espécies L. donovani, L.infantum
(encontradas no Velho Mundo) e L. chagasi (encontrada no Novo Mundo). A
L. infantum esta presente em toda a bacia mediterrdnea. Contudo, existem focos

também no Oriente Médio e no sul asiatico, aléem de casos esporadicos muito
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dispersos na China. A L. chagasi, com cepas circulantes no Novo Mundo, é
responsavel pela LV na América Latina (Alvar et al. 2004).

Durante anos, uma grande discussdo tem sido mantida a respeito da
classificacdo do agente causador da leishmaniose visceral americana (LVA). A
L. chagasi foi descrita com uma nova espécie de Leishmania por Cunha e Chagas
(1937), sendo considerada diferente da L. infantum, anteriormente descrita por Nicole
(1908), devido a tentativas malsucedidas de infecgcdo em caes com este parasito. No
entanto, apds realizar um estudo comparativo entre cepas de L. chagasi e de
L. infantum através da técnica de amplificacdo ao acaso de DNA polimérfico (RAPD),
Mauricio e colaboradores (1999) concluiram que ambos os parasitos eram idénticos,
devendo a L. chagasi ser referida como L. infantum (syn. L. chagasi) (Silveira &
Corbett 2010).

Entretanto, baseados em estudos anteriores onde foram demonstradas
diferencas nos perfis de fragmentos do kDNA (Decker-Jackson et al. 1977, 1980) e
em comparacdes por radiorrespirometria (Jackson et al. 1982; 1984) dos parasitos de
ambos o0s continentes, alguns autores passaram a defender a classificacdo da
L. chagasi a nivel de subespécie. Além disso, também foram consideradas outras
caracteristicas relacionadas a L. chagasi, como o habitat de seu vetor Lutzomyia
longipalpis (Lainson et al. 1990) e seu hospedeiro natural, a raposa Cerdocyon thous
nativa no Brasil, que coexiste com o parasito sem apresentar qualquer sintoma ou
caracteristica de leishmaniose (Silveira et al. 1982). Dessa forma, as cepas circulantes
no Velho Mundo deveriam fazer parte da subespécie L. (infantum) infantum, assim
como as cepas do Novo Mundo deveriam ser denominadas L. (infantum) chagasi
(Shaw 2002; Lainson & Rangel 2003; Cox 2005; Lainson & Shaw 2005).

Outra guestdo amplamente discutida na literatura € a origem da LV na América
Latina. Alguns autores defendem que a L. infantum originou-se na Europa e que teria
sido importada para o Novo Mundo durante a sua colonizacgédo (Killick-Kendrick 1984;
Rioux et al. 1990). J4 os autores que defendem a manutenc¢éo da L. chagasi como
espécie, acreditam que estes parasitos se originaram no continente americano e que
teriam migrado para Europa via ponte terrestre de Bering (Shaw 2002; Lainson &
Rangel 2003; Cox 2005; Lainson & Shaw 2005; Lainson 2010).
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1.2. Metabolismo da L-arginina

Na leishmaniose, a resposta imunoldogica do hospedeiro desempenha um
importante papel no curso e desenvolvimento da doenga, uma vez que fatores do
mesmo, como células e moléculas, podem determinar o sucesso ou a falha do controle
da infeccdo. Um tipo de resposta imunoldgica mediada por diferentes populacdes de
linfécitos T CD4* (Thl e Th2) tem sido associada a resisténcia ou susceptibilidade a
infeccdo causada por Leishmania spp. (Fig. 1.5).

Em estudos de infeccdo experimental por L. major em modelo murino foi
possivel investigar os mecanismos envolvidos na resposta imune Th1/Th2 (Locksley
et al. 1987; Murray et al. 2005). A resisténcia a infeccdo por Leishmania tem sido
associada a ativacao de linfécitos T CD4* Thl e a producdo de citocinas proé-
inflamatorias INF-y, IL-12 e TNF-a, que por sua vez ativam 0s macrofagos para
produzir oxido nitrico (NO) através da O6xido nitrico sintase induzida (iINOS),
supostamente levando a morte do parasito (Scott et al. 1988). Por outro lado, a
susceptibilidade a infeccao foi associada a ativacédo de linfocitos T CD4* Th2 com
liberacdo das citocinas IL-4, IL-10 e TGF-3, que levam os macréfagos a produzirem
ornitina através da arginase, gerando poliaminas que sdo essenciais para a
sobrevivéncia e multiplicagdo do parasito no interior da célula hospedeira (Mosser &
Edwards 2008).

Controle

l Arg
1 inos

Progressao

Figura 1.5. Resposta imune durante a infec¢cdo por Leishmania. Esquema
representativo da resposta imunolégica do hospedeiro em modelo de infec¢do por
L. major (adaptado de Ruiz & Becker 2007).
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Durante o inicio da infeccdo dos macréfagos, ocorre a liberacdo de produtos
toxicos, que incluem as espécies reativas oxigenadas (ROS) e nitrogenadas (RNS),
as quais supostamente deveriam matar o parasito. Entretanto, os tripanosomatideos
tém um sistema de defesa muito bem desenvolvido que permite sua sobrevivéncia
dentro da célula hospedeira. Este sistema envolve predominantemente a via
metabolica da L-arginina.

A L-arginina € um aminoacido polar basico que é compartilhado como substrato
principalmente pelas enzimas 6xido nitrico sintase (NOS) - que leva a producéo de
NO e L-citrulina - e a arginase - que leva a producéo de ureia e de ornitina sendo esta
essencial na via de sintese das poliaminas (Wu & Morris 1998). As poliaminas séo
cations orgéanicos encontrados em praticamente todas as ceélulas eucaribticas e
desempenham um papel central nos processos celulares como o crescimento,
diferenciacéo e biossintese de macromoléculas nos parasitos (lgarashi & Kashiwagi
2000).

Apesar de ser sintetizado endogenamente pelo organismo, L-arginina é
considerada condicionalmente essencial, visto que em alguns processos fisioldgicos,
como gravidez, bem como processos patolégicos, como sepse e trauma, ha um
aumento no seu consumo que ultrapassa a capacidade da sintese enddgena,
havendo a necessidade da obtencdo deste amino&cido através da alimentacao
(Bernard et al. 2001; Luiking et al. 2004).

A via metabdlica da L-arginina nos macréfagos pode determinar a morte do
parasito ou sua proliferagcdo, na dependéncia da disponibilidade de L-arginina
intracelular. Assim como a célula hospedeira, os tripanosomatideos tem sua propria
via da L-arginina, sendo um aminoacido essencial para os mesmos (Krassner & Flory
1971). Como consequéncia, ambos, parasito e macrofago tem mecanismos distintos
de captacdo deste aminoacido. Nos macréfagos esta captacdo € feita através de
transportadores de aminoacidos catidnicos (CAT) (Closs et al. 2004), enquanto que
em tripanosomatideos este processo € realizado através de uma aminoacido
permease, descrita pela primeira vez em L. donovani (LdAAAP3) (Shaked-Mishan et al.
2006). Os CAT nao séo especificos para L-arginina, enquanto que os LdAAP3
transportam exclusivamente este aminoacido. Esta habilidade unica dos parasitos faz
dos LAAAP3 um fator chave que pode interromper o metabolismo da L-arginina para
0s parasitos. As fungdes e interacdes das enzimas NOS e arginase no metabolismo

do parasito podem se relacionar com a infectividade e viruléncia de determinadas
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espécies de Leishmania, ou com a propria susceptibilidade do parasito a diferentes
farmacos e radicais livres.

A participacao e influéncia da resposta imunoldgica na atividade das enzimas
do metabolismo da L-arginina tém sido bastante discutidas (Fig. 1.6). Em modelos
experimentais com L. major, a NOS tem sua atividade induzida por citocinas
relacionadas ao perfil de resposta imunolégica do tipo Thl (principalmente IFN-y), que
leva a morte do parasito pela producdo de ROS e RNS pela célula hospedeira (Fig.
1.6 a esquerda). Por outro lado, citocinas do perfil de resposta do tipo Th2
(principalmente a IL-10) inibem a sintese de NO, favorecendo o crescimento
parasitario através da geragdo de poliaminas (Fig. 1.6 a direita). Assim citocinas do
perfil Thl e Th2 podem regular o metabolismo da L-arginina a partir da inducéo da
atividade da NOS/arginase (Vincendeau et al. 2003).

Tha L-ARG Th2
' ’)*,‘ " 7
ZE T
’ ' NADPH /
NOS2
Ureia ARG1
0, L-ornitina
Yy

N-hidroxi-L-Arginina

v

£ NO + L-Citrulina Putrescina  oDC

ROS RNOS Spm, Spd

l l

Morte do parasito Proliferacao do parasito
Leishmania Leishmania

Figura 1.6. Esquema do metabolismo da L-arginina na célula hospedeira. Em
vermelho, a via da 6xido nitrico sintase induzida (NOS2); Em azul, a via da arginase
(ARG1). L-ARG: L-arginina; ROS: espécies reativas de oxigénio; RNOS: espécies
reativas nitrogenadas; ODC: ornitina descarboxilase; Spm: espermina; Spd:
espermidina (adaptada de Colotti & Ilari 2011).
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1.2.1. Oxido nitrico sintase

Como uma das responsaveis pelo catabolismo da L-arginina esta a familia de
enzimas NOS, que sdo dimeros e que necessitam de oxigénio e cofatores, como
NADPH, flavinas e biopterinas, para exercerem suas fun¢cdes. Em mamiferos, sao
descritas trés isoformas de NOS (Stueher 1999), sendo duas delas constitutivas
(NOSc) e dependentes de Ca?*, uma expressa em certas células neuronais (nNOS ou
NOS |) e outra expressa em células endoteliais (eNOS ou NOS lll), que contrastam
com a isoforma induzivel (INOS ou NOS IlI), expressa preferencialmente em
macréfagos residentes e independente de Ca?*.

O NO é um radical livre que possui diversas funcbes e é encontrado em
diferentes organismos vivos. Este radical é biossintetizado a partir da hidrolise da L-
arginina realizada pela NOS, numa reacdo que compreende duas etapas de oxidacao,
sendo formados os produtos L-citrulina e o NO, este Ultimo com uma vida
extremamente curta (em torno de 10 segundos), sendo rapidamente oxidado em
nitrato e nitrito (Stamler et al. 1992; Flora-Filho & Zilberstein 2000).

Numerosos trabalhos demonstraram que a citotoxicidade in vitro para
Leishmania spp. intracelulares esta associada a producao de NO (Green et al. 1990a;
Mauel 1996). Em L. major, foi demonstrado que um glicoinositolfosfolipideo (GIPL)
inibe marcadamente a producdo de NO do macr6fago e aumenta a sobrevivéncia
intracelular do parasito (Proudfoot et al. 1995).

A primeira demonstracdo da existéncia da via do NO em um eucariota
unicelular, foi feita em 1995 por Paveto e colaboradores, em Trypanosoma cruzi. A
dependéncia de cofatores assim como a susceptibilidade a ativadores/inibidores,
demonstraram a semelhanca da enzima com aquela que participa na transducao
neuronal em mamiferos. O sistema de cNOS também foi evidenciado em L. donovani,
mas o significado bioldgico, assim como a relacdo com a via existente no macrofago
(INOS - que é potencialmente nociva para Leishmania) (Basu et al. 1997), continua a
ser investigada.

Alguns trabalhos do nosso grupo demonstraram a caracterizacdo de uma
cNOS e a produgcéo de NO em promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e
L. infantum (Geigel 2000; Geigel & Leon 2003; Genestra et al. 2003a), além do efeito
de diferentes inibidores e de um agente quelante de Ca?* na producéo deste radical
em diferentes espécies de Leishmania (Genestra et al. 2003b). Formas amastigotas

de L. amazonensis produziram guantidade maiores deste radical que promastigotas
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(Genestra et al. 2006a). A importancia da producao de NO por diferentes espécies de
Leishmania ainda é pouco conhecida, mas existem evidéncias da sua participacdo na

infectividade e viruléncia destes parasitos (Genestra et al. 2006b).

1.2.2. Arginase

Arginase faz parte de uma familia de metaloenzimas dependentes de Mn?*,
esta presente em diversos organismos biolégicos e possui como substrato a L-
arginina. Duas isoformas de arginase (arginase | e Il) foram identificadas em células
de mamifero e possuem alta conservacdo e homologias estruturais e cinéticas em
diferentes sistemas bioldgicos, porém sdo diferentes na localizagdo subcelular,
distribuic&o, regulacdo da expressao e reatividade imunoldgica (Jenkinson et al. 1996;
Ash 2004). A arginase | € uma enzima citosolica que funciona principalmente no ciclo
da ureia, enquanto que a arginase |l € uma proteina mitocondrial, potencialmente
envolvida na sintese de prolina, glutamato e poliaminas.

A expressao de arginase em Leishmania foi sugerida pela primeira vez através
de suas atividades enzimaticas em extratos do parasito (Camargo et al. 1978). O gene
gue codifica a arginase foi identificado em L. major e L. amazonensis (da Silva et al.
2002) e foi clonado a partir de promastigotas de L. mexicana.

Parasitos do género Leishmania contém um Unico gene da arginase (ARG),
cujas propriedades bioquimicas e expressao tém sido estudadas em L. amazonensis,
L. mexicana e L. major (da Silva et al. 2002; Roberts et al. 2004; Reguera et al. 2009).
Estudos em L. mexicana mutante sem expressdo de ARG, mostraram que estes
parasitos eram incapazes de sintetizar poliaminas, fato também observado em estudo
com L. major (Reguera et al. 2009). A arginase de L. mexicana e L. amazonensis foi
encontrada compartimentalizada nos glicossomos, embora esta localizacdo nao seja
considerada essencial para o seu papel na sintese de poliaminas (Roberts et al. 2004;
da Silva et al. 2008). Outros estudos mostraram que a L. mexicana mutante manteve
a infectividade em camundongos, embora um pouco reduzida. Esta reducéo foi
atribuida, em parte, pela maior producdo de NO, provavelmente devido ao aumento
da disponibilidade de L-arginina para a utilizagédo pela NOS (Gaur et al. 2007).

Héa evidéncias de que parasitos podem escapar da toxicidade do NO, através
da deplecédo de L-arginina, fato que é mediado por um aumento da atividade da

arginase, que por sua vez pode ser modulada pelo parasito. Estudos in vitro com
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meios de cultura contendo diferentes concentracdes de L-arginina, mostraram que a
sua concentracao € crucial para producao do NO e na morte do parasito (Genestra et
al. 2003b).

Curiosamente, a expressao de arginase em Leishmania pode ser influenciada
diretamente por proteinas do hospedeiro. Como sugerido por Vendrame e
colaboradores (2007), o tratamento de parasitos com insulin-like growth factor-1 (IGF-
I) pode aumentar significativamente a expressdo da arginase em Leishmania
sugerindo que esta enzima desempenhe um papel fundamental em sua multiplicacéo
in vivo.

N“-hidroxi-L-arginina (NOHA), intermediério da sintese de NO, é um potente
inibidor da arginase, que pode interferir no crescimento do parasito in vitro (Iniesta et
al. 2001) e in vivo (Kropf et al. 2005).

Enquanto a inibicdo da arginase do parasito controla a infec¢céo por Leishmania,
o estimulo de iINOS pode levar a morte do parasito. A inducéo da iNOS é considerada
por alguns autores uma abordagem atraente na busca por alvos terapéuticos, pois
esta inducdo € conhecida por estar correlacionada com a eficacia terapéutica de

alguns compostos anti-Leishmania.

1.3. Modelos animais para estudo das leishmanioses

Em estudos experimentais visando o entendimento de processos patologicos e
a busca por tratamentos de doencas, a escolha de um bom modelo animal é uma
questao de grande importancia. Estudos desenvolvidos em modelos animais sao, em
parte, responsaveis por boa parte dos conhecimentos a respeito da imunopatologia e
patogenia, bem como da relacdo parasito-hospedeiro durante as leishmanioses
(Porrozzi et al. 2014).

Um bom modelo animal é aquele que apresenta os fenébmenos bioldgicos mais
préximos aos observados nos seres humanos (Fagundes & Taha 2004). Existem
fatores que contribuem para as diferencas vistas em modelos experimentais para LV
em relacdo a doenca humana, como a cepa do parasito, a quantidade e a via de
inoculacao, o tecido atingido, bem como a linhagem e fatores genéticos do hospedeiro
(Porrozzi et al. 2014; Dutra & Da Silva 2017). Hamsters tém sido utilizados como
modelos para LV e para LT e possuem a capacidade de mimetizar as caracteristicas

da doenca em humanos. No entanto, o uso destes animais ainda se mantém limitado,
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devido aos altos custos de manutencéo e dificuldades no manuseio, assim como 0s
escassos reagentes especificos, como marcadores celulares, para ensaios
imunologicos (Rodrigues 2007; Mears et al. 2015).

Camundongos sdo os modelos mais comumente utilizados em pesquisas
cientificas principalmente devido ao facil manuseio e a sua similaridade com o genoma
humano, com alinhamento superior a 40% e homologia em torno de 99% (Waterston
et al. 2002). Possuindo linhagens diferentes, camundongos demonstram
susceptibilidades variadas que podem ser usadas para imitar as manifestacdes das
leishmanioses observadas em seres humanos (Yardley & Croft 1999). Essas
linhagens podem ser divididas em dois antecedentes genéticos: isogénicos (inbred —
99% de similaridade genética) e heterogénicos (outbred — geneticamente diferente).
Animais inbred sdo homogeneamente homozigéticos obtidos apés endocruzamentos
(cruzamento de camundongos da mesma geracdo) realizados por no minimo 20
geracbes (98,6% de consanguinidade). Ja os animais outbred possuem ampla
variedade genética e sdo obtidos de cruzamentos ao acaso, evitando o cruzamento
com parentes de geracfes proximas (Chorolli et al. 2007; Pinto 2014).

Camundongos BALB/c (inbred) sdo animais altamente susceptiveis a infeccao
por Leishmania spp., tornando-se um modelo ndo ideal para pesquisas
quimioterapicas, uma vez que apresentam resposta imune do tipo de Th2 e
desenvolvem doenca cronica algumas semanas apos a infeccdo. Contudo, durante a
infecgdo por L. braziliensis, estes camundongos mostram-se altamente resistentes,
desenvolvendo lesdes auto resolutivas poucas semanas poés-infeccdo. Devido a
variacao genética das populacées humanas, as infec¢cfes sdo bastante heterogéneas,
o que torna dificil tracar semelhancas com as infeccdes em camundongos isogénicos
(Natale et al. 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

Para o estudo das leishmanioses, conhecer as particularidades das diversas
espécies de Leishmania mostra-se extremamente importante. Poucos trabalhos vém
demonstrando diferencas bioldgicas entre parasitos de L. (i.) infantum e L. (i.) chagasi,
bem como as diferencas de interacdo destes com a célula hospedeira. Devido as
informacdes controvérsias na literatura a respeito dos agentes etiolégicos da LV no
Velho e no Novo Mundo, estudos comparativos entre ambos 0s parasitos séo
importantes e amplamente necessarios.

Outra questdo consideravel para a pesquisa destas doencas € a relacao
parasito-hospedeiro. Uma via metabdlica que fornece respostas sobre a interacéo da
Leishmania e seu hospedeiro é o metabolismo da L-arginina. Esta pode ter um papel
versatil durante a infeccdo, pelo fato de que células do sistema imunolégico
tipicamente podem sintetizar NOS ou arginase, mas, geralmente, ndo ambas ao
mesmo tempo, podendo assim participar na defesa do hospedeiro ou no
desenvolvimento da patologia (Wanasen & Soong 2008). Sobreposta a esta dinamica
metabdlica, esta o fato de que muitos patdgenos podem adquirir L-arginina da célula
hospedeira e a partir da atividade da arginase obter L-ornitina. Enquanto o papel da
arginase de células hospedeiras tem recebido um nimero consideravel de estudos,
na leishmaniose (Iniesta et al. 2001; Wanasen & Soong 2008), pouca atencéo tem
sido dada aos papéis desta enzima no parasito. Estudos com L. amazonensis e L.
mexicana tém indicado que a atividade da arginase parece estar associada a muitas
atividades metabdlicas além da via das poliaminas (da Silva et al. 2008) com fun¢des
gue podem interferir ou ndo na atividade da NOS dependendo da espécie do parasito
(Kropf et al. 2005; Reguera et al. 2009).
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3. OBJETIVOS

a. Objetivo Geral

Buscar diferencas bioldgicas e moleculares entre L. (i.) infantum (LIl) e
L. (i.) chagasi (LIC), bem como compreender o papel da arginase/NOS na relacéo
parasito-hospedeiro, investigando o0 metabolismo da L-arginina nestes

tripanosomatideos.

b. Objetivos Especificos

1. Avaliar a capacidade infectiva in vivo e in vitro da L. (i.) infantum e

L. (i.) chagasi;

2. Avaliar susceptibilidade de camundongos com diferentes backgrounds

genéticos (inbred e outbred) a infeccdo por estes parasitos;

3. Analisar, de forma indireta, a atividade da arginase e da NOS em culturas de

células de baco e figado de camundongos infectados;

4. Analisar, de forma indireta, a atividade da arginase em promastigotas de LIl e
LIC isoladas de diferentes camundongos (BALB/c e Swiss Webster) durante o

crescimento parasitario;

5. Analisar, de forma indireta, a atividade de NOS através da producdo de NO

intracelular e extracelular de promastigotas de L. infantum;

6. Buscar diferencas no sequenciamento genético do gene da arginase em ambas

0S parasitos;

7. Analisar a expressao da arginase dos parasitos de L. infantum através de gRT-
PCR,

8. Realizar a clonagem e expressao da arginase dos parasitos de L. infantum.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Manutencgéo dos parasitos

Neste estudo foram utilizados parasitos de L. (i.) infantum
(MHOM/MA/67/ITMAP263) provenientes do Marrocos, agora chamados de LII, e
parasitos de L. (i.) chagasi (MCAN/BR/97/P142) provenientes do Brasil, agora
chamados de LIC. Nos protocolos in vivo, foram utilizadas amostras infectantes,
recém-isoladas de animais infectados (camundongos BALB/c). Nos protocolos in vitro,
foram utilizadas amostras recém-isoladas de camundongos BALB/c e Swiss Webster.
As formas promastigotas foram cultivadas a 26°C, em meio Schneider (Schneider’s
Insect Medium — Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), suplementados com 20% soro
fetal bovino (SFB), 100 U/mL penicilina G potassica e 100 pg/mL estreptomicina.

4.2. Animais

Em todos os ensaios foram utilizados camundongos fémeas com 6 a 8
semanas de idade, com diferentes backgrounds genéticos, sendo camundongos
BALB/c e Swiss Webster. Estes animais foram fornecidos pelo Instituto de Ciéncia e
Tecnologia em Biomodelos da Fundacdo Oswaldo Cruz (ICTB/FIOCRUZ) e sua
utilizagdo seguiu as normas previstas no estatuto da Comisséo de Etica da FIOCRUZ
(CEUA L-026/2015).

4.3. Infeccdo dos camundongos

Os camundongos BALB/c e Swiss Webster foram divididos em grupos de 5
animais. Estes grupos foram ou n&o infectados com 2x107 promastigotas de
L. infantum por via intraperitoneal (i.p.), em volume final de 100 uL PBS estéril. Foram
mantidos 0s seguintes grupos experimentais:

Grupo 1: camundongos BALB/c sem infeccéo (controle);

Grupo 2: camundongos BALB/c infectados com LII;

Grupo 3: camundongos BALB/c infectados com LIC;

Grupo 4: camundongos Swiss Webster sem infecgéo (controle);

Grupo 5: camundongos Swiss Webster infectados com LII;

Grupo 6: camundongos Swiss Webster infectados com LIC.
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Estes grupos foram mantidos por 30 e 60 dias ap0s a infec¢do, quando foram
submetidos a eutandsia e os oOrgdos (baco e figado) removidos para testes
posteriores.

4.4, Carga parasitaria

A quantificagé@o parasitaria foi realizada a partir de células do baco e do figado
através do ensaio de diluicdo limitante (LDA). Os animais foram submetidos a
eutanasia em camara de CO:2 apds 30 e 60 dias de infeccdo e os orgdos foram
assepticamente removidos e pesados em balanca digital. Estes 6érgaos foram
macerados e homogeneizados em meio Schneider contendo 20% SFB e as células
foram centrifugadas a 1.500 rpm/10 min em centrifuga refrigerada para a retirada do
tecido ainda integro. A seguir, as células foram adicionadas a placas de 96 pocos em
um volume final de 200 uL de meio e realizadas 8 diluicdes seriadas de 1:10 do
material. Durante 7 dias, as placas foram mantidas em estufa a 26 °C e 0s pocos
examinados diariamente em microscopio invertido para determinar a positividade de
cada poco e assim estimar a carga parasitaria. O numero de parasitos/g de tecido foi
estimado baseado no peso total do tecido removido e a carga parasitaria nas diluicdes

seriadas, segundo método descrito por Taswell (1981, 1984).

4.5. Curvade crescimento dos parasitos

Promastigotas de L. infantum foram isoladas de camundongos BALB/c e Swiss
Webster e cultivadas em meio de cultura a fim de avaliar-se o perfil de proliferagéo in
vitro. A curva foi iniciada com um inéculo de 5x10° parasitos/mL em volume final de
10 mL meio Schneider contendo 20% SFB. Os parasitos foram mantidos a 26°C e
contados em camara de Neubauer diariamente por até 7 dias. A cada dia, as células

e 0 sobrenadante eram coletados para posterior utilizacdo em outros experimentos.

4.6. Analise da metaciclogénese dos parasitos
Para determinar a porcentagem de parasitos metaciclicos durante a curva de
crescimento parasitario realizou-se teste de lise pelo complemento. Durante a curva

de proliferacéo (48, 72 e 96 h) os parasitos (até a quinta passagem) foram coletados
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e lavados com PBS por centrifugacdo a 5.000 rpm/10 min. As células foram
ressuspensas, ajustadas a 3x10° parasitos em 1 mL PBS e incubadas com 20% de
complemento humano (Sigma-Aldrich) por 30 min a 26°C. Apds esse tempo, foi
realizada a contagem em camara de Neubauer para avaliacdo da porcentagem de

parasitos resistentes a lise.

4.7. Obtencédo e infeccdo de macréfagos peritoneais murinos
Macroéfagos peritoneais (MJ) foram obtidos de camundongos BALB/c e Swiss
Webster para avaliar a infectividade in vitro dos parasitos de L. infantum. Em um
ambiente estéril, foi realizada a lavagem da cavidade peritoneal utilizando meio RPMI
1640 (Sigma-Aldrich) estéril, suplementado com 2 mM L-glutamina, 15 mM HEPES
(Sigma-Aldrich), penicilina e estreptomicina e 10% SFB. As células foram contadas,
ajustadas a 2x10° células/poco e incubadas em placas Lab-Tek em um volume final
de 200 pL/pogo. Apds o periodo de 1 hora para aderéncia dos macrofagos, foi feita a
lavagem da placa para remocdo de células ndo aderentes e a cultura foi ou nao
estimulada por IFN-y (10 ng/mL) e LPS (100 ug/mL) por 24 h, até o momento em que
os parasitos foram adicionados a cultura numa proporc¢éo de 5:1 parasitos/macrofago.
A infeccdo foi mantida overnight e a seguir, a cultura foi lavada por 5 vezes para
remocao maxima dos parasitos que estavam no sobrenadante. A cultura foi mantida
em RPMI com 10% SFB por 24 e 72 h a 37°C e 5% de CO2. Foram coletados os
sobrenadantes das culturas e as laminas com as células foram coradas pelo Kit
Panadtico Répido (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil). Os resultados foram expressos como
o indice de infeccao, obtidos pela seguinte férmula:
IF= % de M@ infectados x N° amastigotas
N° Md@ totais

4.8. Avaliacdo da producdo de NO extracelular

Sendo a meia-vida do NO muito curta, € dificil quantificar diretamente a
molécula, uma vez que ela reage rapidamente com agua e oxigénio, formando nitrito
(NO~) e nitrato (NO3), sendo estes estaveis e quantificaveis. Assim, a concentracao
de NO2 em solucdo aquosa ou meio de cultura pode ser tomado como uma medida

da producédo de NO. Com isso, 0s sobrenadantes coletados nos ensaios (itens 3.4,
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3.5 e 3.7) foram utilizados para a dosagem de nitrito pelo método de Green (1982).
Em resumo: 100 pL sobrenadante foram misturados com igual volume do reagente de
Griess (0,1 % N-1-naftil-dihidrocloridrato de etilenodiamina em 5% de acido fosférico
e 1 % de sulfanilamida). Apos 10 min, a temperatura ambiente, a reacéo foi monitorada
por leitura em espectrofotdmetro a 540 nm. Foi utilizado nitrito de sodio (NaNO2) em
meio de cultura para o preparo de uma curva padrdo com faixa de concentracao
variando de 0,78 a 200 pM.

4.9. Dosagem de NO intracelular

Para avaliar a produgdo de NO gerado dentro dos parasitos, foi utilizado o
indicador diacetato de 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2DA) (Kit Fluorimetric System for
NOS Detection, Sigma-Aldrich). Este indicador tem sido empregado como um
marcador especifico e sensivel ao NO em cultura de células (Chatton & Broillet 2002;
Zhou & He 2011). O DAF-2DA é permeéavel & membrana plasmética e uma vez no
interior das células, é clivado em 3,4-diaminofluoresceina (DAF-2) por meio da acao
de esterases plasméticas. Como o DAF-2 é uma molécula nao-permeéavel a
membrana, esta fica retido na célula e reage com o NO na presenca de oxigénio. Esta
reacdo produz o triazolo diaminofluoresceina (DAF-2T), um produto altamente
fluorescente, que quando excitado, emite uma fluorescéncia que permite quantificar a
formacdo de NO em tempo real (Fig. 3.1). Para este ensaio, 0s parasitos em terceiro
dia de crescimento (2x10°) foram incubados com 200 pL de uma solucéo de L-arginina
contendo 5 uM DAF-2DA por 2 h a temperatura ambiente, seguindo as instru¢des do
fabricante. A fluorescéncia foi medida utilizando um fluorimetro com emisséo a 485
nm e excitacdo a 530 nm. Como controle positivo para o teste, foram utilizados

macrofagos de linhagem RAW 264.7.
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Figura 4.1. Representacao da acao do indicador DAF-2DA na deteccao de NO no

interior de células vivas. Adaptado de Maciel 2013.

4.10. Determinacédo da atividade de arginase

A atividade de arginase foi avaliada como previamente descrito por Corraliza e
colaboradores (1994), com algumas modificacées. Resumidamente, 1x10’ células (do
baco, do figado e/ou parasitos) foram previamente lavadas em solucdo de sacarose
(0,25 M) e KCI (5 mM), e adicionadas a 500 pL Triton X-100 a 0,1% em tampéao
antiproteolitico constituido de 0,1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF); 0,01%
(p/v) leupeptina; 0,2 mg/mL inibidor de tripsina e 1 mM solugéo de benzamidina em
sacarose (0,25 M) e KCI (5 mM). A mistura foi agitada por 30 min a temperatura
ambiente. Depois da lise das células, 500 pL Tris-HCI (25 mM) contendo MnClz (5 mM)
em pH 7,4 foi adicionado e a enzima foi ativada por 10 min a 56°C. Para iniciar a
hidrélise da L-arginina, 50 uL do lisado previamente ativado foi incubado com 50 pL
L-arginina (0,5 M) em pH 9,7. As amostras foram incubadas a 37°C por 60 min e a
reacao foi interrompida pela adicao de 500 uL de uma mistura acida contendo H2SO4,
H3POa4 e H20 (1:3:7). A quantidade de ureia produzida foi avaliada através da adicdo
de 25 pL solucdo etandlica a 9% de a-isonitrosopropiofenona e aquecimento
subsequente a 100°C por 45 min. Apés 10 min no escuro a temperatura ambiente, as
amostras foram plaqueadas num volume final de 200 pL e a ureia produzida foi
determinada a 540 nm em espectrofotometro. Uma curva padrao foi preparada com

quantidades crescentes de ureia em concentragdes variando entre 1,5 a 30 pg/mL.
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4.11. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA total das promastigotas de L. infantum foi realizada usando
o kit PureLink® Genomic DNA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
EUA). Os parasitos em meio de cultura foram centrifugados a 1.200 g a 4°C por 10
min e o pellet formado foi tratado conforme as instrugdes do fabricante. O DNA obtido
foi eluido em H20 livre de RNAse e estocado a -20°C. A pureza e a concentracdo do
DNA extraido foram determinadas através de leitura em aparelho Nanodrop 2000c

(Thermo Fisher Scientific).

4.12. Reacéao de Polimerase em Cadeia (PCR) convencional

A PCR foi realizada com o kit Taqg DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) e os oligonucleotideos iniciadores (Tabela 4.1) foram desenhados manualmente
a partir das sequéncias obtidas na plataforma online TriTrypdb (TriTrypdb.org.br).
Foram adicionados a estas sequéncias, sitios de restricdo para as enzimas Ndel e
BamHI nas respectivas extremidades 5’ e 3. A amplificacdo foi realizada em um
termociclador (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) com o seguinte protocolo de
amplificag&o: 1 ciclo de 95°C (5 min); 30 ciclos de: 25 s a 95°C, 30 s a 50°C, 45 s a
72°C; e um ciclo de 5 min a 72°C em tampao TBE (Tris-EDTA). Os produtos da PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% em tampéo TBE e a coloracéo
foi feita com GelRed (Biotium, Hayward, CA, USA) na propor¢ao de 1:1000 em cuba
horizontal a 100 V por 90 min. O resultante foi visualizado através do transiluminador
UV e fotografado digitalmente.

4.13. Sequenciamento do gene da arginase

Com o intuito de buscar diferencas moleculares no gene da arginase, foi
realizada uma comparacao das sequéncias de DNA dos parasitos de L. infantum. O
gene da arginase foi amplificado por PCR convencional. O resultante da amplificacéo
foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%. A banda correspondente foi
extraida e purificada pelo kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega,
Fitchburg, Wisconsin, EUA) e enviado para a Plataforma de Sequenciamento de DNA
do Instituto Oswaldo Cruz (RPT0O1A/IOC — FIOCRUZ/RJ). A andlise foi realizada pelo
software BioEdit (Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, EUA) e pela plataforma online
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Clustal Omega (EMBL-EBI, Cambridge, CAM, RU -

www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?), onde foi realizado um BLAST DNA para

comparar a identidade das sequéncias das cepas aqui estudadas e da sequéncia
depositada no banco de dados TriTrypdb (http://tritrypdb.org).

4.14. Avaliacdo da expressdao da arginase por gRT-PCR

O RNA total de promastigotas no terceiro dia de crescimento (1x107) foi
extraido dos parasitos com o reagente Trizol (Thermo Fisher Scientific),
ressuspendido em agua tratada com 2% dietilpirocarbonato (DEPC), quantificado em
aparelho Nanodrop 2000c e avaliado quanto a sua integridade em eletroforese de gel
de agarose 1,4%. Posteriormente, 2 uyg RNA foram submetidos a reagdo de
transcricdo reversa (RT-PCR) com o uso do kit GoScript™ Reverse Transcription
System (Promega) utilizando oligos (dT) e seguindo as recomendacdes do fabricante.
O cDNA resultante foi entdo amplificado por PCR convencional e o produto da reacéo
foi submetido a uma eletroforese em gel de agarose 1% acrescido de 2 pL corante
nao mutagénico Safer (Laborchemiker, Curitiba, PR, Brasil)a 90 V por 1 h. APCR em
tempo real (QPCR) foi realizada usando o kit GoTag® gPCR Master Mix com BRYT
Green® dye (Promega) com os oligonucleotideos iniciadores (Tabela 4.1) para o gene
da arginase de L. infantum e de a-tubulina como controle endégeno, seguindo as
condi¢cbes da PCR conforme relatado por Gobert e colaboradores (2002). Os produtos
da gPCR foram detectados com o aparelho ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Thermo
Fisher Scientific). Um ciclo da gPCR se constitui de: 94°C por 30 s, 60°C por 30 s e
72°C por 45 s. A expressao relativa do mRNA foi calculada pelo QuantStudio™

Software V1.2 (Applied Biosystems).

4.15. Construcao do plasmideo com inserto

Para realizar a clonagem do gene da arginase, o produto da amplificacao por
PCR e o plasmideo de interesse (pET28a — GenScript Inc, Piscataway, NJ, EUA)
foram digeridos overnight a 37°C com as enzimas de restricdo (Ndel, BamHI)
correspondentes aos sitios de clonagem. O material foi purificado e quantificado como
descrito anteriormente. O inserto (ARG) e o plasmideo digeridos foram submetidos a

uma reacao de ligacdo com 1 yL T4 ligase e 5 pL do seu respectivo tampéao 2x, numa
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proporcao de 3:1 overnight a 16°C, formando o plasmideo pET28-ARG contendo gene
de resisténcia para canamicina. O plasmideo contento o gene foi inserido em bactérias
quimiocompetentes DH5a e a selecdo das bactérias DH50-pET28-ARG se deu pelo
uso de antibiético (canamicina) e foi realizado o sequenciamento pela plataforma do
IOC (Sanger et al. 1974).

4.16. Obtencéo e selecdo dos clones recombinantes

O plasmideo PpET28-ARG foi purificado e inserido em bactérias
quimiocompetentes BL21 através de transformacao por choque térmico (40 min a 0°C,
seguido de incubagéo por 2 min a 42°C). O material foi transferido para placas de Petri
contendo meio agar LB e mantido a 37°C por 24 h. As colbnias foram isoladas das
placas de forma aleatéria em meio LB liquido contendo canamicina e submetidas a
analise por PCR. Nos cultivos de clones que mostraram amplificacdo do produto com
tamanho esperado para o gene da arginase (clones recombinantes BL21-pET28-
ARG), foram adicionados 5% de DMSO, entdo aliquotados e mantidos a -80°C até o

momento do uso.

4.17. Analise da expressao da proteina recombinante através de eletroforese
em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE)

As bactérias com o gene recombinante foram crescidas em meio LB a 37°C até
atingirem a densidade de Optica de 0,6 (leitura a 600 nm em espectrofotdmetro).
Posteriormente, as bactérias foram induzidas com isopropil [B-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG) e mantidas por 2 h a 28°C. As amostras foram entéo
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% sob condi¢cdes
desnaturantes aplicando-se uma corrente de 80 V para o gel de empilhamento e 120V
para o gel de fracionamento. Apés a corrida, o gel foi corado com 0,2% Coomassie

blue R-250, 50% metanol e 10% acido acético.
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Tabela 4.1. Sequéncias dos primers

Técnica Gene Sequéncias dos primers
PCR *PF - 5 CGCATATGATGGAGCACGTGCA &
convencional/ ARG

_ *PR -5 CGGGATCCCTACAGTTTGGCG 3
sequenciamento

PF -5 GTGTGGTACGGTCTCCGGTA 3'
RT-gPCR/ ARG PR -5 GTGTGGTACGGTCTCCGGTA 3’
sequenciamento Alfa PF -5 CAGGTGGTGTCGTCTCTGAC 3
tubulina | PR — 5 TAGCTCGTCAGCACGAAGTG 3

*Sitios de restricdo: Ndel, BamHI

4.18. Analise estatistica

Os resultados foram analisados, quando apropriado, com estudos estatisticos
através do teste ANOVA (GraphPad Prism; GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

28



5. RESULTADOS

5.1. Infecgéo in vivo

5.1.1. Peso dos 6rgaos

Inicialmente, camundongos BALB/c e Swiss Webster foram infectados (i.p.)
com 2x107 promastigotas de L. infantum (LIl e LIC). Apds a eutanasia, o peso total do
baco dos camundongos controles e infectados foi avaliado. No caso de camundongos
BALB/c, o peso do oOrgao nédo foi significativamente alterado pela infeccéo,
independentemente do tempo e do parasito utilizado. No entanto, para camundongos
Swiss Webster foi observado um aumento significativo no peso do baco 60 dias pos-
infecgao (dpi) por ambas os parasitos de L. infantum quando comparados com o
respectivo controle ndo infectado (Fig. 5.1).

Em relacdo ao figado, ndo foram observadas diferencas significativas no peso
em relag&o ao grupo controle sem infecgcdo em ambas as linhagens de camundongo

e cepas do parasito (dados ndo mostrados).
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Figura 5.1. Peso total do baco de camundongos infectados por diferentes
parasitos de L. infantum. Em 30 e 60 dpi, o baco de camundongos BALB/c e Swiss
Webster foram retirados e pesados em balanca digital. (*p < 0,05)
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5.1.2. Avaliacdo da carga parasitaria

Para analisar a capacidade infectiva in vivo dos parasitos de L. infantum foi
realizado o ensaio de diluicdo limitante. A andlise da LDA do baco e figado dos
camundongos infectados mostrou uma diferenca significativa entre as cargas
parasitarias nos diferentes grupos experimentais.

No baco, a carga parasitaria aumentou significativamente em 60 dpi em relagédo
a 30 dpi, com excecao dos camundongos Swiss Webster infectados por LIC. De um
modo geral, a LIl mostrou-se mais infectiva que a LIC, especialmente em
camundongos BALB/c, demonstrando as maiores cargas parasitarias tanto em 30
quanto em 60 dpi (Fig. 5.2a).

No figado, a LIl novamente mostrou-se mais infectiva em camundongos

BALB/c, uma vez que as cargas parasitarias foram maiores em 30 e 60 dpi (Fig. 5.2b).
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Figura 5.2. (a) Carga parasitaria no baco. (b) Carga parasitaria no figado. A
guantificacdo dos parasitos foi determinada através do ensaio de diluicdo limitante. O
namero de parasitos/grama de tecido foi estimado baseado no peso total do tecido
removido e carga parasitaria na diluicdo seriada (*p <0,01; **p <0,001; ***p < 0,0001).

Em geral, esses dados indicam que a L. (i.) infantum € mais infectiva que a
L. (i.) chagasi para ambas as linhagens de camundongo avaliadas. Considerando a
infeccdo entre as diferentes linhagens de camundongos, estes dados sugerem que
estes modelos murinos apresentam diferencas de susceptibilidade, confirmando
assim que os camundongos BALB/c sdo mais sensiveis a infeccdo que Swiss
Webster.

5.1.3. Avaliacao da atividade das enzimas NOS e arginase

Uma vez que NOS e arginase sao reguladas por citocinas do perfil de resposta
imunolégica do tipo Thl e Th2, respectivamente, a atividade destas enzimas pode ser
usada como indicador de susceptibilidade ou resisténcia a infeccdo em modelos
murinos. Sendo assim, foram avaliadas de forma indireta a atividade da NOS pela

producéo de nitrito, assim como a atividade da arginase pela producéo de ureia.
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5.1.3.1. Avaliacdo da producdo total da NO em células infectadas

Para a avaliacdo da producdo de NO, as células do baco e do figado dos
animais infectados foram mantidas em cultura durante 48h e o sobrenadante foi
utilizado para a dosagem de nitrito pelo método de Green (1982).

A cultura de células do baco de camundongos das duas linhagens infectados
pelos parasitos de L. infantum mostrou um aumento significativo nos niveis de NO em
30 e 60 dpi quando comparados com 0s respectivos controles n&o infectados. Em
camungongos BALB/c, as células do baco de animais infectados com LIC
apresentaram niveis de NO mais elevados do que no caso de LIl nos tempos de
infeccéo, sendo a diferenca significativa apenas em 60 dpi (Fig. 5.3a).

Em relagdo a cultura de células do figado, os niveis de NO foram menores do
gue os observados nas células do baco. No entanto, células obtidas de camundongos
BALB/c infectados com LIC apresentaram niveis de NO significativamente elevados
em 30 e 60 dpi em relacdo as culturas provenientes de animais infectados com LII
(Fig. 5.3b). Em camundongos Swiss Webster, ndo houve aumento significativo nos
niveis de NO nas células do figado em 30 dpi, porém, em 60 dpi as células infectadas

por LIC mostraram maior producdo de NO.
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Figura 5.3. (a) Producao de NO extracelular nas células do baco. (b) Producao de NO
extracelular nas células do figado. O nitrito presente no sobrenadante das culturas foi
avaliado através do método de Green e quantificado por espectrofotometria a 540 nm.
(*p = 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,0001)

5.1.3.2. Avaliacao da producdao total de ureia em células infectadas

Além do NO, também foi avaliada indiretamente a atividade da arginase pela
producado de ureia das mesmas culturas de baco e figado, sendo observada reducéo
na atividade enzimética em todos os grupos infectados. Em 30 dpi, em células de baco
de camundongos BALB/c infectados com LIC houve uma diminuicéo significativa da
atividade de arginase em relacdo ao grupo infectado por LI, que apresentou niveis
semelhantes ao grupo controle néo infectado (Fig. 5.4a). No entanto, em 60 dpi,
ambos os grupos BALB/c infectados apresentaram producado de ureia reduzida em
relacdo ao controle ndo infectado, havendo ainda uma reducao significativa nas
células infectadas por LIC quando comparado com a infeccdo por LIl. Em
camundongos Swiss Webster, tanto em 30 quanto em 60 dpi, a atividade da arginase
em células baco de animais infectados foi significativamente menor que a do controle
nao infectado, e ndo foram observadas diferengas entre os grupos infectados por LII
e LIC.

A andlise das culturas de células figado de animais BALB/c e Swiss Webster

infectados com LIl e LIC mostrou uma diminuic¢ao significativa da atividade de arginase
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em relacdo aos respectivos controles nao infectados em 30 e 60 dpi. A comparacao
entre 0s quatro grupos infectados ndo mostrou diferencas na producgéo de ureia nestes

dois tempos de andlise (Fig. 5.4b).
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Figura 5.4. (a) Producéo de ureia nas células do bago. (b) Producédo de ureia nas
células do figado. A quantificacédo foi por espectrofotometria a 540 nm. (*p < 0,05;
**p < 0,0001)
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5.2. Avaliac¢des in vitro

5.2.1. Perfil de proliferag&o dos parasitos de L. infantum isoladas das diferentes
linhagens de camundongos

Tendo em vista que os parasitos de L. infantum apresentaram diferencas de
infectividade in vivo, a etapa seguinte foi avaliar o seu comportamento bioldgico in
vitro, bem como a possivel influéncia que o hospedeiro pode exercer sobre 0 mesmo.
Para isso, promastigotas de LIl e LIC foram isoladas dos camundongos BALB/c e
Swiss Webster. De modo a facilitar o entendimento, foram utilizadas as seguintes
denominagdes: LII.B e LIC.B quando isoladas de BALB/c e LII.S e LIC.S, isoladas de
Swiss Webster.

Primeiramente, uma curva de proliferacdo foi realizada para avaliar o perfil dos
parasitos de L. infantum (LIl e LIC) (Fig. 5.5). De forma geral, o crescimento da LIl foi
maior que o crescimento da LIC com diferencas significativas a partir do segundo até
0 quinto dia de cultivo, porém ambas apresentam a fase estaciondria entre o terceiro

e gquarto dia, demonstrando o mesmo perfil da curva de proliferacao.
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Figura 5.5. Curva de proliferacédo dos isolados de L. infantum: A curva foi iniciada
com um inéculo de 5x10° parasitos/mL num volume total de 10 mL de meio e os
parasitos foram contados durante 7 dias em camara de Neubauer. (*p <0,01,;
**p < 0,0001).
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5.2.2. Analise do percentual de formas metaciclicas nas culturas de L. infantum

Visto que, apesar das cepas de L. infantum apresentarem o mesmo perfil
(Fig. 5.5), as taxas de proliferagcdo sdo diferentes. Para avaliar se estes parasitos
apresentam diferencas na infectividade, a porcentagem de formas metaciclicas na
cultura foi determinada pelo ensaio de lise pelo complemento.

Como observado na Figura 5.6, o percentual de células resistentes a lise pelo
complemento foi significantemente maior nos isolados de LIl em todos os tempos
avaliados. Essa maior porcentagem de formas metaciclicas foi observada nos
mesmos dias em que as culturas de LIl apresentavam mais parasitos do que as
culturas de LIC. Além disso, no terceiro de cultivo, observou-se a maior quantidade de
parasitos metaciclicos, sendo este o dia em que as culturas estavam chegando na
fase de crescimento estacionario. Estes dados sugerem que LIl é mais infectiva que
LIC.
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Figura 5.6. Avaliacdo da metaciclogénese dos isolados de L. infantum: O
percentual de células resistentes a lise pela atividade do complemento humano foi
avaliado apoés 48, 72 e 96 h de proliferacdo. (*p < 0,001; **p < 0,0001).

5.2.3. Infecgéo in vitro

Para confirmar a hipotese de que parasitos de L. (i.) infantum sdo mais
infectivos que os de L. (i.) chagasi e com base nas avaliagdes da curva de proliferacéo
e da metaciclogénese, o terceiro dia foi escolhido para realizar a infec¢cdo de

macréfagos peritoneais (M@) in vitro para determinar o indice de infeccdo pelos
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parasitos de L.infantum. Além disso, neste ensaio foi avaliado ainda a
susceptibilidade das células dos hospedeiros a infeccdo. Para isso, foram utilizados
macrofagos peritoneais provenientes dos camundongos BALB/c e Swiss Webster.
Como pode-se observar na Tabela 5.1, LIl e LIC infectaram macrofagos das
duas linhagens de camundongos, com valores de percentagem de infeccdo apos 24
h na faixa de 55-75% para M@ obtidos de BALB/c (Tabela 5.1a) e 35-53%, para Swiss
Webster (Tabela 5.1b). Pela analise do indice de infeccdo podemos observar em 24
e 72 h, valores sempre superiores no caso da utilizacdo de parasitos de LIl
(principalmente isolados de BALB/c — LII.B), mostrando que estes sao mais infectivos
que os parasitos de LIC. A comparagcdo em relagdo as linhagens murinas, mostrou
que macréfagos de camundongos BALB/c foram mais susceptiveis a infecgdo por
ambos os parasitos, sendo a porcentagem de macréfagos infectados, em média,
quase 1,4x superior a observada em camundongos Swiss Webster. Estes dados
corroboram com os vistos na metaciclogénese, onde os isolados de L. (i.) infantum
apresentaram a maior porcentagem de parasitos metaciclicos, bem como aos
resultados vistos na infeccdo in vivo, onde os camundongos BALB/c mostraram-se

mais susceptiveis a infeccao.

Tabela 5.1. indice de infeccdo dos isolados de L. infantum em macrofagos
murinos: a) Macréfagos de camundongos BALB/c; b) Macrofagos de camundongos
Swiss Webster. O indice de infeccéo foi avaliado através do calculo: % M@ infectados
X n° de amastigotas/Md@ totais. (*p < 0,05; **p < 0,01)

a)
% M@ N° de amastigotas/ Indice de
M@ BALB/c fectadosinfeccdo M@ totaigs infeccao
LIl.B 75+ 6,1** 5+23 375
24 horas LIC.B 60+5,5 3+15 180
LIl.S 70 + 4,2* 5+1,7 350
LIC.S 55+ 3,5 4+15 220
LIl.B 90 + 4,1** 9+23 810
79 horas LIC.B 75+£6,5 6+1,2 450
LIL.S 82+7,2* 6+2,1 492
LIC.S 70+5,5 7+14 490
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b)

M@ Swiss % M@ N° de amastigotas/ Indice de
Webster mfeetadosinfeccédo M totais infeccéo
LII.B 53 £ 4,4* 3+£23 159*
24 horas LIC.B 42 +6,3 2+15 84
LII.S 52 £ 4,1* 3+27 156
LIC.S 35+£6,5 3+£25 105
LII.B 62+7,2 6+4,6 372*
79 horas LIC.B 52145 5+6,2 260
LII.S 56 £ 8,2 6+54 336*
LIC.S 50 £ 10,2 4+3,2 200

5.2.4. Avaliacao indireta da atividade da NOS em promastigotas de L. infantum

A fim de se avaliar a atividade da NOS de formas promastigota de ambos os
parasitos de L. infantum, aliqguotas do sobrenadante foram coletadas em diferentes
dias de cultivo (48-120 h) e o NO extracelular foi determinado pela quantidade de
nitrito presente no meio de cultura. No entanto, ndo foram observadas diferencas entre
os diferentes grupos experimentais e os niveis de NO mostraram-se muito baixos (Fig.

5.7), em especial no caso de parasitos provenientes de camundongos Swiss Webster,

onde nao foi possivel detectar a producéo de NO.

38



0.3 1

Il LB
Bl LicsB

Nitrito (mM)

Tempo de cultura (Horas)

Figura 5.7. Avaliagcdo da producdo de NO extracelular em culturas de
promastigotas: O sobrenadante das culturas de Leishmania foi coletado diariamente
e a quantidade de nitrito foi avaliada pelo método de Green a 540 nm em
espectrofotdmetro. Os niveis de NO em promastigotas provenientes de camundongos
Swiss Webster foram indetectaveis, por essa razao, esses pontos foram excluidos do

gréfico.

Devido a baixa producao de NO pelas promastigotas de L. infantum, foi dosada
a quantidade total desta molécula durante a infeccao de macréfagos de camundongos
BALB/c estimulados com LPS e INF-y. Como observado na Figura 5.8, sem
estimulacdo, macréfagos infectados ou ndo, mostraram niveis de NO muito baixos;
niveis significantemente mais altos sé foram observados ap6s estimulo com LPS e
INF-y, inclusive no caso de macréfagos infectados. Estes dados sugerem que
macrofagos sozinhos produzem quantidades muito baixas de NO, e que a infeccao
por si s6 ndo foi capaz de estimular macréfagos a produzirem altos niveis de NO.
Somando os dados de producao de NO in vitro, constatou-se que o método de Green
nao foi sensivel o suficiente para esta avaliacdo, entdo a padronizacao de uma outra

metodologia para quantificacdo de NO fez-se necessaria.
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Figura 5.8. Avaliacdo da producdo de NO durante a infeccdo de macrofagos
estimulados: Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c foram estimulados
por LPS e INF-y e infectados pelos parasitos de L. infantum. O sobrenadante das
culturas foi coletado e a quantidade de nitrito foi avaliada pelo método de Green a 540

nm em espectrofotémetro. (*p < 0,0001)

Diante disso, para avaliar a producdo de NO gerado dentro de formas
promastigotas de L.infantum, foi utilizado o indicador diacetato de 4,5-
diaminofluoresceina (DAF-2DA), que possui a capacidade de entrar nas células e,
apos sofrer modificacdes, fluoresce quando em contado com o NO. Devido a pouca
diferenca nas produc¢des de NO durante a curva de proliferacdo do parasito, o terceiro
dia foi escolhido para a dosagem de NO, visto que este é o dia em que as culturas
apresentam as maiores porcentagem de formas metaciclicas. Como resultado, pode-
se observar que através do uso de marcador DAF-2DA, foi possivel quantificar o NO
(em niveis basais) produzido pelos parasitos, demonstrando assim que este método
€ valido e adequado. Interessantemente, ndo foram observadas diferencas
significativas entre as promastigotas de L. infantum aqui estudados (Fig. 5.9),
sugerindo que estes parasitos possivelmente produzem niveis basais de NO de forma

semelhante.
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Figura 5.9. Dosagem de NO intracelular em promastigotas de L. infantum: A
producdo de NO intracelular em promastigotas foi avaliada por marcagcdo com DAF-
2DA através do kit Fluorimetric System for NOS Detection. Macrofagos de linhagem

RAW 264.7 foram utilizados como controle positivo.

5.2.5. Avaliacdo da producéo de ureia em promastigotas de L. infantum

A atividade da arginase foi avaliada através da dosagem de ureia também
durante a curva de proliferacdo dos parasitos. Niveis de ureia mais elevados foram
encontrados em 72h tanto em LIl quanto em LIC, isoladas de BALB/c ou de Swiss
Webster. Apés 48-96h de cultura, LIl isolada de ambos os camundongos, apresentou
niveis mais elevados de ureia em relacao a LIC. Interessantemente, isto ocorreu ao
mesmo tempo em que os parasitos de LIl apresentaram maior percentual de formas

metaciclicas (Fig. 5.10).
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Figura 5.10. Avaliacdo da producéo de ureia em promastigotas de L. infantum:
A quantidade de ureia produzida foi avaliada durante a curva de proliferacdo por
espectrofotometria a 540 nm. (*p < 0,001; **p < 0,0001)

5.3. Analises moleculares

5.3.1. Avaliacao da expresséo da arginase

Uma vez que parasitos de ambos os isolados de L. infantum demonstraram
diferencas na atividade da arginase, foi avaliado a expressédo desta enzima atraves
de gRT-PCR em promastigotas no terceiro dia de cultivo isoladas das duas linhagens
de animais. Como visto na Fig 5.11, LIl isolada de Swiss Webster demonstrou uma
maior expressdo da arginase quando comparada com o0s outros isolados, com

diferencas significativas quando comparada a LII.B (*p < 0,05) e LIC.S (**p < 0,01).
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Figura 5.11. Expressao relativa da arginase dos isolados de L. infantum: O RNA
total das promastigotas em 3° dia de cultivo foi extraido e transcrito de forma reversa.
O cDNA resultante foi quantificado por PCR em tempo real. O gene da proteina a-

tubulina foi utilizada como referéncia. (*p < 0,05; **p < 0,01)

5.3.2. Sequenciamento do gene da arginase

A fim de entender se a diferenca de expressao observada no resultado anterior
poderia estar relacionada diferencas genéticas, foi realizada uma comparacdo das
sequéncias de DNA dos parasitos de L. infantum. Inicialmente, o DNA total de
promastigotas foi extraido e o gene da arginase foi amplificado por PCR convencional.
A confirmacdo da amplificacao foi feita em gel de agarose a 1% onde observou-se
uma banda de aproximadamente 990 pares de base (bps) correspondente ao gene da

arginase (Fig. 5.12).

43



1000 bps —»

LI LIC

Figura 5.12. Resultado da amplificacdo do gene da arginase: O DNA total das

promastigotas de L. infantum foi extraido e o gene da arginase foi amplificado por

PCR. Os produtos da amplificacéo foram confirmados em gel de agarose a 1%.

Em seguida, as sequéncias obtidas foram enviadas para a plataforma de

sequenciamento da FIOCRUZ. ApGs as analises, ndo foram encontradas diferencas

entre as sequéncias génicas de LIl e LIC, sendo idénticas a sequéncia depositada no

banco de dados (Fig. 5.13). Com isso, € possivel afirmar que os parasitos sdo

molecularmente iguais entre si (em relacdo ao gene da arginase) e idénticos a

sequéncia de L. infantum depositada no banco de dados TriTrypDB.
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GACGGCAAGGCTGTTGAGGCTCGCAAGGC GAGCGATAATGECGACAGGATC GETCGCGTC
GACGGCAAGGCTGTTGAGGCTCGCAAGGC GAGCGATAATGECGACAGGATC GETCGCGTC
GACGGCAAGGCTGTTGAGGCTCGCAAGGC GAGCGATAATGECGACAGGATC GETCGCGTC

TN RTSETRTRTTTTRTTTIATTTRTSTTTTTARNTTIST T T RICTIRNTINIARNESY

AAGCGCCCGAGGCTGACGGC GRAGTGLACCGAGAAGATC TACAAGTGTGTGCGCAGGCTE
AAGCGCCCGAGGCTGACGGC GRAGTGLACCGAGAAGATC TACAAGTGTGTGCGCAGGCTE
AAGCGCCCGAGGCTGACGGC GRAGTGLACCGAGAAGATC TACAAGTGTGTGCGCAGGCTE

TN RTSETRTRTTTTRTTTIATTTRTSTTTTTARNTTIST T T RICTIRNTINIARNESY

GCCGAGCAGGGCCGCTTTCCTCTCACTATCGGCGGCCATCACTCCATCGCCCTCGGCACG
GCCGAGCAGGGCCGCTTTCCTCTCACTATCGGCGGCCATCACTCCATCGCCCTCGGCACG
GCCGAGCAGGGCCGCTTTCCTCTCACTATCGGCGGCCATCACTCCATCGCCCTCGGCACG

TN RTSETRTRTTTTRTTTIATTTRTSTTTTTARNTTIST T T RICTIRNTINIARNESY

GTGGCCEGCGTGTTGACCGTTTACCCGATGCCGGLCTCATTTGGGTGGACGCCCACGCG
GTGGCCEGCGTGTTGACCGTTTACCCGATGCCGGLCTCATTTGGGTGGACGCCCACGCG
GTGGCCEGCGTGTTGACCGTTTACCCGATGCCGGLCTCATTTGGGTGGACGCCCACGCG

TN RTSETRTRTTTTRTTTIATTTRTSTTTTTARNTTIST T T RICTIRNTINIARNESY

GACATCAACACTATGTCTGGTACGGTCTCCGGTAACTTGCACGGCTGCCCCTTATCGATC
GACATCAACACTATGTCTGGTACGGTCTCCGGTAACTTGCACGGCTGCCCCTTATCGATC
GACATCAACACTATGTCTGGTACGGTCTCCGGTAACTTGCACGGCTGCCCCTTATCGATC

TN RTSETRTRTTTTRTTTIATTTRTSTTTTTARNTTIST T T RICTIRNTINIARNESY

CTGCTGGGCCTTCATC G AAGAACATTCCCGAGTGCTTTTCGTGGGTACCGCAGGTGLTG
CTGCTGEGCCTTCATC GLAAGAACATTCCCGAGTGCTTTTCGTGGGTACCGCAGGTGLTG
CTGCTGEGCCTTCATC GLAAGAACATTCCCGAGTGCTTTTCGTGGGTACCGCAGGTGLTG

IR RTSETATRTTTTRTTTITTTTTTTTTTRNTTISTTTRISTIRTINIORNESY

Figura 5.13. Comparacdo das sequéncias do gene da arginase:

Imagem

representativa das sequéncias do gene da arginase dos parasitos de L. infantum e da

sequéncia depositada no banco de dados TriTrypDB.org.
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Tomados em conjunto, estes dados sugerem que, apesar dos parasitos de
L. infantum apresentarem sequéncia do gene da arginase idénticas, a expressao
deste gene é diferente, podendo indicar que as diferencas vistas na atividade da

arginase podem estar relacionadas a expressao genética.

5.3.3. Clonagem do gene da arginase

Na intencéo de determinar a importancia da arginase dos parasitos, foi iniciado
um processo de clonagem deste gene. O gene ARG foi amplificado e inserido no vetor
pET28a, gerando o plasmideo pET28-ARG. Para aumentar a estabilidade e o numero
de copias do vetor, este foi mantido em bactérias DH5a. A insercao foi confirmada por
digestdo com enzimas restricdo, onde o inserto com o tamanho esperado foi liberado
(Fig. 5.14).

pET28 = 5 kbp —

ARG=1kbp —

Figura 5.14. Resultado da digestdo dos clones DH5a-pET28-ARG em gel de
agarose 1%: Digestdo dos clones 1 e 2 com as enzimas de restricdo Ndel e BamHI.

Uma vez obtido o plasmideo pET28-ARG, este foi transfectado em células
guimiocompetentes BL21, gerando diversos clones recombinantes (Fig. 5.15a), que
foram selecionados por pressédo de antibiotico e a transfeccédo confirmada por PCR
(Fig. 5.15b).

45



(@)

(b)

1000 bps —»
766 bps —

Figura 5.15. Transfeccdo do gene arginase de L. infantum em bactérias
guimiocompetentes. (a) Colbnias de bactérias BL21-pET28-ARG. (b) Confirmacéo
da transfeccéo por eletroforese. Clones BL21-pET28-ARG selecionados em meio agar
LB com canamicina. Foi realizado PCR para confirmar a transfeccéo que foi analisado
em gel de agarose 1%. M: marcador de peso molecular; C1: clone BL21-pET28-ARG.

Por fim, apds a confirmacéo da transfecgéo, foram realizados testes de inducao
da expressado do gene com IPTG e a andlise dessa expressao foi realizada por gel de
poliacrilamida. Como apresentado na Figura 5.16, nas bactérias que foram induzidas
foi observada uma banda, de aproximadamente 40 kDa, correspondente a expressao

do gene ARG, mostrando que a clonagem foi bem-sucedida.
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Figura 5.16. Expressédo do gene ARG em bactérias transfectadas. Bactérias BL21-
pET28-ARG foram incubadas com IPTG e induzidas a expressdo. M: marcador de

peso molecular.
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6. DISCUSSAO

Sendo a leishmaniose visceral (LV) uma grave doenca que acomete milhdes
de pessoas todos 0s anos e que pode levar a morte parte das pessoas atingidas (WHO
2010), estudar sua patologia, bem como entender as caracteristicas de seus agentes
etiolégicos, sdo de suma importancia. Como relatado anteriormente, a classificacdo
do parasito responsavel pela leishmaniose visceral americana (LVA) ainda é muito
controversa na literatura. Seja L. (i.) chagasi uma espécie diferente, ou sinonimia da
espécie L. (i.) infantum, é necessario considerar que ambos 0s parasitos apresentam
diferencas entre si, como comportamento biol6gico, bioquimico e patogénico (Silveira
& Corbett 2010).

Na literatura existem diversos trabalhos demonstrando as variedades genéticas
e moleculares entre diferentes isolados de L. infantum oriundos de diversas regioes
geograficas (Baptista-Fernandes et al. 2007; Kuhls et al. 2011; Alvarenga et al. 2012),
no entanto, sdo poucos os trabalhos relatando as diferencas de infectividade e
capacidade de sobrevivéncia de diferentes cepas no hospedeiro vertebrado (Marques
et al. 2015).

Um método que tem sido utilizado nos udltimos anos para identificacdo e
caracterizacdo de diferentes isolados de Leishmania é a eletroforese de enzima
multilocus (MLEE), que possibilita a determinacdo de similaridades e diferencas de
enzimas (isoenzimas) entre diferentes parasitos (Lima 2010). As isoenzimas séo
enzimas que apresentam diferentes formas moleculares (derivadas de diferengas
genéticas) mas que catalisam basicamente a mesma reacéo (Market & Moller 1959).
Neste tipo de eletroforese, cepas de Leishmania sdo agrupadas em grupos com
padrées enzimaticos idénticos (perfis eletroforéticos) denominados zimodemas. O
método de Montpellier (MON) é bastante utilizado e caracteriza-se na andlise de 15
sistemas enzimaticos (Rioux et al. 1990). Isolados de L. infantum sdo comumente
agrupados no zimodema MON-1 (Kuhls et al. 2011). Esta e outras técnicas similares
sao eficazes para demonstrar variacdes intraespecificas de diferentes parasitos e séo
muito utilizados por autores em discussdes acerca de classificacdo taxondmica e
guanto a origem da L. (i.) chagasi no Novo Mundo (Silveira & Corbett 2010). Contudo,
apesar do importante avanco na area de biologia molecular para caracterizacdes
genéticas de Leishmania spp., caracterizacdes relacionadas a biologia dos parasitos

sao igualmente necessarias.
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Os dados apresentados neste trabalho demonstraram que parasitos de
L. (i.) infantum e de L. (i.) chagasi possuem diferencas entre si com relacdo aos
aspectos biologicos e patogénicos. Como visto inicialmente, parasitos de L. infantum
apresentaram diferentes graus de infectividade durante a infecgéo experimental in vivo
em diferentes modelos murinos. LIl demonstrou-se mais infectiva tanto em 30 quanto
em 60 dpi. Outro ponto importante que deve ser ressaltado dentre os resultados
obtidos é que animais com diferentes backgrounds genéticos apresentaram diferentes
sensibilidades a infeccéo, sendo camundongos BALB/c mais susceptiveis. Com isso,
demonstra-se que a escolha racional de um modelo animal para ensaios in vivo ou in
vitro € de grande relevancia por interferir diretamente nos resultados de testes com
agentes quimioterapicos, nas respostas imunologicas e farmacologicas.

Uma questao de grande importancia durante uma infecg&o por Leishmania spp.
€ o tropismo de cada espécie deste parasito no hospedeiro vertebrado, pois além dos
fatores parasitarios também participam fatores do préprio hospedeiro. J& € bem
descrito na literatura cientifica que a participacdo de células e moléculas da resposta
imunologica do hospedeiro influenciam diretamente no curso e no desenvolvimento
da doenca. Neste sentido, o estudo da interacdo parasito-hospedeiro € extremamente
importante, uma vez que sao 0s elementos provenientes desta interagdo que vao
determinar o sucesso ou a falha terapéutica (Basselin et al. 1997; Nieto et al. 1999;
Chrusciak-Talhari et al. 2009).

E sabido que a resposta imune mediada por células T-helper desempenha um
papel fundamental no controle da infec¢do por parasitos do género Leishmania. Este
tipo de resposta é claramente polarizado em infecgBes experimentais em modelo
murino, uma vez que animais resistentes a infeccdo apresentam producdo mais
acentuada de INF-y, enquanto que animais susceptiveis apresentam maior producao
de IL-4 (Heinzel et al. 1989). Segundo Romagnami (2000), a polariza¢do Thl e Th2 é
determinada por fatores ambientais e genéticos, o que explica as diferentes
susceptibilidades a infeccdo observadas em camundongos com diferentes
backgrounds genéticos.

Contudo, parasitos do género Leishmania possuem a capacidade de modular
a resposta imune do hospedeiro infectado para aumentar suas chances de
sobrevivéncia no interior das células (Cecilio et al. 2014). Dentre os mecanismos
utilizados por estes parasitos esta a captacdo de L-arginina, substrato utilizado pela

enzima INOS, suprimindo a producdo de NO do hospedeiro e inibindo a liberagdo de
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citocinas proé-inflamatérias (Liew et al. 1991; Moll et al. 1995; Wanasen & Soong 2008).
Este processo leva a um aumento da atividade da arginase, que por sua vez pode ser
modulada pelo parasito. Estudos in vitro com meios de cultura contendo diferentes
concentracbes de L-arginina, mostraram que a concentracdo deste aminoacido é
crucial no efeito do NO e assim na morte do parasito (Genestra et al. 2003b).

Os dados aqui obtidos demonstraram que células do baco e figado infectadas
pelos parasitos de L. infantum produziram diferentes niveis de NO, sendo os maiores
niveis vistos nas células de BALB/c infectadas por LIC. Curiosamente, apesar das
células de baco infectadas terem produzido mais NO do que as células nado infectadas,
0s parasitos de ambas as cepas ainda foram capazes de sobreviver e até multiplicar
no interior dos hospedeiros, visto que as cargas parasitarias aumentaram apos 60 dpi,
principalmente em células infectadas pela LII. No trabalho publicado por Marques e
colaboradores (2015), parasitos da L. (i.) infantum aqui utilizada, foram capazes de
sobreviver a altas quantidades de NO presente em meio de cultura, demonstrando
uma maior resisténcia a toxicidade causada pelo NO, podendo explicar o fato da LIl
ter resistido bem a infeccgéo.

Em relacéo a atividade da arginase, observou-se uma baixa producéo geral de
ureia tanto no baco como no figado dos animais infectados em comparacdo com 0s
animais controle. Contudo, células do baco de camundongos BALB/c infectadas pela
LIl mostraram maiores producfes de ureia em relacdo as outras células infectadas.
Esta maior producdo pode estar relacionada com as maiores cargas parasitarias
observadas nestas células. Tomados em conjunto, os resultados das atividades da
NOS e da arginase indicam que parasitos de L. infantum podem influenciar no
metabolismo da L-arginina do hospodeiro infectado. No entanto, outros ensaios
avaliando a atividade destas enzimas nos parasitos e nas células hospedeiras, de
forma diferencial, durante a infec¢do sao necessarios, como por exemplo, ensaios de
inibicdo ou das enzimas do parasito ou da célula hospedeira infectada.

De modo geral, observou-se que camundongos BALB/c foram mais
susceptiveis a infeccdo por Leishmania do que camundongos Swiss Webster,
principalmente quando o parasito era mais infectivo, como no caso da LIl. Como
descrito por Pereira & Alves (2008), fatores genéticos dependentes da linhagem
murina interferem no sucesso da infeccdo experimental, levando a diferencas na
progressdo e desenvolvimento da doenca. No entanto, além da capacidade do

hospedeiro em responder a infeccdo, deve-se considerar ainda as diferencas
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biologicas da cepa e da espécie do parasito, uma vez que trabalhos publicados ja
demonstraram que isolados de L. infantum pertencentes ao mesmo zimodema ou até
mesmo parasitos de um mesmo isolado podem apresentar diferentes sensibilidades
a resposta imune do hospedeiro, o0 que pode estar relacionado com fatores de
viruléncia (Garin et al. 2001; Baptista-Fernandes et al. 2007).

Alguns autores buscaram identificar diferencas de infectividade em macréfagos
e outros marcadores de viruléncia entre isolados de L. infantum, porém sem sucesso
(Campos-Ponce et al. 2005; Meddeb-Garnaoui et al. 2009). Entretanto, ha trabalhos
indicando diferencas de infectividade entre cepas de L. infantum e modulacao, por
parte dos parasitos, da expressao das enzimas do metabolismo da L-arginina durante
a infeccdo de camundongos (Marques et al. 2015). Apesar disso, ainda existe a
necessidade de se produzir estudos relatando estas diferencas entre parasitos
provenientes de regides geograficas distintas.

Diante disso, no presente estudo buscou-se avaliar as caracteristicas
bioldgicas e moleculares de diferentes parasitos de L. infantum e o comportamento
deles quando isolados de diferentes hospedeiros (camundongos BALB/c e Swiss
Webster). Com isso, observou-se que a L. (i.) infantum, seja isolada de camundongos
BALB/c ou Swiss Webster, apresenta uma maior taxa de crescimento que a
L. (i.) chagasi, no entanto, ambas possuem o mesmo perfil de crescimento. Foi
avaliada ainda a capacidade infectiva e o comportamento dos diferentes parasitos
durante a infec¢do de macréfagos dos mesmos hospedeiros de onde foram isoladas.
Assim como os resultados in vivo, a L. (i.) infantum mostrou-se mais infectiva tanto
pela quantidade de formas metaciclicas, em cultura, resistentes ao complemento
presente no soro, bem como pelo indice de infeccdo nos macréfagos murinos. Além
disso, macréfagos de camundongos com diferentes backgrounds genéticos também
apresentaram diferentes susceptibilidades a infec¢ao in vitro, reforcando a importancia
da busca por melhores modelos murinos para a infeccado experimental. Os dados de
metaciclogénese e infectividade in vitro aqui apresentados confrontam com os
resultados vistos por Campo-Ponce e colaboradores (2005), onde isolados de
L. infantum e L. major ndo demonstraram diferencas tanto na sensibilidade a soro
(resisténcia a lise pelo complemento) quanto na infectividade sobre macrofagos de
camundongos BALB/c.

Parasitos do género Leishmania quando se estabelecem dentro dos

macréfagos, demonstram uma habilidade em sobreviver num ambiente considerado
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“hostil” e precisam modular as fungdes da resposta imunoldgica da célula hospedeira.
O metabolismo da L-arginina esta intimamente associado ao sucesso ou a falha do
estabelecimento da infeccdo Leishmania spp., pois é esta via que pode determinar
tanto a morte quanto a sobrevivéncia dos parasitos (Wanassen & Soong 2008).

Neste sentido, ja foi demonstrada a diminuicdo de producdo de NO em
macrofagos infectados por Leishmania pela inibicdo da enzima iNOS (Balestieri et al.
2002). Outros estudos com L. donovani tem demonstrado a capacidade destes
parasitos em modular a atividade de arginase em células do baco de animais
infectados, favorecendo o estabelecimento da infeccédo pelo aumento da expressao
da enzima (Rodrigues et al. 2015). Consequentemente, € de grande interesse
estabelecer uma relagdo entre os niveis de inducéo e inibicdo das enzimas NOS e
arginase nos parasitos intracelulares, assim como da propria célula hospedeira
infectada. Entretanto, poucos sao os trabalhos relatando as diferencas de atividade
das enzimas do metabolismo da L-arginina, muito menos comparando promastigotas
de diferentes cepas de L. infantum.

Considerando a relevancia do NO na leishmaniose, sua avaliacdo no parasito
€ de grande importancia cientifica para a compreenséo geral do metabolismo da L-
arginina no parasito e sua participagdo na infectividade/viruléncia. A deteccdo deste
radical livre € um desafio, que pode ser atribuido a sua curta meia-vida e a sua baixa
concentracdo. Os métodos diretos ou indiretos de deteccdo de NO, como
guimioluminescéncia, dosagem de nitrito ou a expressdo de mRNA de NOS e outros,
sdo ainda métodos considerados limitados pela incapacidade de definir populacfes
de interesse e detectar eventos intracelulares a nivel unicelular (Chatton & Broillet
2002; Failli et al. 2002).

Para demonstrar a producdo de NO, através da formacdo de nitrito em
promastigotas de L. infantum, utilizou-se o método de Green (1892). Contudo, devido
as baixas quantidades de nitrito presente nos sobrenadantes das culturas, esta
técnica mostrou-se insensivel para estes testes. Nao foi possivel detectar a producéo
de NO nem mesmo quando macréfagos foram infectados pelas mesmas
promastigotas. A producdo de NO sO pode ser observada quando foram utilizados
estimulos para ativar a INOS de macréfagos murinos. Diante da baixa sensibilidade
do reagente de Griess, a padronizacdo e aplicacdo de uma outra técnica altamente
sensivel de deteccdo de NO com um indicador fluorescente intracelular foi realizada.

O marcador utilizado neste trabalho foi o diacetato de 4,5-diaminofluoresceina (DAF-
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2DA) que tem sido amplamente utilizado em modelos biolégicos variados. Contudo, 0
uso deste marcador na avaliacdo de NO em Leishmania é mais recente e algumas
pesquisas ja demonstraram a eficacia do uso deste marcador em cultura de
macréfagos infectados (Sarkar et al. 2011). Nesse sentido, ao utilizar este indicador
fluorescente foi possivel detectar a producdo basal de NO no interior das
promastigotas de L. infantum que, no entanto, ndo apresentaram alteracbes
significativas entre os diferentes isolados.

Como demonstrado por Balestieri e colaboradores (2002), em macréfagos
infectados por Leishmania ocorreu inibicado da atividade da iNOS, seguida da reducao
da producao de NO, indicando a habilidade da Leishmania em evadir dos mecanismos
de defesa da célula hospedeira. Apesar do NO ser uma importante molécula
responsavel por diversos processos de sinalizacdo celular e ser considerada por
alguns autores como uma das pecas chave na resposta imune do hospedeiro (Green
et al. 1990a; 1990b; Evans et al. 1993; Murray & Nathan 1999; Awasthi et al. 2004), a
arginase mostra-se igualmente importante, uma vez que ela é uma enzima essencial
na via de geracao de poliaminas. Contudo, poucos trabalhos na literatura relatam a
importancia da inibicdo da arginase dos parasitos e a producdo de NO pelos
macrofagos infectados (Rodrigues et al., 2015), muito menos a atividade e expressao
destas enzimas em diferentes cepas de Leishmania.

Ja foram descritas a existéncia de uma NOS em Leishmania spp. (Genestra et
al. 2003a), bem como em Trypanosoma cruzi (Paveto et al.,1995). Porém, sdo
escassos na literatura e em bancos de dados gendmicos, a identificagdo do gene
responsavel pela codificacdo desta enzima em tripanosomatideos (Silva 2010),
dificultando assim a busca por diferencas moleculares da NOS entre cepas de
Leishmania. Contudo, o gene da arginase ja € bem descrito, permitindo assim a
realizacdo de diversas analises.

Observou-se neste trabalho que diferentes isolados de L. infantum apresentam
atividade da arginase diferente entre si durante sua proliferacdo. No entanto, ambos
isolados demonstraram maior atividade da enzima no terceiro dia de cultivo, quando
0s parasitos estdo chegando na fase estacionaria. Para buscar as possiveis causas
dessas diferencas de atividade, realizou-se o sequenciamento do gene ARG e a
expressao relativa da enzima. Como resultado, constatou-se que este gene € idéntico
entre os isolados de L. infantum e idéntico a sequéncia depositada no banco de dados

online TriTryp. Apesar disso, os isolados apresentaram expressao relativa do mRNA
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diferenciada entre si, o que pode explicar os resultados vistos no ensaio de atividade.
Para confirmar estes dados, mais estudos sobre expressdo da enzima (como ensaios
de Western blot) sdo necessarios.

Devido aos poucos estudos demonstrando a importancia da arginase dos
parasitos sobre sua capacidade infectiva, iniciou-se um processo de clonagem desta
enzima para posteriores ensaios de super-expressao nos diferentes parasitos de
L. infantum, bem como analises do comportamento destes frente a esta situacao.
Foram realizados com sucesso a subclonagem em vetores de expressédo (pET28-
ARG) e a clonagem em bactérias quimiocompetentes BL21 (BL21-pET28-ARG).
Dando continuidade a estes ensaios, estdo sendo realizadas a expressao e
purificacdo da arginase em sistema heterdélogo como parte do subprojeto desenvolvido
por outros membros do nosso grupo de pesquisa. Como isso sera possivel realizar
outros testes para melhor entendimento do papel da arginase no metabolismo da L-

arginina de parasitos do género Leishmania.
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7. CONCLUSOES

Os dados apresentados neste trabalho indicam que a L. (i.) infantum e a
L. (i.) chagasi apresentam comportamento bioldgico e molecular diferentes, apesar de
serem consideradas idénticas entre si. A L. (i.) infantum mostrou-se mais infectiva que
a L. (i.) chagasi tanto in vivo quanto in vitro, demonstrando as maiores cargas
parasitarias e indices de infeccdo, maiores taxas crescimento biologico e de formas
metaciclicas em cultura, o que reflete no seu grau de viruléncia.

Observou-se também que durante a infecc¢ao in vivo por estes parasitos houve
diferencas na atividade das enzimas NOS e arginase, enzimas que podem determinar
a morte ou a sobrevivéncia de Leishmania spp., indicando que estes parasitos podem
influenciar no metabolismo da L-arginina do hospedeiro infectado. Contudo, mais
estudos sdo necessarios para confirmar este dado.

In vitro, ndo foram observadas diferencas significativas na producao de NO
intracelular entre promastigotas de L. infantum isoladas de animais com diferentes
backgrounds genéticos. Entretanto, em relacdo a enzima arginase, apesar dos
parasitos apresentarem o gene ARG idéntico entre si, a L. (i.) infantum demonstra
maior atividade e expressao relativa desta enzima, que € de extrema importancia para
a manutencao destes protozoarios no interior da célula hospedeira.

Por fim, concluiu-se também que camundongos com diferentes backgrounds
genéticos apresentam diferentes susceptibilidades a infeccdo quando infectados por
diferentes parasitos de Leishmania, tanto in vivo quanto in vitro, reforcando a
importancia da busca por melhores modelos animais para o estudo da fisiopatologia

das leishmanioses.
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9. APENDICES E/OU ANEXOS

pET-28a-c(+) Vectors TBOT4 12/98

Cat. No. The pET-28a-¢(+) vectors carry an N-terminal His«Tag*/thrombin/T7+Tag® configuration plus
pET-28a DNA 69864-3 an optional C-terminal His*Tag sequence. Unique sites are shown on the circle map. Note that the
pET-28b DNA G9865-3 sequence is numbered by the pBR322 convention, so the T7 expression region is reversed on the
pET-28¢ DNA 69866-3 circular map. The cloning/expression region of the coding strand transcribed by T7 RNA poly-

merase is shown below. The f1 origin is oriented so that infection with helper phage will produce
virions containing single-stranded DNA that corresponds to the coding strand. Therefore, single-
stranded sequencing should be performed using the T7 teeminacor primer (Cat. No. 69337-3).

b
pET-28a(+) sequence landmarks
T7 promoter 370-386
f7 n:anscription start 369 EcoR 1(192)
HiseTag coding sequence  270-287 BamH (198)
T7-']jag co(lin.g AeijuRnce 207-239 1 Bpu1102 130} Ng: :gg%;..a
Multiple cloning sites Dra lis127)
(Bamt 1 - Xho) 158203 ‘
HiseTag coding sequence  140-157
T7 terminator 26-72
lacl coding sequence 773-1852
pBR322 origin 3286
Kan coding sequence 3995-4807 Pyvu 1(3426) .
f1 osigin 49035358 Sgf 1(4426) -~

ma 1{4300 7
The maps for pET-28b(+) and pET-28¢(+) e e » MG t1323)
are the same as pET-28a(+) (shown) with
the following exceptions: pET-28b(+) is a
5368bp plasmid; subtract 1bp from each site
beyond Bamt 1at 198. pET-28c(+) isa
5367bp plasmid: subtract 2bp from each site
beyond BamH 1 at 198.

Cla (4117} .
Nru [{4083)

ET-28a(+
P (5359bpa( )

(2Gg1-g21) O

Eco57 1{3772) EcoR V(1573)
Hpa l(1629)

AWN 1(3640) -

BssS 1{3297) PshA 1(1968)

BspLU11 §3224)

Sap |(s1oa)/\ \ \Fsp 1(2205)
Bst1107 1(2995) \Psp5 11(2230)
Tth111 1{2969)

T7 promoter primer #60348-3
e

ET uj lraam rimer #69214- >
?__D," Bal p erac0eies T7 promoter lac operator Xbal _hs
AGAv(‘TLuA TLCCHCGABATTAATACGACTCACTATAGRGBAAT TOTGAGCEGAT AACAATTCLLLT f‘TAf‘AAATAAT\ TTOTTTAACTTYAAG A\Maf AGA
Neol His-Tag _Ndal Nhel T7+Tag

TATACCA~GGACAGCAGCCATCA T CATCATCATCACABCAGTGRCCTASTOLCALGEGACAGCLATATGECTAGCATGACTGSTABACARCAL

MetGiySerSertisHisHisHisHisllisSerSerGlyLeuVel ProAraGiySertistieiAlaSertetTarGlyGiyGInGin
Eag| thrombin

BamM ! EcoR | Sacl_ _ Sall_ Hingil __Not} — Xbol His-Tag

3 o L s .
ATGGGTCGCGRATCCRAATTCGAGETCCOTCOACAAGE ~TGCGGECGLACTCGAGCACCALCACCACCACCACTGAGATCCRGCTRCTAACARAGCLE  pET-28al+)
MetGiyArghiySerGiuPheGluleuArghrghinAlolyst|yArgThrarghiaProProProProProleuirgSerGiylysind

. GGTCOEBATCCGAATTCGAGL TECETCOACAAGCT " GCOGCCGCACTCEAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCOBETELTAACAAAGCCE  pET-2Bb{+)
..GlyArgAspProAsnSerSerSerValAsplysleuAloAloalaleuGiul: sHisH. sHisHisHIsEnd

L. . GBGTCOBATCCEAATTCGAGC TCORTOGACAAGC TTECGECCRTACTCBABCACCACCACTACCACCACTEAGATCCAECTGLTAACAAAGLLL pET-28¢{+}
..GlyArglieArglieAraAloProSerThrSerLoukrgProti sSerSerTheThrThrThrihr ThrGlul ledrgteul euThrlysPro ..

T7 terminator
AACTAGCATAACCCCTTGGEGCCTCTAAACGRGTCTTGAGSGRTTTTITG

Sl e o
T7 terminator primer #69337-3
pET-28a-c(+) cloning/expression region

GAAAGGAAGLTGAGTTRELTGLTGLCATCGE
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pET-28a(+) Restriction Sites

Enzyme  # Sites 1

Acel 2 180 2094

Acelil 7 630 1618 1949 2733 2874
376 4567

Acil 7

Al 2 1123 3224

Alat 22

Alwl 13

Aw21 7 19 190 623 107 2218
M4z 3842

Alwd4 3 1103 3038 3538

Al 1 3640

Apal 1 1334

ApuBi 1 807

Apot [ 192 1398 4039 4223 4929
4840

Aval Z 158 4258

Avall 5 675 2081 2139 2230 2509

Baml i 198

Banl 9 253 445 406 580 1043
1762 1892 2018 5164

Banll 6 180 507 521 1334 4081
5202

8bsl 4 1269 1608 1982 2342

Bvl 27

Heel 1

Beed3t [ 2 1937 2107 INs 3613
3854

Beaft 6 42983 1610 3726 4745
5153

Begl ] w0 1gd 228 115 1449
1949 1983 2801 2835

sl 1 N3

Bial 7 7 232 336 223 3N9
4026 5278

Bgit 1 2

Bqit 1 a0

Bing! 1 1332

Bpmi 14 a1 1450 2084 2151

gl 2 2330 4443

Bputtozl 1 & .

BsaAl 2 816 5127

B5aBi 3 400 406 2421

Beaki 5 446 467 581 1080 1763

Bsali 10 57 206 560 566 1758
2196 3384 4297 4298 4609

BsaWi 7 2 1442 1945 2413 3430
3577 4561

HBsaxl 2 1782 5075

Bshl 2 7840 5024

Bl 11 :

Bsgl 3 974 N7 2384

il 1 3397

Bsikl ] 69 1908 3140 3564 4426

Ssll 23

Bsmi 2 4310 4387

BsmAl 6 820 1225 1351 1738 2665
4442

BomBl 3 1738 2865 4442

Bsinfl 4 584 2125 2435 5342

Hsakl A

Bspedi 12

Bspl2sel 12

BspEl ? 2 2413

sspGl 1 2750

Bsplinn 3 3224

Bl 22

BerBt 4 36 3157 4825 5271

Bsrd 2 170 1536

Bsrki 7 433 442 809 2021 2181
4380 5228

Bashit 1 1534

Bst1107t 1 2895

Enzyme _ # Sites Locations

BsteH 1
BsIxt 3
Bstvi 9
Cacsl G
Gjel 26
Cjep! 30
Clal 1
Cuill i
CuiRl 22
Odet 1
Donl 21
Dralil 1
el 3
Deill 2
Dsal 3
Eael 4
Eagl 1
arl - 3
feit 3
tcod7lt 3
Ecos7l 1
ECoNi 2
£0o0109 3
fcoRl 1
ECoRit 10
ECoRY 1
Faul 17
fokl g
Fspl 1
Gelilt 4
Hael 6
Haell 14
Haelll 24
Haat 1
Hgieh 2
Hhal 47
Hindl 3
Hinclt 2
Hindil 1
Hinfl 18
Hpil g}
Hoht 16
fdaell 14
Maelll 1%
rboit 12
Rt 1
Mmel 7
Mni 25
tsel 25
sl 6
Rspl 28
MepAll 9
Rwol k]
Nart

Neit 12
eot 1
Hdei 1
NgoAlv 4
Nhet 1
Hlatlt 26
NlaiVv 22
Notl 1
Niul 1
i 2
Hspl 4

1304
925
132
2416

ami

i

022
3
173

1620

123
3439
4633

17
2197

84
2815

296
238
433
Pl

166
4083
4215
598

1054
198
3365

1332
5132
560

431

103
3298
2029

4338
556

848

3
178
2910

a3
272

380

412
1629

3623
5104

1463

264

2034

467

2021

4542
2560

nn
401
3876

5082

2196
563

4239
2444
2478
2230
1161
3384
2443

4064

563
3239

4069

1493

1153
3566

581

2181

2801

687
A6TS

1787

il
4314

2505

4670

1797
3250

4262

21

1723
381

1763

5228

3228

74

1699

1758

1671

2583

312

4624

2406

1816

Enzyme  # Sites _Locations

PHTIGHE
PAMI
Pief

Pshal
Pspsit
Psp14get
]
Pyl
Reat
Rsat
Sact
Sali
Sapt
Sau96l
SauAl
Serfi
Sfanl
Stet
Sgit
Sqrid
Smal
Sph
Sspl
Syt
Tagl
Taqlt

Tht

‘hal
Tsel
Tspddt

Tsp500!
i
Thitlll

bt
Vspl
Xbal
Xernt
Xhol
Yok

Aatt
Bael
Bsudel
Msc!
Pt
Scal

Sill
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o

21

@< = g
=3

N ]

Al

Bsal

Dral
Munl
Psti
SexAl
Sse83871

2010
105
384
3603
1968
2230
185
4426
1723
521
121G
190
179
3108

369
4425
44z
4300
598
4351
57

103
5011
1802
4337

1304
4513

2963
962
3853

384
335
979
158
2182

4689
672
4658

1816
3944
3030

3489

4919
296

1249
2104

4393

S

2132
5300

1655

4262

1808

1495

4818

Enzyimes that do not cul pETZ8a(s):
Agel
BseRi

tarmn11051

Nsp¥
RieAl
Sfil

Stut

759
5062

254%

2815
4819
4261

3680

-

2214
4585

2662

2685
4389

1867

1513

Ascd
Bopha!
Fsel
Pacl
Ratll
Snabi
Sunl

TBO74 12/98

1665
5070

4912

5346

3126

2178
4656

2876

3814

4625

Avill
BarGt
Kpnl
Pimel
Sacil
Spel
Swal

s

4580

Ny

28N

4814



